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RESUME

L’enquéte réalisée en 2012 dans la ville de SidliAkdbes et la commune de Tessala (Algérie
occidentale) a permis d’identifier 11 pathologiesitées par les différentes parties de la
ballote hirsute Ballota hirsutaBenth). Les maladies les plus fréquemment traifgasla
plante étudiée sont la contusion, les blessurésseatouleursrhumatismales. L'espéce étudiée
est employée, dans la majorité des cas, sous fdencataplasme et en poudre.

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux Ipaméthode de Folin-Ciocalteu, les
flavonoides par la méthode d’AKet les tanins ont révélé la richesse desfeuillesde
Ballotahirsutaen métabolites doséesdurant les quatre saisons. r&asgtatsexpliquent

I'utilisation abondante de cet organe en médecamitionnelle.

Les méthodes chromatographiques (CCM, HPLC) onrdlééhexistence de certaines classes
flavonoiques, issues des feuillesB#tlota hirsuta, responsables de 'activité biologique.

L’expression des résultats de I'activité anti-oxytdaet antibactérienne a montré quel’extrait
acétate d'éthyle est plus actif comme agents aydi@mxts avec une concentration inhibitrice
de 50%de radicale libre DPPH est de l'ordre de /iyml .Cependant la fraction n-
butanoligue et chloroformique se sont montréespaddive contre Saphylococcus
aureusavecdes diametres d’inhibitions de 12 +la 33,33420mm. Les pigments
chlorophylliens commela xanthophylle,produit terp@&e, s’estavéré la plus active sur les

trois souchegscherichia coli, Saphylococcusaur eusetPseudomonasaer ugi nosa.

Mots clés:BallotahirsutaBenth Activité Anti-oxydante, Activité antimicrobienne,

Flavonoides.



ABSTRACT

The investigation conducted in 2012 in the citySadiBel Abbes and the common of Tessala
(western Algeria) allowed identify 11 diseases pssed by the various parties of the shaggy
horehound Ballota hirsute Benth). The diseases most frequently treated &ylant studied
the contusion, the injuries and rheumatic paine $pecies studied is employed, in most
cases,as a poultice and powder.

The quantitative assays of the total polyphenolsthiyy method of Folin-Ciocalteu, the
flavonoids by AICI3 method and the tannins revedtezl wealth of the leaves of tiBallota
hirsute in metabolite measured during the four seasonssd nesults explain the abundant

use of this organ in the traditional medicine.

The Chromatographic methods (CCM, HPLC) revealek thxistence of some
flavonoiquesclasses, the outcome of the leaveh@Ballotahirsuta, responsible for the
biological activity

The expression of the results of the antioxidamt e antibacterial activity showed that the
extract acétated’éthyle is more active like antlaxits agents with an inhibitory concentration
of the 50% of free radical DPPH is of the orderOdd7 mg / ml. However the fraction n-
butanol and chloroform have been more active witfieav to Staphylococcus aureuswith
diameters of inhibition of 12 +1 a 33,33 +0,49 mithe chlorophyll pigments as the
xanthophyll, product the terpene, proved the naateve of the three strairtsscherichia coli,

Staphylococcusaur euset Pseudomonas aer uginosa.

K eywor ds:BallotahirsutaBenthAntioxidantactivity,Antimicrobialactivity, Flavonosl



LISTE DES ABREVIATIONS

CCM : Chromatographie sur couche mince
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité optique

HPLC : Chromatographie en phase liquide a hautiepeance
MEB :Microscope électronique a balayage
AcOEt : Acétate d’éthyle

cm : Centimetre

MeOH : Méthanol

mg : Milligramme

min : Minutes

ml : Millilitre

DPPH : 2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl

nm : Nanometre

Rf : Rapport frontal

UV : Ultra-violet



LISTE DES TABLEAUX

Tableau n°1 : Pluviométrie moyennes de la zonaud&{mm). ..........oovviiiiiiiieieeeeeeeee 17

Tableau n°2 : Répartition des précipitations anleegen mm) de la commune de Tessala

(1985-2013). .ieeeeiiitiiiee e e e ettt e ettt e e e e et e e e e e et —r e e e e e e ——eaaeanarraeaaeeeanrraaaaeeeaans 18
Tableau n°3: Répartition saisonniére des précipitat dans la commune de
ICEESTST L= 1@ N Y 2 0 SR 21
Tableau n°4 : Moyenne mensuelle du taux d’humidékative durant la période (1980/2009).
........................................................................................................................................ 21
Tableau n°5: Fréquence moyenne mensuelle des dgedeiesle (1985/2005)..........ccvvvvveeeeen. 22
Tableau n°6 : Répartition général des ClasseS ERPE.........cceeeevveieveeeeivieeiiiiiemmmmme e 23
Tableau n°7 : DivisSion des flaVONOTUES..... oo eeeiiiiiieeeeiie e e e 35
Tableau n°8: Les différents systemes solvantsaslpour la CCM de gel de silice ............. 55
Tableau N°9 :germes ELUIES ............... e oo eeeeeesei bbb eeeeeeeeeessasesssssereaeeeeeeeeees 58
Tableau n°10 : Les étapes de la déshydratation..................oovvviiiiiiiiniie e, 64

Tableau n°11 : Résultats de I'enquéte ethnobotamgenée sur |'utilisation de la ballote
hirsuteBallota hirsutaBenth.)...........oooiiiiiiiiiii e enees 74
Tableau n°12 : Caractéres physico-chimiques deak#ene végétale de la ballote hirsute du
mont de Tessala (Algérie 0CCIAENTAIR). .......ceeiiiei i 76
Tableau n°13: Composition minérale de la matiegetade de la ballote hirsute du mont de
Tessala (AlIgErie OCCIAENTAIR). ............. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s eeeeeees 77
Tableau n°14: Résultats de screening dans legetitigés organese Ballota hirsutdBenth

du mont de Tessala (Algerie 0CCIdeNtale). ..ccceeeevveeeiiiiiei e 84
Tableau n°15: Concentration moyennes en métabaolé@sslifférents organes de la  ballote
hirsute du mont de Tesssala (Algérie occidentale)..........ccceeeeeeeeeiiiiiiicciiieeeeee e, 85
Tableau n°16: Comportement chromatographique desribides dans le systeme solvant 1

........................................................................................................................................ 92
Tableau n° 17 : Les résultats de la chromatogragrieouche mince des témoins par le
SYSEEIME SOIVANT 2 ..o e e e e e e e e e e e et e e e eeeeateeaa s nnaaasssnn e e e e eaeeeeeeeeeeees 92
Tableau n°18: Comportement chromatographique dasgstéme solvant 2......................... 93
Tableau n°19 : Comportement chromatographique esygstéme solvant 3., 94
Tableau n°20: Temps de rétention des flavonastlesdard ..............ooeevveviviiiiiiiiicee, 97

Tableau n°21 : Temps de rétention des flavonoidesepts dans les extraits................. 97...



Tableau n °22 : Spectre antibactérien de la fragtiBuOH) ...............coevvvvvviiiiicccieees 101
Tableau n°23 : Spectre antibactérien de la fraatidaroformique présence de différentes

(oo] gToT=T o1 =1 1 0] 1S TSR 102
Tableau n° 24 : Spectre antibactérien de la fracNCOEL .............ccvvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen. 103
Tableau n°25 : Mesure du diamétre d’halos d’infebien mm Chlorophylle A)............. 105
Tableau n°26 : Mesure du diamétre d’halos d’'infebien mm Chlorophylle B)......... 105
Tableau n°27 : Mesure du diameétre d’halos d’'infebien mnfXanthophylle).............. 106
Tableau n°28 :Mesure du diamétre d’halos d’inhasiten mm(3 carotene)................. 106
Tableau n°29Histomeétrie des trichOMES @M ...........euvviiiiiiiiii e 116

Tableau n°30 : Distribution de différents typegriithomes dans de feuille et dans la tige



Figure n°1 :
Figure n°2 :
Figure n°3
Figure n°4 :
Figure n°5 :
Figure n°6 :
Figure n°7
Figure n°8
Figure n°9 :

Figure n°10:

Figure n°11
Figure n°12

Figure n°13:
Figure n°14 :
Figure n°15:

Figure n°16 :
Figure n°17 :

Figure n°18 :
Figure n°19 :
Figure n°20:

Figure n°21

Figure n°22 :
Figure n°23 :
Figure n°24 :
Figure n°25 :
Figure n°26 :
Figure n°27:
Figure n°28 :
Figure n°29 :
Figure n°30 :
Figure n°31 :
Figure n°32 :
Figure n°33:
Figure n°34:

LISTE DES FIGURES

Les structures de diterpénes isolégetmeBallota ...........cccoeeeeeeeeeiiiiiiciiiiiiiiiines 5
La partie aérienne Ballota hirsuta Benth .............cccccvviiiiiiiiiiieiee e 6
: Ballota hirsuta BEeNth........... o 7
L’arbre phylogénétique 2003 ....aieeeeeeeeiiiceee e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeennnnes 9
Les structures de quelques aglyCaNS . ...ueeeiriiee e 10
[ 1] 0= 1 To] (o] 1= PRSP 11
:La teneur du phénylpropanoides darBalleta hirsuta Benth .......................... 12
DMONES A€ TESSAIA ... 13
Position géographique des monts deal@s...............ccoceecvvvviviiiiieeee e 14
Variation des températures moyennasuoedles minimales et maximales...... 19
: Diagramme ombrothermique (P=2T) dgtdéion de Tessala,.............ccceeeveeene 20
: Quelgues COMPOSES tEIPENIQUES. ....cceeieereeiiiiiiiiiireeieeeee e e e e e e e e e eeeeereeeeees 29
Formation d’isopentényl a partir @eétyl- COA .......cooooeeeeiiiiiiieee 30
Synthese de différentes classesrigpés chez la plantes ............ccc..ee.... 31
Glande SIMPIE......cooiiee e 32
0T ST o e (=74 g o o [N T PP 32
Structure de quelques COMPOSES PITRIBSL............cevvviiiiiiieeeiiiieiiiee s 33
Unité de base des flavonOidesS...uuu e vvviiiiiiiiiiieccceree e 34
Définition des différents types dvinoides.............cccccviviiiiiiiiiivieeeeeee, 36
Localisation des deUX COMMIUNES oo uueiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e 43
:Localisation de la commune de Tessala...........ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 43
Station de PrélevemMEeNt .........oovve i 44
La Plante SECNE .......cco o 45
Protocole de dosage des phénals.........ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 49
Protocole de dosage des flavonaides..............ccooiiiiiiiiiiiiiccceeeeeeen, 50
Protocole d’extraction des flavon@ide.............evvvviviiiiiiiiiiiiiiii e 53
Fractionnement de I'extrait Drut..............oueiiiiiinieeeeeeeees 54
Forme libre et réduite du DPPH....ccc..vviiiiiiiiiieeeeeeen e 57
Schéma simplifié du protocole d’e&ti@ ...............ccovvvvvvveiiiiiiiieeeeeeeeeen, 61
Fixation des €ChantilloNS.....ccccccveeeiiiiiiiiiieee e 62
Automate de déshydratation......cccc.....ooooeiiiiiiiiiiiiiieee e 63
Appareil d’enrobage (préparationIoless ............ccccoeeeeeiiiiiieeieeieiee e 65
Les blocs contenant les échantill@shgdratés ...........cccccceeeeveeeeeeeees s 65
Montage dans [e Bain Mari@.........ccouuuiiiiiiiiiiiiiaiee et 66

Figure n°35 : Automate de coloration histologiqueeanatoxyline-€osine ..............cee...... 7.6



Figure n°36 : MONtage AES COUPES ........utcammmmmm e eeeeeeeeeeeeeeeeeetiiiii e e eeeea e s e e e e e e e e e e eeeeas 68
Figure n°37 : Répartition de la population par $SA’age ........vvviieiiiieieee e eeeeeneens 69
Figure n°38 : Répartition de la population selonileeau intellectuel .................c.vvvvvieeee 70
Figure n°39 : Les vertus de la ballote hirsute I@alhirsuta Benth) selon la population...... 70
Figure n°40: Les parties utilisées de la balloteUIE...............coovvvveiiiiiiiiiiiie e e 71
Figure n°41 : Le mode de préparation des partiisads de la ballote hirsute................. 2.
Figure n°42 : les maladies traitées par la babitgute.............cccoooiiiiiiiii i 73
Figure n°43 : La fréquence d’utilisation de la pan...............ccooevvviieiiiiiiiicis e 75
Figure n°44 : Photos prise par microscope éleajtena balayage (M.E.B) ........ccccevvveeeennn. 78
Figure n°45 : Photos prise microscope électronigbalayage (M.E.B)..........cccccuvvrrneeee. 79.
Figure n°46 : Photos prise par microscope éleaguoni balayage (M.E.B) .....cccoeevvveeeeeenn. 80
Figure n°47 : Spectre d’'absorption d’'infrarougdaleeuille de la ballote hirsute ............ 81.
Figure n°48 : Spectre d’absorption d’'infrarougdalége de la ballote hirsute ................ 82.
Figure n°49 : Spectre d’absorption d’'infrarougdaleacine de la ballote hirsute............ 33.
Figure n°50 : Courbe d’étalonnage de I'acide gaBign mg/l............cccvvvveeeeiiiieiiieieees 86
Figure n°51 : Courbe d’étalonnage de la catéchin@@l. ................ooeeeeiiiiiiiiiiiieeeeenn. 87
Figure n°52 : Concentrations moyennes des COMPIBE®IIQUES ..........ccovvvevvvvvvinnnnnnnnn 88.
Figure n°53: Projection des individus sur le plactoriel (F1 X F2) .........ccceeeeiiiiiiiiiiiceees 89
Figure n°54 : Dendrogramme de la C.H.A issue dwal\gse quantitative de métabolites ..... 90
Figure n°55 : Rendement des extraits selon la p@lamissante des solvants ............... 9l...
Figure n°56 : CCM analytique représentative desoft@ides de Ballota hirsuta................... 91
Figure n°57 : CCM analytique représentative desoft@ides de Ballota hirsuta................... 93
Figure n°58 : CCM analytique représentative dagdihoides de Ballota hirsuta.................. 94
Figure n°59 : HPLC de I'extrait acétate des feaillie ballota....................ccooiein. 95
Figure n° 60 :HPLC de I'extrait n-BuOH des fewslléeBallota hirsutaBenth................. 96
Figure n°61: Pouvoir réducteur des troisS eXtraitS............eeeeeeriiiiiieiieeeiiiiiie e 98
Figure n°62 : Pourcentage d’inhibition du radidaié DPPH...............oooiiiiiiiiiis s 99
Figure n° 63: Valeurs des IC 50 des differentsais................cooevvvvvvviiiiiiieisicceeeeeenn. 100
Figure n°64 : Photos représentatives des zoneSiiams (Mm..........ccccccevvveeeeeeeenniiinnes 104
Figure n °65 : Photos montrant les zones inhib&igmm) .............eiiiiiiiin e 107
Figure n° 66: Coupe transversale sériée realisédvaau de la nervure principale d’'une
feuille deBallota hirsuta BENt ... e 1a1
Figure n° 67 (A, B et C) : Coupe transversale namittes compartiments cellulaire d’une
feuille deBallota hirsuta BENth ..o e 11
Figure n° 68 : Coupe transversale sériée au nigdeanervure principale d’'une feuille de
Ballota hirsuta Benth, colorée par combinaison vert de méthyle -rouge Gong.............. 112
Figure n °69:Quelques types de trichomes glandulaires et nonndglaires

observés cheBallota hirsutaBenth..........oooor e e e, 114



Figure n °70 : différente type des trichomes gldaides........

Figure n °71 : Différente type des trichomesnomdldaires



Table des matieres

[ (g0 o 18 Tex {l0] o F 1

Chapitre | : Monographie de Ballota hirsutaBenth

L1 LES TAMUAIES ...eeiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 3
1.1.1 Place dans la classification systématiquaniqtie. ..............ccceevvvvevrriiirinenicmmmne e, 3
1.1.2 La famille de LamiBCEES ........couviiiiiiieeii ittt e e e ee e e e e e e e s 4
1.2 Le geNr@BallOta.......cco et e e e e e e 4
[.2.1 Propriétes th&rapeULIQUES ...........cceemmmmiee e e e e eeeee ettt s s e e e e e eeeaae e e e e e e e e aeeeeeenannnnnes 4
1.2.2 Les travaux antérieurs SBaIIOtA .............oooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 5
N =TS (=T 0T 1 PR 5
[.2.2.2 d’AULIES TrAVAUX .. ..uuiiiiiiiiieieammmeiiiiiibte ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e s s s s s smnnnreeeeeaeeeeeeeaesssnaaananes 6
.3 Ballota hirsuta BENTN ..........ei e e 6
[.3.1 Caractere DOLANIQUE .........uueieiiieeeee ettt e e e e e e e e e e e e eessr e e eaaaaeaeaeaaaaeas 6
RS J2 @do T g o [1 1T g SR =ToTo] (oo Lo [0 =PRI 8
.4 Travaux antérieurs s@allota hirsuta Benth...............ccccciiiiiiiiiiiiiee s 10
l.4.1 Composeés de flavonoidesBlota hirsuta Benth..............ccoooiiiiiiiiiieiec s 10
R BT o [ (T 1= 1 P 11
1.4.3 Déterminations de phénylpropanOides. oo .oooooeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 12

Chapitre Il : Présentation du site d’étude

[I.1 Caractéristiques ECOIOGIQUES .........ieeeeeeeerieiiiiiiieie e e e e e e e e e e e eeeeeeeeees e ennneeeenann e eeas 13
e = 0 =T o] o T 1= R SPPPP 15
[1.1.2 Stratigraphie et tECIONIQUE .......uiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 15
[1.1.3 FOrmMationNS VEQELAIES .............cos e ettt s e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeaeeeeeeseeeennnesnnnnns 15
[1.1.4 Pé&dologie et NYArOlOQI€ ........ueeiiicecemeeeeee e et e e e e e 16
[1.2 Caractéristiques ClIMAtIQUES .......uuu e e e e e e e e e e e e e e e e 16
2 R BT o = ol o] €= L1 o] 0 U 17
[1.2.2 LA tEMPEIALUIE ...ttt meme ettt e et e e e e e e e e e e e e e e s s s s snnnneeeeaaeaaeeaaaaeesssnannns 18
[1.2.3 Synthése DIOCHMAtIQUE..........cooii e r e e e e e 19
[1.2.4 LES VENTS ..ot s ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e enn e e e e e e nnn e e e e e ennnnas 21
[1.2.5 HUMIGITE ..o e ettt s e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e ee e s e b e e e as 21
[1.2.68 GRIBE ... .ttt ettt e e e e e e e e e —— ettt it e e e e e e e e e e e e e e e e aa s 22
[1.3 Caractéristiques GEOMOrpPholOGIQUES....ceeeeeeiiiieiiiiiiii e 22

LS T N 1110 [ TP TPPPPPPPIN 22



[1.3.2 EXPOSITIONS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeennnees 22

[1.3.3 LBS PEINLIES ..ottt e e e e e et r e e e e e et e e e 23
Il.4 Dégradation du patrimoine végétal dans lestfndes Tessala..........ccccccvvvvveeeeeeenneee. 23

[1.4.1 Factures de dégradation ..............cceeeeieieeeeeeiiiieiieiiciiieee e e e e e s areeeees 23
I = A od o = 1 ] (0] o] [ [ [PPSR 23
[1.4.1.b INCENAIES €t SUIMPALUIAGTE ....eevvveeeriieiiiiie ettt e e 24

Chapitre 11l Métabolites secondaires

lll.1 Les plantes, source naturelle d’antimiCrolSien.............ccccooeviviieviiiiiein e 25
[11.2 MECANISME A€ UEFENSE ...ttt e e e e e e e e 25
[11.3 Les MEtaboliteS SECONUAIIES ........uueeeeeeiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e e s 26
.3, 1 DEFINITION ..eeviiiiiiiiie e ettt et e e e e e e e e e e e st r et e e e e e e e e e e e e e e e e s aannns 26
[11.3.2 Rble des métaboliteS SECONUAINES .. e eeeeeeeeeeeeeiii e eeeee e e e 26
l1l.4 Les enzymes impliquées dans la biosynthesmélabolites .............ccoevvvvviiiiinnieene. 27
[11.5 Les Métabolites secondaires les plus COUTANLS.............ccovvvvevevriiiiiiiinie e cceceenee e 28
[1.5.1 LES tErPENOTUES .....eeiiiieieiee e e ettt e e e e e e e e e e e e e s s rnnnnr e e e e e aaaeeeaaaeeeeaaannnes 28
[11.5.2 LeS COMPOSES PNENOIIQUES .....uvveeuieiiei e e e e e eeeeee ettt e e eereea e e e e e e e e e e e eeeees 32
70 R I T3 § =\ o] (o) [0 [ 34
HEL5.3.1 DEFINILION ... eeee e ereeee s e e e e e e e e e e aeeeaeeeeaesesnnes 34
[11.5.3.2 Distribution €t I0CaAlISAtION ........ieriiiiiiiei e e e e 34
[11.5.3.3 La biosynthése des flavonoides.......cccoovvvveeiiiiiiiiiiiiiii e 34
[11.5.3.4 ACHIVILE DIOIOGIGUE ...ttt r e e e e e e e e e e e as 37
30 I3 = V][ 37
[11.5.4.1 Tanins hydrolySabIES.............ucummmmeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeananes 38
1.5.4.2 TaNINS CONUENSES. .. ... ittt et e e et e et e e et e e e e e eae e 38
[11.5.4.3 LA COUMAIINES ... ..ttt ittt e et e e e e e e e e et e e e a e e 38
[H1.5.5 LeS AlICAIOIARS. .. ... e e e e e e et e e e e e e e ean 39

l11.6 Influence allélopathique ou facteurs chimique..................cocevvvievievin el 39

[1l.7 Aspects botaniques et chimiotaXxONOMIQUES............covvveeiiriiiiiiiiiiiieee e eeeeeereaeeeaeeeas 40

Chapitre IV : Matériels et méthodes

IV.1Enquéte ethNODOtaNIQUE ..........ooiiiii e 41
Y 0 [ Yo [T £ o PSSR 41
IV.1.2 LOCAlItES A€ 'ENQUELE ...ttt e e e e e e eeeeees 42
VA2 = ¥ o [ ] )V (o Tl 1 o [ 1SR 44

IV .2. 1Choix du matériel VEQELAl ...........commeeeeeeeeeeiii e e 44



IV .2 .2 Station de Prél@VEMENT ..o 44

V.2 .3 MAteriel VEQELAL..........coeieeeeeee e e e e e e e e e e e eeees 45
IV .2 .4 Caractérisation physico-chimique de laigratvégeétale..............cccceeiiiiiiiiiennees 45
IV .3Screening phytoChimMIQUE.........cooii e 47
IV .4 Dosage saisonnier des phénols totaux etldesrfoides............cccevvvvvvviiiiiiiieeeennn. 48
IV .4.1 Dosage des PhENOIS tOLAUX .........oococme ettt e e e e e e e e eeeae e e 49
IV.4.2 Dosage des flaVonOiUES. ......coii it 50
[V .4. 3 D0SAJE UES tANNINS......ceuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeieier s e e s e e e e e e e eeseaaaeeeeeeaeeeeeessnnrsnnnnns 51
IV.4. 3.1 Tannins hydrolySabIes..........coouiiiiiii i 51
IV .4. 3.2 TANINS CONUENSES & ...ciiiieiiiieeeeeee et e e e e e s s s asnneneberenenees 51
IV .4. 4 ANalySes STaliSHQUES ........coviiieeeeee e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e eeraeeeannnes 52
IV .5 Extraction des flaVOnNOIdES :........ooeeeeeiiiiiiiiiiiie s 52
IV .5 .1 Analyse des extraits par La chromatogresir couche mince CCM....................... 55
IV .5.2 Analyse chromatographique par HPLC . oo 56
IV .6 Activités anti oxydantes des fractions ODEEIU...........ccevveieeeeeeeieiiii e 57
IV .6 .1 TeSt au DPPH ..o e e e e 57
IV .6.2 Calcul des pourcentages d'inhibitioNS.............evvvviiiiiiiiiie e 58
[V .6.3 CalCUl dES IC50 ... ..cciiiiiiiiiiitt e e e e e e e e e e e e e e eeee bbb e s e e e e e e e e e e eeeees 58
IV .7 ACtiVItE antiDACIENIENNE ......covviiiiiieeeeie e 58
[V .7.1 EXIraitS flaVONOTQUES..........uuueiiimmmmmr e e e e e eeeeee ettt s s s e e e e e e e e e eaaaeaeeeeeeeeeeeessnnnnes 58
IV .7.2 .1 EXtraction des PIgMENLS ........cooiiieriiiiiiiiiiieeiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeenees 60
IV .7.2 .2 Purification des pigments et I'activaatibactérienne ..........ccccceeeeeeiiiiiicceen.. 60
AV S B = 0o [ 1 o] (oo o [ U = 62
IV .8.1 Prélevement des éChantilloNS ...........eeueeeiiiiiiiiiiiiiicceree e 62
IV .8 .2 Fixation des €chantillons..........cooo i 62
IV .8.3 Déshydratation des €ChantilloNs ...cccceceoooeeiiiiiiiiiiicc e 63
IV.8.4 L'Enrobage... O o 7
IV .8 .5 Confection des coupes .................................................................................... 65
IV .8.6 Montage des COUPES SUN [AMES.......uuuciieiieeeeieiieeeeeeieiirss s e e e e e e eeeeeee e e e e e e e aeeees 66
IV .8.7 Déparaffinage et réhydratation des COUPES.........cccvvriiiiiiiiiiiiiiiiieee e 66
AV SR Sl @] (o] 7= [0 1< SRR 66
IV .8.9 Montage et observation au MIiCroSCOPE OLGLL .......evvrrvrrrnniireeeeeeeeereeess e 68

Chapitre V : Résultats

V.1 L’enquéte ethNODOtANIQUE ...........ooo e 69
V.1.1Caractérisation deS ENQUELEES.......cooeiiiiiiiiiiiiieiere et e e e e e eessr e eeeeaee s 69
V.1.2 Utilisation de la PIante...........ueuieeiiiiiiee e e e e e e e e e 70

V.1.2.1 Utilisation de la plante selon leur VEItU. ... 70



V.1.2.2 Partie utilisées par 1€S iNAIVIAUS ....cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccceeeee e 71

V.1.2.3 Mode de préparation de 12 Plante ..ccccceeeee oo 71
V.1.2.4 Maladies traitées par |a PIANte ......cccccoo oo 72
V.1.2.5 Fréquences d'utilisation de la plante paalité et par SEXe ..........cccevveeeeeee s 1D
V.2 Résultats de la caractérisation de la poudre..............eceeiiieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaees 76
V.2.1 pH €t [a tENEUIN €N CAU ....ceeeiiiiiiieeeie e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaneas 76
V2.2 MALIEIE GIaSSE....ciiiiiuuuiittttteetimmemaeeeeeeaaeeaaaesasssssaassssasseseasaeeenaaaassaannnssssssbennneneeees 76
V.2.3 COMPOSItION MINETAIE ........ccoiiiii e e e e as 77
V.2.4 MOrphologie deS POUAIES ........cooi s e e e e e e e ettt as 77
V.2.5 INfrarouge dEeS POUAIES ......uuuuuiiceeeeee ittt e e e e e e e 81
V.3 Caractérisation phytOChIMIQUE .........uueeririiiiiie e e 84
V.4 Dosage des MELADOIES .........cooi i 85
V.4.1 ANAlYSES SAtISHOQUES : ...oeveiiiiiiime et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeenaneas 87
V.4.2 Analyse en composantes prinCipales (ACP) cecee..ooiivee e eiieeeeeeeeee e 89
V.4.3 Classification ascendante hiérarchique (C)AH........ccoviiieiiiiiiiiiieee, 90
V.5 Rendement des flaVONOTUES.............. o cennneiaeee e e ee ettt 91
V.5.1 Chromatographie analytique Sur COUChE MINCE.:...........uuviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeieeeeee, 91
V.5.2 Analyse quantitative par HPLC ... 95
V.5.3 La lecture des profils chromatographiques................ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiee 97
V.6 ACLIVITE aNti OXYAANTES .. ..uiie i i e e et e e e eeas 98
V.6.1 POUVOIT TEAUCTEU ......uuiiiiiieieeiescmmmmeeiitieieeeeeeeeeeeeaeeaeaaeesassssssssnnnneeaaeaeeeaesssessnannnnns 98
V.6.2 Pourcentage d'iNNiDItION .........oo e 99
V.6.3 Concentration inhibition de 50% (IC 50) um«reuriiiiiieeeeeeiiiiieeeiiiiiii s 100
V.7 POUVOIr @ntiDACLEIEN ......cciiiiiiei ettt a e e e e e 101
V. 7.1 EXIraits flaVONOTQUES ......coeiiiiiiitcmmmmm oo ettt e e e ne e e e e e e e e e e e e e eeeeeeenee 101
V.7.2 Pouvoir antibactérien des PIgMENTS......cccccioiiiii e 105
RV S I o 1151 (] o o [ 108
V.8.1 Feuilles ddallota hirsuta Benth. ............oooiiiiiiiiiii e 108
V.8.2 Tiges daallota hirsuta BENtN..........cooeviiiiiiiiiiiieec e e 109
V.8.3 Les différents types des triChOmMeS ...........coooviviiiiiiiiicicc e, 113
V.8.4 Histométrie des triChOMES .........oii e 116
V.8.5 Distribution des triChOMES............i e e 117

Chapitre VI : Discussion

VI.1 Etude ethnODOTANIQUE........coiiiiiiiiieeemmme et e e e e e e e 118
V1.2 Caracterisation de 1a POUAIE.......... o eerrrnnmiiaaeeeeeeeeeaeeeeeeerennnnnn s 119
V4IRS I = (W To (=3 o] )Y, (o Tl 11 1 o1 {o 18 [PPSR 121



VI.3.1 Screening phytoChimIQUE.........cooiiiiiieie e 121

V1.3.2 Dosages saisonniers de POIYPENOIES .ooeeeeeeeeiieiiiiei e 122
VI.3.3 I'analyse chromatographique CCM et HPLC...........ccooiiiiiiiiiiiiieeee 124
VI1.3.4 ACLIVILE DIOIOGIGUE......co oot a e e e e e e e e e e e e e nnes 125
VI.3.4 .1 ACLIVItE antiOXYANTE ..........oecemeeeiiiieee e e eee e e e e e e e e e e 125
VI1.3.4.2 Activité antiDaCterienne ...........ccceeciiiiiiiieeeee e 126
V14 HISTOIOGIE ...t sttt e s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeesenennnnns 128

CONCIUSION. ...t e e e e e e e e 202132
Références bibliographiques.............cccoiiiiiiicici 22134



I ntroduction

La flore algérienne contenant environ 3150 espéests riche et diversifiee(Quézel,
1999)Parmi les caractéres de cette flore liés a la béeydité, un taux élevé d’especes
autochtones et endémiques qui élevent notre pays &ang de zone a grand intérét
géobotanique.Un nombre important de taxons de déite possede des potentialités

meédicinales a diverses utilisations et indicatiphgtothérapeutiques.

Ce patrimoine végeétal est connu par sa richessa €iversité dansles régions cétieres, les
massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppéese oasissahariennes. Parmi ces
ressources naturelles lesplantes aromatiques etimadds occupent une place importante et
jouent un grand réle dansl’économie nationale.sEdlent utilisées dans différents domaines :
industrie alimentaire,conserverie, pharmaceutiget, phytothérapie (Duraffourd eal.,
1997).Ces especes vegeétales représentent un résgmwvoense de composés potentiels
attribués aux métabolites secondaires qui ont titage d'étre d’'une grande diversité de
structure chimique et ils possédent un trés lavgatdil d’activités biologiques.

L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques rnemles activités antioxydantes et
antimicrobiennes demeure une tache tres intéressanitile, en particulier pour les plantes
d’'une utilisation rare, moins fréquentes ou nonntas dans la médecine et les traditions
médicinales. Ces plantes représentent une nows@lice de composés actifs. En effet. Les
meétabolites secondaires restent I'objet de nomleseuscherchefn vivo commein vitro,
notamment la recherche de nouveaux constituanisatatels les composés phénoliques, les
saponosides et les huiles essentielles(Bahorui)199

Les maladies infectieuses causées par les bacetries champignons affectent des millions
de personnes dans le monde entier et causent diefopertes au niveau économique. Aux
Etats Unis seuls, ces pertes sont d’environ 20obgl de dollars par an. De nombreux
programmes ont été conduits pour découvrir et d@per de nombreux agents
antimicrobiens d’origine biologique. Ainsi 27 antibques et 12 antifongiques étaient en

développement en 1998 contre les infections bactges et fongiques (Persidis, 1999).

]



I ntroduction

La thése s’articule sur trois parties :
+ La partie bibliographique qui englobe trois chagsitr
> le premier inclut la synthese relative a la préswmt de I'espéce
etudiéeBallota hirsuta Benth du point de vue systématique, botanique,
> le deuxiéme comporte la présentation de la zoneidie
> le troisiemeenglobe un apercgu sur la définitiorsttacture chimique et
les effets bénéfiques de certains métabolites skeo@s.
+ La partie expérimentale englobe trois aspects, dont
> le premier aspect est d’ordre ethnobotanique baséipalement sur
une enquéte réalisée dans la ville de Sidi Bel Aldteda commune de Tessala. Cette étude
s’est avérée indispensable pourdéterminer les dautiisation des différentes parties de la
plante par la population de Sidi Bel’Abbes et cdllen village deprovince.
> le deuxiéeme aspect est consacré al'extraction ejukmtificationdes
composés phénoliques notamment les flavonoideshjactf du travail entrepris vise a
démontrer la richesse de l'espece étudiée en ftades et a déterminer leurs propriétés
biologiques. A cet effet I'évaluation de I'activintioxydante des flavonoidesvis-a-vis du
radical libre DPPH est de mise. Un test antibaetédst réalisé afin de déterminerl’effet des
produits flavonoiques sur la croissance Edeherichia coli, Saphylococcus
aureus,Pseudomonas aeruginosa.Cet aspect est porté également sur le diagnostia e
séparation des principaux flavonoides par [l'utiima des différentes techniques
chromatographiques.
> Le troisieme aspect est basé sur une étude ddtesede la ballote
hirsute a savoir la morphologie,l'anatomie et Istralbution des trichomes sur les deux faces
(abaxial et adaxial). Autrement, ces sites de siéar&ont considérés comme des caracteres
distinctifs au niveau des Lamiacées ce qui nousnandfaire des mesures micrométrique
dont I'objectif est de montrer les différentes typukes trichomes.
+ La troisieme partie est structurée en :
> Discussion des résultats,

> Une conclusion avec des perspectives.

]
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Chapitre | : Monographie de Ballota hirsuta Benth

[.1 Les lamiales

Sur le plan chimique l'ordre des lamiales est dar&e par la présence d’oligosaccharides,
tels que le plantéose, qui constituent les résatgda plante a la place de I'amidon, ainsi que
de flavones oxygénées en 6. L'ovaire supére cartie® proportion d’arabinose dans sa
paroi (Guignard, 2001 ; Judd, 2002)

I.1.1 Place dans la classification systématique laotique.

La place des lamiales dans la classification systigpne botanique APG Il 2003 :

¢ Embranchement des Spermaphytes (plantes a gra@émesye appelés Phanérogames.

¢ Sous embranchement des Angiospermes (grainegpesieou plantes & fleurs.

¢ Clade des Eu dicotylédones (Eudicot) ou dicotyt@dovraies : plantes a grains de pollen
tri-aperturés ou d’un type dérivé, toujours dicétidnées, toujours sans cellule a essence dans
les tissus parenchymateux.

¢ Clade des Eu-dicotélydones centrales : plantesongbinent pas la production a la fois
d’alcaloides et une placentation marginale (corgmnaént aux Eu-dicolélydones basales) a
fleur ayant des caracteres apomorphes (évoluésanfiee souvent hétérochlamydé (composée
d’une corolle et d’un calice différenciés).

¢ Classe des Asteropsida ou grade des Asterided@antep a ovules ordinairement
tenuinucellés et a fleurs gamopétales, moins frdguent dialypétales, étamines
généralement isomeres, des lobes de la corolleadsmombreuses ; verticille d’étamines le
plus externe toujours alterne des pétales.

¢ Super-ordre des Lamianeae, qui regroupe Gentihbagjales, Solanales et des familles
telles que les Borraginacées (Guignard, 2001 ;,2@faP).

)
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1.1.2 La famille de Lamiaceées.

Ce qui caractérise cette famille, ce sont les e de chaleur qui la pénetrent
profondément et y provoquent la genése de « sutsstzalorifiques » Les huiles étheriques
ou essences, dans le plant ; les huiles grasses]afagraines. Le processus floral et la genése
des arbmes sont refoulés dans la région des tigdssefeuilles. Les labiées ont aussi en
propre un processus hydrocarboné intense, génerdéesucre et d’amidon qui se révele
d’'une part dans leurs abondants nectars (plantés$ames) et d’autre part, dans leurs amidons

trés faciles a digérer : le galactane (notammemns teagenre Stachy@journier, 194Y.

.2 Le genreBallota

Le genreBallota est caractérisé par un calice tubuleux en entormdaiix nervures a cing
dents presque égales (parfois dix dont cing plugeg® élargies a la base, pliées en long,
mucorinées. La corolle est bilabiée a tube ne d&paipas le calice, muni en dedans vers la
base d’'un anneau de poils ; la lIévre supérieurdressée, un peu concave, émarginée, velue
en dehors, la levre inférieure a trois lobes obtas|obe inferieur étant le plus grand,
émarginée. Les quatre étamines (les deux extérétarg les plus longues) sont rapprochées
et paralleles. Les especes du gdBakota sont des plantes vivaces, poilues, a tiges rameuses
et feuilléeqThierry, 2006).

I.2.1 Propriétés thérapeutiques

La ballota se montre tonique, stomachique, antispasmodiquénaocte, dépurative,
diurétique, vermifuge, résolutive et détersive.9C'en médicament trés nervin efficace. On a
constaté ses bons effets dans les états hystémques troubles connexes dans les troubles
nerveux de la ménopause. On conseillealéota dans I'’hydropisie et la goutte rhumatismale.
Dans ce dernier cas aux infusions, on adjoint mtet les applications externes, comme

vermifuge(Fournier, 1947).

|
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1.2.2 Les travaux antérieurs surBallota

La recherche approfondie du genre a commencéetia ges années 1970. Une publication
polonaise apparue a propos des enquétes et desemxammatomiques photochimiques
préliminaires. Les extraits et huiles essentiatlesté testés par papier et la chromatographie
sur couches minces. Les auteurs ont révelé la nuésde base, des flavonoides et de

composés phénoliqu€soth etal., 2009).

[.2.2.1 Les terpenes

Les diterpénes de gertallota ont été isolés par un groupe de recherche italiepuis 1976
(figure 1). Plusieurs publications ont été publidesont décrit I'isolement et l'identification
de Ballonigrin, Ballotinone, 7a- cettoxymarrubiae Ballota nigra et Ballota rupestris, et de

Ballotenol(Savona edl., 1976).
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Figure n°1: Les structures de diterpénes isolés du gBalieta
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1.2.2.2 d’autres travaux

L’activité antifongique de Ballota inaequidens a été montré par Citoglu (2004), les
flavonoides ont montré I'activité de lutte contess lespeces déandida, et I'activité anti-
inflammatoires chez les rats (Ozbakakt 2004) . Les résultats de Vrchovskaalet (2007)
ont montré I'activité antioxydante des phénylpragdes deBallota nigra.

1.3 Ballota hirsuta Benth

I.3.1 Caractere botanique

Calice a limbe foliacé largement rotacé réticulédtifide a 5 dents principales. Tiges
ligneuses et velues a 24-60 centimétre. Feuillpérseures sessiles a dents trés obtuses, les
feuilles inférieures, cordaté ou tronqué a la l{igares 14 et 15). Corolle rosée a levre
supérieure bifid¢Patzak, 1962 ; Quezel et Santa, 1963).

¢ Non scientifique :Ballota hirsuta Benth

¢ Non Francais :Ballote hirsute

¢ Non Vernaculaire Merheroui (Quezel et Santa, 1963).

RY3 . 4
B

Figure n° 2 :La partie aérienne dgallota hirsuta Benth (Cléchi kechar, 2014)
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CASTLLO O,

Figure n°3: Ballota hirsuta Benth

a : La plante entiere b : Partie de,tgeFeuille, d : Fleur, e : Calice,
f: Calice ouvert ventral, g : Corollevert ventral, h : Etamine. (Patzak, 1962)
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1.3.2 Conditions écologiques
Ballota hirsuta Benth s’installe dans des habitats dont les océriatijues écologiques
conviennent aux données qui suivent :

Sol a : pH : basique (calcaire) (pH>7,5)

Exposition : ensoleillé

Feuillage : persistant

Taille : 0,60 x 0,60 m

Densité : 2 plant(s) parm

Floraison : juin, juillet

Couleurs : rose pourpre (Web master 1)

1.3.3 Répartition géographique
Originaire des régions tempérées de I'Europe,itjaé du Nord et en Asie occidentale, avec
la plus grande diversité dans la région méditeeané

¢ Distribution Province : Alicante. lles Baléaresagillon. Gérone. Valence.

¢ La distribution dans les iles : Formentera. IbMallorca.

¢ Distribution générale : Méditerranée occidentale.

¢ Sahara central, commune dans le Hoggar (Web nigster

1.3.4 Classification botanique Selon APGII 2003
Regne plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Clade : Eu dicotylédones (triaperturée)
Clade:Asterideae
Clade : Astéridées 2 hypogynes
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées
Genre Ballota
Espece Ballota hirsuta
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La place de la Ballote hirsute dans le régne «tatan est illustrée dans la figure 4 (Spichiger
etal., 2004).

ANITA - "
aeaceac
(PROTOANGIOSPERMES) A
%) MONOCOT .
= — Alismataceae, Araccae
=z archaiques
<
=
i
4 E LILIIDEES Liliaceae, Dioscoreaceae, Orchidaceae
= w1 5 [ridaceae, Agavaceae, Alliaceae
= = f} Amaryllidaceae
= = =
- 4
8 E g Commelinaceae, Pontederiaceae, Musaceae
E L g o) COMMELINIDEES Strelitziaceae, Heliconiaceae, Zingiberaceae
Zz =) Cannaceae, Marantaceae, Arecaceae
=, é Bromeliaceae, Juncaceae, Cyperaceae
< Poaceae
=
=
MAGNOLHDEES Aristolochiaceae, Piperaceae, Magnoliaceae
77} Annonaceae, Myristicaceae, Lauraceae
=
=
=
=
L z %l EUDICOT Platalnaceae, Proteaceae, Papaveraceae
& = ; Menispermaceae, Ranunculaceae
{2’. = archaiques Saxifragaceae, Dilleniaceae
2|3
=]
i CARYOPHYLLIDEES groser::;fcﬁc. Poiy\g{onacegle. Cactaceae
= aryophyllaceae, Nyctaginaceae
2 & SANTALALES Amaranthaceae, Olacaceae, Loranthaceae
=)
=
= ; 3 Fabaceae, Rosaceae, Rhamnaceae
L= ROSIDEES 1 . Ulmaceae, Moraceze, Urticaceae
E hypog. dialycarp. | Cecropiaceae, Juglandaceae, Fagaceae
5] Betulaceae. Cucurbitaceae
=
% Vitaceae, Salicaceae, Euphorbiaceae
= ROSIDEES 2 Rhizophoraceae, Malpighiaceae, Clusiaceae
fé " . Chrysobalanaceae. Ochnaceae, Erythroxylaceae
= 4] hypog. gamoc. f. simples Humiriaceae, Linaceae, Passifloraceae
= E Violaceae, Flacourtiaceae, Celastraceae
= 2 : ‘
% ; Brassicaceae, Caricaceae, Dipterocarpaceae
= ROSIDEES 3 Malvaceae, Rutaceae, Meliaceae
hypog. gamoc. f. compos. Sapindaceae, Burseraceae, Anacardiaceae
Geranlaceag
ROSIDEES 4 Vochysiaceae, Lythraceae, Myrtaceae
épigynes Melastomataceae, Combretaceae
ASTERIDEES 1 Cornaceae, Theaceae, Lecythidaceae
hor Ericaceae, Primulaceae, Myrsinaceae
% AFLLAIGIGS Sapotaceae, Ebenaceae
=
L= Gentianaceae, Apocynaceae, Rubiaceae
= ASTERIDEES 2 Solanaceae, Boraginaceae, Plantaginaceae
; Orobanchaceae, Oleaceae, Verbenaceae
- hypogynes Lamiaceae, Bignoniaceae, Acanthaceae
Gesneriaceae, Scrophulariaceae
ASTERIDEES 3 Agquifoliaceae, Araliaceae, Apiaceae
épigynes Caprifoliaceae, Campanulaceae, Asteraceae

Figure n°4: L'arbre phylogénétique 20qS$pichiger etl., 2004)
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|.4 Travaux antérieurs sur Ballota hirsutaBenth

Les principes chimiques de la ballote sont enpereconnus, on y a trouvé une huile volatile

un principe amer de l'acide gallique. La racinetmndrait du stachyose. La ballote contient

aussi des tanins et de la pectiBeloued, 2001).

1.4.1 Composeés de flavonoides dgallota hirsuta Benth

Quatorze flavonoides ont été obtenus a partir deigep aériennes :

¢ 8 Aglycones (savigenin, kumatokenin, genkwanin, tea, nuchensin, isokaempferide,

agigenin et luteolin) (figure 5).

¢ 6 glucosides apigenin-7-(p-coumaroyl)-glucoside, apig-7-gluside, luteolin-7-glucoside,

guercetin-3-glucodide, luteolin-7-rutinoside etanin (Ferreres &tl., 1986).

F3

Figure n®°5: Les
structures de quelques aglycons
flavonoides dBallota hirsuta Benth

¢ Apigenin R1=R4=0H; R2=R3=H

¢ Genkwanin R1=0C{iR2=R3=H;R4=H

¢ 7-4’- dimethylapigenin R1 = R4 = OGHR2=R3 =H
¢ Ladanein R1=R4 = OG4R2 =0OH; R3=H

¢ Salvigenin R1=R2 =R4 =0GHR3 =H

¢ LuteolinR1=R3=R4=0H; R2=H

¢ Nuchensin R1 = R4 = OCGHR2 = R3 = OH.
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1.4.2 Les diterpénes

Les plantes sont des sources importantes de psodaturels avec le potentiel d'étre
développés comme commerciaux activés et ingrédpmis la lutte antiparasitaire, et comme
antiappétentes contre les larves. Ces Composéginkonvégétale sont considérés dans le
développement de nouveaux produits agrochimiques.

Selon Savone &l., (1976) I'hispanolone est un diterpene qui aigdé deBallota hirsuta
comme agent de dosage antiappétentes contre leaemseeSpodoptera littoralis, qui est un
ravageur important du coton, du tabac et des @dtunaraicheres. Ces larves causent des
dommages importants car ils se nourrissent dediéelet des bourgeons (Ballesta abt
2007).

Ce composé exposé dans l'activité contre les @ride souffle, qui est un champignon
pathogene cause (la maladie de la rouille) affédtanz (Albert, 2005).

Certains travaux prouvent I'activité antibactérierttiextraitsBallota et montrent les effets de
I'hispanolone (figure 6), du dehydrohispanolonedetla ballonigrine contre certains Gram

positive et les micro-organismes Gram négatif endthampignon (Citoglu et., 1998).

Figun°6 : Hispanolone

)
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1.4.3 Déterminations de phénylpropanoides
Les glucides phénylpropanoides ont été rapportésésponsable de I'activité neurosédative.
En ce qui concerne I'importance biologique et tamigue des phénylpropanoides, trois
especes de geniallota (B.nigra, B.hirsuta et B.rupestris), ont été comparées pour leurs
composeés phénylpropanoides.

Les composés étudiés ont été le Varbascoside («i&3ythoside B (FB), et I'acide malique
caffeoyl (CM). Les feuilles ddallota hirsuta produisent les composés dans les quantités
suivantes FB=0.91%, VE= 1.64%. Les fleurs ont n®d#s productions supérieures de FB et
VE, que les feuilles. Dans les racines on troudd%. de la production de FB (figure 07 ).

Les observations soucieuses de CM, qui remargonense présentent pas en quantités
détectables dans tout les organes (Totd.et2007).

Les glucides phénylpropanoides ont égalementeétés contre les bactéries. lls ont trouvé
un effet modéré pour 'activité antimicrobienne\terbascoside, Forsythoside B (Tothakt
2009).
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Figure n°07 : La teneur du phénylpropanoides dan®dHota hirsuta Benth
(Toth etal., 2009).
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Chapitre 11 : Présentation du site détude

II.1 Caractéristiques écologiques
Les monts de Tessala sont situés au nord du @hetlé la wilaya de Sidi Bel Abbes, limités

au nord par la plaine de la Mleta et la sebkha aQra I'est par les monts des Béni

Chougrane, a l'ouest par les monts des Sebaa Ghieulu sud par la plaine de Sidi Bel

Abbes. lls constituent un prolongement entre 3 cames «Tessala, Ain trid et Sehala»
(Cherifi etal., 2011).

La région de Tessala, zone montagneuse de I'@lgstien, possede des caractéristiques
particulieres en matiére d'isolement géographidae,onditions climatiques et de fragilité des
écosystemes. Elle est connue pour sa richessestiffue. Celle-ci est particulierement

développée dans les foréts de la partie sommitateakssif.

Figure n° 8 Monts de TessalgCliché Kéchar, 2014)
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Figure n°9Position géographique des monts de Tessala
(Kiekken, 196@arte modifiée).
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11.1.1 La géologie
Dans la commune de Tessala les formations géolegigredominantes sont les marnes, les

argiles et les gres tendres du Néogene sur lesesatries calcaires marneux du Paléogene et
du crétacé. Ces formations sont diversifiées eubanité topographique est caractérisée par
des formations d’age et de structure différentezbae montagneuse des Tessala fait partie
du Tell oranais central caractérisée du point d= géologique par des formations de nappes
de charriages du complexe creto-oligocene décritDalaoui (1952), et des formations a

dominance calcaire. Quelques affleurements durgrée de calcaires pointent de temps en

temps avec des semelles de gypse du Trias.

[1.1.2 Stratigraphie et tectonique
Les monts de Tessala sont considérés comme unéegséructure anticlinale d’'une direction

SW-NE. Certains auteurs du levé géologique comasideles monts de Tessala comme le
domaine plissé de l'orogénese alpine accidentéeuparflexure sur la bordure de Nord.
Kiekken (1962), la considére simplement comme ungctire de couverture. A ce sujet
Benyahia et al., (2001) évoquent [limportance bg@éologique de la description
stratigraphique des différentes formations, et imfisient tres schématiquement : Le
Quaternaire, Le Plio-Quaternaire, Le Pliocéne, Lieddne, L'Eocene, Le Crétacé, L'Aptien,

Le Trias.

11.1.3 Formations végétales
Les formations végétales dans les monts dsala@sont représentées en trois strates :

¢ Une strate arborescent@uercus coccifera, Pistacia lentiscus, Phillyrea angustifolia,
Arbutus unedo).

¢ Une strate arbustivéP{nus halepensis, Pistacia terebinthus, Quercusilex, Celstis austalis,
Tetraclinis articulata, Olea europea, Ceratonia siliqua).

¢ Une strate buissonnant€réteagus oxyacantha , Rubus caestus , Daphne gnidium ,
Calycotome villosa, Ampelodesma mauritanica, Asparagus acutifolius, Asphodelus
microcarpus , Chaemerops humili, Cistus salvifolius, Artemisia sp , Stipa tenacissima,

Smilax aspesa, Laurus mobilis) (Cherifi etal., 2008).
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I1.1.4 Pédologie et hydrologie
La plupart des sols appartiennent a la classealgsrsnéraux bruts : lithosols et régosols de
la classification francaise. On trouve égalememaues rendzines. Les sols bruns calciques
sont rares, Les différents types de sols de la datade selon Pouquet (1952), sont :

¢ Les sols a sesquioxydes de fer

¢ Les sols bruns calcaires

¢ Les vertisols

¢ Les lithosols et les régosols
La commune de Tessala demeure pauvre en nappesramds. Sa topographie souterraine
de cuvette remblavée d’alluvions continentalesggliee et quaternaire favorise le piégeage
des ressources aquiféeres qui permettent l'irrigatdtune grande partie du maraichage de la
plaine. Le relief et les formations géologiquesla@leommune de Tessala ne révelent pas de
ressources importantes en dehors de quelques naifiegelles trés localisées.
Les principaux réservoirs d’eau sont des formatimessiniennes, calcaires gréso-calcaires,
qui sont a l'origine de différentes sources qumalntent de nombreux puits. La région est
constituée par quatre portions de bassins versants
¢ Le bassin versant c6tier oranais qui s’ouvre aunér, traverse la chaine du Tessala suivant
la pente générale du plateau avec Oued Berkedbeest El Kelakh.
¢ Les autres Oueds s’écoulent de Tessala constitaasbus bassin versant de la sebkha
d’Oran.
¢ Au sud, la chaine de Tessala forme une barrieménzee sur toute la longueur délimitant
ainsi le sous bassin versant de la Mekerra avsegoue bassin versant d’'Oued Sarno.
¢ Un autre sous bassin versant apparait du cétéidieD&ho. Parmi ces quatre bassins
versants il n'y a qu'un seul qui traverse par umrsod’eau permanent de plus grande
importance que celui d’Oued Sarno et tous les sigeds sont relativement peu persistants
sans cours d’eaux, a cause d’'un manque d’alimentailéquat ou d’une filtration intense
(Ferka-Zazou, 2006).
[I.2 Caractéristiques climatiques
Le climat en région méditerranéenne est un faatétarminant en raison de son importance
dans I'établissement, I'organisation et le mainties écosystemes (Aidoud, 1997).
En 1939, Emberger a montré que les données écakgigt en particulier bioclimatiques,

influent considérablement sur I'individualisatioa k& végétation.




Syntheése Bibliographique

D’autres auteurs comme Douguédroit (1997), Xop(@ki02) et Zeineddine &ll.(2013) ont

constaté que la région méditerranéenne est cassdgrar une sécheresse d’Eté bien marquée

et, selon les sous-régions, d'un maximum pluviomméé d’Automne ou d’Hiver violente et

de courte duree.

[1.2.1 Les précipitations

En comparant les données pluviométriques récert@®5(2013) de la zone d’étude avec

celles (1913/1938) de Seltzer (1946), on constatenette différence entre les deux périodes.
Tableau n°1Pluviométrie moyennes de la zone d’étude (mm).

Mois Jan | Fév | Mar | Avr | Mai Juin | Juil | Aodt | Sept | Oct Nov Déc

1946 83 82 |63 51 42 12 1 3 16| 46 88

94

1985/2013| 52,8 | 40,6 | 41,1 39,6 27,3 49 3,0 457 188 39576 | 48,6

(O.N.M 2014)

La comparaison montre une nette difference ; sebmftzer sur 25 ans un total de
précipitations moyennes mensuelles est de 581m,resanche, entre 1985-2013 la
pluviométrie a clairement baissée en enregistreuiement 378,52mm.

La courbe des moyennes sur les 29 ans prend wre abmblable a celle de Seltzer (1946),
mais les quantités enregistrées sont beaucouprgdiustes dans la période 1985-2013. Elles
révelent en effet un maximum en Février et Novenfd2&e97mm — 46,96mm). Le minimum
correspond aux mois de Juillet et Aot avec desemogs mensuelles respectives de 2,98 et
4,49 mm. C’est une caractéristique de I'étage bratiqgue semi-aride auquel Tessala est
soumise.

Dans la région de Tessala, la pluviométrie annwesdterelativement assez faible La moyenne
des précipitations annuelles enregistrées depui® 2013 est de 355,5 mm. On enregistre

le minimum de 247 ,6 mm en 2005 et le maximum de&8m en 2013.
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Tableau n°2 :Répartition des précipitations annuelles (en mmad®mmmune de
Tessala (1985-2013).

Années | P(mm) | Années | P(mm) | Années | P (mm)
1985 232 1995 390 2005 287
1986 380 1996 387 2006 313
1987 320 1997 310 2007 390
1988 223 1998 174 2008 444
1989 259 1999 479 2009 368
1990 399 2000 307 2010 465
1991 252 2001 511 2011 449
1992 220 2002 323 2012 315
1993 318 2003 562 2013 511
1994 265 2004 442

(O.N.M 2014)

11.2.2 La température

La température est un facteur écologique fondarhehtan élément vital pour les formations
végetales. Elle intervient dans le déroulement alés tles processus, la croissance, la
reproduction, la survie et par conséquent la rémartgéographique générant les paysages les
plus divers (Soltner, 1987).

Les températures moyennes enregistrent durant riadeé1985 - 2013, un maximum de
26,5°C au mois d’Aodt, qui reste le mois le plusawh de I'année. Le minimum des
températures moyennes 8.67°C est enregistré audadianvier.

Quant aux températures extrémes, le minimum desenm®gs mensuelles des températures
minimales est enregistré en Janvier, il représ #antéque moyenne avec une valeur de
2.74°C. Le maximum des moyennes mensuelles deftaimpes maximales est enregistré en
Aot (35.2°C) (Figure n° 10).
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Figure n° 10 Variation des températures moyennes mensuellesnalies et maximales
(1985 - 2018PNM, 2014)

I1.2.3 Synthése bioclimatique

Une combinaison des données pluviomeétriques eted@sératures est trés intéressante pour

caractériser 'influence du climat sur la région.

» Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen :

Bagnouls et Gaussen (1953) ont établi une méthagaeset efficace de discrimination entre

la saison séche et la saison pluvieuse. En admejten le mois est sec lorsqueP«est

inférieur ou égal 2T », le principe de cette méthode consiste a porteuisuméme graphe la

température et la pluviométrie de sorte que I'dehdes températures soit le double des

précipitations (1°C=2mm) ; en considérant la périak sécheresse lorsque la courbe des

précipitations passe en dessous de la courbetdmf@@rature
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Figure n°11: Diagramme ombrothermique (P=2T) de la statioif elesala,

périod®85-2013). ONM, 2014)

L'indice d’aridité de DEMARTONNE

L’indice deMartonne (1926)est utile pour évaluer I'intensité de la séchereSs¢indice est

exprimé en mm/°C.
Sa formule est la suivante : | | = P/(T+10)

Avec :

Donc :

Pour :

P : pluviométrie moyenne annuelle en (mm).
T : Température moyenne annuelle en (°C).
| =335 /10+16.7 £2.55

20 <1< 30 : Climat tempéré

10 <1< 20 : Climat semi - aride
7.5 <1 <10 : Climat steppique
5 <1< 7.5: Climat désertique

| <5 : Climat hyper - aride.

La valeur trouvée de l'indice d’aridité pour la i@y de Tessala traduit un climat

semi-aride.
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> La répartition saisonniere des pluies

Dans la commune de Tessala, cette répartition metlief un rapport trés marqué

entre le régime thermique et le volume des pluies.

Tableau n°Répartition saisonniére des précipitations
ndda commune de Tess&i(M,2014)

Saisons Automne Hiver Printemps Eté
Mois Sep.| Oct. | Nov. | Déc.| Jan. || Fév. | Mars || Avril | Mai | Juin || Juil. | Aout
. ... 18,8 39,5| 57,6|48,6| 52,8 40,6| 41,1 | 39,6 |27,3| 49| 3,0 45
Pluviométrie
116,0 142,0 108,0 12,3
% 30,66 37,54 28,54 3,26

La répartition saisonniere s’établit de la mangrwante:
>
>
>
>

Cette répartition détermine pour la région undéatf saisonnier (indicatif de Musset) de type

HAPE.

L’Automne : 30.66 % des apports annuels

L'Hiver : 37.54% du volume annuel

Le Printemps : 28.54 % de la pluviométrie annuelle
L’Eteé : 3.26 % du total annuel.

11.2.4 Les vents

Les vents soufflent fréequemment dans de<tilines instables et a différentes intensités en
fonction des saisons. Les vents les plus fréquimtsovembre a avril sont les vents du Nord
Ouest secs et froids. Les vents du Sud Ouest sostet chauds. (Ferka-Zazou, 2006).

[1.2.5 Humidité
Le tableau 4 montren maximum de 77% d’humidité au mois de décembaeson

hivernale, et un minimum de 51% est observé au meiduillet, saison estival@®.N.M,

2009).
Tableau n°4: Moyenne mensuelle du taux d’humidité relativerasht la période
(1980/2009).
Mois |Jan | Févr | Mars | Avril | Mai | Juin Juil | Aodt | Sept | Oct | Nov | Déc
75 76 70 69 64 56 51 52 64 70 74 77
Mm
Mm : Moyenne mensuelle O.N.M (2009)
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[1.2.6 Gelée

La période critique se situe du mois de Décembmme@is de Février, elle se distingue par une

fréequence inquiétante en période printaniere au embrou la végétation est en période de

floraison. La fréquence mensuelle moyenne des gelgtereportée dans le tableau

Tableau n°5Eréquence moyenne mensuelle des gelées PériodeZ008)

Mois | Jan

Févr

Mars

Avril

Mai

Juin

Juil

Aot

Sept

Oct

Nov | Déc

11

Mm%

8.85

4.09

1.66

0

0

0

0

0

0.0

9 219 7.

[1.3 Caractéristiques Géomorphologiques

(Farka-Zazou, 2006).

C’est la science qui a pour objet la descriptibhesplication du relief terrestre, continental

et sous marin (Coque, 1977). Trois facteurs régtsst faconnent le relief : la tectonique,

I'érosion et la lithologie. Il explique aussi quescformes évoluent souvent de maniere

imperceptible (surrection, subsidence, certainesnds d’érosions), mais parfois aussi

brutalement (séismes générant des escarpementsilte €ertains processus d’érosion

comme les glissements de terrains) (Cornet, 2002).

11.3.1 Altitude

La commune de Tessala est constituée d’'unitégtapbiques hétérogenes. Les cotes varient

plus ou moins selon que I'on est en plaine (40M@& ® d’altitude), aux piémonts (500 m

d’altitude en moyenne), ou en montagne. Elles ptés¢ des valeurs maximales au niveau
des sommets de djebel Tessala (1061 m) (Ferka-ZaQ6).
[1.3.2 Expositions

Conjuguée a une altitude importante, I'expositiamaeffet sur les conditions écologiques des

monts de Tessala. Le versant sud souffre d’unecsésbe prolongée dépassant les 6 mois et

de sols relativement dégradés ou dominent lesear{ittaoui, 2008).

Le versant nord bénéficie de conditions climatgyee édaphiques plus clémentes, une brise

marine avec ses effets adoucissants en été, ubke ®@vaporation, des sols relativement

equilibrés et une pluviométrie plus importante (fha001).
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11.3.3 Les pentes

¢ La classe de pente supérieure a 25% occupe 2920 teste localisée dans une série de
petits massifs dont les pentes sont tres accentcéssle cas du djebel Tessala.

¢ Laclasse 12 a 25% occupe la plus forte supediite48%

¢ Les classes des pentes 3 a 12% occupent 19% deplkxficie totale, composées
essentiellement d’'une série de collines.

¢ La classe de pente 0-3% n’est présente que suh&%ui constituent la zone de contact

entre la plaine de Sidi bel abbés.

Tableau n°6Répartition général des classes de pentes

Classe de pente 0-3% 3-12% 12-25% plus 25% Total

Superficies (ha) 394 1869 4728 2920 9910

Pourcentage% 4 19 48 29.5 100%

(Farka-Zazou, 2006)

Il.4 Dégradation du patrimoine végétal dans les mas des Tessala

Le rythme de dégradation et la multiplication dastdéurs font que toutes les formes de
végetations quelques soit leur stades de régresmatinue d’étre détruite et rien n'est
épargné, les derniers remparts de lutte natureldre les phénomenes de steppisation et de
désertification sont menaceés sérieusement (Bengti898).

I1.4.1 Factures de dégradation

II.4.1.a Action anthropique

La dégradation des écosystémes forestiers eshkequence de la pression anthropique dont
l'incidence particulierement spectaculaire, 'amplele cette dégradation durantdarniére
décennie a engendude situation nouvelle caractérisée par la rédnatiocouvert végétale et

la chute de la phytomasse (Attaoui, 2008).

N
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[1.4.1.b Incendies et surpaturage
Les incendies ne sont pas rares au cours de izdpéestivale lorsque la strate herbacée est

desséchée, 88 hectares ont ainsi été parcourus feu entre 1996 et 2005 (Ferka-Zazou,
2006). Mais le paturage ovin et les coupes paditipégalement a la dégradation des

formations forestieres.

=




Synthése Bibliographique

Chapitre 111 : Métabolites secondaires

lll.1Les plantes, source naturelle d’antimicrobiens

La rareté des maladies chez les plantes sauvagqsique par I'élaboration d’'un systeme de
défense naturelle, qui leur permet de lutter eféraent contre les pathogénes. Pour se
protéger contre les bactéries, les champignoresetitus, les plantes synthétisent, de maniére
constitutive ou induite, une multitude de moléclwdesmicrobiennes (Jones et Dangl, 2006 ;
Gibbons, 2008). L'originalité de ce systeme de dederéside dans I'exceptionnelle variabilité
chimique des molécules produites (Cowan, 1999 b@ib, 2008).Ces molécules actives,
impliqguées dans les mécanismes de défense deseglasdnt issues du métabolisme
secondaire. Elles ne participent pas directemens da croissance des plantes, mais ont
évolué pour leur fournir une protection naturellenice les attagues de microbes ou
d’insectes. Une partie de ces métabolites secawla@ concentre dans les sacs oléiféres, qui
sont des poches sécrétrices ou bien des canawdtedsr L'exploration des ces molécules
pour la recherche de molécules a activité antidpeti semble donc étre une voie
intéressante(Elodie, 2010).

lll.2Mécanisme de défense

La plante réagit trés tét a la tentative d'invasi®s agents pathogénes. Lesmécanismes de
défense induits chez le végétal se caractérisanumpadouleversementdu meétabolisme. On
note ainsi la synthése ou l'augmentation de lahgget demolécules constitutives ou non de la
plante, pouvant entrainer des modificationsmorpdiglees visant essentiellement a empécher
ou a stopper la colonisation dupathogene. Plusieésanismes de défense sont mis en place
au moment de l'infectionou de I'élicitation. Onenatnsi :

+ Une réaction d'hypersensibilité qui se traduit Pepparition de nécrose des tissus
végétaux autour du site d'infection. Cette nécrdse, a la mort de quelques cellules
végétales entourant les cellules infectées, inthatrésistance locale ;

+ Un renforcement de la paroi qui constitue une desnjgres étapes de lutte contre
lesagressions. Une modification de cette paroitéinté progression de l'agresseur

etfavorise la résistance d'une plante a un agehbgane ;
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+ La synthese de certains peptides antimicrobiessjtet les thionines et les défensines

+ l'induction des voies de synthése des métaboktesnslaires (Bouara, 2000)
I11.3 Les métabolites secondaires
[11.3.1 Définition
Les meétabolites secondaires sont des composés tnmtusaux localisés dans certaines
parties des vegetaux. Généralement de faibles pwmidculaires, leurs structures tres
variables dérivent des métabolites primai(8sead etal.,1998). Parmi ces métabolites :
lesflavonoides, les isoflavonoides, les stilbenkss anthocyanines, les coumarines.
Différentes voies de biosynthese de ces métabadesimpliquées dans la mise enplace des
processus de défense contre les agents pathodegreses plantes supérieurgeith etal.,
1991 ; Goérlach edl., 1995)
111.3.2 R6le des métabolites secondaires
Plusieurs hypotheses ont été émises concernantdieu(Whittaker, 1971 ; Muller,1980) lls
ne semblent pas essentiels a la croissance végaike peuvent jouer un réle important dans
les mécanismes de défense contre les agressioBsearts(Fahselt,1994 Notamment,
certains métabolites tels que les anthraquinormgygent agir comme pigments accessoires,
permettant en condition de faible luminosité deteapénergie solaire ou a l'opposé, de
protéger l'organisme contre les effets nocifs itelpar les radiations solaires(Fahselt,)994
Outre leur réle comme agents protecteurs contrestesss physiques, les métabolites
secondaires interviennent dans les mécanismesfdasdédirigés contre divers organismes.
Par exemple, les terpenes et les dibenzofuranesegest des propriétés antibactériennes et
antifongiques (Ouzilleau et Payette, 1975).
En général, lnduction d'une résistance locale eedge I'établissement d’unerésistance
générale dans les tissus non infectés de la pl@etite réponse peut durerplusieurs jours ou
plusieurs semaines. Cette résistance systémigugésacpermet a laplante de lutter contre
toute infection ultérieure.
[11.3.2.al'éthyléne
L’éthyléne est une hormone végétale dérivée dedthionine. Cette hormoneest impliquée
entre autre dans les mécanismes de défense chaaméss (Ecker, 1995). La biosynthése de
cette molécule augmente rapidement en réponse @lidigsurs ou lors de l'infection par des
agents pathogenes.
L’éthylene induit également I'expression de cedagenes de défense I'éthylene pourrait

également intervenir dans le renforcement de laipaégétale en induisant la liaison

5,




Synthése Bibliographique

oxydative des glycoprotéines riches en hydroxypesi(HRGP) (Enyedi et.,1992). Il a été
suggéré que l'éthylene pourrait étre le signal teolmpligué dans l'établissement de la
résistance systémiqueacquise).

[11.3.2.bl'acide salicylique

L’'acide salicyligue est un composé phénolique isde la voie de biosynthése
desphénylpropanoides. Il est formé par hydroxyhatae I'acide benzoique parl'acide
benzoique 2-hydroxylase. L'acide salicylique jonedle clé dans les mécanismes de défense
des plantes contre les agents pathogénes. En effehmposé est impliqué a la fois dans la
mise en place d’'une résistance locale et d’'unestedgiegenérale (résistance systémique
acquise) chez les plantes (Malamy et Klessig, 1992§témontré également que des mutants
d'Arabidopsis, incapables de produire de l'acidedajue, sont susceptibles aux pathogénes
Pseudomonas syringae et Peronosporaparasitica. En effet,certains groupes de recherche ont
suggéré que I'acidesalicylique est transporté @ahloeme vers les parties non infectées de
la plante (Huntetal., 1997). Ces observations montrent que l'acidecyligue est
indispensable pourmettre en place a la fois uristaéce locale et une résistance systémique
acquise chezles plantes terrestres.

l1l.4 Les enzymes impliquées dans la biosynthese deétabolites

Les enzymes qui participent a ces syntheses sduités lors del'interaction avec l'agent
pathogene ou en réponse a l'application d'élicteln effet,toutes les enzymes de la voie de
biosynthese de l'acide shikimique sont fortemenited en réponse a une attaque par un
pathogene ou a une élicitation chez plusieurspdasigpérieures. Cet acide shikimique
constitue le précurseur principal de lasynthese atédes aminés aromatiques tels que la
phénylalanine. L'inhibition de cette voie shikimgjinduit une inhibition de la synthése
decertains meétabolites secondaires et augmente kinsusceptibilité de la plante a
sonpathogene. La phénylalanine ammonia-lyase, nomgne permettant la dégradation de
laphénylalanine en acide cinnamique, est égalenmahiite en réponse a la présence

desagresseurs ou des éliciteurs chez les plangith @al., 1991 ; Gorlach edl., 1995)

l11.5 Les Métabolites secondaires les plus courants
[11.5.1 Les terpénoides

.
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Les terpenes forment un groupe de produits natlaefement représentés et d’un intérét
chimique considérable, tres diversifiés (figure.1B) constituent le principe odoriférant des
végétaux. Cette odeur est due a la libération de#éaules trés volatiles contenant 10, 15, 20
atomes de carbones.Ces produits sont formés paolyanérisation des unités a 5 atomes
decharbon. On peut classer tous les terpenes etidoru nombre de leurs unités isoprene :
Les terpeénes simples formés de deux isoprengsi.fles sesquiterpenes formés de trois
isoprénes, gHo4 Les diterpenes formés de quatre isoprengsise(Raven, 2003).

» Les monoterpénes
lls comportent 10 atomes de carbone, et sont ssisouplages de deurités
isopréniques<téte a queue. lls sont pourvus d’'une grande diversité strudéyran peut
citer quelques composeés a titre d’exemples:
acyclique (myrte ,sécoidane ...)
monocyclique (p-menthane ,iridaneetc)

bi et tricyclique (carane, pinane ,bornane ...)

> Les sesquiterpenes
lls constituent un groupe de structures tres difiées, plus de 200 squelettes carbonés ont
été identifiés. Les structures carbonées de ceypases sont constituées de farnésyl di-P
(assemblage de trois unités isoprenes). Par exemple

I” o -cadinéne, | alcoolcarotol, guaiazuléne’, lhumuléne , cédrol.

> Les diterpenes

Ce sont des dérives des hydrocarbures esH#& issus du couplage de quatre unités
isopréniques (n = 4). lls sont particulierementradants chez les Lamiaceae et les Asteraceae.
lls peuvent étre acycliques ou bi- ou tri-cycligudss plus intéressants sur le plan
pharmacologique sont les diterpenes tricycliques/am taxane tel que le taxol et le taxotére
qui sont utilisés dans le traitement des tumeur®dere, du poumon et du sein. Ils sont
surtout répandus chez les végeéetaux supérieursasséd en fonction de leur diversité

structurale.

)
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Figure n°12: Quelques composés terpéniques (Lamadi.e1994)
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[11.5.1.aBiosyntheses des composeés terpeniques

diphopsphatelsopentényl (IPP) est lintermédiaile dans la formation des composeés

terpéniques (figure 13). La premiére étape de fmdtion des diphosphates des prényles est

l'isomérisation de I'IPP en diphosphate de dimétlye (DMAPP). Cette réaction est

catalysée par une enzyme hydrosoluble, l'isopeltginpsphate isomérase (Lamartiabt,

1994; Dudareva eti., 2005).
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Figure n°13. Formation d’isopentényl a partir de I'acétyl- Cé#opkins, 2003)
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La biosynthése des terpénoides implique I'additierf'unité isopréne avec son isomere pour

former le geranyldiphosphate (GPP, C10), condengé ane autre unité IPP forment le

diphosphate de farnesyl (FPP, C15) a lorigine desquiterpenes (figure 14).

Les

précurseurs parentaux compte tenu de la modificatiacturale par I'oxydation, la réduction,

l'isomérisation, I'hydratation, la conjugaison at/d'autres transformations donnent une

variété de terpenoides (Dubeyakt 2003).
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Figure 14 : synthése de différemtasses terpéniques chez la plantes

[11.5.1.b Localisation et lieu de synthese des comogés terpéniques

Les huiles essentielles peuvent étre stockéestdasdes organes végétaux : feuilles, fleurs,

écorces, racines, des rhizomes, fruits et des @gaiba syntheése et I'accumulation sont

généralement associées a la présence des strudtistetogiques spécialisées souvent

localisées sur ou a proximité de la surface dent@da cellules a I'huiles essentielles des

lauracées ou zingibéracées, poils sécréteurs diadées, des poches des Myrtacées ou du

Rutacées, canaux sécréteur des Apiacées ou demdksie (Bruneton, 1993).

Plusieurs

catégories de tissus sécréteurs peuvent coexisteltanément chez une méme espece, voire

dans un méme organe.
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Les trichomes glandulaires sont les sites primalea biosynthése d’huiles essentielles, et
les plantes qui manquent de telles structures alm@Ees synthétisent et amassent seulement
des traces de mono terpénes. En conséquence, &miyre du développement de ces
structures ainsi que les processus seécréteursla’lont une incidence directe avec la

production d’huiles et sur le potentiel du systépreducteur(Sharma at., 2003)..

T e —

T

Figure n° 15: Glande simple entierement Figure n°16: Poils épidermiques sur le
chargée d’huile (800x) (Sharmaatt ,2003) calice d’'une fleur de origan (Porter,2001)

[11.5.2Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent un des groupes le ptusbreux et largement distribué des

substances dans le royaume des végétaux, avedeBB00 structures phénoliques connues
(figure 17). Les polyphénols sont des produits detamolisme secondaire des végeétaux et
présents dans tous les organes de la plante.édidtent biogénétiquement de deux voies
synthétiques principales: la voie shikimate et @ee{Lugasi etl., 2003).Ces substances

possédant un cycle aromatique portant au moins roopgment hydroxyle. Dans cette

catégorie, on trouve de nombreuses substances:ndgaux simples en C6-C1, les

phénylpropanoides (C6-C3)), les noyaux dérivantfedgension du phényle propane, en C6-
C3-C6, comme les chalcones, les flavones, les filalgoou les dérivés du flavane ou du

flavane-3-ol.
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l11.5.3Les flavonoides

[11.5.3.1Définition

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus'gréfiant "jaune", désigne une tres large
gammede composés naturels appartenant a la fatefiepolyphénols. lls sont considérés
comme des pigments quasi universels des végétaugrdlipe comprend comme son nom

lindique des composés jaune mais aussi d’autrekeacs ou incolores (Seguiri, 2006)

=
L)
D

e
Figure n°18: Unité de base des flavonoides

111.5.3.2 Distribution et localisation

Les flavonoides sont largement abondants dangdgsrles feuilles (salade, choux, épinards,
etc.), ainsi que dans les téguments externes dis(Yferhoeyeat al, 2002). On les trouve
principalement dans les agrumes : citrons, orangasiplemousses, et dans une moindre
mesure : abricots, cerises, mdres, raisins, papayesolis, tomates et sarrasin. On en trouve
également en quantité dansnombreuses plantes meidiales flavonols ont eux une large
distribution dans les fruits et les légumes tangie les chalcones se retrouvent plus
frequemment dans les pétales des fleurs, sontd&mési comme des pigments naturels au

méme titre que les chlorophylles et les carotérsofdahouel, 2005)

[11.5.3.3 La biosynthése des flavonoides

Les composés de départ sont la malonyl-CoA et ds/és-CoA de I'acide cinnamique
(cinnamoyl-CoA) : ces derniers se forment avectdimention de cinnamoyl-CoA ligase.
C’estl'acétyl-CoA carboxylase qui prépare le male@gA ou trois molécules de cette
derniere et la cinnamoyl-CoA produisent a l'aiddaehalconesynthase, la structure de base
en C-15 sousforme d'une chalcone. Cette chalcanBirgermédiaire caractéristique de la

biosynthése des divers flavonoides (Tableau n Efgete n°19).

=
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< Les auronesdérivent directement des chalcones

% L’ oxydation des flavanonessuivi de réarrangementf-&alire le déplacement

d’'ungroupement aryle de C-2 a C-3 en présence yeezsoflavonesynthase conduit entre

autre a la formation d’isoflavone.

Tableau n°17: Division des flavonoides

Flavones | Flavonol Flavonone | Isoflavones | Chalcones | Aurones
Apigénine | Kaempférol| quercétine | Geénistéine Butéine | Sulfurétine
Lutéoline Phlorétine

)
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Figure n °19: Définition des différents types de flavonoidesaéip du squelette
Flavane(Gamet-Payrasttal., 1999)
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[11.5.3.4 Activité biologique
» Activité anti-oxydante :

Les flavonoides sont capables de piéger les radiidanes en formant des radicauxflavoxyles
moins réactifs, cette capacité peut étre expliqueeleur propriété de donationd'un atome
d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyla, propriété antiradicalaire des
flavonoides est étroitement liée a leur structere particulier au phénomene de résonance
électronique stabilisant exercé par les noyaux atigmes (Middleton edl., 2000).

» Effets cardiovasculaires :
Récemment, beaucoup d'études se sont concentréedesueffets cardiovasculaires
desflavonoides. Les rapports épidémiologiques @mhahtré que les gens peuvent avoir
uneincidence plus limitée en maladies du coeds, afit une ingestion diététique élevée en
flavonoidegXu et al.,2007). Parmi les 17 flavonoides examinés par Xsestcollaborateurs
(2007), les agents de relaxation vasculaires les pfficaces sont I'apigénine, lutéoline,
kaempferol et la génisteine. Cette relaxation #gbaée a I'action directe des flavonoides sur
le muscle lisse vasculaire.

* Propriétés anticancéreuses :
Le cancer se présente habituellement comme uneutuorenée d'une masse cellulaire qui est
I'aboutissement d'une série de transformation paus@ dérouler pendant plusieurs années,
donc la cancérogénése est un processus complekesgauentiel menant une cellulede I'état
sain a un état précancéreux et finalement a ur giegtoce de cancer (Pincerstil, 1999).
Depuis longtemps, on associe le cancer et le tigleneéntation, de nombreux chercheursont
étudié le réle des nutriments dans le développerdest cancers. Plus récemment des
recherches expérimentales suggerent que les flademosont parmi les substances
susceptibles de retarder voire d'empécher l'ajpparite certains cancers, tout en réduisant
d'une maniére spécifique les risques d'en avoirz dbg sujets humains (Decloitre, 1993
;Hertog, 1996)
l11.5.4 Les tanins
Les tanins sont une famille complexe de principeg#saqu'on trouve dans I'ensemble des
végétaux, et dans toutes leurs parties (écorcemer feuilles, etc.). lls ont la capacité de

former des complexes avec des macromolécules (@8ipes---) et des liaisons entre les

fibres de collagénes, d'ou leur viennent la plugareurs propriété®aolini etal., 2003.
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[11.5.4.1 Tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose, c’est a dire ururagydral de glucose sur lequel se fixent, au
moyen d’une liaison ester, des acides : I'acidéqyad pour le groupe des gallotanins, I'acide
ellagique pour le groupe des ellagitanins. Leurrblyde, par des acides, des bases ou
certaines enzymes, libére le glucose ainsi quealddes gallique ou phénolique liés
(Bruneton, 1999).

[11.5.4.2 Tanins condensés (proanthocyanidines)

De structure plus complexe, ils sont de loin lgsns les plus largement rencontrés dans
lesplantes vasculaires, des dicotylédones aux gqdarlus primitives, fougéres et
gymnospermes.

Ce sont des polymeres de flavan-3-oles (Catéchimt) de flavan-3,4-dioles
(leucoanthocyanidines), ou un mélange des deuxchames de polymeres comptent de 2 a
20 unités environ, et il existe de nombreuses hgdations possibles en différents endroits
de chaque monomeére. Cette diversité structuralbgereples variations d’activité biologique
(Peronny, 2005).

[11.5.4.3 La coumarine

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », n@maculaire de féve tonka
(DipterixordorotaWild., Fabaceae) d’ou fut isolée en 1982 (Brunett®93).Ceux sont des
héterocycles oxygénés ayant comme structure delddsmzo-2- pyrone. Isolées la premiére
fois de Coumarounaodoratapar Vogel en 1820, aujourd’hui, prés de 1000 corm@pos
coumariniques sont isolés dans plus de 800 esplecpkantes et dans les micro-organismes.
Dans les plantes, on les rencontre dans les Apaclsteraceae, Fabaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Rutaceae et Solanaceae. Concernarégrleésdcoumariniques, certains d’entre-
eux possedent des activités pharmacologiques, ipaiecnent anticoagulantes. Les plus
connus sont le dicoumarol et [I'esculoside, tout xdeweinotoniques et
vasculoprotecteurs(Hostettmann, 1997;Bruneton, 1988ur ce qui est du mélilotoside (6), il
est contenu dans le mélilaWiéilotus officinalis (L.) Pallas, Fabaceae), et a démontreitro
des activités antimicrobiennes conimetamoebahistolyticaet Giardia lamblia(Calzadaet al.,
2003).

)
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111.5.5 Les alcaloides

En général, ces composés possedent au moins ue dtanote hétérocylique. Actuellement,
lastructure chimique d’environ 16 000 alcaloidescemnue. Environ 20 % des especes de
plantesproduisent des alcaloides. lls sont de aabasique, présentant généralement de
puissants effetsphysiologiques. Ce sont pour lpgstudes poisons végétaux trés actifs, dotés
d'une action spécifique. La médecine les emplo@ue souvent a I'état pur et leur véritable
valeur ne s'affirme qu'entre les mains du médeainils entrent dans la composition de
nombreux médicaments comme principe actif. Lestptates utilisent pour la plupart d’entre
eux dans leur systeme de défense contre les hezbiwd les pathogénes car ces composés
sont toxiques.Selon leur composition chimique ettosi leur structure moléculaire, les
alcaloides peuvent étredivisés en plusieurs groupes

+ des phénylalanines :capsaicine du piment, colahidincolchique;

+ des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthyhmioe, codéine et papaveérine
contenues dans l'opium du pavot; et des alcaloiidésliques:ergométrine, ergotamine,
ergotoxine de I'ergot des céréales;

+ des alcaloides quinoléiques : tige feuillée deitadommune ;

« des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ri@nitu ricin, trigonelline du
fenugrec, conine (poison violent) de la cigué ;

% des alcaloides dérivés du tropane : scopolaminatrepine de la belladone
(Seghiri, 2006)
lll.6Influence allélopathique ou facteurs chimiques
De nombreux composeés allélopathiques ont été itEspour leurs effets inhibiteurs sur des
plantes agricoles de méme que sur des plantesmelg Ces produits sont généralement des
phénols, comme les acides féruliques, les acidésiqaes, des coumarines et des terpenes,
pouvant étre lessivés ou seécrétés. lls sont pessédit accumulés dans des structures
spécialisées, assurant ainsi la protection deditiggne. Une fois relachés a I'extérieur de la
plante, les agents allélopathiques seraient absopaé les tissus végétaux des plantes
voisines(Wivecke, 2003).

=
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[11.7 Aspects botaniques et chimiotaxonomiques

Le métabolisme secondaire évoqué au point précé@gnegalement partie des critéres

declassification des végétaux. On parle alors dssdication chimique ou chimiotaxonomie.

llest d'ailleurs intéressant de constater que ystemes de classification morphologiques
sontsouvent confirmés par I'étude chimiotaxonomidtependant, lorsque la classification

pardes criteres macroscopiques fait défaut, ilvarrgu'une étude du métabolisme

secondaireparticipe au regroupement, au sein densaxohérents, d'espéces difficiles a
classer.

Au phytochimiste, la chimiotaxonomie dit donc queuse espéce possede un potentiel
thérapeutique intéressant grace aux substancebe gsymthétise, une espece appartenant
auméme genre ou a la méme famille aura plus decebade se révéler également
prometteusedans ce domaine. Pour le systémati®amje du métabolisme secondaire sera
un criterecomplémentaire a I'étude morphologiquevdgétaux.

L'étude d'une méme plante poussant dans des mi(®alg, climats, saisons) différents,

peutégalement amener a constater des variatiorss ldamétabolisme secondaire. C'est par
exemple le cas pour certaines Lamiacées (thym, nomaenthe, etc.), chez lesquelles il

estpossible de définir des races chimiques précsésn la composition qualitative et

guantitative de leur huile essentielle (ex : thythyamol, a carvacrol ou a linalol).

Les aspects de géobotanique sont également irdétesscar une plante qui est

endémiqued'une région doit certainement possédes daractéristiques évolutives

particuliéres et doncpouvoir fournir des substamtésiques nouvelldgulien, 2002).
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Chapitre IV : Matériels et méthodes

IV.1Enquéte ethnobotanique

IV .1.1Introduction

La médecine traditionnelle demeure le recours jpaicpour une grande majorité des
populations pour résoudre leurs problemes de santéseulement du fait qu’elle constitue
un élément important du patrimoine culturel, maissapour les raisons de moyens financiers
limités face aux produits conventionnels, Les manmédicinales demeurent encore une
source de soins médicaux dans les pays en voie développement (Tabetal.,
2003).L'enquéte ethnobotanique s'avere indispemspblr la connaissance des plantes
meédicinales et leurs utilisations. Ces plantesasgmtent un réservoir immense de composés
potentiels attribués aux métabolites secondaingsogt l'avantage d'étre d'une grande
diversité de structure chimique (BabaaleR007). De nos jours beaucoup des guérisseurs
traditionnelles a puiser leur secret en valorigsentes plantes dans le traitement de plusieurs
maladies graves. L'objectifsdes études ethnobot@sig’ est basé sur :

» D’identifier les différentes utilisations médicieal traditionnelles de I'espéce étudiée,
et de documenter la connaissance meédicinale wadgile liée a l'utilisation de
différentes parties de cette plante et enfin derd@ner le potentiel curatif dgallota
hirsuta dans les localités choisis.

> Cette étude est indispensable car elle permet Hiercies axes de recherche
phytochimiques.

» Sert aussi de trait d'union entre les deux médsdioenventionnelle et traditionnelle).
L’enquéte s’inscrit dans le cadre d’une étude trarsale ayant pour objectif I'utilisation de la
Ballote hirsute Ballota hirsutaBenth) par la population de la province de Sidi’Bebes
(Algérie occidentale).La population enquétée, déagees par la cherté des médicaments de
synthése et leurs effets secondaires, s’approvisitmiquemmenten plantes médicinales chez
les herboristes et les tradipraticiens.Cela jestin grande partie la raison sur lequel ons’est
basé pour réaliser notre enquéte,cette derniereilmoea rassembler et constituerune source

d’'information tres précieuse sur I'espece étudiétepa étre exploitée sur le plan scientifique.
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IV .1.2 Localités de I'enquéte

» Zone d’étude
La wilaya de Sidi Bel Abbés borde la partie ménndile occidentale du Tell algérien. Située
au nord ouest du pays, elle occupe une positiotratenstratégique et s’étend sur environ
15% de I'espace régional, totalisant de ce fait singerficie cadastrale de 915 063%kina
ville de Sidi Bel Abbes est située a 470 m d'alitu
La commune de Tessala fait partie d’'un ensembleodenunes montagneuses a cheval entre
trois wilayas (Sidi Bel Abbés, Oran et Ain Témouat)eElle couvre une superficie de 11.824
ha. Il s’éloigne de la ville de Sidi Bel Abbes dion 10 Km et est traversée par I'axe routier
RN°95 reliant Sidi Bel Abbés-Témouchent (Figure)ndlle s’inscrit entre les coordonnées
géographiques suivantes : X1= 35°17°20.34”, Y151%4.67”, X2= 35°20'31.04", Y2=
0°42'54.96".
La localité de Tessala est surmontée par une moatalritant tout un ensemble des plantes
médicinales dont l'espéce étudiée. Elle constitee grenier des herboristes et des
tradipraticiens de la région.
Le choix de la deuxieme localité est basé surdaiprité du mont de Tessala par rapport a la
ville de sidi Bel Abbes. Cette derniere abrite wombre considérable d’herboristes et de
tradipraticiens.

» Les stations de I'enquéte
L’enquéte a été menée dans trois stations dansichates deux localités. Les trois stations
delalocalité de Tessala sont éloignées l'une ddrkade 300 m en moyenne. Les stations 1 et
2 se trouvent a la périphérie tandis que la staiest par contre située au centre du village de
Tessala.
Les trois stations échantillonnées de la ville @k Bel Abbes sont choisies en fonction de la
fréquentation de la population constatée au niwalhopital universitaire, les herboristes et
les tradithérapeutes.

» Population enquétée
Cette enquéte réalisée durant les mois de Féwlars et Avril de I'année 2012, a porté sur
I'utilisation, le mode d’emploi et les maladiesitiéas par cette plante. La population enquétée
compté&00 personnes de niveaux intellectuels et de seitiésents. Elle est constituée par
220 hommes et 280 femmesde différents ages. Lesngares de I'enquéte sont portés sur ne
fiche destinée a rassembler les différents renseignts recherchés auprés de la population
(Annexe 1).

-
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Figure n° 20 Localisation des deux communes de la préfecturSidieBel’ Abbes(Algerie
occidentale)

Figure n°21 : Localisatior de la commune de Tessala(ka zazot 2006)
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IV .2Etude phytochimique

IV .2. IChoix du matériel végétal

Le choix de cette espéce, reposedeux critéres essentiels :

* Les résultats des études phytochimiques obtenuauless especes de méme gen’ une

facon générale (La richesse en métabolites seamsdaiacides phénoliqueflavonoides,
lignanes et saponines).

* Les activités biologiques attribuées aux plantescette famille (atidiabétique, anti-

oxydantes, antiengiques, an-microbiennes, anti-virales, et cytotoxiques)

IV .2 .2Station de prélévemer

La récolte du matérielégétal est effectuée dans la zone des monts dali de la wilaya de

Sidi- Bel-Abbes au niveau de trois points de la station ¢h
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Figure n °22 : Station de prélevement
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IV .2 .3 Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties méee et souterraine BallotahirsutaBenth,
(feuilles, tigeset racines), apres lavage a l'eaurante, les échantillons ont été séchés a
température ambiante et a I'abri de la lumiéere dBnpréserver au maximum lintégrité des
molécules. Ainsi selon Bruneton (1987) cette méthald séchage ne dégrade pas les
composés actifs de la plante. Les échantillonséahtensuite broyés et tamisés pour obtenir

une poudre a structure granulaire homogene.

06062 0[0R1RESERANI

Figure n °23 :La plante séche
IV .2 .4 Caractérisation physico-chimique de la matré végétale
> pH (NF V 05-108, 1970)
On détermine le pH d’une solution de la poudre aad%ide d’'un pH métre (4 gr de poudre
de I'espéceétudiée est dilué dans 100 ml d’eailléet
» Détermination de la teneur en eau
La méthode utilisée est la dessiccation parévaiporat la température 103 °C dans
I'étuve jusqu’a poids constant (Audigteal., 1978). La teneur en eau est déterminée par

I'équation suivante :
H% = M; .M, x 100

H% : Teneur en eau
M1-Mgq

M, : poids de la coupelle
M : poids de la coupelle +prise d’essai

M. : poids la coupelle +prise d’essai apres deas@mt




Etude expérimentale

» Matiére séche

La matiere séche (MS) est obtenue comme suit :

MS% =100-H%

» Détermination de la teneur en cendres
L'obtention des cendres est basée sur lincinématiotale d'une prise dessai a la
température élevée a 500+25 °C (Laurent, 1991).
La teneur en matiére minérale par rapport la measeche st calculée selon la formule

suivante :
MM%= M,_Mg x100x 100

MM 100-H

Mo - Poids de creuset
M; . Poids de creuset+prise d’essai

M, . Poids de creuset+prise d’'essai aprés l'incinématio

» La matiere grasse
L’extraction a été réalisée par la méthode de SXfiB81). Pour cela la poudre végétale est
introduite dans une cartouche diurése ; cette éernést fermée par le coton dégraissé et
placée dans I'extincteur. Elle est ensuite transpatans un ballon a col adaptablecontenant
500 ml d’hexane ; le tout est porté sur un chabéhen électrique. L’extraction a duré 6

heures en moyenne. La matiere graisse est engsiée @prés evaporation de I’hexane.

La teneur en matiere grasse par rapport la neag@che st calculée selon la formule

suivante :
MG% =P2-P1 x100 x 100

Prise d’essai 100-H

P1 : poids du ballon en (gr) avant extraction (yide
P2 : poids du ballon en (gr) aprés extraction
» Détermination de la teneur en éléments minérau¢A.O.A C, 1970)
On fait dissoudre 1gr decendres obtenus apreséiration, dans 1 ml d’'acide chlorhydrique
(6N), p+prise d’essai uis on lui ajoute avec précaulO0 ml d’eau distillée;
* La solution obtenue est versée dans une fioledaualg 100 ml, puis ajustée a 100 ml avec de

I'eau distillée.

e
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* A partir de cette solution on détermine les élémeninéraux (Mg, Cu, Fe, Cd, Zn, k, Na, Co,
Cr,Mn, Ni, Pb et Cd par le spectrophotométre d'gokson atomiquede type (VARIAN
AA240) lié a I'atomiseur de flamme GTA 120.
La concentration mg/l des éléments minéraux a étérihinée a l'aide des courbes étalons
préparées au préalable.

» Microstructure de la poudre par M.E.B
Le microscope électronique a balayage permet diobtdes images de surfaces de
pratiguement tous les matériaux solides, a dedléstadlant de celle de la loupe (x10) a celle
du microscope électronique en transmission (x5@d0plus). Les échantillons peuvent étre
massifs, de dimension allant de quelques 1mm ¢pdes) a une dizaine de cm de diamétre,
limage est formé de maniére séquentielle en balaya surface de I'échantillon et en
recueillant les particules émises (Faerber, 20@4norphologie de la poudre a été réalisée
par M.E.B de type Philips XL-30 a l'université deoMoud Mammeri Tizi-Ouzou.

» Détermination de groupement fonctionnelle par Infraouge
L’analyse par infrarouge est une des méthodesdeagilisées pour déterminer des molécules
organiques et inorganiques a partir de leurs petdsi vibrationnelles. (Déformation,
élongation). La comparaison entre rayonnement émtictt transmis a travers I'échantillon
suffit pour déterminer les principales fonctionsintiques présentes dans I'échantillon
(Hamm, 1998).
IV .3Screening phytochimique
Ces essais permettent d’avoir des informationsrpighires sur les compositions chimiques,
le principe est soit basé sur la formation des dergs insolubles en utilisant les réactions de
précipitationsoit réaction de coloration.

» Caractérisation des tanins
Introduire dans un tube l'infusé a 10% (5 ml) eé wolution aqueuse diluée de FeCl3 a 1%
(Iml). La présence de la coloration verdatre ou bbleiratre dans le tube a essai indique leur
existence

» Caractérisation des flavonoides
A 1 ml d’extrait, on ajoute 5ml d’alcool a 50% pudisnl d’acide chlorhydrique concentré et
guelques copeaux de magnésium. Une coloration eyaagge ou rose apparait en présence

des flavonoides.

=
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» Anthraquinones
A l'extrait chloroformique de chacun des organes,ajoute du KOH aqueux 10 % (v/v).
Aprés agitation, la présence des anthraquinonesardtrmée par un virage de la phase
agueuse au rouge (Ribére@ayon etal, 1968).

> Les saponosides
La présence des saponosides est déterminée palcle de I'indice de mouse dans une série
de 5 tubes a essai (Douhou.ae2003).0n note le numéro du premier tube qui ptésene

hauteur de la mousse proche de 1 cm.

IM :indice de mousse | |\= (hauteur da la mousse du tube noté en cm S0iR),
X : numéro de tube noté

Quand IM>100 : présence de saponines

» Les mucilages (Composé réducteur)
Les mucilages sont caractérisés par I'apparitiam girécipité floconneuxen ajoutant 5ml de
I'éthanol absolu a 1ml décocté aqueux préalablemeare.

> Les stérol et les diterpéne
Sont mis en évidence par I'ajout de 1ml CHG@urésidu de 10ml du macéra évaporé, la
formation d’'un anneau rouge brunatre ou violet lel@ur présence (Bruneton, 2009).

» Anthocyanes
Sont révéler par ajouta 5 ml d’'infusé a 5% d8®la 10% et de 5ml de NBH a 50%
Si la coloration de l'infusé s’accentue par acdadifion puis vire en bleu en milieu basique, on
peut conclure a la présence d’anthocyanes (Brun2a®).

> Les alcaloides
Elle est effectuée sur des réactions de précipitadvec le révélateur général des alcaloides:
le réactif de Dragendorff (Douhou, 2003). Dans wiveta essai, nous avons introduit 1 ml de
I'extrait (infusé a 10%) ensuite, nous avons ajobt@outtes de réactif de Dragendorff.Un
deuxieme tube servant de témoin contient 1 miadi&ime 0.02% et 5 gouttes de réactif de
Dragendorff. En présence d’alcaloides, il ya fororat’'un précipité ;

= orange dans le premier tube.
= orange abondant dans le tube témoin.

IV .4 Dosage saisonnier des phénols totaux et devfiaoides :
L’objectif de cette étude, c’est de suivre impaaissnnier (Printemps, été, Hiver, Automne)
sur la variation quantitative de métabolites seaimed dans les trois organes de l'espece

étudiée (feuille, tige et racine) ce suivi est i@ dans la méme station de prélévement.

"
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Le dosage de ces métabolites réponde a deux ifbject
% Traiter un nombre important d’échantillon a padiértrées peu de maitre végétale
< Etre transposable a tout types de tissu (feuiliEsnes, tiges...).
IV .4.1 Dosage des phénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué &weréactif colorimétriqgue Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par (Wangl.,2006).
» Principe :
La teneur phénoligue totale est habituellement radéte&e colorimétriguement avec le
spectrophotomeétre UV-Vis en utilisant I'essai deli=®enis ou généralement Folin-
Ciocalteu. Ces essais sont basés principalementasiéduction réactif de Folindans une
solution alcaline
» Extraction :
0,2 g de poudre de chaque organes sont broyésda(4€C) dans le méthanol a 80%. Aprés
agitation au vortex, le mélange est centrifugé e vitesse de 4000 t x 10 min et le surnageant
est ainsi récupéré. Cette opération est répétéms3pbur épuiser le contenu en composés
phénoliques solubles de I'échantillon. Les surnageant regroupés et constituent I'extrait
hydroalcoolique a conserver a -20°C pour les aralys

» Protocole :
50ul d’extrait méthanolique avec 2,5ml de I'eau }

0

250ul de réactif de Folin -Ciocalteu ]

q Agitation au vortex
Repos de 5mn a T° ambia

500 ul de NaCQ@ a 20% ]

@ Agitation incubation 40 C°
pendant 30mi

T° ambiante et obscurité pendant 60mn]

0

Lecture au spectrophotometrs,(A) :765nmr ]

Figure n °24 Protocole de dosage des phénols(El Hadraii g1997)
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» Courbe d’étalonnage:

On réalise une gamme étalon en milieu aqueux (Btpaie concentration de 0 a 500 mg/l)
avec un polyphénol témoin de l'acide gallique. A gD d’acide gallique a différentes
concentrations (100-200-300-400-500 mg/ |) on &d®2&0 pl de réactif de Folin-Ciocalteu.
Le mélange correspondant a chaque concentraticagasétau vortex et laissé reposer 5 mn a
température ambiante, 500 pl de carbonate de so@0%) sont ajoutés. L’ensemble est mis
a l'obscurité a tempérante ambiante pendant 60 Lrandensité optique (D.O) de chaque
mélange est lue a une longueur d’'ontlede 765 nm, pour déterminer la teneur en phénols
totaux des différentes parties de notre planteblamc de la réaction ne contenant pas de
polyphénols est réalisé comme le point 0 mg/l dgalmme.
IV.4.2 Dosage des flavonoides

» Mise en évidence des flavonoides
La présence ou I'absence des flavonoides dangtraitgeut étre mis en évidence par un test
simple et rapide au magnésium (Karumalet 2004). Le test consiste a ajouter a un minimum
de volume de l'extrait méthanolique quelques gsutte HCI concentré (2N) et 0.5g de Mg.
On laisse agir 3 minutes, la coloration orangeange implique la présence des flavonoides.
La méthode au AlG (Lamaison et Carnet, 1990; Huangket 2004) a été employée pour
la détermination de la teneur totale en flavonoides extraits.

» Protocole : : :
500ul d’extrait méthanoligue avec 1500ul d’eau

{

150ul de NaNO3 & 5% ]

N

”» Repos de 5mn a T° ambiante obscurité

150ul d’AICI3 & 10% ]

@ Repos de 11mn obscul

500ul deNaOH & 1M ]

@ Agitation au vortex

Lecture au spectrophotomét(&) :510 nm ]

Figure n°25Protocole de dosage des flavonoides(El Hadraali,e1997)
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» Courbe d'étalonnage :

Une courbe d’étalonnage réalisée par la catéchihiééaentes concentrations (0-10-20-30-
40-50 mg/l) pratiquée dans les mémes conditiogsadpires que les échantillons servira a la

guantification des flavonoides.

IV .4. 3 Dosage des tannins :

On distingue habituellement chez les végétaux seymdr deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysaekekes tanins non hydrolysables, ou tanins
condenseés.

IV .4. 3 .1 Tannins hydrolysables :

0,2 gr de feuilles broyées sont macérés pendantda8s 10ml de méthanol (80%). Apres
maceération, le mélange est filtré, 1ml du filtrat additionné a 3,5 ml d’'une solution préparée
a base de trichlorure ferrique (FeCa 0,01M dans l'acide chlorhydrique (HCI) a 0,001M

L’absorbance ou la densité optique du mélangeuest’b secondes apres I'addition du réactif,

a une longueur d'onde) de 660 nm sur spectrophotometre (Mole, %l.el1987).

+ Les tanins hydrolysables sont exprimés par la féerauivante :

T (%) = (D.O x M x V) / E mole ¥

D.O : Densité optique ;

E mole : 2169 de I'acide ellagique (constante erpea en mole) ;

>
>
» M :masse =300 ;
» V :volume d’extrait utilisé ;
>

P : poids de I'échantillon.

IV .4.3 .2 Tanins condensés :

0,2 gr de feuilles broyées sont macérés pendantda8s 10ml de méthanol (80%). Apres
macération, le mélange est filtré, 1 ml de filgat additionné a 2 ml d’'une solution préparée a
base de vanilline a 1 % dans I'acide sulfurique0&@ (1g de vanilline dans 77,77 ml de

H,SO,a compléter avec de I'eau distillé pour avoir 1A m
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L’ensemble du mélange est placé dans un bain- rpaneant 15 mn a 20°C a I'abri de la
lumiére, la densité optiqgue (DO) du mélange estiluae longueur d’ond@) de 500 nm sur

spectrophotometrSwairetal., 1959).

+ Les tanins condensés sont exprimés par la formule :

T (%)= (52x1FxD.OXV)/P

Avec :

> 5,2 x 10°: constante exprimée en équivalent de cyanidines ;
» D.O : Densité optique ;
» V :volume d’extrait utilisé ;

» P : poids de I'échantillon.
IV .4. 4 Analyses statistiques:
La concentration moyenne de chaque polyphénol exgtiémeée sur la base de trois mesures +
I'écart type. L'analyse de la variance a un crit€FaNOVA 1) a été utilisée pour comparer la
guantité des composés phénoliques dosés surdasax feuilles, tiges et les racines de la
méme saison et nous I'avons utilisé aussi pourpewer saisonnierement la concentration en
polyphénols dans un méme organe. Nous avonsditiine analyse en composantes
principales (ACP) pour faire le bilan des ressemt#s entre les individus (les organes
végétaux dans les quatre saisons). Les résultatséwn confirmés par classification
hiérarchique ascendante (CHA) Pour obtenir rapicénhes informations majeures et de

facon ordonnée Ces analyses statistiques ontaigé@s a I'aide de logiciel STATISTICA 6.

IV .5 Extraction des flavonoides :

Tous les flavonoides n'ont pas la méme propriétéatighilité car certains flavonoides sont
solubles dans l'eau et l'alcool alors que d'autnesles propriétés hydrosolubles extrémement
faible (Bruneton, 1999.) de ce fait le principdisé pour I'extraction des flavonoides est basé
sur le degré de solubilité des flavonoides dansst@gants organiques.L’extraction des
flavonoides est réalisée selon le la méthode ptégar (Elagoun, 2003).En vue de mettre en
evidence certains composés appartenant a certeleeses des composés phénoliques nous

avons soumis notre extrait sec méthanolique aaatitmnement adifférentes solvants

)
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100gr de matiere végétale

1
Extraction avec méthanol - eau (7 :3) V/\ |

hd

L’extrait brut concentré

l
4

Traitement avec de I'eau distillée bouillante
I

v

Extractioguide-liquide avec éther de pétrole

Phase éther de pétrole a éIiminer] Phase aqueuse

Extraction liquide-liquide avec chloroforme

/ T

"

| Phase chloroformiat Phase aqueuse

7
Extraction liguide-ligle avec I'acétate d’éthyle

J

|

v

|| Phase d'acétate d’éthylﬂ Phase aqueuse

Extraction liquide-liquide avec n-butanol

|

1

v -

[prase buane |

Figure n°26 : Protocole d’extraction des flavonoides(Elagour®3)0
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L’extraction permet d’obtenir quatre fractions ;
» La fraction chloroformique(F-CHG)
» La fraction d’acétate d’éthyle (F-AcOEt),
» La fraction du n-butanol (Fn-BuOH),

» La fraction aqueuse FAQ) résiduelle.

Figure n°27: Fractionnement de I'extrait brut

> Calcul des rendements en extraits secs

Le rendement de la plante en extrait sec est détérem calculant le rapport suivant :

R (%) = P1 — P2/ P3 x 100

* P1: poids du ballon avec l'extrait;
* P2: poids du ballon vide ;

« P3: poids de la matiére végétale de départ.
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IV .5 .1 Analyse des extraits paka chromatographie sur couche mincECM

La CCM repose principalement sur le phénoméne sdiqdion. Elle s’applique aux
molécules pures, aux extraits (mélange complexesmétabolites) et aux échantillons
biologiques.Elle permet également de suivre la @sgjon d’'une réaction étant donné qu’elle
indique le nombrede composants dans un mélanggaidael.

» La phase stationnaire

Une couche d’environ 0,25 mm de gel de silice aunchutre adsorbant est fixée sur une
plaque d’aluminium (20x20 cm) a l'aide d'un liambneme le sulfate de calcium hydraté
(platre de Paris) I'amidon ou un polymére organique

» La phase mobile
La phase mobile est constituée par un mélange ldands organiquesqui va entrainer les

composés a séparer le long de la phase stationnaire

Tableau n°8 Les différents systemes solvants utilisés po@daM de gel de silice

CCM sur gel de silice

Systeme de solvant Proportion (V/VIVIV).

1-Acétate d’'éthyle, acide 65: 15 : 20 Males et Megi Sarit(2001).
formique eau distillé
2-Acétate d’éthyle, MeOH, #0 | 100/13.5/10 Malefal, 1998

3-Acétate 100/11/11/27 Malet al, 1998
d’éthyle,acideformique,acide
acétique, KO

> Le dépbt: le dépobt se fait avec des tubes capillaires erevee usage unique d’une
facon perpendiculaire. Les extraits sont déposéssapoints précis, a 1cm du bord
inférieur de la plaque (Sine, 2003).

> Développement des plagues chaque plague est déposée en position vertiaale o
légérement inclinée dans la cuve préalablementé&atpar les vapeurs du systeme
solvant approprié, I'échantillon a étudier serasplou moins entrainé par la
progression par capillarité de la phase mobile kehaut de la plaque (Sine, 2003).

» Révélation : si les constituants sont colorés, ils serontotémment visible sur la
plague, sinon la révélation peut se faire soit &x ou bien par des méthodes

chimiques.

-
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e Révélation par des méthodes chimiques ces méthodes consistent a mettre en
contacte dela plaque un réactif plus ou moins finpéei qui donne un produit coloré
par réaction chimique avec les substances a réiétfou, 2005).
e Reévélation aux UV: qui permet de mettre en évidence sous forme aldses des
substancesqui absorbent les UV entre 254 nm ehB65
IV .5.2Analyse chromatographique par HPLC
La chromatographie en phase liquide a haute pedioce (HPLC) est une technique de
séparation, identification et quantification desnsttuants d'un mélange, elle est
particulierement utile dans le cas d'identificatiaes molécules a hauts poids
moléculaire.L’HPLC est sans doute la technique yditgie pour caractériser les composés
polyphénoliques (Gomez-Caravatal.,2006).
+ 20ul de chaque extrait ont été injectés sur une ca@alatype phase inverse
+ La phase mobile est constituée de trois éluantsau ldistillée, le méthanol et
'acide acétique (50 : 47 : 2.5) (V IV IV).
+ Le débit est fixé a 1ml/min
+ La détection se fait a 350 nm (Amarowécal.,2005).

=
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IV .6 Activités anti oxydantesdes fractions obtenues

IV .6 .1 Test au DPPH :

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été tparéla méthode de DPPH, Les piégeurs de
radicaux libres transforment, le DPRR.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl) de couleur vioketn
2.2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur jaune lpgohénomene de réduction. (Maat&bui

Forme libre Formeudéd
Figuren°28Forme libre et réduite du DPPH(Molyneux, 2004)

La réduction du radical DPPH par un antioxydanttpie suivie par spectrophotométrie
UVvisible, en mesurant la diminution de hAbsorbance a 517nm provoquée par la présence
des extraits phénoliques. Le DPPH est initialemealet, se décolore lorsque I'électron
célibataire s’apparie. Cette décoloration est tative de la capacité des composés
phénoligues a piéger ces radicaux libres indépendarde toutes activités enzymatiques.
Ce test permet alors d’obtenir des informations Burpouvoir antiradicalaire direct
dedifférentes substances phénoliques des extkdtyiieuxs, 2004).

Cette méthode est basée sur la mesure de la @éaphast antioxydants a piéger leradical
DPPH. L'effet de chaque extrait sur le DPPH est uréespar la procédure décrite
parBenhammou et, (2007).

Un volume de 5Qi de différentes concentrations de chaque extstig@uté a 1,950ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,025 g/l) fraichetmpréparée. En ce qui concernele
contrble négatif, ce dernier est préparé en pdeakd mélangeant 5QI du méthanol
avec1,950 ml d une solution méthanoligue de DPPH a la méme coratant utilisée.
Apresincubation a l'obscurité pendant 30 min etaatémpérature ambiante la lecture

desabsorbances est effectuée a 515 nm a l'aidesgectrophotometre.
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IV .6.2 Calcul des pourcentages d’inhibitions :

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibipanla formule suivante :

| %= ((Ac-At)/Ac)*100

Ac: absorbance du contrdle ;
At: absorbance du test effectué
IV .6.3 Calcul des IGo:
ICso0u concentration inhibitrice de 50 % (aussi app&l€s pour Efficientconcentration 50),
est la concentration de I'échantillon testé nédesgeur réduire 50 % deradical DPPH. Les
IC50 sont calculées graphiquement par les régmssiméaires desgraphes tracés ;
pourcentages d’inhibition en fonction de différentencentrations desfractions testées.
IV .7 Activité antibactérienne
IV .7.1Extraits flavonoiques
Plusieurs classes de polyphénols telles que, flaidas et les tannins servent de mécanisme
de défense des plantes contre les micro-organiéraiéetet al., 2008 ; Sharet al., 2007)ces
moléculessont des substances antibactériennes tanpes. Cela nous améne a évaluner
vitro ce pouvoir inhibiteur vis-a-vis certaine souchear®+ et Gram -.
Le test de susceptibilité a été effectué selon &hode de diffusion des disques décrite
par(Rotaet al, 2008). La mise en évidence de la sensibilité eetadrésistance des agents
microbiens consiste a les mettre sur un milieccdeure solide au contact direct avec des
substances testées, dans le but d'apprécierfletaatibactérien.

» Souches bactériennes
Les souches bactériennes ayant fait I'objet de @étide sont reportées dans le tableau 9.
Le test est réalisé au niveau du laboratoire deaiclogie (C.H.U) Sidi Bel Abbes,

Tableau n° 9:Germes étudies

E.coli ATCC 25922

Gram - Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Bactéries Gram + Saphylococcus aureus ATCC 25923

E
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» Mode opératoire de I'aromatogramme

+ Préparation des dilutions des différentes fractions
A partir de la solution mére, on procédera a dégtidhs allant de 1/2 jusqu'a 1/16pour
obtenir des concentrations de 3mg/ml a 0,18mdled. extraits secs ont été repris avec le
Dimethylsulfoxyde (DMSO).

+ Préparation de milieu de culture (Muller —Hinton)
La gélose et le bouillon (Muller —Hinton) ont canst les principaux milieux de culture
utilisés. On réparti la gélose en surfusion darsskatete de pétri afin d’obtenir une épaisseur
de 4 mm.

+ Préparation des suspensions bactériennes:

On a préparé des suspensions bactériennediadeagéelose nutritive. On a délayé les
colonies dans 9ml d'eau physiologique, jusqu'a eoturbidité. Puis pour une bonne
dispersion des bactéries dans l'inoculum, on afaier 1h30 (120 balancements par minute).
Puis, on assure un ensemencement dans toutesdesatis de la boite de pétri, avec dépot
des disques imprégnés de différentes concentradi®iehaque fractions.

+ Ensemencement
Des boites de pétrie stériles préalablement couseed ensemenceées par étalage a l'aide d'un
rateau stérile, 'ensemencement s'effectue de delte a assurer une distribution homogene
des bactéries. A l'aide d'une pince stérile, lsguiks de papier filtre contenant les produits a
tester sont déposeés a la surface de la géloselémoau préalable.

+ Evaluation de I'activité antibactérienne
Le caractere de sensibilité ou de résistancealeshses bactériennes est apprécié en mesurant
le diametre de la zone d’inhibition produite autdas disques aprés 24 h d'incubation a 37°C.
IV .7.2 Extraction et purification des pigments chloophylliens
Notre objectif est de purifier Les caroténoidesled xanthophylles comme étant des
métabolites secondairesappartenant a la familléedpénoides avec 8 unités isopreng (C

» La chlorophylle
La chlorophylleest le principal pigment photosyiihue,deux  structures
remarquablescaractérisent cette molécule :

Un noyau tétrapyrroligue ou chlorine, contenantatome de magnésium en son centre ; une
chaine terpénique ou phytol, constituée de vingtmat de carbone. Il existe différentes
formes de chlorophylles, dont les seules préseabexz les végétauxsupérieurs sont la

chlorophylle a et la chlorophylle b.

%
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> Les caroténoideset les xanthophylles
Sont présents chez de nombreux étres vivants, adgéanimaux et microorganismes, ces
molécules appartenant a la famille des terpénoiesC40. Plus de six cent formes
decaroténoides ont été répertoriées a ce joursold divisés en deux grandes familles :
lescaroténes, uniguement composés de carbone wirdfene, et les xanthophylles qui
sontsynthétisés a partir des carotenes et posseteplus des atomes d’oxygene. Dans
lechloroplaste, on distingue deux formes principale carotenes (a-caroténe et b-caroténe)
etcing de xanthophylles (lutéine, zéaxanthine,akahthine, anthéraxanthine et néoxanthine)
(Lichtenthaler, 1987).
IV .7.2 .1 Extraction des pigments
L’extraction de la chlorophylle a été faite selerprotocole de (Ramesh, 2000) en utilisant
guelques solvants comme I'acétone a 80% etl’étbgrétirole.

IV .7.2 .2 Purification des pigments et I'activité mtibactérienne

La séparation des pigments chlorophylliens a &tksée selon la méthode de (Ruiz, 2005).en
utilisant les solvants d’extraction suivants : acét pure, éther de pétrole, méthanol, éther
ethylique (Figure 29). Les extraits obtenus sorgpévés a sec a I'évaporateur rotatif puis
lyophilisés afin de déterminer les rendements déetion. Tous les lyophilisats ont été
conservés a—20°C jusqu’a leurs utilisations.

Le méme protocole expérimentale a été appliquéle c&l l'activité antibactérienne des
flavonoidesainsi lesméme dilutions de la soluti@rede différentes extrait ont été testées.

=
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10gr de poudre +50ml d’acétone pure

-
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Figure n°29: Schéma simplifié du protocole d’extraction
Des pigments chlorophylliens(Ruiz, 2005)
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IV .8 Etude histologique

La morphologie, la distribution et la fréquence deshomes sont employées comme des
caractéres distinctifs au niveau des Lamiacéesef#sso etl., 1995) ,la raison pour laquelle
plusieurs études ont été faites pour mettre unifisigtion taxonomique,dont le but de
comparer les différentes formes des trichomes :siess primairesde la biosynthése de
molécules actives.Nous avons réalisé des coupesvaau de la feuilleet la tige ainsi des
mesures micromeétriques de trichomes ont été efiesta I'université de Tiaret. On a suivi la
technique utilisée selon le protocole de laboratoitAnatomo-pathologie centre hospitalo-
universitaire, les coupes semi fine ont été réadis& microtome.

IV .8.1 Prélevement des échantillons

Les feuilles ont été conservées dans éthanol 70%.

IV .8 .2 Fixation des échantillons

Les échantillons sont coupés transversalementeégpldans des cassettes, ensuite sont fixés
dans une solution de Formaldéhyde a 36,99% perfintLa fixation permet de tuer les

cellules sans altérer leurs structures (Figure 30).

Figure n°30 : Fixation des échantillons (ClichéKechar, 2013)

B
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IV .8.3 Déshydratation des échantillons
Apres la fixation, les échantillons sont soigneuseimavés a I'eau courante, ils sont placés
dans un automate de type « LEICA » de déshydratafio sert a éliminer la teneur en eau

contenu dans les échantillons.

Figure n°31 : Automate de déshydratation (ClichéKechar, 2013)

B




Etude expérimentale

Cet automate de déshydratation contient douze bainsontient chacun un réactif pour un

temps donné.

Tableau n°10 :Les étapes de la déshydratation

Les bains Les produits La durée
1% bain Formol 36,99% 1h20
2°™ pain Ethanol 75% 1h30
3*™bain Ethanol 95% 1h30
4°™ bain Ethanol 100% 2h
58Met 6°™ bain Acétone 1h30
7°™ bain Acétone 1h

8°™ et ™ bain Xyléne 1h

10°™ bain Paraffine 1h

11°™ et 12™ bain Paraffine 1h30

IV .8.4 L’'Enrobage (préparation des blocs)

Aprés la déshydratation, les cassettes qui corgi@ries échantillons vont étre plongées dans

la paraffine, puis on ouvre les cassettes pourrenkes échantillons dans les moules, qui sont

placés sous le robinet un par un afin de les rendggaiparaffine et enfin les moules sont

déposés sur la partie froide de I'appareil pourdfoidissement ou elles seront appelées

« blocs ».

E
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Figure n°32 : Appareil d’enrobage (préparation des blocs (Cli€kéhar, 2013).

IV .8 .5 Confection des coupes
Les blocs obtenus apres refroidissement et saatitin sont taillés a I'aide d’un microtome

pour obtenir des coupes (2,5 um d’épaisseur).

Figure n° 33: Les blocs contenant les échantillons déshydr&tésh@Kechar, 2013

E
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IV .8.6 Montage des coupes sur lames

Les rubans de coupes sériées sont plongés darsrumabrie pour faciliter leurs fixations sur
des lames, puis ces rubans seront poseés sur ladasigte ils sont séchés par un papier filtre
(Figure 34).

Figure n° 34:Montage dans le Bain marie (ClichéKechar, 2013)

IV .8.7 Déparaffinage et rehydratation des coupes

Les lames sont numérotées puis placées dans we@80°C pendant 2 a 3 minutes pour le
déparaffinage, aprés sont plongé dans une cuvteram du xyléne pendant quelques
secondes a quelques minutes. Une fois déparaffifdegchantillons sont ensuite réhydratés
dans les bains d’éthanol & degrés décroissant (108%, 75%) pendant 2 minutes puis

rincés a I'eau distillé pendant 10 secondes.

IV .8.8 Colorations

Nous avons utilisé deux colorations pour la miséwdence des structures histologiques :
4 Coloration a I'hématoxyline-éosine :permet de colorer les noyaux cellulaires en

rose.

E
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Nous avons procédé a la coloration a I'aide d'utomate (LEICA) en appliquant la méthode
selon les procédés suivants :
1. Trempage des coupes dans un bain marie de héma®iarris pendant 5mn ;
2. Rincage a I'eau distillée pendant 10 sec ;
3. Trempage des lames dans un bain d’acide chloryelpgmdant 8secondes ;
4 Trempage dans une solution de carbonate de litpemdant 10 secondes ;
5. Ringage a I'eau distillée pendant 10 secondes ;
6. Trempage des coupes dans une solution d’alcégh@&addant 1minute ;
7. Coloration avec I'éosine pendant 10minutes ;
8. Trempage dans deux bains successifs de I'aldd@l, pendant 2 mn pour chacun ;

9. Trempage dans du xylene pendant 2mn.

Figure n°35:Automate de coloration histologique a hématoxykosine

+ La double coloration (vert de méthyle-rouge Congo %) : la coloration par
combinaison vert de méthyle-rouge Congo permet alerer spécifiguement les
parois lignifiées en rouge et les parois pectodtetiques en bleu (Srebotnik et
Messner, 1994).

» Protocole expérimentale :
1) Mordancage avec l'acide acétique pendant 10mn.
2) Colorer pendant 10mn avec le Rouge Congo (1%).
3) Bien rincer les lames avec® stérile (3-4 fois).
4) Colorer pendant 10mn avec le vert de Méthyle (1%).
5) Bien rincer les lames ave@ stérile (3-4 fois).
6) Laisser les lames bien sécher.
7) Monter avec une goutte d’eau entre lame et lamelle.
8) Possible de monter directement avec I'huile & insioer

67
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IV .8.9 Montage et observation au microscope opticgl
A la fin de chaque coloration, les lames sont mestians une goutte d’eukitentre lame et
lamelle (Figure36), pour étre ensuite observéasiatbscope optique et on été photographie

a l'aide d’'un appareil photo numérique.

Figure n°36 : Montage des coupes (ClichéKechar, 2013).

E
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Chapitre V : Résultats

V.1 L’enquéte ethnobotanique
V.1.1Caractérisation des enquétées
» Sexe

L’enquéte a porté sur une population constituéb@e personnes dans les deux localités,
village de Tessala et ville de Sidi B el Abbestegbpulation est répartis entre les deux sexes

44% hommes et 56% femmes.

» Classes d’age
Les informations obtenues montrent que les persories plus &gées ont plus de
connaissances de notre espece par rapport auxs atlaeses d’ages (Figure 37). Les
personnes agées constituent la principale souinéodhation a I'échelle locale au sujet de

'usage des plantes en médecine traditionnelle.

(20-30) 6170) (20-30)
61.70 8.18% - 8.21%
2181“/) (31-40) 21.07% ~2 70
81% 14,54%

(41-50)
18,18%

(51-60)
27.27% 28,57% 25%

(41-50)

Hommes
Femmes

Figure n° 37 :Répartition de la population par classes d’age

» Niveau de scolarisation
Le niveau intellectuel de la population choisie slées deux localités est variable. Selon le
recensement général réalisé en 2012 dans la zéh&dd; la grande majorité des usagers de
cette espece sont analphabétes, avec respectivamepourcentage de 32,72% chez les

femmes et 32,14% chez les hommes (Figure 38).
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Néanmoins, les personnes ayant le niveau de I'épdleaire, moyenne, secondaire et

certificat d’étude marquent un pourcentage d'wtlen plus ou moins appréciable alors que

les autres utilisent tres peu cette plante.

Magister

l

BAC2,72%

certificat
d'étude Terminale
8,63 % 6,81%

6,36 %

Rédident Dr.En Dr. En
5,45% pharmacie chirurgie

dentaire

1,81%

Secondaire
5,45%

Néant
32,72%

primaire
5,9%

BEM 5,9%

Hommes

Magister Rédident

. 2.14%
Ingénieur, °

d'étude; 9%

Dr.En Dr. En
ot nacie chirurgie
dentaire

;—_1,;‘3.2—‘-35‘1""‘ 1,42%

Secondaire
3.57%

32,14%

primaire;
535%
BEM 9.28%

Femmes

Figure n° 38: Répartition de la population selon le niveaeliettuel

V.1.2 Utilisation de la plante

V.1.2.1 Utilisation de la plante selon leur vertu

Ballota hirsutaBenth est considérée, en grande partie par laggéigidans les deux localités,

comme plante médicinale. Elle est aussi considéséeme plante cosmétique par les femmes

(Figure 39).
Taux %
35
30
25
20
15
10
5 M
0
Femme Homme Femme Homme
Tessala Ville de Sidi Bel Abbes
m Plante médicinale 12 26 32
Plante cosmétique 2 2 14 6
= Plante toxique 0.6 0.4 1.4 0.3

Figure n°39: Les vertus de la ballote hirsyallota hirsutaBenth) selon la population

enquétée de la wilaya de Sidi Bel’Abbes
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V.1.2.2 Partie utilisées par les individus

Les différents organes de la plante sont utilis@sr graiter les diverses pathologies. Les
feuilles sont les plus utilisées par la populatinterrogée de la ville de Sidi Bel Abbes

comptant 36 % de femmes et 27,2 % d’hommes. Bdasaussi employées par la population
de Tessala (7,8% de femmes et 12 % d’hommes).fld&es sont beaucoup plus utilisées par

rapport aux autres organes par la population férai(il4%) de Tessala (Figure 40).

Taux %

40

35

30

25

20

15

10

Femme Homme Femme Homme
Tessala Ville de Sidi Bel Abbes
H Feuille 7.8 12 36 27.2
Tige 6 1.8 3 2
¥ Racine 2 4 1.8 2.8
B Fleur 14 3 38 5

Figure n °40: Les parties utilisées de la ballote hirs@Ballota hirsuta Benth) selon la

population enquétée de la wilaya de Sidi Bel’Abfgérie occidentale).

V.1.2.3 Mode de préparation de la plante

La plupart des recettes nécessitent au préalaBlkecteage de la partie concernée de la plante ;
tandis que d'autres l'utilisent a I'état frais. Li€sultats de I'enquéte indiquent que les organes
de la plante sont employés sous forme d'une préparpateuse (cataplasme), avec une
frequence élevée a Sidi Bel Abbes (20% chez lesniesnet 18% chez les femmes) et a

Tessala (11% chez les hommes et 10% chez les femmes
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Les préparations, a base de poudre, sont aussogéesl a des frequences variables selon le
sexe et la localité (8,4% chez les femmes et 9% ¢b& hommes de la ville de Sidi Bel
Abbes). Les autres modes de préparation de latbafimsute sont peu employés par la

population autochtone.

Taux %o

25

20

15

10

T Y |

Infusion | Macération | Décoction | Cataplasme Poudre
® village de Tessala Femme 1.6 3 2.8 10 6
village de Tessala Homme 0.4 1.6 1.8 11 6.4
B Ville de Sidi Bel Abbes Femme 4 3.8 3.8 18 8.4
m Ville de Sidi Bel Abbes Homme 3.6 5 4.4 20 9

Figure n°41 : Le mode de préparation des parties utilisées Hallate hirsutéBallota

hirsutaBenth) a Tessala et a la ville de Sidi Bel’Abb&kyérie occidentale).

V.1.2.4 Maladies traitées par la plante

La ballote hirsute est tres prisée par les tratipems comme remede a de nombreuses
maladies. Elle est trés souvent utilisée poutdrdes Iésions sous cutanées (contusion), les
douleurs rhumatismales et de guérir diverses pldies fréquences les plus élevées
concernent le traitement des contusions (12,4%88).1Blles sont relevées chez la population
enquétées de la ville de Sidi Bel Abbes. Le tra@ieindes blessures et des douleurs
rhumatismales, par la ballote hirsute, présentgeds/ement des taux allant de 6,8% a 8,4%
et 7,2% a 8% (Figure n°42). La plante étudiée tissée par les femmes pour tonifier la peau

(5,6% a 8% de la population féminine enquétée).




Résultats

ETessala Fenme W Tessala Homme® 8 Villede SidiBel Abbes Femme  BVilleds Sidibel Abbes Homme

Figure n°42: Les maladies traitées par la ballote hirs{Ballota hirsutaBenth) selon la
population enquétée dans la wilaya de Sidi Bel’ Ab@@dgérie occidentale).
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L’enquéte ethnobotanique dans les zones d’études eneévidence l'usage médical

traditionnel de différentes parties Ballota hirsutabenth. Les résultats sont rassemblés dans

le tableau 11

Tableau n°11 Reésultats de I'enquéte ethnobotanique menée dilisktion de la

ballote hirsutgBallota hirsutaBenth.) selon la population enquétée dans la withey Sidi

Bel’Abbes (Algérie occidentale).

Maladies traitées

Parties utilisées

Préparations

Administrations

Contusion Feuilles, Tiges Poudre, cataplasme  Application
locale
Blessure Racines, Feuilles | Poudre, cataplasme Application
locale
Douleur rhumatismal| Racines, feuilles Décoction Application
locale
Antiseptique Feuilles, Fleurs, | Macération Bain corporelle
tiges décoction
Carie dentaire Feuilles Décoction Bain buccale
maceération
Nervosité de la Feuilles Infusion, Voie oral
ménopause macération
Stomachique Feuilles Infusion Voie orale
Tonique Fleurs, Feuilles | Macération, Gommage
décoction Bain corporelle
Traitement des anglegsFeuilles Macération, Application
décoction locale
Vermifuge Feuilles Infusion Voie orale
Stimulant de Feuilles, tiges Infusion, poudre Voie orale
grossesse

=
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V.1.2.5 Fréquences d'utilisation de la plante pardcalité et par sexe

Les forts pourcentages de personnes possédamtifinfion sur la plante étudiée concerne la
population enquétée de la ville de Sidi Bel Abbks.taux le plus élevé est observé chez les
herboristes (20% chez les hommes et 24% chez lesnés). Il vient ensuite les
tradipraticiens avec des taux de 6,8% chez les hesmet 12% chez les femmes. Les
personnes enquétées a I'hopital universitaire, ttoges de patients et de corps médical, ont
des connaissances thérapeutiques sur I'especéétldis femmes sont plus informées sur la
thérapeutique de I'espece (9,2%) que les homme3. (B&population enquétée de Tessala

présente des taux inférieurs a celle de la villSide Bel Abbes (Figure 43).

Taux %
30
25
20
15
10
. I -
o | N [ . =
- chez les
Station 1 Station 2 Station 3 uni'j.r:lrjsl,;[:e:ire hn:rhbe;r:stses tradi[:]r;aticie
Tessala Ville de Sidi Bel Abbes
m Femme 2,4 2,4 9,2 24 12
Homme 2 3,2 8 20 6,8

Figure n° 43 : La fréquence d'utilisation de la plante a Tessdla ville de Sidi Bel

bldes (Algérie occidentale).
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V.2 Résultats de la caractérisation de la poudre

Il est bien Connu que lesaractéres physico-chimiques de la matiere premie@uit
significativement les vertus et les qualités dpldate étudiée.

V.2.1pH et la teneur en eau

Les résultats obtenus montrent que la poudre @és drganes est caractérisée par un pH
acide allant de 5,5 a 6. La feuille est 'organeplas riche en eau; environ 704685
d’humidité relative. Le taux de la matiére orgamiaast inversement proportionnel a la teneur
en cendres totaléa valeur de la fraction minérale de la tige estésieure a celle des feuilles
et des racines ; le taux des cendres indiguelajplante dispose d’'un potentiel d’éléments
minéraux important.

V.2.2 Matiére grasse

L’extraction de la matiere grasse de feuille fowenviron 3,3% (3,3 g/100g de matiére séche)
la quantité la plus importante, suivi par cellelaége et la racine. La valeur enregistrée dans
les trois organes reste faible par rapport d’awtsgseces. Les résultats sont regroupés dans le
tableau 12

Tableau n°12: Caracteres physico-chimiques de la matiére végdtala ballote hirsute du

mont de Tessala (Algérie occidentale).

Organe Feuille Tige Racine

Parametre

PH a 22C% 6,66t0,57 5,33 +0,57 5,66¢1,15

Ecart-type

Humidités%« Ecart-type 70,661,15 64 ,331,52 57,331,52

Matieres seche % 29,331,15 35 ,66:1,52 43,66:1,52

Ecart-type

Matiere organique%t 90, 33+0,70 7313 82,19 1,52

Ecart-type

Cendres% 9,83+ 0,75 27+3 16#6,243

Ecart-type

Matiere grasse 3,3+0,25 2,2+ 0,22 1,830,2

% + Ecart-type
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V.2.3 Composition minérale

Les résultats de la composition minérale de la pyudéterminée par spectrophotométre
d’adsorption atomique, est présentée dans le 1abled D’aprés les résultats obtenus on
remarque que l'espece étudiée renferme des vaddevges de potassium (K) notamment
dans les racines et les tiges. Le magnésin) & été enregistré dans les feuilles et les tiges
avec des valeurs presque identiques, environ 0,53 0 ,538mg/l respectivement; Les
racines ne contiennent que tres peu de magnésigrag/l. Concernant le Fer etQiivre,

des valeurs appréciables sont enregistrées damadems avec respectivement 0,548mg/l
0,353 mg/l. Une faible quantité de Zinc (Zn) détectée dans les trois organes. Aucune
guantité superflus des métaux lourds Nickel (Nad@ium (Cd), Cobalt (Co), Chrome (Cr)
et Plomb (Pb) n’a pu étre remarquée.

Tableau n °13 Composition minérale de la matiére végétale dmlkte hirsute du

mont de Tessala @klg occidentale)leneurs exprimées en mg /I

inéraux Fe Zn Cu K Ni Cd Co Mn Cr Pb
Organe

Feuille 0,004 0,0633 0,018 0,198 0,030 0,001 0,004 0,553064 0,02
Tige 0,234 0,091 0,024 0,5430,056 0,006 0,034 0,538 0,056 0,05
Racine 0,548 0,0446 0,353 0,897 0,032 0,000 0,014 0,063061 0,04

V.2.4 Morphologie des poudres

Une quantité de la poudre de la ballote hirsutail(és, tiges et racines) est observée sous
microscope électronique a balayage (M.E.B). Lesnéhds prédominants caractérisant la
poudre sont relativement irréguliers ; ils formamt agglomérat d’'une forme fibreuse

complexe (Figures 43, 44 et 45).
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Figure n°44 Photos prise par microscope électronique a bglayM.E.B) de la

poudre de la feuille de la balloteshte du mont de Tessala (Algérie occidentale).
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Figure n°45 Photos prise par microscope électronique a bgkayM.E.B) de la

poudre de la tige de la ballotsiitie du mont de Tessala (Algérie occidentale).
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Figure n°46 Photos prise par microscope électronique a bgkayM.E.B) de

la poudre de la racine de la ballatsute du mont de Tessala (Algérie occidentale).
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V.2.5 Infrarouge des poudres

L’Analyse infrarouge d'un échantillon d'origine ldgique est une méthode qualitative
rapide qui permet de révéler la présence de certajroupements fonctionnelle
caractéristique, les empreintes de ces fonctions thafeuille, la tige et la racine enregistrée
dans les figures 47,48 et 49.
> Les spectres des feuilles et des racines montrenbande caractéristique a 3405 et
2918 cnm %, ces bandes sont attribuées a la structure de grmmdydroxyle OH.
> Les spectres des tiges, des racines indiquenti dasprésence d'une fonction

carboxyle C-O localisée & 1735 crrapproximativement.
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Figure n°47: Spectre d’absorption d’infrarouge de la feuilkela ballote hirsute

du mont de Sada (Algérie occidentale).
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> La bande située 21037 cm  (tige) et 1108 cth (racine) est attribuée & la
présence de (C-O-H) alcool primail&® secondaire se trouve dans le spectre de
feuilles & 1110 cih  le spectre de tige caractérise par I'apparitiam gic & 1161
cm’ cette bande est attribuée a I'alcool tertiaire.

» La poudre de la tige révele la présence d’'une biouddisée a 2919 crret 2350 cm
ces deux bandes présentent la fonctmmino-acide N-H. I'analyse de spectres de
feuilles et racines montrent aussi un amide priensolide localisé & 1633 ¢m et
un amide secondaire situé & 1516 tumiquement dans le spectre @eines.
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Figure n °48 : Spectre d’absorption d'infrarouge de la tige déddlote hirsute du mont de
Tessala (Algérie occidentale).
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> Les spectres de feuilles et racines présentenbamee d’absorption située a 780 th
cette derniérest attribuéa la fonctionC-H et le C-H cycle aromatiqtiest apparue
uniquementlans le spectre dieuille 8 897 cm* .

» Les empreintes IR montrent aussi des pics a 1244 (tiges) et 1240 cm(feuilles)
représentés par la fonction C-O-C (éther arydpéhdant les racines contiennent un
éther aliphatique attribué & la bande 1050 ¢m

> Lanalyse IR des feuilles révéle I'apparition d’upande située a 1516 et 1383¢cm

correspondantespectivement aux Benzéene et OH phénol.
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Figure n°49 : Spectre d’absorption d’'infrarouge de la racindadballote hirsute du mont de
Tessala (Algérie occidentale).
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V.3 Caractérisation phytochimique

Les résultats de screening phytochimiques sonsé&tagn fonctions de différents criteres

d’observation. Les flavonoides et les tanins saoBsgnts beaucoup plus dans les feuilles,

cependant les racines referment une quantité fppséeiable en alcaloides, mucilages et

saponoside. Les résultats sont consignés dansléaital4.

Tableau n ° 14Résultats de screening dans les différentes orgenBallota

hirsuBznth du mont de Tessala (Algérie occidentale).

Organes Feuille Tige Racine
Métabolites
Anthraquinones ++ + +
Les saponosides (IM, CM) 150, ++ 116, ++ 250, +++
Les mucilages ++ e F+
Les stérols et les diterpéne  +++ ++ +
Anthocyanes ++ ++ 0
Les alcaloides ++ ++ -
Flavonoides — s ++
Tanins ++ ++ 4

Les résultats sont classés en :
Réaction trés positif :  ++++
Réaction positif : +++

Réaction moyennement positif : ++
Réaction douteuse : +

Test négatif : 0

IM : Indice de mousseéCM : Caractéere moussant
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V.4 Dosage des métabolites

A l'issu de screening phytochimique on a constate les flavonoides sont les molécules les
plus représentées, d’'ou 'intérét de leur dosadeuetextraction.

L'étude est basée sur la détermination quantitativet saisonniere des phénols, des
flavonoides et des tanins a partir de chaque ordanka plante (feuille, tige et racine). Le
dosage s’est appuyé sur une courbe d’étalonnagéaplément préparée. Les résultats sont
consignés dans le tableau n °15 et illustrés dafigure 53. lls sont comparés par le test de
'analyse de la variance.

Tableau n °15:Concentration moyennes en meétabolites des diffe@ganes de la
ballote hirsaie mont de Tesssala (Algérie occidentale).

Printemps 2 Automne

Saison

Métabolite

Polyphénol 92,00 7,99 9,12 97,63 10,27 9,58 130 11,86 14,22 124 11,26 12,40
es (mg +1,38 40,57 40,45 40,69 10,46 10,45 £2,00 10,68 0,70 41,52 40,33 40,57
EAG/g de

MV +

ecart-type

Flavonoide 64,39 3,68 3,41 68,68 3,91 3,30 51,04 4,89 3,44 56,59 4,76 3,51
s (mg 41,33 40,15 10,25 +1,57 40,15 0,20 +1,54 #0,15 0,10 +1,15 0,2 0,15
EC /g de la

MV +

ecart-type

Tanins 0,37 0,11 0,13 0,37 0,06 0,06 0,42 0,04 0,14 0,40 0,06 0,14
hydrolysab +0,01 40,01 0,01 +0,03 0,01 +0,02 +0,03 +0,02 +0,02 10,01 +0,01 0,02
le % +

ecart-type

Tanins 0,75 0,23 0,26 0,74 0,12 0,13 0,84 0,08 0,28 0,80 0,13 0,28
hydrolysab 0,03 10,03 0,03 0,06 0,03 +0,04 0,06 005 1005 0,03 40,03 10,05
le mg/g

+ ecart-

type

Tanins 0,71 0,11 0,17 0,60 0,09 0,09 0,51 0,14 0,09 0,55 0,08 0,12
condensées 0,05 10,01 0,02 10,04 30,005 0,01 #0,06 0,005 0,01 40,08 0,01 0,005
% =

ecart-type

Tanins 1,42 0,23 0,35 1,21 0,19 0,18 1,02 0,28 0,18 1,1 0,16 0,23
condensée 0,10 40,03 0,05 40,08 0,01 #,02 40,13 40,01 40,02 10,16 140,03 0,03
s

mg/g+

ecart-type

EAG : équivalence a acide gallique. EC : équivalence a la catéchine.F : Feuille,
T:Tige, R :Racine
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Figure n °50: Courbe d’'étalonnage de I'acide gallique en mg/l

Figure n °51: Courbe d’'étalonnage de la catéchine en mg/I.
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Les résultats obtenus montrent une variabilité aléeheur en phénols totaux, les
flavonoides et les tanins dans les différents argattudiés quelque soit la saison de
préléevement, et le composé dosé. Les résultats cofirmés par I'analyse de la
variance (P < 0.05). Les feuilles referment desuestres importantes en métabolites.
Les valeurs de composés phénoliques enregistrésdatatiges et les racines sont treés
proches durant toutes les saisons.

La différence de la concentration en polyphénolest significative (P < 0.05) d’'une
saison a une autre. Les teneurs les plus élevéigvenoides et les tanins condensés
sont enregistrées dans les feuilles d’'été et degmips ; par contre les concentrations
moyennes les plus importantes en phénols totaursetanins hydrolysables sont
enregistrés en automne et en hiver (Figure 52).
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Figure n°52 Concentrations moyennes des composés phénolilgues
Ballota hitauidu mont de Tessala (Algérie occidentale).

V.4.1 Analyses statistiques :
La concentration moyenne de chaque polyphénolxgstneée sur la base de la moyenne de

trois mesures + I'écart type. L’analyse de la vac@a un critere de classificatioANOVA

1) est utilisée pour comparer la quantité des cogppdénoliques dosés a partir des organes
de la plante étudiée (feuilles, tiges et racinesad®méme saison). La comparaison est aussi
effectuée par saison sur les concentrations erppéhols du méme organe. L’application
d’'une analyse en composantes principa®€R) aux données a permis de distinguer les
ressemblances entre les individus (les organedargéans les quatre saisons). Les résultats
sont confirmés par la classification hiérarchigeseeamdanteGHA).
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V.4.2 Analyse en composantes principales (ACP)
On considere les individus comme étant les orgdf@silles tiges, racines) sur les quels sont
effectué les dosages ; ces individus au nombrezedofirois individus pour chaque saison)
prélevés durant les quatre saisons. Sur le platorfal FIxF2 on a obtenu un résumé
suffisamment précis de I'information contribué axaxiables.
> L'axe F2 2,87% permet de distinguer deux groupels &BiGr2. Le groupe Grl formé
par les organes les plus riches en polyphénoldgaes soit la saison de récolte ou
bien le métabolite dosé, Il s'agit des feuilles matemps (Fprin),  feuilles d'été
(Fete), feuilles d’automne (Faut), feuillesiddr (Fhiv) Le groupe Gr2 formé par
les organes pauvres en meétabolite dosée conpttués tiges et les racines de quatre
saisons, tiges de printemps (Tprin), tiges d'étété€), tiges d’automne (Taut), tiges
d’hiver (Thiv), racines printemp (Rprin), racind®té (Rété), racines d’automne
(Raut), racines d’hiver (Rhiv).
» L’axe F1 97,13% deux sous groupes s'’individualidemqremier formé par les feuilles
d’automne, d’hiver et le deuxieme rassemble lesliésude printemps (début de

floraison) et d’été (plaine floraison) (Figure 53)

Projection des ind. sur le plan factoriel ( 1x 2)
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Figure n °53: Projection des individus sur le plan factoriel (FF2)
Faut : Feuilles d’automnekhiv : Feuilles d’hiverfFprin : Feuilles printempsFéte: Feuilles
d’été, Taut: Tiges d’automne,Thiv : Tiges d’hiver,Tprin : Tiges printemps,Tété: Tiges
d’été, Raut: Racines d’automnes,Rhiv : Racines d’hiver,Rprin : printemps, Rété:
Racines d’été.
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V.4.3 Classification ascendante hiérarchique (C.A.H
La classification ascendante hiérarchique est usthade de classification itérative dont

I'objectif et de retirer I'information concernanéd nceuds successifs, Ces regroupements
successifs produisent un arbre binaire de claasiic (dendrogramme), dont la racine
correspond a la classe regroupant I'ensemble desdus. Ce dendrogramme représente une
hiérarchie de partition qui permet de visualiseelgroupement progressif des données.
> Le premier niveau d’agrégation montre deux grodjpesest formé par les feuilles de
guatre saisons (organes riche en polyphénolsqetré regroupe les tiges et les racines
de touts les saisons (les organes les plus paoywelgphénols).
> Le deuxieme niveau apparait des sous-groupes fopaedes feuilles d’automne,
d’hiver et les feuilles de printemps (début dedlson) et d’été (plaine floraison). Les
résultats de CAH confirment ce qui a été rappodé l@analyse en composantes

principales (ACP).
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Figure n °54: Dendrogramme de la C.H.A issue de I'analyse tjizdive de métabolites

Faut : Feuilles d’automnekhiv : Feuilles d’hiverFprin : Feuilles printempsFéte: Feuilles
d’été, Taut: Tiges d’automne,Thiv : Tiges d’hiver,Tprin : Tiges printemps,Tété: Tiges
d’été, Raut: Racines d’automnes,Rhiv : Racines d’hiver Rprin : printemps, Rété:
Racines d'été.
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V.5 Rendement des flavonoides
Les extraits flavonoiques obtenus présentent uacadiguide de différentes couleurs : vert

foncé, vert clair, vert jaunatre, marron fon¢g, Aq) représente le poids le plus élevé de la
matiere séche des feuilles, suivi (Fn-BuOH), @©Okt) et (F- ChG) (Figure 55).

Masse en g /100g de MS
6

4,83

5

4

1,19

0,08 0,09

F Chloroformique F. Acétate d'étyle F. n- Butanolique  F. Aqueuse

Figure n°55: Rendement des extraits
V.5.1 Chromatographie analytique sur couche mince :

> Systéme de solvant:lAcétate d’éthyle, acide formique eau distillée $5:: 20;
(VIvIvIv)
Les différentes taches de produits présents sucHesmatogrammes sont délimitées. Les
couleurs des spots et leurs Rf observés sous UV pemmis de révéler la présence des
composés flavonoiques (Figure 56).

Figure n°56: CCM analytique représentative des flavonoideBalta hirsutadans le
systeme solvant 1, 1 : Fraction n-BuOH, 2ackon (AcOEt), 3 : Fraction Chgl
4 : Fraction (AQ)
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Dans ce systeme de solvant, on a constaté quaribraale taches dans la fraction d’acétate

d’éthyle atteint six spots alors que dans la foactthloroformique est de I'ordre de quatre.

Tandis que celle de la fraction butanolique undes¢ache est apparue, aucun spot n’est

observé dans la fraction agueuse (Tableau 16).

Tableau n°16:Comportement chromatographique des flavonoides @asysteme solvant 1

Fraction n- butanol Fraction chroformique Fraction acétate Fraction aqueuse
d’ethyle
Spot coloré Rf cm Spot coloré Rf cm | Spot coloré | Rf cm Spot coloré | Rf cm
sous UV a 365 sous UV a 365 sous UV a sous UV a
nm nm 365 nm 365 nm
Brun 0,79 Vert 0,2 Marron 0,1 _ _
_ _ Brun +++ | 0,54 Brun 0,33 _ _
_ _ Brun 0,67 Vert 0,43 _ _
_ _ Violet+++ | 0,89 Violet 0,51 _ _
_ _ _ Jaune 0,88 _ _

» Systéme de solvant&cétate d’éthyle, MeOH, ¥©0 100/13.5/10 (v/vIviv)
Apres la révélation sous lampe UV a 365nm, les &% différents extraits flavonoiques sont

compareés avec ceux des témoins utilisés dans leeméonditions opératoire (Tableau 17).

Tableau n° 17Les résultats de la chromatographie sur coucheaminc

des témoins par le systeme solvant 2

Témoins Rf Couleur La présence de témoin
Rutine 0,05 Violet Fraction acétate
Catéchine 0,09 Violet Fraction chloroformique
Quercétine 0,42 Jaune Fraction acétate
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Le systeme de solvant 2 a permis de séparer ptas@nstituants et mettre en évidence

d’autres composés flavonoiques, ou on a constatédgus le nombre de taches dans la

fraction d’'acétate d’éthyle atteint six spots algue dans la fraction chloroformique il est de

'ordre de six. Tandis que celle de la fractionamdlique et la fraction agueuse une seule

tache a été apparue. En comparaison avec les t@rnestes nous avons pu identifier 3

composés appartenant a la classe des FlavonolsgRaitQuercétine dans la fraction acétate

et Catéchine dans la fraction chloroformique (Tablel8)

Tableau n°18Comportement chromatographique dans le systémarsdly

Fraction n- butanol

Fraction
chroformique

Fraction acétate
d’ethyle

Fraction aqueuse

Spot coloré Rfcm | Spot coloré | Rf cm| Spot coloré | Rf cm | Spot coloré Rf cm
sous UV a 365 sous UV a 365 sous UV a sous UV a 365
nm nm 365 nm nm
Marron 0,88 Violet++ 0,0 9| Violet 0,05 | Jaune pale |0,82
Vert 0,2 | Jaune+ 0,1
Marron 0,32 | Brun 0,35
Jaune 0,76| Jaune 0,42
Violet 0,86 | vert 0,66
Marron++ 0,91 | Violet++ | 0,88

Figure n°57 : CCM analytique représentative des flavonoide8alota hirsutasur plaque

de silice développée dans le systéme solvant 2
2 : Fraction (AcOEt), 3 : Fraction ChC4,

1 : Fraction n-BuOH ,

4 : Fraction (AQ)
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» Systéme de solvat: Acétate d’éthyle, acide formique, acide acétidis)
100/11/11/27 ; (v IvIvIv).
Nous avons pu observer dans la fraction d’acétatiyde, la fraction chloroformique et la

fraction n-BuOH deux taches. Tandis que celle ddrdation aqueuse trois taches sont

apparues (Figure 58).

Tableau n °19: Comportement chromatographique dans le systéiiarg 3

Fraction n- butanol

Fraction
Chroformique

Fraction acétate
d’éthyle

Fraction aqueuse

Spot coloré RF cm |Spot coloré |RF Spot coloré | RF cm | Spot coloré RF cm

sous UV a 365 sous UV a 365 c¢m sous UV a sous UV a 365

nm nm 365 nm nm

Brun 0,78 marron 0,71 Marron+48,77 Brun 0,21

Mauve 0,91 mauve 0,87 mauve 0,93 Marron 0, 34
Marron++ 0, 43

Figure n°58: CCM analytique représentative des flavonoideBalmta hirsuta

1 : Fraction n-BuOH ,

développéeglensystéme solvant 3

2 : Fraction (AcOEt), 3 : Fraction ChCt,

4 : Fraction (AQ)

E



Résultats

V.5.2 Analyse quantitative par HPLC

La colonne utilisée pour séparer les composés filgéres est exclusivement a phase inverse.
Ce systeme est une haute technique de résolutimmealographique largement répandue,
pour la séparation et la quantification des sulzegfsphénoliques. Les chromatogrammes
d’'HPLC des standards et des différents extraits sgprésentés ci- dessous (Figures 59 et
60).
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mont de Tessala (Algérie occidentale).
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Figure n °60: HPLC de I'extrait n-BuOH des feuilles @allota hirsuta Bentldu mont de
Tessala (Algérie occidentale).
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V.5.3 La lecture des profils chromatographiques
Les spectres HPLC et le temps de rétentions dedatds ont été fourni par SAYDAL. La

comparaison des temps de rétention (Tableau 20tdadards avec ceux enregistrés dans les

deux extraits (Tableau 21), permet l'identificatipnobable de certains flavonoides dans ces

extraits.

Tableau 20:Temps de rétention des flavonoides standard

Molécules

Naringine

Sylibine

Taxifoline

Temps de rétention (min) 6,2

8,2

7,8

Les résultats montrent la présence de la Naringams la F-AcOEt et Fn-BuOH. Cependant

ces analyses chromatographiques révelent la presdacSylibine et Taxifoline dans la

fraction acétate.

Tableau 21Temps de rétention des flavonoides présents damxigits

Temps de rétention (min)

EACOEL En BUOH Le flavonoide probable
2,6 0,4 _
3,6 1 _
4.7 2 —
6,2 4 Présence de la Naringine dans la F-AcOEt
6,3 6,2 Présence de la Naringidans la Fn-BuOH
7,8 9 Présence de la Taxifoline dans la F-AcOEt
8,2 Présence de la Sylibine dans la F-AcOEt
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V.6 Activité anti oxydantes
V.6.1 Pouvoir réducteur
Cette activité est évaluée a l'aide d’'un spectropmetre en suivant la réduction de ce radical

gui s’Taccompagne par son passage de la couleatteigDPPH) a la couleur jaune (DPPH-H)
mesurable & 515nm. Les résultats figurant dansbdsaux et les figures ci-apres illustrent les
pourcentages de l'activité antiradicalaire desgaux extraitgle Ballota hirsutaBenth.
L’absorbance du DPPH mesuré a 515nm, montre unie chpide de cette derniere dans un
intervalle réduit de la dose des I'extraits, ce@gtibien lisible dans la figure ci-dessous.

Ces courbes montrent la réduction de I'absorbancprésence des antioxydants naturels a
des concentrations différentes, la réduction du EEvient considérable jusqu’a un seuil de

concentration élevé.
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Figure r6Pouvoir réducteur des trois extraits
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V.6.2 Pourcentage d’inhibition
Les résultats des activités anti radicalaire desmix analysés montrent que le pourcentage

d’inhibition des extraits de la ballote hirsutst supérieur a 90% a des concentrations de

'ordre de 2 mg/ml pour touts les extraits (Figug2).
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V.6.3 Concentration inhibition de 50% (IC 50)
Pour mieux comprendre le pouvoir antioxydant de extsaits, on a déterminé la valeur de

IC50 mg /ml qui est définit comme étant la concatidn de I'extrait nécessaire pour piéger
50% de radical DPPH. Les valeurs d’IC50 de diffésaaxtraits chloroformique, acétatique et

n-butanolique sont illustrées dans la figure 63.
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Figure 83. Valeurs des IC 50 des différents extraits

En résumé, le pouvoir antiradicalaire des extraist étre classé comme suit :

Fraction d’acétate d’éthyle > fraction n-butandtaction chloroformique.

Parmi Les différentes fractions obtenues, La foacti’acétate d’éthyle représente 'extrait le
plus actif, son IC50 est de 0,07 mg/ml, suivi @&trait Fn-BuOH avec une IC50 de l'ordre
de 0,2mg/ml. Par contre, I'activité antiradicaldmeplus faible a été exprimée par I'extrait F-
chloroformique avec un IC50 de l'ordre de 0,2 mg/lBh comparaison avec l'acide

ascorbique, les deux fractions n-BuOH et FAcORvesent plus actifs.
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V.7 Pouvoir antibactérien
V.7.1 Extraits flavonoiques
Il s’agit de la mise en application d’'un test agpatomatogramme qui permet d’illustrer le

pouvoir inhibiteur sur la prolifération bactérienastour des disques contenant les produits
flavonoiques a tester vis-a-vis de trois germigres ce test et I'incubation pendant 24h, on

a obtenu les résultats suivants :

Tableau n °22Spectre antibactérien de la fraction n-BuOH)

Diamétre de la zone d'inhibition en (mm)técart type

Les souches les dilutions de la fraction n-BuOH
Bactériennes 1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC 12,66 +0,47

Pseudomonas aeruginosa AT¢Q0,33 +1,64

Staphylococcus aureus ATCC| 33,33 £0,49 22 £0,57 12 +1

(Diamétre <6 mm) résistanDiametredu disque est inclus; : Inhibition

Les résultats réveélent des réponses variablesnatido des souches, de la concentration, type
de I'extrait testé. Ainsi Staphylococcasrreus (ATCCke montre trés sensible adiutions

de la fraction n-BuOHen présentant des diametres de zones d’inhibiohoddre de 33,33
0,49 22 +0,57, 12 +1 mm. Cependant Eschericulh (ATCC), Pseudomonas aeruginosa
ATCC présentent une faible sensibilité, sauf queecactivité est apparue a la concentration
la plus élevée avec des diamétres de zones diiombrespectivement2,66 +0,47 10,33

+1,64mm.
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Les tableaux ci-dessous illustrent les résultatte I'activité inhibitrice des extraits
flavonoiques de la fraction chloroformique HBallota hirsutaBenth vis-a-vis de trois

germes testes.

Tableau n°23: Spectre antibactérien de la fraction chlorofauei présence

de différentes concentrations.

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm) técart ty
Les souches
les dilutions de la fraction chloroformique
Bactériennes
1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli 22+2,08 15,33+0,57 _ _
ATCC
Pseudomonas aeruginoga 16+1,15 10+1,15 _ _
ATCC
Staphylococcus aureus 28+1 23+0,57 17+0,57 _
ATCC

(Diametre <6 mm) résistanDiametre du disque est inclus,: Inhibition

Staphylococcus aureus ATCC s’avere trés sensible ausilutions de la fraction
chloroformique en présentant les diameétres dewesdal’inhibition (28+1; 23+0,57 ;
17+0,57mm). CependantEscherichia coli ATCC , Pseudomonas aerugin@dsBCC
présentent une faible sensibilité, sauf que cettieitd est apparue a la concentration le plus
élevé avec les diametres des zones d’'inhibitisienaentre (22+2,08 ; 15,33+0,57) mm pour

Escherichia coliet (16+1,15 ;10+1,15 ) poltseudomonas aeruginosa ATCC
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Les tableaux ci-dessous illustrent les résultatéadgvité inhibitrice des extraits flavonoiques

de la fraction acétate @allota hirsutaBenth vis-a-vis de trois germes testeés.

Tableau n° 24Spectre antibactérien de la fraction AcOEt

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm) +écart tye

Les souches les dilutions de la fraction AcOEt

Bactériennes 1/2 1/4 1/8 1/16

Escherichia coli ATCC

Pseudomonas aeruginosa ATC(

Staphylococcus aureus ATCC 8,3310,23

(Diameétre <6 mm) résistant, Diamétre du disquenestis, - : Inhibition

Les dimensions des diametres des zones d’'inhibrégglent quéPseudomonas aeruginosa
ATCC et Escherichia coli ATCCsont plus résistante vis-a-vis des flavonoidetésede la
fraction acétate. Ces mémes flavonoides développeatzone d’inhibition moyennement
importantes vis-a-vis deStaphylococcus aureus ATQIONt le diametre est de 8mm a une
concentration plus éleve.

Chaque composé agit differemment sur les microesgaes. C'est-a-dire, qu’un composé
peut avoir une action trés importante sur un geflmsensibilité deStaphylococcus aureus
aux flavonoides testés de la fraction n-butanoligiuehloroformique) ou une action moindre,
voire méme nulle sur un autre (la résistance Rudomonas aeruginosa ATCC et
Escherichia coli ATC®@is-a-vis les dilutions de la fraction acétate).
GénéralemenPseudomonas aeruginosa ATGGvere la bactérie la plus résistante aux
produits flavonoiques et méme de toute sorte deaoBte et cela a été prouvé par des

travaux antérieure.
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(A)

Escherichia coli

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

(B)

e

Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus anrens Escherichia coli

(©)

‘Psendomonas aeruginosa Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Figure n°64: Photos représentatives des zones inhibitions)(m

(A): F CHL3 (B): FBUOH (C):F- AcOEt
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V.7.2 Pouvoir antibactérien des pigments
La zone d’inhibition augmente considérablement daewoncentration des extraits, ce qui a

été constaté aussi dans I'activité antibactérielaseflavonoides.
Les extraits de la chlorophylle A et B montrent wivité inhibitrice vis-a-vis des trois
souches testées a des concentrations les plusegldy2 etl/4. Cependant aucune activité
n'est apparue a des faibles concentrations (Tabkl2au26 et Figure 65)

Tableau n°25 Mesure du diamétre d’halos d’inhibition en mm (Cbjzhylle A)

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm)técart type
Les souches Les dilutions
Bactériennes 172 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC 12,66+0,23 10+£1 _ _
Pseudomonas aeruginosa AT(C10,33+0,23 9+0,7 _ _
Staphylococcus aureus ATCC | 14,3310,47 10+1 _ _

(Diameétre <6 mm) résistgnDiametre du disque est inclus,: Inhibition

Tableau n°26 Mesure du diamétre d’halos d’inhibition en mm (Chjzhylle B)

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm)xécart type

Les souches Les dilutions
Bactériennes 1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC 13,16+0,76 10+1,00

Pseudomonas aeruginosa AT¢Q2,16+0,76( 9,66+1,15

Staphylococcus aureus ATCC| 130,94 11+0,57

(Diamétre <6 mm) résistariDiameétredu disque est inclus; : Inhibition
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En comparaison avec la chlorophylle A et B, Iantkaphylle et -carotene enregistrent des
halos d’inhibitions considérable notamment ch&taphylococcus aureu€ette ampleur a
été remarquée méme chegeudomonas aeruginospi s’est montrée comme la bactérie la

plus résistante aux substances actives.

Tableau n°27 Mesure du diamétre d’halos d’inhibition en nf{anthophylle)

Diametre de la zone d’inhibition en (mm)xécart type
Les dilutions
Les souches
Bactériennes 1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC 30,66+2,08| 23,83+1,75 14+1 _
Pseudomonas aeruginosa ATCQC 32+2,5 231,15 16+0,67 _
Staphylococcus aureus ATCC | 33,33+0,47 231 15+0,4 _

Tableau n°28Mesure du diametre d’halos d’inhibition en m({fd carotene)

Diametre de la zone d’inhibition en (mm)técart type

Les souches Les dilutions
Bactériennes
1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC 18+1 ,52 12+0,57 _ .

Pseudomonas aeruginosa ATCC 1441 11,33+0,94 _ _

Staphylococcus aureus ATCC 29+1,15 24+1,52 14+0,5 _

Diametre <6 mm) résistganDiameétre du disque est inclus,: Inhibition
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Pseudomonas aeruginosa Staphviococcus aureus

Escherichia coli .
Pseudomonas aeruginosa
Staphyilococcus anreus

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aurens —

Sraphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Figure n °65Photos montrant les zones inhibitions (mm)

1: Chlorophylle A, 2 : Chlorophylle B, 3 :Xanthophylle, 4 : [3 caroténe
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V.8 Histologie
Les colorations permettent d’identifier les diffét® tissus de I'espéce étudiée de I'extérieur

vers l'intérieur et de décrire les constituants photogiques des feuilles et des tiges. Pour
cela deux types de colorants sont utilisés : |& deméthyle et le rouge Congo permettent de
colorer spécifiguement les parois lignifiees engmet les parois pecto-cellulosiques en bleu.
L’hématoxyline-éosine permet de colorer les noyaetlulaires en rose ainsi que les
multiplications cellulaires. Concernant les difi@®tissus identifiés sur les feuilles Ballota
hirsuta ils sont représentées dans la (planthé et Ill), correspondant a une vue par

microscope photonique avec le grossissement : 1a0xet Gr x 400.

V.8.1 Feuilles deBallota hirsuta Benth.
Les épidermes sont couverts d'une couche de cgiticimce. L'épaisseur des deux épidermes

cuticules est a peu pres égale. il y a des pailsdylleux sur les deux épidermes,

+ L’épiderme : constitue le systéme de tissu protecteur des ésuiltn plus des cellules
relativement peu spécialisées qui forment la plande partie de I'épiderme. On y
trouve les cellules de garde des stomates qui @entr les échanges gazeux, y
compris ceux de la vapeur d’eau, entre la plante etilieu ambiante. Dans les parties
aériennes, leurs parois sont couvertes d’'une datoui réduit les pertes d’eau.

+ |l existe descollenchymesqui forment souvent des amas séparés ou des a@gindr
continus sous I'épiderme supérieur des feuillepjus exposé a la lumiére, formant un
parenchyme palissadique.

+ Sous le parenchyme palissadique, sur la face éppgelle qui recoit la lumiére, se
trouve le parenchyme lacuneux Il est constitué de cellules chlorophylliennes
sphériques qui permettent les échanges gazeuxpti®iasynthése et de la respiration.

+ Les cellules de transferts sont extrémement fréquentes et leurs fonction et
probablement la méme dans tout I'organisme. Elted associées au xyleme et au
phloeme dans les feuilles de nombreuses dicotyEslbarbacées.

+ Le xylemese trouve normalement du c6té supérieur de launerv

+ le phloémevers la face inférieure. Un cambium se développieede phloéme et le
xyleme.

+ On peut trouver desichomes épidermiques sur I'une ou l'autre des faces deddle

ou sur les deux faces. Ces structures ont difféseimnctions (protection de la plante).

108




Résultats

V.8.2 Tiges deBallota hirsuta Benth
La tige est clairement quadrangulaire en sectiamstrersale.

4+ Epiderme : L'épiderme est recouvert par une cuticule minc¢épiderme est constitué
d'une couche de forme ovale, cellules carrées cangulaires I'épiderme de la tige
possede géenéralement beaucoup moins de stomatéémderme foliaire
+ Un collenchyme,donnantla forme de la tigepermet I'identification des familles
étudiées, comme chez les lamiacées ou la sectmsviersale et plutét carré que
ronde.
Les cellules parenchymateuses forment généralerdeast ensembles continus «le tissu
parenchymateux »situé dans la régiorticale des tiges.
+ Le xyleme des tiges de cette espece se situe dans I'épidarmeeur et le
phloéme vers I'extérieur.
La croissance secondaire est nulle ou peu impertalgns la tige de nombreuses
dicotylédones. Ces tiges ne sont pas ligneusess meibacées ce qui confirme nos
observations.
+ Un parenchyme médullaireoccupent le centre de la tige est formée de grandes
cellules a parois fines et ne présentent pas de lagats.
Nous avons pu constater que les trichomes sontatesteres distinctifs entre les tissus des
organes différents. Ce qui a été confirmé par ctide.
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Tr.ng : Trichome non glandulaire

Tr.g : Trichome glandulaire
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Planche Il
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Figure n° 67 (A, B et C) : Coupe transversale montrant les aminpents cellulaire

d’une feuille deBallota hirsutaBenth
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Planche Il

Np: nervure principale ; Eps: épiderme supérieur Epi: épiderme inferieur;Col :
collenchymePI : parenchyme lacuneuxPh : phloéme ; Xy : xyleme ; Cu: cuticule Pp:
parenchyme palissadique, Am :Amyloplaste€a: Cambium ; Tr.ng : Trichome non

glandulaire Tr.g : Trichome glandulaire.

Figure n° 68 : Coupe transversale sériée au niveau de nervureipaie d’'une feuille de
Ballota hirsuta Benthgolorée par combinaison vert de méthyle -rouge Gong
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V.8.3 Les différents types des trichomes
L’étude histologique a permis d’identifier les @ifénts territoires cellulaires relatifs aux

organes (feuilles et tiges). Conformément aux cewgitectuées, il ressort que la feuille est
bien pourvue de certaines structures, tel querigsomes spécialisées dans la synthése des
polyphénols analysés dans ce présent travail.

Deux principaux types de trichomes sont observés tks feuilles et les tiges de la ballote
hirsute ; glandulaire et non glandulaire trichomé3es deux types sont souvent
présents dans la famille des Asteraceae, LamiaetaBolanacées. Les trichomes non
glandulairessont tres allongés, flagelliformes variable en lomg, composé dun ou
plusieurs cellules ou plus et sont soutenus parcédisiles épidermiquesls peuvent étre
subdivisés (ramifi€) ou simple (non ramifi€). Tandue les trichomes glandulaires se divisent
en deux types peltés et capités : ces dernierseepeétre se distingue par la taille de la téte et
de la longueur de la tige. Peltés sont court avectige uni ou bicellulaire et une grande téte
sécrétoire, et capité trichomes avec une tige @lumoins longue et petite tétees tiges et
les tétes des trichomes glandulaires peuvent étieellulaire, bicellulaire, tricellulaire ou

multicellulaire et I'absence de ce dernier foumhés trichomes sessile.
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Planche IV

nomn-

Trichome
glandulaire pelté

Trichormn éﬂ}:‘on- -
glfanduflfaire

Gr x400

Trichome non-
glandulaire ramifie

Figure n° 69 Quelques types de trichomes glandulaires etghamdulaires

ebgts cheBallota hirsutaBenth
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Les figures ci-aprés (70, 71) illustrent les difiétes formes de trichomes observés chez

'espece étudiée et celles trouvés par Osman 2jXirBallota kaiseri, Ballota damascens.

1 : Trichome glandulaire pelté avec tige court unidelte et tete unicellulaire
2: Trichome glandulaire capité avec tige bicellulatetéte unicellulaire

3: Trichome glandulaire capité, tigmicellulaire avec téte bicellulaire

4 : Trichome glandulaire capité, tige -cellulaire avec téte unicellulaire

Figure n °7(différente type des trichomes glandulaires

1: Trichome bicellulaire

2 : Trichome unicellulaire

3 : Trichome bicellulaire ramifiées
4 : Trichome tricellulaire ramifiées

Figure n °71différente type des trichomes non-glandulaires
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V.8.4 Histométrie des trichomes

Les mesures histométriques (em) réalisées au niveau des différents types daames

nous a permis d’enregistrer les résultats suivants

+ Feuille

> Type |: Trichomes glandulaires peltés se compose d'elele basale épidermique,

une tige monocellulaire trés court de longueurg@6,19,76um) et de largeur (9,102-

15,995um) et un large téte de sécrétion uni ou muliidaite ronde de longueur
(6,771-7,476um) et de largueur (8,451- 10,138).

» Type Il: Trichomes glandulaires capités se compose d'wrlkile épidermique

unicellulaire a tige bicellulaire de longueur val&a (86,23- 90,353m), et de largeur
(8,342-10,187um). la téte de sécrétion bicellulaire ou uniceih@d3,456-6,341m de

largeurpm , 20-50um

longueur).

» Type lll : Trichome non glandulaire. Il est unicellulaireri@ellulaire, non ramifié de
longueur (31,59-190,707m) et de largeur (5,861- 37,36/).

Tableau n°29 Histométrie des trichomes @m

Types de trichomes

Glandulaire Peltée Glandulaire Capitée Non-Glandulaire
Type | Type Il Type Il
Tige Téte Tige Téte
Feuille 18,5966 7,176 89,238+ 5,064+ 112,985 + 61,844
Longueur enum | +1,688 +0,364 2,634 1,16
Feuille 12,399 9,191+ 9,1656+ 4,846+ 20,350 + 13,113
Largueur en um +3,456 0,862 1,890 1,176
Tige 13,670+ 7,063+ 61,430+ | 6,567+1,81 _
Longueur en um 0,940 1,116 1,84
Tige 9,508+ 6,814+ 8,4+0,54 | 5,432+0,520 _
Longueur en um 0,86 0,910

um: micrometre ;

(-) Absence de trichomes

116




Résultats

+ Tige
Type | : Trichomeglandulaires peltés portent une tige de longueesqure

>

identique. On a enregistré des valeurs entre (#2]123423um )

courte par rapport la tige de trichome capité deddle (61,430+1,84)

V.8.5 Distribution des trichomes

Type Il : Trichomes glandulaires capités possédent ungligeau moins

Les feuilles portent de nombreux trichomes non djidaires et glandulaires sur les deux

surfaces. Trichomes non glandulaires densémentcsua surface de la feuille entiére, mais

étaient plus abondants sur

la face abaxiale dedllele Ces glandes produisent

principalement des composés non volatiles ou péatikes qui sont directement exsudée a la

surface du trichome (Tableau 30).

Les observations microscopiques montrent que kpsstreferment un nombre réduit de

trichomes glandulaires et généralement une abskxgichomes non glandulaire.

Tableau n°30: Distribution de différents types de trichomegasia

de feuille et dans la tige

Type des trichomes

Non-Glandulaire

Glandulaire Glandulaire Capitée Type Il
Peltée Type | Type Il
Ramifié | Non ramifié
Feuille ++ ++ +++ +++
face abaxial
Feuille + + ++ ++
face adaxial
Tige + +

(-) Absence de trichomes, (+) quelques trichomes, £++), Présence de trichomes.
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Chapitre VI : Discussion

IV.1 Etude ethnobotanique

Les informations issuesdes enquétées réevelentegutelilles de la ballote hirsutBgllota
hirsutaBenth) sont les plus utilisées dansles deux commdeda wilaya de Sidi Bel Abbes
de l'Algérie occidentale pour soigner diverseshphigies, L'utilisation abondante des
feuilles sous diverses formes est a mettre en |lplkrahvec I'abondance des familles
chimiques présentes dans cet organe. Elle peue@bteuée par le fait qu’elles sont le siége
de stockage des métabolites secondaires respossiseropriétés biologiques de la plante
(Bigendako MJ, Lejoly J 1990).

L’étude a permis de recenser 11 maladies dontresipales sont : la contusion, blessure,
douleurs rhumatismales, antiseptiques, toniqueaé dentaire. Parmi ces maladie 3 étaient
les plus citées : La contusion, les douleurs rhismetles, tonique, la contusion qui résulte
aprés d’'un choc violent et qui provoque une |ésbrune douleur dans la zone touchée
généralement traitée par cette espece.

Les feuilles, les tiges et les racines sont transées, apres séchage, en poudre et utilisées
directementousous forme de pate a base d'eau éeudee pour traiter la contusion, les
blessures et d'autres infections de la peau. Lies g@nt employées surtout chez les hommes
pour traiter la contusion et les inflammations@@éau dues aux morsures des chiens.

Les extraits de cette derniere sont utilisés pahtammes et les femmes comme désinfectant.
Cette activité est due essentiellement aux prodairgéniques comme I'hispanolone qui a
donné le nonBallota hispanica(Quezel et Santa, 1963). Les travauxdeCitoglal €t1998
prouvent l'activité antibactérienne d’extraits da Ballote et montrent les effets du
dehydrohispanolone et de la ballonigrine contréages Gram positives, Gram négatif et des
champignons.Les femmes questionnées emploientldessfsous forme de masque avec
d’autres additifs pour tonifier la peau. Les prépans a base de fleurs sont utilisées contre
les radicaux libres secrétés par le corps qui proent le vieillissement précoce de la peau,en
plus Le réle de ces d’antioxydants naturels sust@telus en plus d’'intérétpour la prévention
et le traitement du cancer, des maladiesinflammegat cardiovasculaires (VarbanD.l.akt
2009).

Les flavonoides referment une action antalgiqué&réassante dans le cas de douleurs
rhumatismales et articulaires ce qui explique lisdtion les extraitsde cette plante parles
individus de la population. SelonBeloued(2001) ecqitante contient un principe amer de

I'acide galliqueainsi que desflavones(Judd, 2002).
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Les résultats sont en concordance avec plusieavsitx montrant que la famille la plus
représentée est celle des lamiacées(Mehdioui ,)20@8 études a I'échelle méditerranéenne
ont abouti aux mémes constatations(Novaak,e2004 ; Miara eé8l., 2013). Cette famille est
réputée par I'abondance de différentes formesideomes, site de synthése des métabolites,
issues des cellules épidermiques(Werkal.,&085).
La fréquence d'utilisation de la plante dans léevile sidi bel abbés est trés liée au profil des
personnes enquétées et le niveau d'études depogitdation, la grande majorité des usagers
d’espece sont des analphabétes et des persontes &gs femmes et les hommes ont un
savoir médicinal presque partagé, cependant lesié&nont un peu plus de connaissances sur
'espece étudiée par rapport aux hommes. Ces aésutbnfirment les résultats d’autres
travaux ethnobotaniques, qui ont montré que lesnfesnsont plus détentrices du savoir
phytothérapique traditionnel, le séchage, lekgtge et la préparation des recettes pour les
soins des membres de la famille. Les soins soetefés par les femmes tandis que la collecte
des plantes dans les zones réputées dangereusss@se par les hommes. La connaissance
des usages et les propriétés des plantes médiisalg généralement acquises suite a une
longue expérience. Les jeunes, comparés aux pers@gees, ne connaissent généralement
pas les noms vernaculaires ni l'utilité de I'espédlserecourent a la médecine conventionnelle
pour se soigner. La transmission de 'usage etVeisfaire des plantes médicinales se fait de
moins en moins entre les générations (Anyinam, 199 source d'informations de l'usage
des plantes en médecine traditionnelle s’amenwaséapdisparition des personnes agees et le
manque d’archivage des connaissances des thégyesitiles plantes médicinales.Certains
tradithérapeutes ont remarqué quelques effets dames liés a l'usage de certaines
préparations tels que vomissementle concept de dtst pas bien maitrisé par ces
guérisseurs ; les effets évoqués pourraient &seadliun surdosage.
V1.2 Caractérisation de la poudre
+ La diminution de PH aurait pour principale causgraentation de la température de

stockage,la variation des conditions de stockafyeeiirectement sur le changement

de PH, et méme les altérations provoquées pamlegies et les moisissures affectent

surtout les altérations organoleptiques et peusens certaines conditions provoquer

une production de mycotoxine (Bourgeoislet 1988)

4+ Les plantes sont essentiellement constituées d@est, un élément indispensable et
vital pour les processus biochimique qui se dérdue cours de la croissance de la
plante. Nous remarquons que les feuilles referntenquantité la plus grande en

eau,plus de la moitié du poids de la plante fraiebe constituée par I'eau.Nous
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constatons que notre espece est tres riche enetapar apport d’autre espéces de la
mémefamille comme le romarin qui referme enviroBe4@lbu etal., 2004).

Les cendres représentent la quantité des sebrawix présents dans un échantillon et
Selon (Laurant, 1991) la présence de la silice danpoudre analysée géne la
calcination engendrant par la suite un taux de resnélevé.Les variations rencontrées
dans la teneur en eau et le taux de cendres déamasitillons comparés a certains
travaux antérieurs, peuvent étre dues a certaisuies écologiques, I'age de la plante,
la période du cycle végétatif, ou méme a des festgénétiques. Le teneur en cendre
est dépendant principalement a des conditiorisrtiksation de sol.

La matiére grasse extraite de plantes possedeaute Yaleur biologique qui peut étre
due a la présence de trois acides gras essengslacides gras ne sont pas synthétisés
par les animaux et les étres humains, notammecidéagrasy-linolénique qui est
considéré comme un antibiotique actif (Santoyal et 2006).

Les élémentsminéraux sont indispensables a uneebanoissance et un bon
développementdes plantes, végétatifs ou génénatifs également pour la résistance
aux maladies et ravageurs. Les organes analysdspéss au moins riches en
potassium qui est toujours abondant dans la matigche des végétaux, ses fonction
dans le métabolise sont multiples (photosynthéseEr).outre ce dernier présente un
effethydroabsorbant dans les tissusanimaux(B&ingo 1977).Le Mn est un méso-
elément,cet élément est indispensable dans la tsomede I'énergie lumineuse en
énergie chimique(Soltner 2001), il est localisesdias feuilles et surtout dans les plus
vieilles et méme dans la tige. Les oligo-éléments sles éléments indispensables au
bon fonctionnement du métabolisme de la plante ntEss des proportions
relativement faibles : Cu, Zn, Fe. Les racines gt riches en cuivre que les parties
feuillées,cet élément joue un rdle physiologiqueontant dans la respiration (Soltner,
2003). Le fer s’accumule dans les racinesavantatsdr passer le surplus dans la
tige,une faible quantité a été trouvée dans leslldsy cet élémentjoueun réle
important dans la photosynthése.

En ce qui concerne les métaux lourds, les partieglysees de la plante ne
présententaucune surdose en metaux toxiques (NiICGdCr et Pb), la raison pour
laguelle il est important de réaliser un contrale les teneurs en métaux lourds des
especes destinées a l'utilisation phyto-théragaatiadministrée par voie orale.
Toutefois les plantes photosynthétiques comprensiemfonctions carboxyles sulfates

et d’autres fonctions ionisables qui permettenfidation ionique ou chimique de
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molécules (cas de la plupart des oligo-élémentiegtmétaux essentiels). De point de
vu composition minérale, les especes végétaledfféeedciésparfois nettementd’'une

région a une autre et cette variation peuventatribbuées a la composition de milieu,

et espéce elle-méme (Solisicaét 2006)

+ La matiére végétale contient diverses moléculetodiiguement activestel que les
sucre, les pigments, protéine, cellulose.....ex, gaavent expliquer la structure
complexe de trois poudres. En fait, les diversaredsions particulaires et les
distributions granulaires peuvent-étre influenc@es la composition des poudres
(Xinde etal. 2007).

+ Les analyses d’'IR montrent une différence relatlaes la position et l'intensité des
pics de trois poudrescette différence est étroitémkeée aux groupements
chimiquesprésents dans chaque organe. Alors ceeengs IR révelent que les trois
organes contiennent majoritairement les groupementsno, carboxylique et
hydroxyle, la présence de ce dernier indique laeueren humidité.Les résultats
obtenus confirment les résultats d’études de lapomition de plusieurs especes
végetales (Loukidou et., 2004; Doshi edl ., 2006).

V1.3 Etude phytochimique

VI.3.1 Screening phytochimique

Le test du screening phytochimique®allota hirsutaBenthmet en évidence la présence de
plusieurs composés chimiques possedant des asthitiogiques intéressantes. On a observé
des réactions positivesconcernant les flavonoiddesetanins surtout dans les feuilles.
Plusieurs travaux prouvent l'activité anti oxydamteanti inflammatoire de ces molécules
(Wang etal., 2002), les tanins sont des trés bons piégewsattcaux libres ; ils inhibent la
formation du radical superoxyde (Aronatt, 2008).Cela explique que les enquétés de la
population choisieutilisent souvent des préparaéigrartir des feuilles pour protéger la peau
contre l'effet nocif des radicaux libres et pouaiter aussi les inflammations issuesde
blessures.

Les stérols et les triterpenes sont présents aiessidans les feuilles que dans les tiges et les
racines.La présence de dérivées terpéniques pouesgliguer nombreuses actives
biologiques comme I'activité antimicrobienne.Cel&té prouvé par les travauxdeCitoglu et
al., 1998 sur les extraits de ballote.

Les saponosides constituent un vaste groupe ddsités tres fréquents chez les végétaux, ils
forment des solutions moussantes avec de I'eaudi¢e® de mousse est plus remarquable dans

les racines que dans les feuilles et les tiges ré&a@Bruneton(2009) aucune activité
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antibactérienne et antivirale des saponosidésdeso a été observée, généralement ces
métabolites sont reconnus pour leur propriétésidansfs. Les saponines manifestent
uneforte activité spermicide. C’est pour cetteaajgque ce groupe de composés chimiques a
eteutilisé pour des essais de cremescontraceptldgtmees a I'application vaginale(Bruneton,
1999)Le test avec le réactif de Draggendorfrévele qaedeines contiennent une proportion
élevéed’alcaloides par rapport aux feuilles ettigss.D’apréesGuignard(1985), Les racines
sont le siege de la biosynthése desalcald®ddsta hirsutaBenthapparait donc étre une
plante riche en métabolites secondaires, largemtéisee en médecine traditionnelle dans les

deux sites pour combattre et guérir différents qlaties.

VI.3.2 Dosages saisonniers de polypénoles

Les teneurs en phénols totaux, flavonoides et aemdade la Ballote hirsuteBéllota
hirsutaBenth) montrent une variabilité selon les saisanboegane étudié. Les feuilles en
synthétisent et secrétent des quantités considsralalr rapport aux tiges et aux racines, quel
gue soit le métabolite dosé et la saison de praiéme Ceci a été prouvé par I'analyse en
composantes principales (ACP).Ces secrétions soat gfincipalement a des structures
histologiques spécialisées. Plusieurs catégoriestishis sécréteurs peuvent coexister
simultanément chez une méme espeéce, voire dan€mne mrgane (Bruneton,1993). Ces sites
présents dans les cellules épidermiques des feudle les polyphénols sont en forte
concentration (Rozemat, 2002). Généralement, le nombre et la forme casaux
sécréteurs sont des caracteres trés variablesgsmient influencés par des facteurs
environnementaux, telles que la température dathisité de la lumiere (Krsticdt, 2006).

Les résultats obtenus montrent que les feuilleferarent respectivement des teneurs plus
élevées en phénols totaux pendant I'automne etefhiCes concentrations sont comparables
a celles obtenues chez dautres especes de la ldamdiégs Lamiacées comme
Salviaofficinalis(132 mg EAG /g de matiere seche) (Matkowskalet2006). Cependant les
concentrations moyennes enregistrées dans legefegiendant la période début et pleine
floraison sont inférieures a celle de la périodgétative. Les faibles teneurs sont obtenues
dans les racines et les tiges. Plusieurs travaaxvent que Les racines synthétisent beaucoup
plus les alcaloides que les composés phénoliquagriérd, 1985).

Les flavonoides assurent la pigmentation des fledes fruits et des graines pour attirer les
pollinisateurs et protégent la plante contre lediateons d’été (Stalikas, 2007). Cela peut
expliquer les quantités les plus importantes ewofiaides enregistrées en saisons de

printemps et d’été ; les teneurs les plus en niailbdées en automne et hiver.Les feuilles de la
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Ballote hirsute Ballota hirsutaBenth.) renferment une quantit¢é importante de
phénylpropanoides (précurseurs des principaux flakdes) en période estivale ; cette
quantité s’affaiblit durant la période hivernal(iffonn etal.,2004;T6th etal., 2009). Les
feuilles de Sauge officinal&lviaofficinalis L.) sont plus riches en flavonoides totaux durant
la saison de printemps (Genefadit al., 2012). Des travaux antérieures attribués auresaut
especes signalent des teneurs élevées de catéehinété et de I'anthocyanine au
printempsdans les échantillons Péanisetumpurpureum(Tsaietl., 2007).Ces résultats
indiqguent que les composés polyphénoliques sonts sanfluence des facteurs
environnementaux d’ordre climatique (Delakt 2003).

Les plus fortes concentrations des tanins condenséet enregistrées dans les feuilles de
printemps et d’été. Par contre les tanins hydrdligsasont plus représentés en automne et en
hiver.Les tanins sont des métabolites actifs, éemférant une protection contre les prédateurs
(herbivores et insectes). La plante investit maseent dans les défenses tres efficaces
lorsqu'elle se trouve trés exposée comme les espicace et donc facile a trouver par les
herbivores, alors ces molécules participent de emantrés efficace a la tolérance des
végeétaux a des stress variés (radiation d’étépuwnt un role essentiel dans I'équilibre et
'adaptation de la plante au sein de son miliewmht(Macheietal., 2005). Les tanins sont
considérés comme des inhibiteurs qualitatifs inéemvent généralement a petites doses, dans
le cas de stress environnemental, ils sont retulads les tissus vulnérables tels que les
nouvelles feuilles et les bourgeons.Les tanins dohaux plantes beaucoup de leurs pigments
rouge, bleu, jaune et blanc, (Stalikas, 2007). Gudat expliquer les quantités les plus
importantes en tanins dans les feuilles. Surde phimique et d’aprés les travaux antérieurs,
plusieurs especes de la famille de lamiacéesmefar au niveau de leurs feuilles des
guantités considérable en tanins (Kurbatoval.et2003).

Les plantes riches en tanins sont utilisées damsidenaines phytothérapeutiques, cas de
rhume, les infections internes ou externes, biesswoupures et brilures (Bruneton, 1999).
Alors L'utilisation abondante des feuilles de btlhirsute sous diverses formes en médicine
traditionnelle est a mettre en paralléle avec lratamce des familles chimiques présentes dans
cet organe, ces produits naturels constituent essource primordiale de guérison de fait
gu'elles recouvrent un large spectre de maladigucéui permettra de prendre une place tres
importante dansle domaine thérapeutique.La quadttées métabolites dans les extraits
méthanoliques de la plante dépend essentiellengeleud origine (Ebrahimzadelagt 2008).
Certains facteurs comme la variété, la saison dterey la saison de récolte, les conditions

climatiques et environnementales, la localisatiéaggaphique, affectent considérablement la

123




Discussion

teneur des métabolites (Parkakt 2003). En effet, la teneur phénolique d'une telalepend
aussi d'un certain nombre de facteurs intrinseuésétique) et extrinseques (les conditions
de stockage) (Podsedek, 2007; Fallahg2008).

+ Rendement d’extraction
Il est difficile de comparer ces résultats avecxcde la bibliographie, car le rendement
d’extraction n’est que relatif et semble étre li& @ropriétés génétiques de I'espéce utilisée, a
la nature des organes pour une méme espéce, ginmméographique, aux conditions de
récolte (Lin, Weng,2006 ; Narayanaakt 2001) et aux méthodes d’extraction appliquées.
V1.3.3 l'analyse chromatographique CCM et HPLC
Trois systemesde solvant ont été choisis, apreslaj@yement dans différents mélanges de
solvants de migration et révélation sous UV a 365pisieurs bandescolorées sont apparues
et qui sont décrites en fonction de leur Rf.
Dans le premier systeme de solvant environ 10 ceggpont été observés regroupant toutes
les fractions, tandis que dans le deuxieme systeynavait 4 produits supplémentaires ont
été apparus,si on le compare avec le premier él&mntomparant les Rf ainsi la coloration
sous UV a ceux des standards réalisés dans les owrd#ions opératoire,on a pu identifier
la rutine et la quercétinedans la fraction acétateatéchine a été détectée dans la fraction
chloroformique. Notant qu’'un nombre réduit de cosgs ont été ségrégués par le troisieme
éluant, la fraction aqueuse révele la présence pteduits, ce que n’était pas possible dans
le premier et le deuxieme systeme, I’Anthocyanidie di glucoside séparés seulement par
ce systeme, représenté par des spots mauve (markBags).

+ La band verte: correspond a flavanones, I'aurone.

4+ La bande orange: correspond a I’Anthocyanidine 3 glucoside

+ La bande jaune: correspond aux Flavonols

+ La bande mauve correspond I’Anthocyanidine 3,5 di glucoside

+ La bande violette: correspond aux flavones
Ces résultats sont en accord avec ceux qui ont é&apubliés pour les lamiacées
;lesflavanols sont identifiés dai@aturejaobovata(Francisco etal., 1988). La quercétine, la
lutéoline,l'apigénine, et la catéchine ont été éssl deAjugaiva(El-Hilaly et al., 2004).Les
travaux de Ferreres al., (1986) indiquaient que quatorze flavonoideséiatidentifies, par
analyse chromatographique, dans les parties aésemie la Ballote hirsuteBéllota
hirsutaBenth), dont huit aglycones (savigenin, Kumatokenjret six glucosides (luteolin-7-

glucoside, quercetin-3-glucodide ...). Le type etglzantité de ces substances varient on
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fonction de la croissance et la maturité de latelaméme les conditions écologiques doivent
étre prises en compte.

Les résultats de HPLC montrent que la fraction cétatel' éthylereferme 16
composeésflavonoiques, 04 d’entre eux sont majoggaet 12 sont minoritaire. Cependant la
fraction n- butanol contientl0 composeés, 02 étarajoritaires. Plusieurs travaux antérieurs
ont confirmé que la fraction acétate s’est mon&éplus riche en différentes substances
flavonoiques(Athamena, 2010).Ces constations somtceord avec nos résultats qui révélent
la présence de la majorité des standards testédalfnaction acétate.

V1.3.4 Activité biologique

VI.3.4 .1 Activité antioxydante

En raison de limplication des radicaux libres dahgers pathologies, les chercheursde
nouvelles molécules pouvant pallier le déficit dgstéme de défense endogene se sont
largement intensifiées.

Les extraitsflavonoiquessont des mélanges de phssiccomposés, avec différents
groupements fonctionnels, polarités et comportemehimiques. Cette complexité chimique
des extraits pourrait mener a des reésultats diéperselon l'essai utilisé (Oztetk
al.,2007).Tous les flavonoiques ont présenté un trés gmuvoir antioxydants, ce qui est
confirmé par les bibliographies que les flavonoidksrigine naturel sont des capteurs
puissants de radicaux libr@artosikova etl., 2003.

D’apres nos résultats, I'extrait d’acétate d’éehplarait le plus actif par rapport aux autres
extraits, il est plus importante sur la réductian @PPH a partir de la concentration plus
basse,cette constatation sont concordesa celleswss sur d’autres Lamiaceées il s’agit par
exemple deSaturgacalamintha etAjugaiva, la fraction d’acétate d’éthyle de ces deux
espéecesreprésente l'extrait le plus actif, mémes @atifs que I'extrait brut et I'acide
ascorbique.(Bougandoura, 2011).

Pour le mécanisme de piégeage de radical, la ogaetitre I'antioxydant et DPPHdépend de
la conformation structurale de l'antioxydant. Carsacomposés réagissentrapidement avec
DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH é&gahombre degroupements
hydroxyles (Bondet &dl., 1997).

Par ailleurs, I'activité de piégeage de radicatdildes flavonoides dépend de laprésence du
groupe OH, en particulier 3-OH. Les flavonoidesca8eOH et 3',4’-catéchol s’averent 10
fois plus important que le catéchol correspondamesflavonoides avec unhydroxyle libres
au C3 (3-OH) (Heim efal., 2002), alors La présence d'un OH libre en C3 lianeé

enormément cette activité dont de nombreux autaan®ncaient que le groupe 30H est le
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facteur le plus important qui confere aux flavomsidine activité antioxydante significative
(Aroraet al, 2002 ; Amtet al, 2003). Alors l'activité antioxydante est croisgaen fonction
du nombre des groupements OH dans la molécukt(ile, 2007)
Certains auteurs supposaient que la capacitégleelaétine a piéger les radicaux libres est en
relation directe avec la présence d'une structwdih@droxybenzene qui est considérée
comme un caractére essentiel pour avoir une actiwitioxydante importante (Es —Seffial,
2007).
Selon (Turkmesd al.,2007) les polyphénols semble étre des donateuraedsd'hydrogéne
au radical DPPH, en raison de leur chimie strutducale.Les autres composés phénoliques
mineurs ne devraient pas étre négligés, par celagymergie entre les différents produits
chimiques l'un avec l'autre devrait étre pris esadration dans l'activité biologique. D’un
autre coté, la fraction phénolique n'incorpore pass les antioxydants et lesinteractions
synergiques entre les antioxydants dans un mélemggue I'activité antioxydante dépend
non seulement de la concentration, mais égaleneela structure et lanature des antioxydants
(Fallefet al.,2008).
En effet leBallota hirsutaBenth. est une plante qui appartient a la famigLéimiaceae, qui
inclut un grand nombre de plantes qui sont biemagour leurs propriétés anti-oxydantes et
gue la plupart de leurs composants antioxydants é&ét identifiés (Tepat al., 2006 ;
Kivilompoloet al., 2007). Ces résultats montrent que nos extraitsépess une puissante
activité a céder le proton pour neutraliser le cadDPPH. D’apres le HPLCLa fraction
acétate d’éthyle referme plusieurs composes flalgues actifs.
VI.3.4.2 Activité antibactérienne

4+ Pouvoir inhibiteur des flavonoides
Face aux problemes de la résistance bactériennardilpotiques synthétiques, beaucoup de
travaux ont été menés sur le pouvoir antimicroldes extraits naturels des plantespour
traiter les différentes maladies infectieuses. Cpasurquoi le choix a porté sur un certain
nombre de germes impliqués dans les différentdsjmagies.
Les résultats obtenus révelent une activité inhdeitconsidérable des deux fractions, F-n-
BuOHet F-chroformiquevis-a-vis les souches test€ependant I'extrait acétate s’est montré
le plus faible. Il a été rapporté paetkovicetal., (2007)que I'extrait d’acétated’éthyle de
Saturgiamontana présente une bonne activité contre Pseudomonas aeruginosaet
Saphylococcus aureus par rapport a I'extrait n-butanol ce quedaitéas le cas pour nos
extraits, Les différences trouvées peuvent étnébadies aux plusieurs facteurs tel que la

nature de composé, la membrane de la souche testson de prélevement, solvant utilisé
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pour I'extraction, les endroits ou espéce se mmbE=mNmMoins, il est toujours possible que
l'ajout de DMSO a un extrait végétal diminue sotivdaé intrinséque de telle maniere que
dans ce cas le résultat n'a qu'une valeur rel@Biaansard, 2007).

La méthode utilisée pour I'évaluation de l'activéatibactérienne soit la méthode diffusion a
partir des puits sur gélose ou bien la méthodeiffiestbn en milieu gélosé influe aussi les
résultats (Natarajah al.,2005).Généralement, toutes les plantes de la famill
Lamiaceaeconnues pour ses composeés phénoliques, ont étéépaatif contre une variété de
micro-organismes (Gortial.,2007). Cowan (1999) supposait que les flavonoiégsuarvus
des groupements hydroxyles libres ont plus d'd@éti@ntimicrobienne par rapport a ceux qui
en sont pourvus, ce qui conduit a une augmentat@meur affinité chimique aux lipides
membranaires, donc on peut supposer gue la cildemménne de ces flavonoides testés est la
membrane cytoplasmique.L'activité antimicrobienoeradmarin a été également attribuée a
I'acide rosmarinique, I'acide chlorogénique et iteccaféique (Tseai al.,2007),

La présence de composés actifs dans les différératetsonsobtenues pourraitleur conférer
cette activité inhibitrice, les alcools possédente uactivité microbicide plutdt que
microbiostatique (Carson et., 2002). Selon Burt (2004), Il est trés prolkaQue leur
activité ne soit pas attribuée a un seul mécandawion spécifique mais a plusieurs agissant
simultanément.

L'activité antibactérienne des flavonoides peué &xpliquéeaussi par le mécanisme de
toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se &t par des interactions non spécifiques
telles que I'établissement des ponts hydrogeneslaserotéines des parois cellulaires ou les
enzymes, la chélation des ions métalliques, inbibitdu métabolisme bactérien, la
séquestration de substances nécessaires a laaoesdes bactéries (Kaabal, 2005).
Certaines études ont montré que l'activité (antiobenne, antivirale, insecticide, larvicide et
ovicide) des substances naturelles est supérieaetle de ses composés majoritaires testés
séparément, les composants minoritaires ont und@erminant dans I'activité microbienne,
ils pourraient avoir un effet synergétiqgue avecammiéres (Burt, 2004). Selon Lameatet
(2001) il existe une synergie entre le carvactaom précurseur biologique, le p-cymene : la
présence dp-cymene permet au carvacrol de pénétrer plutefaent dans la cellule de la
souche bactérienne.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grandsilsiéité des bactéries Gram (+) par rapport
aux Gram (-\Konéet al.,2004), Ceci peut s'attribuer a la différence dans lascbesexternes

des bactéries Gram (-) et Gram (+). Les bactérresn@-), indépendamment de la membrane
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des cellules, possedent une couche additionneltieelmbrane externe inhibe la diffusion de
certaine molécules actives.
Pseudomonasprésente une résistance contre les trois extraitamport les autres souches car
elle est naturellement résistante aux nombrewbiatitjues et les substances actives. Cette
multi résistance est la conséquence de 'actiojugoiee de trois phénomenes :
v' Faible perméabilité de la membrane externe de sai pmi est constituée de
phospholipides et des lipopolysaccharides.
v" Une faible affinité pour les cibles des antibiotgu
v" Production naturelle d’'une céphalosporinase chsmmique inductible (Alouf et
al., 2000).
+ Pouvoir inhibiteur des pigments chlorophylliens
L’étude microbiologique permet d’affirmer que lesolgtules actives de la chlorophylle
présentent un large spectre d’action contre l@is ermes testés. La chlorophylle a et b
présentent une action bactériostatique, en présedés diameétres d’inhibitions moyenne ce
pendent la xanthophylle et le caroténoides cataéts par une action bactéricide avec des
halos d’inhibitions assez élevés. L’activité aatterienne de ces molécules (terpenoides)
dépend, a la fois, du caractére lipophile de leguekette hydrocarboné et du caractere
hydrophile de leurs groupements fonctionnels(Kalke@tikunicka, 2003)
En outre Le R-caroténe est le caroténoide le fosdant dans la nourriture et il semblerait
gu’il diminue les risques de certains cancers. ta®oténoides réagissent avec l'oxygene
singulet, les radicaux peroxyles et alkoxyles eptwant les radicaux libres (Hostettmann,
1989). lIs stimulent la synthése d'anticorps.
Ces données montrent que les substances activéa delorophylle ayant une activité
protectrice significative et qui pourraient doneéttilisées contre les germes responsables de
certaines pathologies (épidémies et infection).
V1.4 Histologie
Les résultats obtenus montrent que les trichomesamwndants dans les feuilles,ce qui a été
prouvée dans plusieurs études antérieures (Daw@7)XCes structures peuvent se
différencier en glandesBéllota), en vésicules Ghenopodium) ou en poils sécréteurs
(Urtica).La formation de poils épidermiques unicellulaitepartir de cellules épidermiques
de la feuille (trichome) constitue le modéle deéréhce pour I'étude des meécanismes
gouvernant la détermination du devenir cellulainezles plantes (Dolan et Costa, 2001),

ainsi que pour lI'analyse de la structuration dpilérme (Schellmann et Hulskamp, 2005).
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Les feuilles synthétisent et secretent des quésntbnsidérables des produits naturels par
rapport aux tiges et aux racines, ce qui a étéirro@fpar le dosage des polyphénoles ci-
dessus. D’aprés les résultats de I'étude histolagides trichomessont abondante dans la
cuticule foliaire et dans les cellules épidermigdeteuille ou les polyphénols sont en forte
concentration par rapport la tige, cela confirmarsalque la présence ou bien I'absence des
sites sécréteur estétroitementcorrélé avec laétmes de meétabolites. Cetteétude visait
afournir des informations utilessurl’anatomieetla orphologiede ces sites.Les
trichomesvarientenmorphologie, la structure etemmesur surfacedel'épiderme, selon les
especes lesorganeset les contraintes de I'endment (Serrato-Valentt,1997;
Ascensaodl., 1999Rozema &l., 2002).

Les chercheursont pour la pluparttrouvétrois typgacipauxqui ont été observéschez les
especes étudiées, la présencede poilsnon glarebdggtandulairesestcaractéristiquedes
espécesLamiaceae(Werketetl985). Lestrichomespeltéssont généralement ceégsode
plusieurs cellulessécrétoires, qui pourraitvariar eombreselon les espéeSalviade
guatrecellules(Bisioat.,1999 ; Krsitetal., 2006).En raison des grandesvariations de la
structureet la taille destrichomescapités cert@ngeurssoulignent leurimportance en tant
guecaracteretaxonomique de Lamiacées (Navaatq28100).La variation de la morphologie
est étroitement liée aux processus de la séco&litains modificationsultrastructurales ont
été observées au cours de lasécrétion,caractéaipésiiférationdusystemeendomembranaire.
Les deuxtrichomesglandulairesetnon  glandulairemétai présentssurtoutsdans les
taxonsétudiés de Ballote (Huseta., 1990; Maleci Bini &Servettaz, 1991)tandis quesno
résultats et celle de (Osman, 2012) neconfirmeeizdementlasimilitudeentre les espéces
de ce genre, concernant la distribution, les typgEhomes et les mesures micrométriques
guine sont pas totalementidentiquedansces espkesstrichomes se mettent en place a
distance d’un autre trichome, et ne sont qu’exoepillement adjacents a un autre trichome,
ce qui suggere I'existence d’'un mécanisme de clenti® la densité des trichomes (Hulskamp
et al., 1994) Malgré les différences observées danss léistributions épidermiques, les
données de la génétique moléculaire ont permis detrer qu'un ensemble commun de
facteurs de transcriptions régulent la structuraties trichomes (Serna, 2005).

On a remarqué que I'épiderme inferieur présentaambre de trichomes plus important que
'épiderme supérieur. Cela peut étre di0 a une enide environnementale sur le
développement de trichomes. Cependant, le nombretridbomes glandulaires est
généralement un caractere tres variable, qui egnient influencé par des facteurs externes

tels que la température et I'intensité de la lumi@rstic etal, 2006).
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Gairola etal., (2009)ont montré queles jeunes feuillessontdenstameverte detrichomes;
Cependant, ladensitédecestrichomesdiminuéprogesssivta la feuillematurité. Dans des
études distinctes, Werkeakt(1993) etAscensaat,(1995) ont montré que la densité des
trichomesétait élevéedans les jeunes feuilles, mdiminué rapidementavecl'expansionde la
feuille.Alors que certaines éetudesontmontré gueles trichomesrestent
fonctionnelsenmaturitédes feuilles(Werker, 2000)Jusieurs études ont montrées que
différentestypesde trichomespeuvent étre produitdapméme plante(Kaya efl., 2003;
Kolb& Muller, 2004; Serna& Martin, 2006; Kaya @t, 2007).

La répartition et 'abondance destrichomesnon djiéairessur I'épidermeestun phénomene
natureldans la plupartangiospermes etpourrait @&sociée ala protectioncontreles insectes
butineursetpropagules aériennesdechampignons(BEa6ii).Alors la surfacede I'épidermede
la  planteconstitue la  premiérebarrierepour les  @genpathogéneset les
herbivoresarthropodes(Fordycaet 2009), les trichomesnon glandulairespeuventehgréc
physiquementles mouvements desarthropodesherbsustasurface de la planteoua prévenir
lesherbivorespour atteindre la surfaceavecleure@Sardoso,2008 ; Pott et., 2012). De
plus,arthropodespeuvent devenirpiéger dansdesdsteida que des sucresacyles oules
polyphénolsproduits parles trichomes. Lesherbiyméggsmeurentgénéralement en raisonde
toxines ingérées(Simmons eal., 2004). Il est apparuque le pyréthrineproduitlgsar
trichomesglandulaires(pyréthrefruits)peuvent étrisgsparla semenceettransmis auxplantes,
ce produit entrain une inhibitionde la croissan@ngique(Ramirez etal., 2012).Les
principalesclasses de produits chimiquessecondairesnt été trouvéspourétreproduite
entrichomessontles terpenes,phenylpropenesetfléadesi@&ridmaned.,2005). Bien quetous
ces composésjouent unréle dans ladéfense de lae plandeuxtrichomesglandulaireetnon
glandulairespeuvent avoir de nombreusesautres idms¢t y comprisattractiondes
pollinisateurs, la protection contre les UVen rat® laprésence de flavonoideset d'autres
composésabsorbant les UVdans les trichomes, régulatde la températureet la
réductiondel'eauperte(Ehleringer, 1984), mais Iaction spécifiguede chaque type
detrichomesn'est pas encore connue(Asceraigao#®99). La duplication de genes suivie de
leur diversification fonctionnelle est un meécanisr@eolutif permettant la création de

nouvelles fonctions chez les trichomes (Causiat.e2005).
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L’enquéte ethnobotanique menée sur la Ballote targBallota hirsuta Benth) a permis
d’évaluer le potentiel curatif de I'espece étudi@ms les deux communes de la préfecture de
Sidi Bel’Abbes (Algérie occidentale).La populatiatilise surtout les feuilles pour traiter un
certain nombre de pathologies comme la contusi@s, blessures et les douleurs
rhumatismales par voie d’administrationgénéralersategrne.

Les composés phénoliques sont métabolites secesdainthétisées par les plantes, lorsqu'ils
réagissent avec leur environnement. Pour démoogteeffet, nous avons suivi la variation
saisonnieresur la répartition quantitative des ploénols dans les trois organes feuilles, tiges
et racines durant les quatre saisons. Nos résultatgrent que les feuilles accumulent des
guantités assez élevés polyphénols dans les gas@ns, par apport les tiges et les racines.
La période estivale caractérisée par la dominares fthvonoides dans les feuilles,cette
répartition inégale des meétabolites dosés confiatoes que la sécrétion de métabolites
secondaires répond au stress abiotique (climat...).

Les résultatscreening phytochimiqueCM et HPLGCéalisé sur les extraits de feuille de la
Ballota hirsutaBenth a prouvé qu’elles contiennent différents gesude composés chimiques
notamment certaines classes flavonoiques, qui aiesgr responsables du pouvoir
antimicrobien, et antioxydante de I'espéce étudiée.

Ces derniéres années, il y a eu un intérét crdigsaur |'utilisation des antioxydantset des
antimicrobiens naturels.A la lumiére des résultdttenus, il ressort que I'étude de I'activité
antioxydante des extraits de la ballote selon Ithoue du radical liboreDPPH a montré que
ces derniers possedent une activité anti radrealaiissante par rapport d’autres especes
végétales, la fraction d'acétate d’éthyle s’esintrée plus active a céder le proton pour
neutraliser le radical DPPH que celles de frastido chloroforme et du n-butanol, cette
activité due principalement aux substances flawquees que referment I'espéce étudiée.
Cependant les extraits flavonoiques de balloteutdirpossedent un pouvoir inhibiteur
considérable sur la croissance des souches miardsdestées, la fraction d’acétate d’éthyle
s’est montrée plus faible que celles de fractianstdoroforme et du n-butanol.

L’activité antioxydante et antibactérienne desdlanides est étroitement liée avec le nombre
des hydroxyles libres, alors que la présenceahsénce de groupe OH est le facteur le plus

important qui confere aux flavonoides les difféesntactivités biologiques.
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Enfin cette étude phytochimiques est faite darmited’'une validation scientifique des usages
traditionnels dela ballote hirsute.Ces extraitsirmient donc constituer une alternative a
certains additifs synthétiques.

L’étude histologique révele l'existence de trich@mabondants au niveau [|'épiderme
supérieur et inferieur des feuilles,deux typestdehome ont été observés : trichome
glandulaire et non glandulaire.Ces sites de sécrétiarientenmorphologie, la structure
etennombresur la surfacedel'épiderme cela estettrent liée par influence des conditions
environnementale (température..) sur le développeme trichomes, alors la présence ou
bien I'absence de ces sites est a mettre paralele la quantité de métabolite secrétée.
L’ensemble des résultats expliquerait en partieeetle facon rationnelle, I'engouement des
tradithérapeutes et la population en général I&sertiles plantes médicinales notamment

Ballota hirsuta pour se soigner.
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Résumé L’enquéte réalisée en 2012 dans la ville de Sidi Bel
Abbes et la commune de Tessala (Algérie occidentale) a per-
mis d’identifier 11 pathologies traitées par les différentes
parties de la ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth). L’espéce
étudiée est trés fréquemment utilisée par la population cita-
dine de la ville de Sidi Bel Abbes. La population des deux
localités I’a classé comme plante médicinale. Les résultats de
I’enquéte ont montré que les feuilles constituent la partie la
plus utilisée par rapport aux autres organes de la plante. L’es-
pece est employée, dans la majorité des cas, sous forme de
cataplasme et en poudre. La poudre est utilisée beaucoup
plus par les hommes (6,4 a 9%) que par les femmes (6 a
8,4%). L'utilisation sous forme de cataplasme est aussi plus
ou moins €levée chez les hommes (11a 20%) que les femmes
(10 a 18%). Les maladies les plus fréquemment traitées par
la plante étudiée sont la contusion, les blessures et les dou-
leurs rhumatismales.

Mots clés Ballota hirsuta Benth - Plante médicinale -
Tessala - Sidi Bel Abbes

Abstract Our investigation, carried out into 2012, in Sidi Bel
Abbes city and Tessala town (western Algeria), allowed to
identify 11 pathologies to treat by the various parts of Ballota
hirsuta Benth. The species studied is frequently used by the
urban population of the city of Sidi Bel Abbes. The popula-
tion of the two communities has classified as medicinal plant.
The results of the survey showed that the leaves are the most
used part then the other organs of the plant. Thespecies is used
in most casesas cataplasm and powder, the powder is used
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more by men (6.4 to 9%) than women (6 to 8.4%). Use as
cataplasm is higher or lower in men (11 to 20%) than women
(10 to 18%). The most commonly treated by the plant disea-
ses are studied contusion, injuries and rheumatic pain.

Keywords Ballota hirsuta Benth - Medicinal plants -
Tessala - Sidi Bel Abbes

Introduction

Les plantes médicinales sont encore une source de soins
médicaux dans les pays en voie de développement [1]. Ainsi
selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, plus de 80% des
populations africaines ont recours a la médecine et a la phar-
macopée traditionnelle pour faire face aux problémes de
santé [2]. Les progres de la chimie d’extraction ont permis
d’obtenir les principes actifs a 1’état pur et de tester leurs
effets thérapeutiques ; c’est le temps des pénicillines isolées
[3]- De nos jours beaucoup d’herboristes et personnes de peu
de ressources utilisent des plantes, aux vertus médicinales,
pour traiter plusieurs maladies [4]. La ballote hirsute (Bal-
lota hirsuta Benth) est reconnue dans la pharmacopée tradi-
tionnelle algérienne pour traiter diverses pathologies grace
aux substances actives qu’elle referme comme les flavonoi-
des (quercetin-3-glucodide, luteolin-7-rutinoside...) [5].
L’enquéte ethnobotanique s’est avérée indispensable pour
identifier I’utilisation des différentes parties de la ballote hir-
sute. Elle s’avere également indispensable pour la recherche
des principes actifs causant la guérison. Elle s’inscrit dans le
cadre d’une étude transversale ayant pour objectif 1’utilisa-
tion de la ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth) par la popu-
lation de la province de Sidi Bel Abbes (Algérie). La popu-
lation enquétée, découragée par la cherté des médicaments
de synthése et leurs effets secondaires, s’approvisionne fré-
quemment en plantes médicinales chez les herboristes et les
tradipraticiens. Notre enquéte contribue a rassembler et
constituer une source d’information trés précieuse sur 1’es-
pece étudiée, préte a étre exploitée sur le plan scientifique.
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Matériel et méthodes
Zone d’étude

La wilaya de Sidi Bel Abbes borde la partie méridionale
occidentale du Tell algérien. Située au nord ouest du pays.
Elle occupe une position centrale stratégique et s’étend sur
environ 15% de I’espace régional, totalisant de ce fait une
superficie cadastrale de 915 063 km?. La ville de Sidi Bel
Abbes est située a 470 m d’altitude. La commune de Tessala
fait partie d’un ensemble de communes montagneuses a che-
val entre trois wilayas (Sidi Bel Abbés, Oran et Ain Témou-
chent). Elle couvre une superficie de 11.824 ha. Il s’éloigne
de la ville de Sidi Bel Abbes d’environ 10 km et est traversée
par ’axe routier RN 95 reliant Sidi Bel Abbés-Témouchent
(Fig. 1). Elle s’inscrit entre les coordonnées géographiques
suivantes : X1= 35°17°20.34”, Y1= 0°51°54.67”, X2=
35°20°31.04”, Y2=0°42°54.96. La localité de Tessala est
surmontée par une montagne abritant tout un ensemble des
plantes médicinales dont I’espéce étudiée. Elle constitue le
grenier des herboristes et des tradipraticiens de la région. Le
choix de la deuxiéme localité est basé sur la proximité du
mont de Tessala par rapport a la ville de Sidi Bel Abbes.
Cette derniére abrite un nombre considérable d’herboristes
et de tradipraticiens.

Les stations concernées par I’enquéte

L’enquéte a été menée dans trois stations dans chacune des
deux localités. Les trois stations de la localité de Tessala sont
¢loignées I’une de I’autre de 300 m en moyenne. Les stations
1 et 2 se trouvent a la périphérie tandis que la station 3 est par
contre située au centre du village de Tessala. Les trois sta-

Méditerranée |
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Adlantique | Tunisie )4
x|
Maroc ;
, T YT
Libye &
Algérie \ /'\{‘/’?_/\_)\
\ e
Mauritanie {
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Découpage du territoire Algérien en préfectures
Légende :
D Territore Algérien P
I Préfecture de Sidi Bel'Abbes 5
D Commune de Sidi Bel'Abbes M o :
- Commune de Tessala ¢

1
Découpage de la préfecture de Sidi Bel'Abbes en communes

Fig. 1 Localisation des deux localités de la préfecture de Sidi Bel
Abbes (Algérie occidentale)
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tions échantillonnées de la ville de Sidi Bel Abbes sont choi-
sies en fonction de la fréquentation de la population consta-
tée au niveau de I’hdpital universitaire, les herboristes et les
tradithérapeutes.

Population enquétée

Cette enquéte réalisée durant les mois de Février, Mars et
Avril de ’année 2012, a porté sur 1’utilisation, le mode d’em-
ploi et les maladies traitées par cette plante. La population
enquétée compte 500 personnes de niveaux intellectuels et
de sexes différents. Elle est constituée par 220 hommes et
280 femmes de différents ages.

Les paramétres de I’enquéte sont portés sur une fiche des-
tinée a rassembler les différents renseignements recherchés
aupres de la population (Tableau 1).

Description de la plante

La ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth) est une plante
vivace, rameuse et enti€rement couverte d’un duvet trés court.
Elle appartient a la famille des lamiacées caractérisée par des
tiges ligneuses et velues de 24 a 60 centimétres de hauteur
(Fig. 2). Les feuilles sont ovales ou arrondies a fortes nervu-
res ; les supérieures sont sessiles a dents trés obtuses tandis
que les inférieures sont cordiformes ou tronquées a la base.
Les fleurs sont de couleur rose ou pourpre en glomérules den-
ses a l’aisselle des feuilles, 1évre supérieure bifide [6].

La plante évolue dans un matorral a une altitude de
789 m. Le couvert végétal est une formation naturelle a base
de palmier nain (Chamaeropshumilis L.), 1a rue de Chalep
(Ruta chalepensis L.), la rue des montagnes (Ruta montana

L.), la germandrée blanc-grisatre (Teucrium polium L.), la
sauge argentée (Salvia argentea L.), le thym cilié (Thymus
ciliatus (Desf.) Benth), 1'urginée maritime (Urginea marit-
malL.), le calycotome épineux (Calycotome intermedia
Presl.), le chéne vert (Quercus ilex L.) et I’olivier (Olea euro-
pea L.) [7]. Les conditions climatiques régnant dans cette
région se caractérisent par une amplitude thermique annuelle
de 33°C ou les minimas avoisinent les 2,5°C et les maximas
35,5°C ; la pluviométrie se situe entre 335 et409 mm. L’hu-
midité relative affiche un maximum de77% en hiver et un
minimum de 52% en été. Ces caractéristiques climatiques
indiquent que la région ou évolue la ballote hirsute (Ballota
hirsuta Benth) est située dans 1’étage bioclimatique semi-
aride a hiver frais [8].

Résultats
Les vertus de la ballote hirsute

Ballota hirsuta Benth est considérée, en grande partie par les
enquétés dans les deux localités, comme plante médicinale.
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Tableau 1 Questionnaire d’enquéte ethnobotanique.

Localité :

Sexe :

Femme

Homme

Age :

Niveau intellectuel :
Utilisation de la plante :
Plante médicinale

Plante cosmétique

Plante toxique

Partie utilisées :

Feuille

Tige

Racine

Fleur

Grain

Fruit

Mode d’utilisation :
Infusion

Macération

Décoction

Poudre

Cataplasme (préparation pateuse)
Administration :
Application locale

Voie orale

Bain

Maladies traitées par la plante :
Contusion

Blessure

Douleurs rhumatismales
Antiseptique

Carie dentaire

Nervosité de la ménopause
Stomachique

Tonique

Traitement des ongles
Vermifuge

Stimulant de grossesses

Elle est aussi considérée comme plante cosmétique par les
femmes (Fig. 3).

Parties utilisées de la plante

Les différents organes de la plante sont utilisés pour traiter
les diverses pathologies. Les feuilles sont les plus utilisées
par la population interrogée de la ville de Sidi Bel Abbes
comptant 36% de femmes et 27,2% d’hommes. Elles sont
aussi employées par la population de Tessala (7,8% de fem-

Fig. 2 Ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth.) en floraison

Taux %
35
30
25
20
15
10
5 7
0
Femme Homme Femme Homme
Tessala Ville de Sidi Bel Abbes
® Plante médicinale 12 3 26 32
 Plante cosmétique 2 2 14 6
® Plante toxique 0.6 0.4 1.4 0.3

Fig. 3 Les vertus de la ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth)
a Tessala et Sidi Bel Abbes

mes et 12% d’hommes). Les fleurs sont beaucoup plus utili-
sées par rapport aux autres organes par la population fémi-
nine (14%) de Tessala (Fig. 4).

Mode de préparation de la plante

La plupart des recettes nécessitent au préalable le séchage de
la partie concernée de la plante ; tandis que d’autres 1’utili-
sent a 1”état frais. Les résultats de I’enquéte indiquent que les
organes de la plante sont employés sous forme d’une prépa-
ration pateuse (cataplasme), avec une fréquence élevée a Sidi
Bel Abbes (20% chez les hommes et 18% chez les femmes)
et a Tessala (11% chez les hommes et 10% chez les femmes).
Les préparations, a base de poudre, sont aussi employées a

Eavoisier
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Fig. 4 Les parties utilisées de la ballote hirsute (Ballota hirsuta
Benth) aTessala et Sidi Bel Abbes

des fréquences variables selon le sexe et la localité (8,4%
chez les femmes et 9% chez les hommes de la ville de Sidi
Bel Abbes). Les autres modes de préparation de la ballote
hirsute sont peu employés par la population autochtone

(Fig. 5).

Domaines d’indication thérapeutique

La ballote hirsute est trés prisée par les tradipraticiens
comme remeéde a de nombreuses maladies. Elle est trés sou-
vent utilisée pour traiter les lésions sous-cutanées (contu-
sion), les douleurs rhumatismales et guérir diverses plaies.
Les fréquences les plus ¢élevées concernent le traitement des
contusions (12,4% a 14%). Elles sont relevées chez la popu-
lation enquétées de la ville de Sidi Bel Abbes. Le traitement
des blessures et des douleurs rhumatismales, par la ballote
hirsute, présente respectivement des taux allant de 6,8% a
8,4% et 7,2% a 8% (Fig. 6). La plante étudiée est utilisée
par les femmes pour tonifier la peau (5,6% a 8% de la popu-
lation féminine enquétée). L’enquéte ethnobotanique a mis

Taux %

25

20
15
10
5 1N
0 .l.l- I
3 |

quusmn Macemtmn\ Décoction | Cataplasme| Poudre

m village de Tessala Femme 3 2, 10
village de Tessala Homme 0 4 1.6 \ 1.8 11 6;1
® Ville de Sidi Bel Abbes . ‘ - -
Femme
= Ville de Sidi Bel Abbes ‘ - 5
Homme

Fig. 5 Le mode de préparation des parties utilisées de la ballote
hirsute (Ballota hirsuta Benth) a Tessala et Sidi Bel Abbes
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Fig. 6 Les maladies traitées par la ballote hirsute (Ballota hirsuta
Benth) a Tessala et Sidi Bel Abbes

en évidence 1'usage médical traditionnel des différentes par-
ties de la ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth). Les résul-
tats sont rassemblés dans le tableau 2.

Fréquences d’utilisation de la plante par localité
et par sexe

Les forts pourcentages de personnes possédant 1I’information
sur la plante étudiée concerne la population enquétée de la
ville de Sidi Bel Abbes. Le taux le plus élevé est observé
chez les herboristes (20% chez les hommes et 24% chez
les femmes). Viennent ensuite les tradipraticiens avec des
taux de 6,8% chez les hommes et 12% chez les femmes.
Les personnes enquétées a I’hdpital universitaire, constituées
de patients et du corps médical, ont des connaissances théra-
peutiques sur 1’espeéce étudiée. Les femmes sont plus infor-
mées sur la thérapeutique de 1’espéce (9,2%) que les hom-
mes (8%). La population enquétée de Tessala présente des
taux inférieurs a celle de la ville de Sidi Bel Abbes (Fig. 7).

Discussion

Les informations recues auprés des enquétées révélent que
les feuilles de la ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth) sont
les plus utilisées dans les deux communes de la préfecture de
Sidi Bel Abbes de 1’Algérie occidentale. L'utilisation abon-
dante des feuilles sous diverses formes est a mettre en paral-
lele avec I’abondance des familles chimiques présentes dans
cet organe. Elle peut étre expliquée par le fait qu’elles sont le
sicge de la photosynthése et le stockage des métabolites
secondaires responsables des propriétés biologiques de la
plante [9]. La sécrétion de ces métabolites est due principa-
lement a I’existence de plusieurs catégories de tissus sécré-
teurs chez I’espéce étudiée [10]. Ils sont universellement
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tion enquétée de Tessala et de Sidi Bel Abbes (Algérie occidentale).

Tableau 2 Résultats de I’enquéte ethnobotanique menée sur 1’utilisation de la ballote hirsute (Ballota hirsuta Benth.) selon la popula-

Maladies traitées

Parties utilisées

Préparations

Administrations

Contusion

Blessure

Douleur rhumatismale
Antiseptique

Carie dentaire
Stomachique

Tonique

Traitement des ongles

Vermifuge
Stimulant de grossesse

Nervosité de la ménopause

Feuilles, Tiges
Racines, Feuilles
Racines, feuilles
Feuilles, fleurs, tiges

Feuilles

Feuilles
Feuilles
Fleurs, feuilles

Feuilles
Feuilles
Feuilles, tiges

Poudre, cataplasme
Poudre, cataplasme
Décoction
Macération
Décoction

Décoction

macération

Infusion, macération
Infusion

Macération, décoction

Macération, décoction
Infusion
Infusion, poudre

Application locale
Application locale
Application locale
Bain corporel

Bain buccal

Voie orale

Voie orale
Gommage

Bain corporel
Application locale
Voie orale

Voie orale

Taux %
30
25
20
15

10
X =R
o | mm - |

Hopital chez les
g g 3 A FSae chez les A s
Station 1 Station 2 Station 3 | universitair 2 tradipratici
herboristes
ens
Tessala Ville de Sidi Bel Abbes
m Femme 2,4 2,4 6 9,2 24 12
Homme 2 3,2 4 8 20 | 68

Fig. 7 Fréquence d’utilisation de la ballote hirsute (Ballota hirsuta
Benth) a Tessala et Sidi Bel Abbes dans chaque station

présents dans la cuticule et les cellules épidermiques des
feuilles.

Les feuilles, les tiges et les racines sont transformées,
apres séchage, en poudre. Cette derniére est utilisée directe-
ment ou sous forme de pate a base d’eau et de beurre pour
traiter la contusion, les blessures et d’autres infections de la
peau. Les pates sont employées surtout chez les hommes
pour traiter la contusion et les inflammations de la peau dues
aux morsures des chiens.

L’enquéte a montré que la plante étudiée est utilisée par la
population autochtone pour traiter 11 maladies dont la contu-
sion, les blessures et les douleurs rhumatismales. Les tradi-
praticiens rapportent que les lésions sous cutanées sont géné-
ralement traitées par cette espeéce. Les extraits de cette
derniere sont utilisés par les hommes et les femmes comme
désinfectant. Cette activité est due essentiellement aux pro-
duits terpéniques comme I’hispanolone qui a donné le nom

Ballota hispanica [11]. Les travaux de Citoglu et al [12]
prouvent ’activité antibactérienne de I’extrait de Ballota et
montrent les effets du dehydrohispanolone et de la balloni-
grine contre les bactéries et les champignons. Les femmes
questionnées emploient les fleurs sous forme de masque
avec d’autres additifs pour tonifier la peau. Les préparations
a base de fleurs sont utilisées contre les radicaux libres secré-
tés par le corps qui provoquent le vieillissement précoce de
la peau [13]. Les flavonoides referment une action antal-
gique intéressante dans le cas des douleurs rhumatismales.
Quatorze flavonoides ont été obtenus a partir des parties
aériennes de 1’espece étudiée [14].

Les résultats sont en concordance avec plusieurs travaux
montrant que la famille la plus représentée est celle des
Lamiacées [15]. Des études a 1’échelle méditerranéenne ont
abouti aux mémes constatations [16,17]. Cette famille est
réputée par I’abondance de différentes formes de trichomes,
site de synthése des métabolites, issues des cellules épider-
miques [18]. Plusieurs types de trichomes sont observés chez
au moins 5 genres de Ballota [19]. L’étude structurale des
trichomes menée par Burt [20], a mis en lumiére la nature du
matériel sécrété et leur signification fonctionnelle. Les espe-
ces aux trichomes glandulaires produisent généralement une
quantité de bioactive relativement importante [21].

La fréquence d’utilisation de la plante dans la ville de Sidi
Bel Abbés est tres liée au profil des personnes enquétées et le
niveau d’études de cette population, la grande majorité des
usagers d’espéce sont des analphabétes et des personnes
agées. Les femmes et les hommes ont un savoir médicinal
presque partagé, cependant les femmes ont un peu plus de
connaissances sur I’espéce étudiée par rapport aux hommes.
Ces résultats confirment les résultats d’autres travaux ethno-
botaniques, qui ont montré que les femmes sont davantage
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détentrices du savoir phytothérapique traditionnel, le
séchage, le stockage et la préparation des recettes pour les
soins des membres de la famille. Les soins sont effectués par
les femmes tandis que la collecte des plantes dans les zones
réputées dangercuses est assurée par les hommes. La
connaissance des usages et les propriétés des plantes médi-
cinales sont généralement acquises suite a une longue expé-
rience. Les jeunes, comparés aux personnes agées, ne
connaissent généralement pas les noms vernaculaires ni
I"utilité de I’espéce. Ils recourent a la médecine convention-
nelle pour se soigner. La transmission de 1’usage et le savoir
faire des plantes médicinales se fait de moins en moins entre
les générations [22]. La source d’informations de I’usage des
plantes en médecine traditionnelle s’amenuise par la dispa-
rition des personnes agées et le manque d’archivage des
connaissances des thérapeutiques des plantes médicinales.

Conclusion

L’enquéte ethnobotanique menée sur la ballote hirsute (Bal-
lota hirsuta Benth) a permis d’évaluer le potentiel curatif de
I’espéce étudiée dans les deux communes de la préfecture de
Sidi Bel’Abbes (Algérie occidentale). La fréquence d’utili-
sation de cette espece dans la ville s’est accrue par ’augmen-
tation du nombre d’herboristes et de tradipraticiens. La
population utilise surtout les feuilles pour traiter un certain
nombre de pathologies comme la contusion, les blessures et
les douleurs rhumatismales par voie d’administration
externe. La majorité des remeédes est préparée sous forme
de cataplasme. Certains tradithérapeutes ont signalé certains
effets secondaires comme le vomissement et le vertige liés a
un surdosage. A cet effet, la sensibilisation est de mise pour
les générations futures lors de la transmission du patrimoine
socio-culturel par les tradithérapeutes.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de liens
d’intéréts

Références

1. Tabuti J, Lye K, Dhillion S (2003) Traditional herbal drugs of
Bulamogi, Uganda: plants, use and administration. J Ethnophar-
macology 88:19-44

2. Salhi S, Fadli M, Zidane L, et al. (2010) Etudes floristique et
ethnobotanique des plantes médicinales de la ville de Kénitra
(Maroc). Lazaroa 31: 13346

Eavoisier

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. Ghestem A, Seguin E, Paris M, et al. (2008) Le préparateur en

pharmacie. Dossier 2, Botanique, Pharmacologie, Phytothérapie,
Homéopathie. Ed Tec & Doc, INTER, 275 p.

. Beloued A (1998) Plantes médicinales d’Algérie. Ed Office de

Publications Universitaires. Alger, p 184

. Ferreres F, Tomas-Barberana FA, Tomas-Lorente F (1986) Flavo-

noid compound from Ballota hirsute J Nat Prod 49 (3): 554-5

. Quezel P, Santa S (1963) Nouvelle flore d’Algérie et des régions

désertiques méditerranéennes (ed) Centre national de la recherche
scientifiques Pris France, 19 p

. Cherifi K, Mehdadi Z, Latreche A, et al. (2011) Impact de ’ac-

tion anthropozoogenes sur 1’écosystéme forestier du mont de Tes-
sala (Algérie occidentale). Sécheresse 22 : 197-206

. Office National de Météorologie (2013) Données climatiques de

1970 a 2012. Oran

. Bigendako M, Lejoly J (1990) La pharmacopée traditionnelle au

Burundi. Pesticides et médicaments en santé animale. Pres Univ
Namur pp 425-442

Bruneton J (1993) Pharmacognosie et phytochimie. Plantes médi-
cinales. Paris, France : Ed Lavoisier, pp 278-279

Rodriguez B, Savona G, Piozzi F (1979) Two new unusual diter-
penoids from Ballota hispanica. Journal of Organic Chemistry
44(13): 2219-21

Citoglu G, Tanker M, Sever, et al. (1998) Antibacterial activities
of diterpenoids isolated from Ballota saxatilis subsp. Saxatilis.
Planta Medica 64(5): 484-5

Vérban D, Duda M, Varban R, et al. (2009) Research Concerning
the Organic Technology for Satureja Hortensis L. Culture. Bull
UASVM Agricul 66(2): 225-9

Ferreres F, Tomas-Barberana FA, Tomas-Lorente F (1986) Flavo-
noid compound from Ballota hirsuta. J Nat Prod 49 (3): 554-5
Mehdioui R (2007) Etude ethnobotanique aupres de la population
riveraine de la forét d’Amsitténe : cas de la Commune d’Imi
n’Tlit (Province d’Essaouira) Bulletin de I’Institut Scientifique,
Rabat, section Sciences de la Vie 29: 11-20

Novais M, Santos I, Mendes S, et al. (2004) Studies on pharma-
ceutical ethnobotany in Arrabida Natural Park (Portugal). J. Eth-
nopharmacol 93: 183-95

Miara M, Ait Hammou, Hadjadj Aoul S (2013) Phytothérapie et
taxonomie des plantes médicinales spontanées dans la région de
Tiaret (Algérie). Phytothérapiel 1:206—18

Werker E, Ravid U, Putievsky E (1985) Structure of glandular
hairs and identification of the main components of their secreted
material in some species of the Labiatae. Isr J Bot 34 : 3445
Osman A (2012) Trichome micromorphology of egyptian Ballota
(Lamiaceae) with emphasis on its systematic implication Botany
Department Faculty of Science, South Valley University, Qena,
EgyptPak. J Bot 44(1): 33-46

Burt S (2004) Essential oils: their antibacterial properties and
potential applications in foods — a review. Int J Food Microbiol
94: 223-53

Miguel M (2010) Antioxidant and anti-inflammatory activities of
essential oils: a short review. Molecules15: 9252-87

Anyinam C (1995) Ecology and ethnomedicine. Exploring links
between current environmental crisis and indigenous medical
practices. Soc Sc Med 4: 321-9



