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Résumé

L'accumulation des métabolites secondaires, nécessaires pour extraire des composés pharmaceutiques futurs,
peut varier considérablement au sein d'une méme espece des plantes médicinales. Cette variation est due a plusieurs
facteurs, notamment le lieu de croissance de la plante et les stratégies agricoles utilisées, qui peuvent étre soutenues
par l'application d'hormones de croissance (PGR). Dans cette optique, nous avons mené une étude comparative sur
I'accumulation de polyphénols entre des plantes poussant naturellement et des plantes cultivées en serre, qui ont été
traitées avec des phytohormones ; l'acide indole-3-acétique (IAA) et la 6-benzylaminopurine (BAP). On a procédé a
collectés simultanément des plantes poussant naturellement provenant de Mila et Jijel, ainsi que des plantes ayant été
préalablement cultivées dans une serre et traitées par deux phytohormones exogenes, l'auxine (IAA) et la cytokinine
(BAP) a différentes concentrations, la partie aérienne et les racines ont été séparées, les contenus phénoliques
(PTC ,FTC, FloC) ont été déterminés par des méthodes colorimétriques, les composés phénoliques individuels ont été
identifiés et quantifiés a 1’aide de la LC-ESI-MS, différents échantillons ont été soumis a des essais in vitro afin
d'évaluer leur bioactivité.

Pour la M. rotundifolia poussant naturellement, nous avons observé que les racines de la plante de site Mila
contenaient le teneur en phénols totaux le plus élevé avec une valeur de 241.52 + 2.83 ug EAG /mg, tandis que la
partie aérienne de la plante enregistrait le plus grand teneur en flavonoides (77.026 + 1.61 ug ER/mg d'extrait), en
flavones et flavonols (54.85+0.35 ug EQ/mg d'extrait). Au total, seize composés phénoliques ont été identifiés, dont
des acides phénoliques et des flavonoides. L'acide rosmarinique, l'acide quinique et l'acide salviolinique étaient les
principaux composés phénoliques avec les quantités les plus élevées (de 3.996 a 125.411 ug/g d'extrait). La plupart
des composés présentent des niveaux plus élevés dans la plante de Mila que dans celle de Jijel. Tous les extraits ont
montré une activité antioxydante remarquable, qui variait selon l'origine et I'organe de la plante. Les racines de la
plante de la région de Mila ont montré la plus forte d’inhibition de I'AChE (IC50 = 36.89 % 0.25 pg/ml) et de 'a-
glucosidase (IC50 = 17.29 + 0.09 pg/ml).

Concernant les plantes traitées par I'lAA et la BAP, nous avons enregistré que 1’application individuel de la
BAP et leur inter actés avec 'TAA a augmenté les teneurs en phénols totaux dans les parties aérienne et les racines de
M. rotundifolia L. respectivement, Egalement, la BAP a 20 mg/L stimule ’accumulation considérable des flavonoides
des extraits des parties aériennes, tandis que I'lAA a augmenté de maniére significative la quantité des flavonoides
dans les racines. Alors que la teneur en flavones et flavonols a été augmentée aprés I’application conjointement de
deux hormones dans les deux parties. De plus, la composition phénolique enregistrés dans les deux parties des plantes
traités varie quantitativement en fonction de type d’hormone appliqué et leur concentration. Le traitement avec I'TAA
et la BAP a provoqué un changement remarquable dans la quantité de composés phénoliques individuels.
L'augmentation la plus importante a été observée pour les acides salviolinique et rosmarinique dans les parties
aériennes des plantes traitées avec 20 mg/l ou 10 mg/lI de BAP. Dans ces conditions, la teneur en acide salviolinique
a été multipliée par sept (73.651 ug/g d'extrait) dans les parties aériennes des plantes recevant 20 mg/l de BAP par
rapport a la teneur initiale de la plante non traitée (17,336 ug/g d'extrait). En outre, le niveau d'acide rosmarinique a
augmenté de 17.336 ug/g (Témoin) & 66.265 et 62.566 ug/g avec le traitement avec 10 et 20 mg/l de BAP,
respectivement. L'acide salviolinique présente la plus forte augmentation dans les racines des plantes traitées a 10
mg/l de (18.232 & 41.317 ug/g d'extrait). Le traitement inter acté des IAA et BAP & une concentration de 20 mg/l a
entrainé une accumulation considérable de la teneur en acide quinique dans la partie aérienne et I'acide rosmarinique
dans la partie racinaire par apport au témoin. Une légére stimulation a été observée pour les autres composés dans les
deux parties. Des effets antioxydants et d’inhibition d'enzymes plus importants ont été observés dans les plantes
traitées par rapport aux plantes non traitées.

Concernant la comparaison entre les plantes poussantes naturellement et les plantes traitées par des
phytohormones, nous notons que le traitement hormonal a donné des meilleurs résultats dans les teneurs en
polyphénols totaux et les concentrations des composés phénoliques individuels, en particulier les plus prédominants
dans la plante dont I'acide rosmarinique, l'acide salviolinique, I'acide quinique, I'acide caféique et la naringénine, et ce
uniquement dans les parties aériennes.

Mots clé: M rotundifolia L., plantes traitées, IAA, BAP, LC-ESI-MS, effet antioxydant, effets inhibiteurs d'enzymes



Abstract

The accumulation of essential secondary metabolites necessary for the production of future
pharmaceutical compounds can significantly vary within the same species of medicinal plants due to several
factors. These factors include the plant's growth location and the agricultural strategies employed, which
are further influenced by the application of plant growth regulators (PGR). we are interested in comparing
the accumulation of polyphenols between plants grown spontaneously and plants cultivated in greenhouse
conditions and treated with phytohormones (indole-3-acetic acid and 6-benzylaminopurine).

A both Samples of naturally growing plants were collected in Mila and Jijel and the samples of plant
treated previously with two exogenous phytohormones (IAA) and (BAP) at different concentrations in the
same times, the aerial part and the roots were separated, the phenolic content was measured using
colorimetric techniques, while individual phenolic compounds were identified and quantified using LC-
ESI-MS. The bioactivity of the different extracts was evaluated by in vitro assays. In the case of the wild-
growing M. rotundifolia, it was observed that the roots of the Mila plant exhibited the highest total phenolic
content, measuring at 241.52 + 2.83 ug GAE/mg. On the other hand, the aerial part of the plant displayed
the highest levels of flavonoids (77.026 = 1.61 pg RE/mg extract) and flavonols (54.85 = 0.35 ug EQ/mg
extract). A total of sixteen phenolic compounds, including phenolic acids and flavonoids, were identified.
Among them, rosmarinic acid, quinic acid and salvianolic acid were the predominant phenolic compounds,
exhibiting the highest concentrations ranging from 3.996 to 125.411 pg/g of extract, depending on the plant
organ and origin. The plant samples from the Mila region generally contained higher levels of these
compounds compared to those from Jijel.

All extracts displayed notable antioxidant activity, which varied depending on the origin and organ
of the plant. Particularly, the roots of the plant from the Mila region exhibited the strongest inhibition on a-
glucosidase (with an IC50 value of 17.29 + 0.09 ug/mL) and AChE (with an IC50 value of 36.89 + 0.25
pg/mL) and

For plants treated with auxin (indole-3-acetic acid) and cytokinin (BAP), we observed that individual
application of BAP and their inter acted with IAA increased the contents of total phenols in aerial parts and
roots of M. rotundifolia L. respectively. Also, BAP at 20 mg/L stimulated considerable accumulation of
flavonoids in the extracts of aerial parts, while IAA significantly increased the levels of flavonoids, in the
roots. While the content of flavones and flavonols is increased after the combined application of two
hormones in both parts. Moreover, the analysis of the phenolic composition recorded in both parts of the
treated plants varies quantitatively depending on the type of hormone applied and their concentration. The
treatment with IAA and BAP caused a remarkable change in the amounts of individual phenolic compounds.
The most significant increase was observed for salviolinic acid and rosmarinic acid in aerial parts treated
with 20 mg/ml or 10 mg/ml BAP. Under these conditions, the salviolinic acid content increased seven-fold
(73.651 ug/g extract) in the aerial parts receiving 20 mg/l BAP compared to the initial content in the
untreated plant (17.336 ug/g extract). In addition, the level of rosmarinic acid increased from 17.336 ug/g
(without hormone) to 66.265 and 62.566 ug/g with treatment with 10 and 20 mg/l BAP, respectively.
Salviolinic acid showed the greatest increase in the roots of plants treated with 10 mg/l (from 18.232 to
41.317 ug/g extract). The treatment interacting IAA and BAP at a concentration of 20 mg/l resulted in
almost a considerable accumulation of quinic acid content in the aerial part and rosmarinic acid in the root
part compared to the control. A slight stimulation was observed for the other compounds in both parts.
Greater antioxidant and enzyme inhibitory effects were observed in the treated plants compared to the
untreated plants. Comparing the naturally growing plants with the plants treated with phytohormones, we
note that the hormonal treatment gave the best results for total polyphenols and the most predominant
individual phenolic compounds in the plant, including rosmarinic acid, salviolinic acid, quinic acid, caffeic
acid and naringenin, and this only in the aerial parts.

Keywords: Mentha rotundifoliaL., plant treated, IAA, BAP,LC-ESI-MS analysis, Antioxidant effect,
enzyme inhibitory effects
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Introduction

Depuis 1'Antiquité, les plantes aromatiques ont été reconnues pour leurs capacités
thérapeutiques dans le traitement de diverses maladies. La flore algérienne se caractérise par
une grande diversité florale, notamment dans les régions méditerranéennes, sahariennes et les
zones paléo tropicales, avec plus de 3 000 espéces de plantes de différentes familles botaniques.
La plupart de ces espéces se reproduisent spontanément, tandis qu'environ 5% sont
endémiques[1]. Ces especes offre un potentiel incalculable pour la découverte de nouvelles
substances. Parmi celles-ci, les espeéces de Menthe (Lamiacées) se distinguent par leur
développement rapide et leur flexibilité écologique, ce qui les rend adaptées a la culture dans
diverses conditions climatiques en Algérie. Elles ont été largement utilisées comme
médicaments complémentaires et condiments, grice a leur richesse en constituants actifs,
notamment les monoterpénoides et les polyphénols. Ces actions typiques des especes de
Menthe ont été attribuées aux dérivés de polyphénols et de monoterpénoides [2,3]. En effet, les
polyphénols représentent un groupe trés important parmi les composés bioactifs des plantes,

dérivés des voies pentose phosphate, shikimate et phénylpropanoides [5]

Ces dernicres années, 1'utilisation des composés poly phénoliques naturels en technologie
alimentaire a suscité un intérét croissant, offrant une alternative plus siire aux molécules
synthétiques telles que le butylhydroxyanisole (BHA) et I'hydroxytoluéne [4]. La composition
phénolique est initialement conditionnée par l'ontogenese et la phylogenése, mais en effet, les
composés bioactifs qui sont biosynthétisés dans une espéce donnée peuvent varier en
composition, quantit¢ et proportion en fonction des différences dans les éléments

environnementaux [5]

L'étude des effets de divers facteurs chimiques et physiques sur le développement des
plantes et la création de métabolites secondaires est bien documentée, notamment l'influence
des minéraux [6], du sel[7], de I'numidité[8] et de la lumiére [9]. Etant donné que les plantes
récoltées dans la nature sont peu susceptibles de répondre aux normes de qualité requises pour
les médicaments a base de plantes [10], La sélection des especes les plus riches en composés
bioactifs a des fins médicinales de maniere permanente est une préoccupation majeure dans de
nombreux pays en raison de son importance croissante. En outre, la recherche de nouveaux
composés médicamenteux d'origine naturelle repose non seulement sur l'exploitation des
plantes médicinales, mais aussi sur des méthodes visant a augmenter la concentration de
molécules bioactives. Parmi ces approches figurent les techniques traditionnelles qui

bénéficient de l'utilisation de bio-stimulants tels que les acides aminés et les phytohormones.
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L'amélioration de la production de molécules bioactives a partir de plantes cultivées est ainsi
une démarche cruciale pour obtenir des matiéres premiéres de qualité supérieure en vue de la

découverte de nouveaux médicaments.

Le développement de techniques conventionnelles pour la propagation et I'enrichissement
en composés bioactifs des plantes d'importance commerciale a des fins médicinales est une
approche importante. Les mécanismes favorisant ces métabolites secondaires (tels que les
systémes de culture, 1'¢élicitation, les conditions nutritives, I'élimination des produits toxiques et
l'alimentation en précurseurs, ainsi que 1’application les hormones végétales) ont regu beaucoup
d'attention en raison de l'importance pharmacologique de ces métabolites. Dans cette optique,
de nombreuses recherches ont été menées pour améliorer les protocoles de production de
métabolites secondaires dans la culture in vitro et in vivo des plantes médicinales. Les
applications exogenes de phytohormones, en particulier les régulateurs de croissance végétale
(PGR), stimulent la différenciation, le développement et la croissance des plantes, méme a de

faibles concentrations, et ont suscité un grand intérét dans ce domaine [11,12].

Il a été suggéré que l'application de phytohormones, en particulier d'auxines et de
cytokinines, peut augmenter la production de métabolites spécialisés chez les plantes. Plusieurs
études ont montré que I'acide indole-acétique (IAA), I'acide indole-3-butyrique (IBA), 'acide
phénylacétique (PAA) et l'acide 1-naphtaléne-acétique (NAA) stimulent la croissance de 1'algue
verte (Chlorella vulgaris) ainsi que la production de leur métabolites secondaires[13]. Des
effets similaires ont également €té observés chez diverses plantes traitées par I’'TAA [24, 25].
En outre, les cytokinines comme par exemple la N6-benzyladéninepurine (BAP) a été rapportée
pour favoriser la production de composés phénoliques chez M. piperita [26]. 1l est important
de noter que la distribution et I'accumulation des composés phénoliques dans la plante varient
en fonction de facteurs tels que les conditions environnementales, les conditions agricoles et
I'organe végétal choisi pour l'extraction. Ces variations de composition chimique peuvent
considérablement affecter les actions pharmacologiques des plantes. Il est donc crucial de
prendre en compte le choix du site de récolte, le type et la concentration des phytohormones
appliquées pendant 1'agriculture, ainsi que l'organe végétal utilisé pour obtenir un rendement

phytochimique et un effet pharmacologique maximal.

Notre travail vise a valoriser une espece largement utilisée en phytothérapie et en médecine
traditionnelle en Algérie, a savoir la M. rotundifolia L., appartenant au genre "Mentha".
L'objectif principal de notre étude est de mettre au point un protocole efficace permettant de

produire de manicre industrielle des matieres bioactives uniformes destinées a l'extraction de
2
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futurs composés pharmaceutiques. Nous avons choisi une approche agricole traditionnelle, en

utilisant différentes concentrations de phytohormones telles que l'acide indole acétique et la 6-

benzylaminopurine, afin de comparer leur production de métabolites secondaires, notamment

les polyphénols, avec celle des M. rotundifolia se développant naturellement sous l'influence

des conditions climatiques. Cette comparaison nous permettra de déterminer les effets relatifs

des conditions climatiques et des méthodes agricoles sur l'accumulation de métabolites

secondaires dans la M. rotundifolia L. De plus, nous avons l'intention d'évaluer l'activité

antioxydante ainsi que I'effet inhibiteur sur les enzymes acétylcholinestérase et a-glucosidase

des plantes étudiées et, par conséquent, Nous avons procédé a :

>

-

La premiéere partie représente une synthese bibliographique menée sur 1’espece étudiée, (Mentha
rotundifolia L.), ainsi que les facteurs de wvariabilités les métabolites secondaires
environnementaux tels que les facteurs climatiques, les facteurs des pratiques agricoles avec
I’application de biostimulants comme les phytohormones.

La deuxieme partie implique la réalisation d'expériences pratiques visant a obtenir une vue
d'ensemble des sites de prélévement des plantes (Jijel et Mila). Cette étape est suivie d'une étude
climatique et d'une expérimentation agricole pour évaluer l'impact des phytohormones

appliquées. Dans cette partie, l'objectif est de :

Identification des diverses catégories de familles chimiques par criblage phytochimique
des différentes parties de Mentha rotundifolia L.

Préparation des extraits bruts éthanolique, détermination des rendements et la
quantification de principales classes phénoliques : les phénols totaux, les flavonoides et
les flavones et flavonols

Identification des composés phénoliques par LC-MS.

Mesure in vitro des activités antioxydant des échantillons a 1°aide de sept éssais
Mesure in vitro de 1’activité inhibitrice d’enzyme a glycosidase et acétylcholinestérase

(AChE)

Ces tests ont été réalisés en utilisant les données des échantillons de plantes prélevées sur les
deux sites d'échantillonnage, ainsi que sur la plante cultivée en présence de différentes

concentrations d'IAA et de BAP. Les tests permettent la validation des résultats obtenus.
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Partie théorique Chapitre 1 : Présentation de la Plante Mentha rotundifolia L.

I.1.Présentation de la famille des lamiacées

lamiacées (Lamiacées) ou labiees (Labiatae) est une 1'une des familles de plantes
dicotylédones, qui comprend plus de 7200 especes réparties en environ 240 genres et 7 sous-
familles sur tout le globe, Cette famille a distribuée dans des régions tempérées aux régions
tropicales, mais on la trouve principalement dans le bassin mediterranéen. Les membres de cette
famille peuvent étre des herbes annuelles ou vivaces, des arbustes et des petits arbres. Les
Lamiacées sont étroitement liées aux Verbenacées, et, dans une récente révision de la famille,
plusieurs genres ont été transférés aux Lamiacées [14]. Leurs traits caractéristiques des
majorités de leur espéces sont les tiges qui sont quadrangulaires (carrées) en section transversale
et les fleurs bisexuées, zygomorphes a symétrie bilatérale, composées de cing pétales unis et
profondément lobés et de cing sépales unis ; en général, le pétale inférieur est plus grand que
les autres[15]. Le fruit est sec et ligneux, un schizocarpe ou drup. Les feuilles distinctives
fortement aromatiques sont opposées avec paires successives a angle droit (c'est-a-dire
décussées) avec des marges entieres ou lobées. De nombreuses especes de de cette famille,
comme les menthes, ont des utilisations commerciales importantes pour les industries
culinaires, pharmaceutiques, I'herboristerie et I'ornementation [14,16]

1.2. Le genre Menthe

Tout au long de I'histoire, de nhombreuses espéces de menthe ont été utilisées dans le
monde entier pour diverses propriétés. Le plus ancien remede consiste a des huiles de menthe
poivré.

La collection de menthe séchée remonte & au moins 1000 avant JC et son utilisation a été
enregistrée dans I'Egypte ancienne, la Gréce et Rome, dans la médecine traditionnelle chinoise
I'utilisation d'une menthe locale, Mentha haplocalyx Brig. appelé « bo he », est enregistré depuis
longtemps [18].

La taxonomie du genre « Mentha » est en pleine évolution, avec plus de 3000 noms
publiés depuis 1753, la plupart étant des synonymes ou des noms non résolus [17],se référant
souvent a des cultivars. Le genre de la Menthe est presque distribué sur tous les continents. Les
centres de variété de ce genre qui regroupent les formes spontanées et cultivées sont I'Europe,
I'Australie, I'Asie centrale et I'Afrique du Nord [18].

La plupart des espéces de Menthe poussent mieux dans des environnements et des sols
humides. Les menthes atteignent une hauteur de 10 a 120 cm et peuvent s'étendre sur une
surface de taille indéterminée. En raison de leur tendance a se propager sans controle, les

menthes sont considérées comme envahissantes. Toutes les menthes préférent les endroits frais
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et humides, a I'ombre partielle, et s'y développent. Mais, en général, les menthes tolérent un
large éventail de conditions et peuvent également étre cultivées en plein soleil. Elles ont une
croissance rapide et étendent leur portée le long des surfaces grace a un réseau de stolons [19].

Selon le dernier traitement taxonomique, le genre ‘Mentha’ comprend 61 especes [20]et
environ 100 variétés et cultivars, divises en cing sections : Audibertia, Eriodontes, Mentha,
Preslia, et Pulegium. La systématique du genre n'est pas totalement élucidée en raison des fortes
variations morphologiques, des niveaux de ploidie (2n = 2x = 24 a 2n = 6x = 96) et des
hybridations qui peuvent étre intra et interspécifiques et entre formes spontanées et cultivees
[18].

Dans la section de Menthe, il a été suggéré que les cing especes de base, Mentha arvensis
L., Mentha aquatica L., Mentha spicata L., Mentha longifolia (L.) Huds, et Mentha suaveolens
Ehrh. Ont donné naissance a 11 hybrides naturels et nommés.

Cependant, M. spicata et peut-étre M. longifolia sont également d'origine hybride et
I'incongruence des phylogeénies basees sur 'ADN nucléaire et plastidique indique que toutes les
especes de cette section ont pu connaitre une certaine extension du flux genétique réticulé au

cours de leur évolution [21]. En Algérie, on compte cing espéces qui représentent le genre [22].

M Aquatique M. Longifolia  M.Spicata M.Rotundifolia M- Arvensis

Menthe Aquatique Mentha Cheval Menthe Verte Menthe Pomme menthe Japonaise

Figurel: Les cing espéces de base qui composent le genre « Mentha » [20].
1.2.1. Description de I’espéce Mentha rotundifolia L.
1.2.1.1. Nomenclature

L’espéce du Mentha rotundifolia est communément appelé «menthe pomme» dont le nom

vernaculaire est Domrane, Chachtro, Timijo en langue arabe, En Francais : Menthe odorante,
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Menthe simple, 1l s'agit d'un hybride résultant du croisement entre M. longifolia et M.

suaveolens. Certains botanistes considerent que les deux menthes sont la méme espéce [23].

1.2.1.2. Description botanique

Elle est une herbe a croissance sauvage de 30 a 60cm de hauteur, Toute la plante est recouverte
de poils blancs épais et doux au toucher. Elle produit de nombreuses tiges parfumées chaque
année. Son parfum puissant rappelle celui des pommes (Fig.2)

Figure2: I’espece Mentha rotundifolia L.
(Photo personnelle).

La plante est couverte de tres larges feuilles sessiles, ressemblant un peu a des feuilles de sauge,
ovales a subarrondies ou elliptiques, obtuses ou subpointues, épaisses, crénelées ou dentées,

tomenteuses en dessous, de couleur vert vif, légerement pelucheuses. [20, 24](Fig.3).

Figure3: Structure morphologique de M. rotundifolia L.(https://www.alamyimages.fr/)
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1.2.1.3. Place dans la systématique (Classification)

D’apres Quezel et Santa, la classification de 1’espéce Mentha rotundifolia est la
suivante[22](Tab.1):
Tableaul : Classification d’éspéce M. rotundifolia

Classe Nomenclature
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous- classe Euastéridées

Ordre Lamials

Famille Lamiacées

Genre Mentha

Espéece Mentha rotundifolia L.

1.2.1.4. Répartition géographique et Habitat

C’est une espéce spontanée répondue dans toutes les régions humides. Elle se développe sur les
terrains, les ruines et les talus, Elle se développe dans le bassin méditerranéen, en Amérique et
en Asie occidentale, sous des bioclimats semi-arides et humides, avec des variantes chaudes et
tempérées. En Algérie, la M. rotundifolia est largement réparti dans le nord de I'Algérie dans
les zones subhumides, le long des rivieres dans les plaines et les montagnes[26]

1.2.1.5. Préparation et Usages thérapeutiques traditionnel

Cette menthe est utilisee :

4+ En infusion des feuilles fraiches ou desséchées, on ajoute le miel et on boit un verre trois fois
par jour contre le ballonnement du ventre et I'nypertension.

+ En écrase les feuilles fraiches et on mélange a I'nuile d'olive puis on les applique sous forme de
compresse contre les hémorroides[24].

+ comme condiment mais aussi pour des propriétés médicinales, présentant des toniques,
stimulants, stomacaux, antiémétiques, carminatifs, cholérétiques, antispasmodiques,
antidiarrhéiques, anti hémorroidaires, anti-inflammatoires, sédatifs, hypotenseurs, remédiant
des hémorroides, béchique, pectorie, stimulants, emménagogues, et activités anti catarrhales
analgésiques et insecticides[ 28].

+ La menthe fait disparaitre les impuretés du sang et restitue a la peau et au visage, la fraicheur
de la santé, car elle évite la formation des toxines, par son haut pouvoir bactéricide, et

antiseptique qui entrave la putréfaction des matiéres intestinales [29]
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1.2.1.6. Métabolites secondaires bioactifs isolés de I’espéce M. rotundifolia

De nombreux chercheurs décrivent les substances naturelles comme des composés chimiques
qui existent dans de nombreuses espéces végétales qui permet d’utiliser dans diverses industries

(pharmaceutiques, agroalimentaires, cosmétiques et parfumeries).
a. Huiles essentielles (HE) et leur Propriétés pharmacologiques

Sont des composeés volatils qui sont produits en tant que métabolites secondaires. Ils ont une
composition complexe et une odeur distinctive. Généralement sont extraites par distillation a la
vapeur ou hydrodistillation de différentes plantes aromatiques. Ils sont fréquemment employés

dans la pharmacopée traditionnelle[30].

L’huile de menthe est I'une des huiles essentielles les plus importantes produites dans le monde
et leur valeur dépasse les 400 millions de dollars US par an. Par exemple, M. canadensis L.
produit du menthol de mais comme source la plus importante de (-) menthol ; M piperita L.
produit du menthol, qui comprend le menthol, menthone, et I'acétate de menthyle comme
composés principaux ; M. spicata ssp., M. viridis (menthe verte indigene) et M. gracilis
(menthe verte écossaise) produisent principalement des huiles riches en carvone, bien que
différents constituants aient été signalés ; M. citrata est une source de linalol et d'acétate de
linalyle ; M. pulegium produit une huile appelée pennyroyal, riche en pulegone ; la composition
de I'huile M. aquatica est principalement du menthofurane [31]; M. haplocalyx peut étre
renferme six chémotypes, dont le linalol, la pulégone, la menthone, la carvone, le menthol et
I'oxyde de pipériténone [32]. Beaucoup d'études ont examiné le profile chimique des huiles de
M. rotundifolia L., qui poussent dans divers endroits du monde (Tab.2).

Tableau2: Majoritaires constituants des huiles essentielles d’espéces Mentha rotundifolia

décrite dans la littérature[20].

Composant Origine (% dans I'huile)
Carvone Argentine (43)
Trans-piperitone oxide Italie (41)

Piperitol Spain (58)
2,4(8),6-p-Menthatrien- 2,3-diol Cuba (15)
Cis-piperitone oxide Algerie (28-31)
Pulegone Moroc(85), Tunisia (32)
Menthol Moroc(41)
Piperitenone Algerie (55)
Piperitenone oxide Algerie (24-39)
Trans-piperitone epoxide) Algerie (Bejaia) (30)
Lippione Sénégal (80)
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Une étude décrite par Brada et al. montrent I’existence vraisemblable de deux chémotypes des
HEe; 1’oxyde de pipéritone et le pipériténone représentant 75% des huilles identifiés dans la

M. rotudifolia poussé dans trois régions différents en Algérie[3](Fig.4).

L G 6

piperiténone oxyde de pipériténone pipéritone
Figure4 : quelques principaux constituants de I’HE de M. rotundifolia [17]

Des recherches ont éte réalisées afin d'analyser la profile chimique ainsi que la bioactivité des
huiles essentielles de M. rotundifolia[27, 32]. Parmi les composants identifiés, on retrouve des
monoterpenes oxygénés tels que l'oxyde de pipériténone, qui a des effets cardiovasculaires
significatifs, a une activité qui affecte les centres nerveux sympathiques en produisant des effets
relaxants, stimulants ou dépressants, De plus, elle a des caractéristiques antibactériennes et
antifongiques, et contribue a ralentir la propagation du vecteur de la Paludisme (Anopheles
stephensis)[2,34].

Selon El Arch et al. La M. rotundifolia poussé au Maroc est riche en pulégone (85%)[35],
cette richesse permet des effets antimicrobiens et insecticides tres intéressants. Ainsi, les huiles
de M. rotundifolia ont montré des effets anti bactériens [27]. En outre étude décrite par Brahmi
et al. Les essences de M. rotundifolia ont présenté un effet antimicrobien plus fort que les
essences de M. pulegium contre tous les micro-organismes étudiés[37]. Les essences de M.
rotundifolia ont démontré des propriétés insecticides contre les adultes de Rhyzopertha
dominica, dans les essais biologiques de contact et de fumigation et de répulsion [37].
Egalement est trés toxique dans les premiéres heures ( 24 h ) dans I'essaie de toxicité par contact

contre le méme ravageur[38]

Les huiles essentielles de M. rotundifolia présentent des propriétés antioxydantes en
termes de capacité a neutraliser les radicaux libres (DPPH)[33], a réduire le fer dans le plasma
(FRAP) (FRAP)[33] et a inhiber les radicaux libres (KRL)[37]

10
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b. Polyphénols et leur Propriétés pharmacologiques

Sont des métabolites secondaires distribués de maniére omniprésente dans les plantes,
comprennent un grand groupe de composés biologiquement actifs, avec plus de 8000
molécules, petites ou grosses et des molécules complexes, présentant au moins un cycle

aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyle attachés.

Ces composeés apparaissent souvent dans leurs sources naturelles sous forme d'esters et
de glycosides[39]. le genre « Mentha » est particulierement riche en acide caféique et ses
dérivés (I'acide chlorogénique et rosmarinique) [39,40] ce dernier représentant 60-80% des
composes phénoliques totaux. En outre, sept acides salvianoliques ont été décrits dans les
plantes de Menthe, comme ['acide salvianolique H/I, l'acide salvianolique E, I'acide
salvianoligue B et I'acide isosalvianolique A (triméres de caféine) [41]. La majorité des especes
de la Menthe sont riches en flavonoides, notamment en flavones et flavanones. La lutéoline et
ses dérivés sont les principales flavones décrites dans ces espéces [41]. Les composants
eriocitrine, lutéoline-7-O-glucoside, naringénine-7-O-glucoside, isorhoifoline, eriodictyol,
lutéoline, et apigénine ont été identifiés dans les extraits aqueux de la Menthe [2]. En outre
une étude décrite par Areias et al. ont signalé que le composant principal des extraits aqueux de
la Mentha était le glucoside ériocitrine[42]. Concernant la composition phénolique de M.
rotundifolia rapportée par la littérature a montré des variations des acides phénoliques et des

flavonoides en fonction de la localisation de la plante (Tab.3)

Tableau3: Composition des composés phénoliques dans M. rotundifolia rapportée par la

littérature.
Class de polyphenol Composés phénolique identifier Origine d’ herbe Reference
Acide phénolique Acid Caféique, p-hydroxy benzoique, Acide férulique, Acide p-Coumarique Espagnol [43]
Flavonoids Apigénine, lutéolinidine, pélagonidine, cyanidine, delphinidine, pétunidine,
lutéoline.
Acide phénolique Nd La République tchéque.  [44]
Esculetine
Flavonoids
Acide phénolique Acid Caffeique, Acid salvianolique Acid L, rosmarinique, acid iso-salvianolique  Tunisie [45]
B, acid iso-salvianolic, acid salvianolique B, acid salvianolique W, acid iso-
salvianolique A.
Flavonoids hesperidine, luteoline, luteolin-7-glucoside,
Acide phénolique Acide Chlorogenique, acide hydroxybenzoique, acide syringique, acid caffeique, Algerie [46]
acid vaniligue acid, acid p-coumarique, acid férulique, acid rosmarinique
Flavonoid Rutine, quercetine 3-O-galactoside, is quercetine, myrtilline, lutéoline, apigenine,
cyanin chloride
Acide phénolique Acid Rosmarinique, acid caffeique
Eriocitrine, Hesperidine, Narirutine, Luteoline, Isorhoifoline, Arabie Saoudite [47]
Flavonoids
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Les propriétés de piégeage des radicaux de divers types de composés provenant de plantes
aromatiques et médicinales les rendent particulierement dignes d'attention. Les especes
réactives de l'oxygéne sont des especes chimiques formées dans le corps pendant le
métabolisme, qui sont tres réactives et peuvent avoir un ou plusieurs électrons non appariés. Le
stress oxydatif, c'est-a-dire un déséquilibre entre les ROS et les défenses antioxydantes, a des
effets délétéres. Les antioxydants, a des effets délétéres, tels que la peroxydation des lipides
membranaires et l'attaque des biomolécules (protéines, protéines de synthese, etc.). sur les

biomolécules (proteines, enzymes membranaires, glucides et ADN) [48].

Il a été démontré que diverses espéces de Menthe et leurs extraits possedent une activité
antioxydante [28]. Les acides phénoliques (par exemple, les acides rosmariniques et caféiques),
les flavones (par exemple, les dérivés de la lutéoline) et les flavanones (par exemple, les dérivés
de I'ériocitrine) sont probablement les principaux antioxydants. Pour les flavanones (par

exemple, les dérivés de I'ériocitrine) sont probablement les meilleurs antioxydants.

Les extraits des espéces de Menthe peuvent agir comme des piégeurs de radicaux libres
in vitro, les extraits éthanoliques de M. rotundifolia ont démontré leur capacité a éteindre les
radicaux superoxyde (O27) [40]. Cette espéce a également été rapporté pour nombreuses
activités antioxydantes dans plusieurs tests fonctionnels ; Le test DPPH a été plus appliqué pour
mesurer les capacités antioxydantes des extraits du Mentha rotundifolia par différents
systemes de solvants ; ceux-ci comprend les extraits d'éthanoliques[49]; méthanolique [50] et

aqueux.
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Généralité sur les métabolites secondaires (MI1)

Sont des molécules bioactives, peuvent avoir des structures chimiques complexes. llIs
présents des faibles quantités avec une variation considérable selon 1’espéce. 1l est courant que
leur synthése se produise dans une partie de la plante et que leur stockage ait lieu dans une autre
partie. Selon le stade de développement de la plante, ils sont produits a différents endroits de la
cellule et se concentrent dans des parties spécifiques de la plante, Le réle du MII est
généralement lié a sa localisation dans la plante[51]. Par exemple, les furanocoumarines,
également appelées phytoalexines, agissent en tant que substances antimicrobiennes car elles

servent de mécanisme de protection vis-a-vis les bactéries et les champignons.

Les terpénes et les flavonoides sont des exemples des métabolites secondaires, ainsi que
les polyphénols, les glucosinolates et les alcaloides. Ces composés peuvent utiliser des voies

de biosynthése communes pour créer de nouveaux composes [52].

I1. 1. Les polyphénols et la biosynthése

Sont des phenols, un des groupes des MII, couramment présents parmi les espéces
végétales. Ces composés se démarquent par leur structure qui comprend au moins un noyau
benzénique lié de maniére directe a un groupe hydroxyle libre ou impliqué dans une autre
fonction (Fig.5)[53]. Les polyphénols jouent un réle essentiel dans la survie des plantes sur la
terre ferme en contribuant a leur protection contre le stress biotique et abiotique, ainsi qu'a leur
reproduction. Cependant, en raison de leur nature, ont tendance a se dissoudre facilement dans

des solvants polaires.

Figure 5 : la structure chimique d’un composé phénolique

La diversité de structures de ces composés résultants des flavonoides, les tanins et les
coumarines[54]. Ces structures peuvent étre représentés par diverses substitutions apres la

glycosylation, I'estérification, I'acylation, etc.
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La majorité des polyphénols sont biosynthétisés chez les plantes vasculaires via la voie
du shikimate ou se traduit par la biosynthese du chorismate, qui peut ensuite servir de précurseur
pour la formation des acides aminés aromatiques tels que, la phénylalanine, la tyrosine et le
tryptophane. Les flavonoides, tels que le flavane-3-ol, sont a la base de la production de tanins
et font partie des nombreux composés phénoliques qui sont produits a partir de ces acides
aminés. Ces acides amineés servent de précurseurs dans la voie gPP, qui est la voie générale de
production des phénylpropanoides. Les phénylpropanoides sont des dérivés (C6-C3) qui
peuvent étre étendus avec des chaines latérales pour former des flavonoides (C6-C3-C6), ainsi

que certaines quinones[55](Figure6).

La premiére étape de cette voie est entierement catalysee par I'enzyme phénylalanine
ammoniac lyase (PAL) qui convertit la phénylalanine en acide cinnamique. Ensuite, I'acide
cinnamique est hydroxylé par I'enzyme acide cinnamique 4-hydroxylase (C4H) pour produire
de l'acide p-coumarique. L'intermédiaire réactionnel essentiel pour former différents
phénylpropanoides est le 4-coumaroyl-CoA. Par exemple, en utilisant une molécule de 4-
coumaroyl-CoA et trois molécules de malonyl-CoA, la chalcone synthase initie la synthése de
certains flavonoides tels que la naringénine chalcone[56].

Chez les espéces graminées, comme le mais, le composé 4- coumaroyl-CoA peut
également résulter de la désamination de tyrosine, grace a quoi, PAL est une enzyme clé de la
passerelle dans la voie métabolique secondaire menant a la synthese de composés phénoliques.

Le contrble de I'activité PAL semble étre un facteur clé dans la régulation de cette voie [57].
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Figure 6: Voies de biogénése des composés phénoliques par le shikimate et I'acétate-

malonate phénylpropanoides et acide phénolique.

I1. 2. Facteurs de variabilité des métabolites secondaires

La diversité des MII peut étre attribuée a plusieurs hypothéses explicatives. La composition

des polyphénols est initialement conditionnée par l'ontogenése et la phylogenese et la

phylogenese, mais, en effet, les composés bioactifs qui sont biosynthétisés dans une espéce

donnée peuvent varier en composition, les quantités et les proportions en fonction des

divergences des éléments environnementaux [5]. Ainsi,

I'accumulation de constituants

bioactifs, y compris les polyphénols des plantes médicinales est corrélée aux conditions de

croissance écologique. Ensuite, Leur quantités dépendent le plus souvent non seulement des

conditions abiotiques, telles que le climat, la météorologie (température de I'air, etc.), mais aussi

des conditions géographiques[5].
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D'autre part, les pratiques agricoles ont un impact significatif sur la production et la qualité
du produit final. L'utilisation d'engrais et I'effet des variations de N (azote), P (phosphore) et K
(potassium) sur différentes especes ont été étudiés [53]. Ainsi que La méthode agricole utilisée
affecte également la croissance des plantes médicinales et I'accumulation de métabolites
secondaires. Les techniques agricoles plus étudiées incluent la culture traditionnelle en champ

(in vivo), la culture in vitro et la culture de racines ciliées accompagnée de phytohormones.

les hormones de croissance jouent également un réle de pivot et de régulation dans le
procédés physiologique et biochimique des plantes, tandis que, Un grand nombre d'études ont
suggeré que les phytohormones jouent un réle crucial dans la stimulation de la croissance et du

métabolisme secondaire des plantes[58][12].
11.2. 1. Influence des facteurs environnementaux

Les plantes survivent en interagissant avec leur environnement et sont soumises a
I'influence de facteurs environnementaux qui contrélent leur croissance et la production de
métabolites secondaires[59]. Et par conséquent, les trois catégories principales d'exigences
écologiques des plantes sont climatiques, édaphiques et géographiques. Les plantes ont des
exigences écologiques fondamentales qui se répartissent en trois catégories principales :
climatiques, édaphiques et géographiques, De sorte que, chaque espece possede un profil
écologique, qui contient les limites de tolérance et 1’optimum pour chacun des facteurs
écologiques [60].

La condition environnementale intervient dans le processus de biosynthése des métabolites
secondaires. Ainsi qu’il est possible d'observer des variations dans les concentrations de
métabolites secondaires entre les plantes de la méme espéce qui poussent dans des régions
différentes[61].

2.2.1.1. Les facteurs abiotiques

Les plantes interagissent avec divers éléments abiotiques comme température, I'eau, la
lumiére et les conditions du sol pendant leur croissance. L'accumulation des métabolites
secondaires est influencée directement ou indirectement par la disponibilité variable de ces
éléments abiotiques.

2.2.1.1.1. Les facteurs climatiques

La répartition géographique des plantes est influencée par les conditions climatiques,

notamment la température, I'humidité, la luminosité et le vent
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2.2.1.1.1.1. Température

La température intervient dans la croissance et la production des plantes médicinales, Les
seuils thermiques varient beaucoup selon 1’espéce et 1'origine géographiques. Les plantes
tropicales peuvent atteindre des températures optimales de 30 a 45°C, tandis que les plantes des
zones tempérées peuvent atteindre des températures de 15 a 25°C. De plus, les plantes qui
vivent dans des zones tempérées ont des limites de tolérance différentes au froid et a la chaleur.
En hiver, elles peuvent tolérer des températures de -2°C a 0°C et en été, de 40°C a 50°C.
Cependant, les plantes tropicales ont des limites de tolérance au froid de +5 a +7°C et des limites
de tolérance a la chaleur de +50 a -60°C[62].

D’autre part, La variabilité de la température constitue une parametre abiotique qui a
une influence significative sur I’accumulation de MII, elle peut aussi avoir un impact sur leur
composition et leurs activités biologiques, La biosynthese des métabolites secondaires est le
résultat de nombreuses réactions biochimiques sensibles a la tempeérature [62]. La meilleure
teneur en essence est lorsque la plante se développe au milieu de son habitat naturel [60]. les
températures supérieures et inférieures a I'optimum (20°C a 25°C, ou elles fonctionnent le
mieux) diminue la photosynthese et par conséquent ont un effet néfaste sur le développement
des plantes [63]. En autre part, de nombreuses études ont montré que la proportion des Mll
augmente en réaction a des températures fluctuantes élevée ou a basse. Par exemple, la teneur
en ginsénosides des racines augmente avec la croissance de la température chez Panax
quinquefolius [64]. En revanche, la température basse était associée a des niveaux €elevés de
composés phénoliques [65]. De méme, des températures plus basses entrainent une
augmentation des composés phénoliques totaux chez Artemisia annua [66]. Kumari et al. ont
rapporté que les conditions agroclimatiques ont un impact a la fois sur les phénols totaux et
sur le potentiel antioxydant de I'Aloe vera (L.) Burm.f.[67] ; Ainsi, en fonction de la
température, les plantes accumulés plus ou moins de polyphénols, de flavonoides et d'acides
phénoliques, qui contribuent finalement & la défense des cellules vegétales [68].
Physiologiquement, les molécules phénoliques sont produites par la voie phénylpropanoide
qui implique notamment I'enzyme de la PAL. Le degré de température stimule et régule ces
enzymes, mais il a été démontré qu'une température extrémement élevée empéche l'action de
la PAL, reduisant ainsi la biosynthése de ses métabolites [69].
2.2.1.1.1.2. Eau

Le facteur hydrique (eau) est une élement essentielle pour les activités physiologiques des
plantes., dépend non seulement des précipitations totales, mais aussi du rapport

précipitations/évaporation. Les plantes sont classees en fonction du facteur hydrique et leur
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besoin en eau en plantes Hydrophytes, Mésophytes, Xérophytes, I’cau est un élément nécessaire
a la plante au niveau cellulaire, 1a ou se déroulent toutes les réactions métaboliques. C'est le
centre ou se trouvent divers solutés nécessaires a la vie. Au niveau de I'organisme, il nourrit la
séve des plantes, qui contient les nutriments nécessaires a leur croissance. L'eau contribue a la
formation des plantes sans tissus de soutien (xyléme secondaire, sclérenchyme, etc.), maintient
les organes et les cellules, et participe a I'elongation cellulaire [70]. Les précipitations peuvent
également étre impliquées dans les variations des métabolites secondaires, mais les résultats
publiés sont contradictoires. Chez Arbutus unedo L., les précipitations plus faibles ont diminué
de maniere significative la quantité totale de flavonoides tels que la quercétine ainsi que
I'activité de piégeage du DPPH [71]. En revanche, de fortes précipitations et d’humidité ont
induit un considérable concentration des phénol totaux (TPC) et un potentiel intéressant dans
les feuilles mexicaines de Moringa oleifera Lam. [72]. En accordant avec les recherches
précédentes menées sur les espéces de la Menthe, Rahimi et al. indiquent que le manque d'eau
semble un négative effet sur la concentration des TPC et FTC, aussi sur la capacité inhibitrice
de radical libre DPPH chez la M. piperita [73]. Mais, ici aussi, les données sont contradictoires.
Par exemple. La culture de M. piperita sous stress de sécheresse a conduit a une amélioration
du TPCJ[74]. Chez d'autres plantes, la sécheresse a considérablement augmenté le contenu en
flavonoides [75].

2.2.1.1.1.3. Effet du rayonnement solaire
La lumiere est un élément abiotique indispensable dont les plantes ont besoin pour effectuer la
photosynthese. Elle fournit a la plante le carbone nécessaire ainsi que I'énergie nécessaire a la
synthése des métabolites secondaires.

Lorsque I'intensité lumineuse dépasse la capacité du chloroplaste a fixer le carbone, cela
entraine un stress photo-oxydatif, provoquant la production de radicaux libres. Si le systéeme
antioxydant est incapable de les éliminer, ces radicaux libres s'accumulent. La que,
I'accumulation des métabolites secondaire tels que les flavonoides, caroténoides, des
anthocyanes. De méme, un certain composé phénolique possede une capacité antioxydante
directe et ils interviennent dans les mécanismes de défense contre le stress oxydatif. 1l faut
savoir que divers facteurs environnementaux varient avec l'altitude, tels que les températures
moyennes et extrémes, les précipitations, les périodes de couverture neigeuse et I'exposition
solaire. L altitude élevé se traduit notamment par un rapport plus éleve entre les UV et le solaire
total. Par conséquent, l'augmentation des flavonoides antioxydants et des composés

phénoliques totaux en fonction de I'altitude.
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Les teneurs en flavonoides et les phénols totaux peut étre, en partie, attribuée a une
exposition plus élevée aux UV [75], en effet, Les radiations solaires et UV sont, reconnues
comme des éléments externes proéminents qui ont un impact sur la formation des bioéléments.
éléments externes importants qui ont un impact sur la formation de composés bioactifs ayant
une activité antiradicalaire[72]. En particulier, la chalcone synthase est I'enzyme initiale dans
le processus de synthése des flavonoides, et leur transcription est stimulée par la lumiére
ultraviolette (UV) [82]. Une augmentation substantielle du ratio de flavonoides di hydroxy
substitués par le cycle B a également été observée dans les parties de plantes exposées a un
surplus de rayonnement solaire [75].
2.2.1.1.2. Les facteurs géographiques
Les facteurs climatiques, a leur tour, sont influencés par les caractéristiques géographiques
locales[62].

L'altitude est la hauteur d'un emplacement spécifique au niveau de la mer. Certains facteurs
environnementaux sont influencés par l'altitude. Cirak et Radusiene décrite que a mesure que
I'altitude augmente, la température et la pression atmosphérique diminuent[78]. De méme, Les
températures moyennes diminuent de maniere réguliére a mesure que l'altitude s'‘éleve.,
correspondant a une pente moyenne de -0,55 °C/100 m. Lorsque les masses d'air humides
rencontrent des reliefs, cela entraine une élévation qui favorise la condensation de la vapeur
d'eau atmosphérique, ce qui se traduit par une augmentation des précipitations[79]. L'altitude
des sites de croissance en tant qu'influence environnementale important qui influence la
composition et la quantité de composés bioactifs dans les plantes. Selon Cirak et Radusiene ont
indiqué que l'altitude des sites de croissance des plantes avait fortement stimulé la production
des métabolites secondaire ou les températures plus basses et le rayonnement UV-B plus élevé
prédominent en altitude[78]. De multiples études indiquent que des teneurs plus élevées de TPC
et TFC sont généralement détectées dans les plantes provenant a des altitudes plus élevées. Sur
19 especes sauvages étudiées, Bautista et al. ont signalé que l'altitude était le principal facteur
unique fortement corrélé avec l'augmentation des composés phénoliques et des flavonoides

antioxydants[75].

2.2.1.1.3. Les facteurs pédologiques

Le sol est une source de nutriments, il est vital pour la croissance des végetaux et a un
impact sur leur métabolisme[80].

Les plantes s'enracinent dans le sol pour y trouver I'eau et les minéraux nécessaires a leur

synthese de matiére organique[81]. De plus, le sol sert de support physique pour les plantes et
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leur fournit des éléments hydrominéraux essentiels tels que l'azote, le phosphore et le
potassium, ainsi que du calcium, du magnésium et du soufre. De plus, des oligo-éléments tels
que le bore, le fer, le zinc et le manganése et les éléments organiques, tels que les étres vivants
et leurs débris. La répartition des espéces vegeétales est fortement influencée par les propriétés
physico-chimiques du sol, telles que sa texture, sa structure, son taux d’humidité et le nombre
d'horizons[82]. De sorte que, Les plantes peuvent étre classées selon les caractéres du sol :

% Oxylophytes : les plantes qui s’installent sur les sols acides (Camellia japonica L.)

& Halophytes : les plantes qui s’installent sur les sols salins (Tamarix).

& Psammophytes : les plantes qui s’installent sur les sols sablonneux (Panicum turgidum

L.).

& Lithophytes : les plantes qui s’installent sur les roches (Asplenium ceterach L.)

La croissance des plantes et ’amélioration de I’accumulation de leurs MII sont favorisés
par un type de sol demande une bonne terre nutritive [60]. De nombreuse recherche confirme
que le réle du sol dans la variabilité des métabolites secondaires, une étude sur la plante de
Hibiscus sabdariffa L. en Malaisie indique que le contenu phénolique total dépend fortement
du type de sol dans lequel I'espéce est récoltée [83]. Les valeurs les plus élevées de TPC, de
I'acide galligue et de potentiel anti-radicalaire ont été enregistrées dans les feuilles de Moringa
oleifera Lam. Mexicaines cultivées dans un sol riche en matiére organique, NH4+, P et K. Une
carence en certains composants du sol a une influence négative sur le métabolisme et les
composeés bioactifs de la plante. Cela s'explique par le fait que le NH4" et la matiére organique
sont impliqués dans toutes les réactions enzymatiques et métabolique[72]. Fletcher et al. montre
que la teneur en acide rosmarinique (AR) de la menthe verte du Canada est renforcée par les
conditions environnementales et physiologiques locales[84]. En outre, le type de sol peut jouer
un réle dans les quantités d'acide rosmarinique accumulées dans les menthes. En revanche, les
plantes cultivées sur des sols pauvres en nutriments accumulent des contenus phénoliques plus
élevés que celles cultivées sur des sols fertiles [85].
2.2.1.1.4. Facteur biotique
Les plantes peuvent subir des dommages physiques causés par divers agents biologiques tels
que les insectes, les champignons, les virus, les bactéries et les nématodes. Cependant, ces
agents peuvent également induire des réponses de défense chez les plantes, ce qui peut entrainer
une augmentation de la production de MII. Certains de ces métabolites secondaires possedent
des propriétés antimicrobiennes qui renforcent le systeme de défense des plantes contre les

pathogenes.
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11.2. 2. Influence des pratiques agricole

La culture des plantes médicinales joue un réle considérable dans la conservation des
habitats naturels vis a vis leur dégradation par I'exploitation commerciale continue et permet
d’une sélection des plantes qui détiennent un potentiel prometteur pour la production de MII.

Il est crucial de renforcer les connaissances sur les techniques de la stimulation ou la
modification 1’accumulation de différents métabolites secondaires par 1’agissant sur divers
parametres. Cela peut étre accompli en utilisant des précurseurs des molécules ciblées, en
utilisant des éliciteurs et en effectuant des transformations génétiques sur les plantes afin
d'augmenter les flux au sein des voies de biosynthése des composés ciblés.

Il est envisageable de fournir aux plantes des précurseurs des composés d'intérét dans
certaines circonstances afin d'accélérer les processus métaboliques et stimuler la biosynthése
de composés spécifiques.

Dans cette optique, de nombreuses recherches ont été largement intéressés pour
améliorer des protocoles de la formation de MII dans la culture in vitro et in vivo des plantes
médicinales. A titre d’exemple, mise en ceuvre des changement nutritionnels, biostimulants,
dont les acides aminés ou bio régulateurs (phytohormones) [11,101]

Plusieurs recherches ont étudié les impacts des pratiques agricoles sur les M1 des plantes
médicinales et aromatiques. lls ont été démontré que I'application d'azote et de phosphore an un
impact sur la quantité d'huile essentielle d'Artemisia pallens [90]. De plus, L'application accrue
d'engrais (NPK) dans la culture de Chamaemelum nobile L. conduit a une augmentation de la
quantité des composés sesquiterpénique (germacrene D, a-bisabolol) [91]. En revanche,
I'utilisation une concentration maximum d'azote atteint 1,2 g N pour 10 kg-1 de sol a entrainé
des résultats optimaux en termes de rendement et de quantité et qualité d'huile essentielle chez
Origanum vulgare L. [92]. Selon les résultats de Zheljazkov et al., I'obtention du rendement
maximal en huile de Ocimum basilicum L. nécessite une application d'environ 50 a 60 kg
d'azote par hectare. De plus, I'azote a un impact significatif sur les pourcentages de linalol,
d'eugénol, d'acétate de bornyle et d'eucalyptol, modifiant ainsi la composition de I'huile
essentielle[93].
11.2.2.1. Précurseurs des acides aminés

De nouvelles déecouvertes ont fourni que l'utilisation de biostimulants comme les acides
aminés en agriculture peut augmenter le rendement, le métabolisme et la biosynthése de
métabolites végétaux dans le thé, la mélisse, le basilic et le romarin [94,95]. Une étude menée

par Taraseviciené et al. ont déclaré que I'application foliaire de L-phénylalanine, L-tryptophane
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et L-tyrosine a conduit a des taux élevé de phénols totaux et certains composés individuels
chez certaines especes de la menthe[86].

L-phénylalanine, L-tyrosine et L-tryptophane peuvent étre utilisés comme précurseurs
pour augmenter la teneur en métabolites secondaires des plantes. Ces acides aminés intervient
dans la voie du shikimate contribuant ainsi a la production de divers composés: alcaloides,
glucosinolates d'indole, flavonoides, acides hydroxycinnamiques, lignines et lignanes[96].

Les principaux composés phénoliques aromatiques synthétisés par la phénylalanine et la
tyrosine sont I’acides cinnamique, les coumarines, les phénylpropenes, les chromones, les
stilbénes, les anthraquinones, les chalcones, les flavonoides, les isoflavonoides, les
néoflavonoides et leurs dimeéres et trimeres, respectivement, les lignanes, les néolignanes, les
polykétides aromatiques et les diphénylheptanoides[97].
11.2.2.2. Influence d’application des phytohormones sur I’accumulation des métabolites
secondaires
11.2. 2.2.1. Définition

Les hormones végétales, également appelées phytohormones(PGR), sont définies comme
des molécules organiques, Contrairement aux hormones animales animaux, qui ont
généralement un spectre d'action tres étroit, les phytohormones ont généralement une diversité
structurelle moindre et régulent de nombreux processus physiologiques des plantes en synergie,
notamment la différenciation, le développement et la croissance, a de faibles
concentrations[98].

11.2. 2.2. 2. Les différents types d’hormones végétales :

Dans les tissus végétaux et les cultures cellulaires, les phytohormones ont été classées en
cing grandes catégories [auxines, cytokinines, éthylene et gibbérellines (GA)]et elles sont
connues comme des molécules de signalisation nécessaires a de nombreux processus de
développement des plantes [99].

Bien qu'une interaction entre les auxines et les cytokinines soit principalement nécessaire
pour réguler les processus physiologiques normaux des plantes [12].

Plus récemment, les brassinostéroides, les jasmonates, les polyamines et le salicylate ont
été reconnus comme de nouvelles classes d'hormones végétales en raison de leurs réles
régulateurs dans le développement des plantes [100].

Volontairement, nous focaliserons le plus souvent nos études sur les phytohormones en
particulier les auxines et cytokinines.

11.2. 2.2. 2.1. Auxines
11.2. 2 .2. 2.1.1. Définition
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Les auxines sont une classe de phytohormones impliquées dans de différentes facettes
physiologiques, tant au niveau moléculaire qu'au niveau de I'ensemble de la plante. Les auxines
naturelles, telles que l'acide indole-3-acétique, l'acide phénylacétique et I'acide indole-3-
butyrique régulent la division cellulaire, la croissance cellulaire, la biosynthese de I'éthylene,
le développement des racines, la formation des feuilles, la dominance apicale et la
différenciation des tissus vasculaires et la nouaison. la différenciation des tissus vasculaires et
la nouaison des fruits[101].

Les auxines synthétiques telles que I'acide 1-naphtalene-acétique (NAA) induisent des
réponses physiologiques similaires a celles des auxines naturelles dans les tests biologiques
[102].

11.2.2. 2. 2.1.2. Liste des auxines connues
Les auxines sont divisées en deux groupes de base, a savoir les analogues naturels et les
analogues synthétiques des auxines. Il existe cing naturellement présentes dans les plantes, En
plus des auxines endogenes, de nombreux composes synthétiques ayant une activité auxinique,
appelés auxines synthétiques[103].
a. Auxines naturelles
- Acide indole-3-acétique (1IAA)
- Acide 4-chloroindole-3-acétique (4-CI-1AA)
- Acide phényl acétique (PAA)
- Acide indole-3-butyrique (IBA)
- Acide indole-3-propionique (IPA)
b. Auxines de synthése
-Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D)
-Acide a-naphtaléne acétique (a-NAA)
-Acide 2-méthoxy-3,6-dichlorobenzoique (dicamba)
-Acide 4-amino-3,5,6-trichloropicolinique (tordon ou picloram)
-Acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique (2,4,5-T)
11.2. 2. 2. 2.1.3. Influence des auxines sur la physiologie des plantes
la division cellulaire, la prolifération et la différenciation des tissus, la modification des
tissus vasculaires altérés, les réponses aux stimuli de lumiére et de graviteé, l'architecture des
racines et des pousses, la germination des graines et des tubercules, la différenciation des
organes, la régulation des périodes de floraison, la synthese de I'éthyléne, les processus de

croissance végeétative, ainsi que le développement et le vieillissement des fruits[104]
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L’auxine, notamment 1’indole acide acétique(IAA) affecte également la fluorescence et
la photosynthése, la formation de pigments, la biosynthese de divers métabolites et la résistance
aux conditions de stress[87]

Villacorta et al.[105] ont signalé que I'lAA est I'hormone végétale la plus abondante et
qu'elle est associée au développement végetatif et reproductif des plantes de houblon (Humulus
lupulus).

De plus, des chercheurs ont été largement confirmé le réle des auxines dans la croissance
des plantes, par exemple, les effets d’acide indole-3-acétique (IAA) sur l'enracinement,
I’amélioration de la biomasse et I’accumulation de composés volatils chez I' espéce de thym
(T. vulgaris L.) poussé in vitro a été hautement observable[58] , Egalement, selon karalidja et
al. Le plus grand nombre de pousses de thyme (Thymus vulgaris L.) a été obtenu par la culture
sur le milieu MS contenant de 1’auxine acide indole-3-butyrique(IBA)[106].

11.2. 2.2. 2.1.4. Influence des auxines sur I’accumulation des métabolites secondaires
Des études précédentes ont rapporté que I'application exogene des auxines est une approche
utile pour améliorer la production de divers métabolites secondaires[107].

Il existe une documentation solide sur I’application exogéne d’IAA dans la production de
divers métabolites secondaires dans différents espéces (Tab.4).

Tableau4: Influence des auxines sur I’amélioration les métabolites secondaires de certaines

plantes médicinales

Auxine La plante Métabolite secondaires Reference

IAA Racines de Hypericum | Phénols totaux et de flavonoides [108]
perforatum L.

IAA Racines de Panax Composés phénoliques [109]
ginseng C. A. Meyer

IAA Racines de Linum Lignanes de type aryltétraline (p. ex., [110]
album LYR2. podophyllotoxine et 6

méthoxypodophyllotoxine)

IAA Racine de T. vulgaris Huile essentiel(thymol) [58]
L.)

IAA La mélisse Huile essentiel (Le géraniol et nérol) [111]

IAA Sarrasin de Tartarie Anthocyanes [112]
(Hokkai T10)

IBA -chou chinois -composés phénoliques glucosinolates [113]
-Vitis rotundifolia -Anthocyanes et flavonols
Michx

2,4- Sarrasin de Tartarie Anthocyanes [112]

dichlorophenoxyacetic - | (Hokkai T10)

Acide Sarrasin de Tartarie Anthocyanes [112]

naphthaleneacetique (Hokkai T10)
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11.2.2. 2. 2.2. Les cytokinines (CKS)
11.2. 2.2. 2.2.1. Définition
Les cytokinines (CKs) sont des composes de faible poids moléculaire appartenant a un groupe
de phytohormones. Intervient essentiellement dans divers processus biologiques a chaque étape
de la vie d'une plante, [114]. Les CKs régulent la division cellulaire et la morphogenése, et donc
I'activité des tissus méristématiques ; elles retardent I'apparition de la sénescence ; elles sont
impliquées dans la dominance apicale ; elles influencent le développement des fleurs et des
graines, la germination des graines et I'absorption de nutriments et d'assimilant dans les organes
récepteurs.
On pensait auparavant que la biosynthese des CKs était limitée aux racines, les CKs étant
ensuite distribuées aux autres organes de la plante. De facon intéressante, les connaissances
actuelles suggeérent que chaque cellule végétale est capable de synthétiser des CK[115]. Par
exemple, une isoforme de la TPI (Triose Phosphate Isomerase)est exprimée et fonctionne
spécifiqguement dans les organes reproducteurs et les grains du mais pendant la maturation[116].
Cependant, les profils d'expression temporels et spatiaux des génes du TPI ont montré leur
contribution significative a la production de CK dans tous les autres tissus du mais [117].
11.2. 3. 2.2.2. Liste des cytokinines connues
Du point de vue de leur structure, les cytokinines (CK) sont des dérivés de I'adénine avec des
substitutions en position N6. Parmi les CK, les plus importants sont
a. Cytokinines de synthese
-Benzyl adénine.
-Benzylaminopurine
-Kinétine
_ Thidiazuron
b- Cytokinines naturelles
- Z€atine.
- isopentényladénine (IPA)
11.2. 3. 2.2.3. Influence d’une certaine cytokinine dans la physiologie des plantes
Les cytokinines sont des phytohormones (PGR) importantes et des composants critiques utilisés
dans la culture des cellules végétales.

e Les cytokinines dynamisent la division normale des tissus végétaux cultivés et

favorisent 1’augmentation du volume des cellules, inhibition le développement en

longueur et stimule le développement latéral[118].
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e D’autre part ils induisent la formation de nouvelles pousses et font régresser
I'inhibition produite par la dominance apicale ; au lieu de cela, elles limitent le
développement des racines et liberent de nombreuses graines de la dormance, ce qui
entraine Le développement d'embryons de fleurs chez certaines espéces dans des
conditions de photopériode défavorables et stimule la transformation des préplastides
en chloroplastes, ralentit le renouvellement de la chlorophylle et retarde la sénescence
des feuilles[119].

e Egalement , L’application du BAP diminue ’effet négatif du Na Cl sur le taux des
chlorophylles dans les tissus foliaires de quelques espéces et augmente 1’activité
photochimiqgue dans le contréle du stress hydrique [120].

e La cytokinine a des effets sur les parametres photosynthétiques directement par
exemple, la synthese des protéines de la chlorophylle, la composition des chloroplastes
et leurs structures, le transport des électrons, 1I’ouverture des stomates, ou indirectement
par exemple changement dans la croissance morphologie et anatomie [121].

e De nombreux études ont décrit I'établissement réussi de calli de régénération de
bourgeons, de culture de bourgeons et de plantes entieres de S. altissima et S alpina
[122,123]

e L’ajout de Benzyl-aminopurine (BAP)en particulier stimule I’ouverture des stomates

et la transpiration [118].

11.2. 3. 2.2.4. Influence des cytokinines dans I’accumulation des métabolites secondaires

Les CKs sont capables d'influencer I'accumulation de plusieurs classes de métabolites tels
que les acides aminés (proline, acide -aminobutyrique, alanine et glycine), les glucides (sucrose,
fructose, maltose et ribose) et les acides organiques qui sont principalement impliqués dans le
cycle de I'acide citrique [124].

La régulation et la production de polyphénols impliquent une matrice de signaux et
d'indices de régulation qui peuvent se chevaucher [97] et les PGR tels que les CK peuvent
influencer la composition phytochimique de différentes espéces de plantes cultivées dans des
systemes d'essai in vitro. Dans cette optique, des études suggérent I’influence de 1’application
exogeéne des cytokinines dans la production de divers métabolites secondaires dans différents

especes (Tab.5).
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Tableau 5: Influence des cytokines sur I’amélioration les métabolites secondaires de

certaines plantes médicinales

Cytokinine Plante Meétabolite secondaire Referencee
BAP Mentha piperita L. Modifié la composition chimique des [125]
huiles essentielle
Kinetine Mentha arvensis Rendement des huiles [107]
Kinetine Thymus leucotrichus | Thymol [126]
Benzyladenine (BA) T. mastichina Rendement des huiles [127]
benzyladenine (BA) Thymus vulgaris L. Huiles essentiel, Polyphenol [128]
Thiazolidinedione Scutellaria alpina Production des polyphenol [129]
Thidiazuron Thymus leucotrichus | carvacrol [126]
Isopentenyladenine Thymus leucotrichus | Acide rosmarinique [126]

11.2. 3. 3. Effet de synergie Auxine- Cytokinine dans I’accumulation des métabolites
secondaires

Les auxines et les cytokinines (CK) sont considérées comme les PGR les plus importants
ayant une forte capacité a affecter des aspects critiques de la croissance des plantes.

Il existe un ensemble considérable de connaissances sur les auxines et les CK, y compris
la base moléculaire de leur influence sur les processus de développement ( Santner and Estelle,
2009),bien que les mécanismes impliqués dans la diaphonie auxine-CK ne soient pas
complétement élucidés [132]

Comme l'illustrent plusieurs protocoles de propagation in vitro, la diaphonie potentielle
entre l'auxine et le CK détermine les réponses organogénétiques. D'un point de vue
physiologique, I'organogenese in vitro fournit un systéme puissant pour étudier les mécanismes
de diaphonie hormonale pendant I'organogenése des plantes [133]. Les cytokinines induitent
I’activation de la division cellulaire lorsqu'elles sont combinées a l'auxine. Alors que les
cytokinines facilitent la séparation des chromosomes, les auxines stimulent la duplication de
I'ADN. Elle a une action sur 1’organogenése, est un antagoniste entre 1’auxine, hormone
déterminante dans la rhizogenése et les cytokinines, déterminantes dans la collagénases
(néoformation des rameaux) [134].

Les auxines et les cytokinine sont des facteurs cruciaux pour la croissance et la production
des MII dans les cultures cellulaires. Par exemple, ils ont remarqué que les auxines et
cytokinines influencent a la fois l'indice de croissance et I'accumulation d'acide rosmarinique
chez Coleus blumei [135] ou encore la production de glycosides cardiaques dans Digitalis
lanata [136]
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Les altérations de type et de la proportion d'auxine ou de cytokinine, ainsi que le
rapport auxine/cytokinine, ont de fortes sur la croissance et la formation de métabolites chez
les plantes [137]

Le rapport auxine/cytokinine semble étre le principal facteur contrélant la croissance et
la morphologie, tandis que les effets sur la formation de métabolites secondaires varient et
dépendent des especes végétales [138]. Les pousses cultivées dans un milieu MS complété par
0,57 mM d'lAA et 2 mM de BAP ont produit des quantités importants métabolites secondaires
(baicaline, wogonoside, lutéoline, lutéoline-7- O-glucoside, verbascoside)[139]. De plus, Une
expérience menée avec de la mélisse cultivée dans un milieu supplémenté d'auxine et de
cytokinine (IAA 11,42 umol L-1, BA 8,87 umol L-1 et IAA+BA) a révélé une augmentation
de I'huile de nérol de 1,4 fois et de I'huile de géraniol de 4,1 fois[111].
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Matériel et méthode

Objectif scientifique

Ce these est consacré a comparer 1’accumulation des métabolites secondaire en particulier
les polyphénols entre la plante (espéce Mentha rotundifolia L.) poussé dans deux régions
caractérisées par des étages bioclimatiques différents dans Algérie et la plante cultivé dans la
serre et subit par un traitement par les hormones végétales qui appartient de groupe activatrice
de la croissance incluent I’indole acide acétique (type d’auxine) et la 6-benzylaminopurine, type
des cytokinine), I’espece étudié appartient de la famille lamiacée est retenu pour son action
pharmacopée traditionnelle. Divers aspects ont été pris en compte lors de la sélection de cette
plante, parmi lesquels se trouvent les ¢léments suivants : 1’origine géographique, I'utilisation
traditionnelle, la simplicité de culture et la vitesse de la croissance végétative de cette plante
Identification botanique
L’espéce a été identifiée par le botaniste Khanuf Hanan (Département de biologie, Université
de Mohamed Seddik Ben Yahia (Jijel).
Notre recherche est axée vers les étapes suivant

+ Analyse physico-chimique des sols de différentes stations d’étude.

+ Analyse climatique de deux localités d’étude : Mila, Jijel afin de déterminer
Le type de climat de chaque région (Précipitations, Températures, Humidité, Indice
d’Emberger, indice de Gaussen

+ Expérimentation d’agriculture et la pulvérisation des phytohormones

+ Préparation des extraits bruts de deux parties de la plante (aérienne et racinaire)

+ Caractérisation qualitative des différents extraits par un screening
Phytochimique

+ Détermination quantitative des différents extraits en dosant les teneurs des polyphénols
totaux, flavonoides, flavones et flavonols par des méthodes spectrophotométriques

+ Identification des composés phénolique individuel a I’aide d’un LC-ESI-MS

+ Evaluation des activités biologiques des extraits in vitro ; a savoir : Le pouvoir
antioxydant par sept test différents et 1’effet inhibitrice des enzymes
d’Acétylcholinestérase et de 1’a-glucosidase

+ Les analyses statistiques

Laboratoire de recherche

+ Les extractions ainsi que les analyses qualitatives (I’investigation phytochimique) et
quantitatives ont été réalisées au niveau du laboratoire des Sciences de la Nature et des
Matériaux (LSNM)

+ Les activités biologiques au Laboratoire du centre de recherche en biotechnologie CRBT
(Costentine -Algérie)

+ L'analyse du sol a été effectuée au laboratoire d'analyses environnementales du Centre de
Recherche en Biotechnologie (CRBT).

+ Identification et quantification des composés phénoliques a I’aide d’un LC-ESI-MS au
Laboratoire d’Agriculture et Cultures Oasiennes, Institut des Régions Arides de Médenine,
Université de Gabés, Tunisie.
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Matériel et méthode

1.1. Présentation des sites d’étude

Pour mettre en avant les répercussions des éléments climatiques sur la production des
métabolites secondaires, les deux plantes d’étude ont été récoltées dans 02 régions en Algérie

qui présentant des étages bioclimatiques différents (figure7) ; la région de Jijel (humide), la

région de Mila (subhumide)

Nous avons pris en compte les éléments climatiques clés tels que la température, les
précipitations et I'humidité relative pour calculer les moyennes annuelles de ces variables. Cela

nous a permis d'obtenir une estimation globale des conditions climatiques pour I'année de

récolte (2018).

L'Algérie est caractérise par un climat méditerranéen, nous avons fait une synthése climatique

des régions d'étude sur deux stations représentatives :

Chapitre 1 : Etude climatique
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Figure 7 : Situation géographique des stations d’étude
(Carte établie a 1’aide du logiciel ArcGIS, Version 10.8).
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1.1.1. Région de Jijel

I.1.1.1. Situation géographique

Située dans le Nord-Est de I'Algérie, la région cotiere de Jijel se trouve entre les latitudes 36°
10 et 36° 50 Nord et les longitudes 5° 25 et 6° 30 Est. Située sur une superficie de 2.398 km2
et avec une frontiére maritime de 120 km, Jijel est localisé dans la zone hydrogéologique des
massifs métamorphiques kabyles, qui sont des montagnes plissées du littoral mediterranéen.
Elle appartient a la petite Kabylie et abrite trois massifs anciens : les Babors, le massif de Collo
et le massif de I'Edough, qui possedent des formations plissées datant du Mésozoique et du
Cénozoique. La zone est incluse dans le domaine Nord atlasique, également connu sous le nom
de chaine des Babors a proximité. Au nord, la mer Méditerranée la borde, la wilaya de Skikda
a l'est, la wilaya de Bejaia a I'ouest et les wilayas de Sétif et Mila au sud.

1.1.1.2. Caractéres climatiques de la région de Jijel

Le climat a Jijel est méditerranéen et il est classé dans la zone cotiere (zone A). Il a un été chaud
et humide et un hiver pluvieux et froid. Les températures estivales sont généralement de 20 a
35 °C, tandis que les températures hivernales sont généralement de 5 a 15 °C. La quantité
importante de précipitations pendant les saisons pluvieuses est due a la présence des hautes
montagnes des Babors.

1.1.2. La région de Mila

1.1.2.1. Situation géographique

La région de Mila couvre une superficie de 3.480,54 km2, localisée dans le Nord-Est de
I'Algérie. Elle se trouve a mi-chemin entre les coordonnées 36° 27' Nord et 6° 16' Est. Elle est
bordée par la wilaya de Jijel au nord, la wilaya de Skikda au nord-est, la wilaya de Constantine
a l'est, la wilaya de Sétif a I'ouest et la wilaya d'Oum EI Bouaghi au sud. Le relief de la région
La région se démarque par la présence de massifs montagneux telliens au nord, tandis que la
zone centrale est caractérisée par des piémonts et des collines qui font partie du piémont sud
tellien. Au sud, on trouve une étendue de hautes plaines, situées a une altitude moyenne de 800
a 900 metres.

1.1.2.2. Caractére climatique de la région de Mila

Le climat de la région du Mila est caractérisé par un été sec chaud et hiver froid et humide, la
précipitation est décroit du nord au sud de la région, varie entre 700 mm/an dans la zone
montagneuse,400a 600 dans le centre et 350 au sud.

1.2. Analyse des paramétres climatiques

Cette étude vise a donner un apercu du climat de deux régions d'ou les échantillons ont été

prélevés Pour analyser les parametres climatiques, deux stations ont été choisies : station
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climatique de I’ONM (Office National Météorologique) de 1’Echouét située a Jijel et Ain tine
située a Mila. Les deux stations ont enregistré des données sur une période de 10 ans, allant de
2009 a 2019.

1.2.1. Variation annuelle de deux stations :

1.2.1.1. Variation annuelle des précipitations entre les deux stations

La quantité d'eau recue annuellement reste un facteur essentiel pour les fonctions
Physiologiques végétales, et la valeur maximale des précipitations est cruciale pour le sol. En
effet, elle accentue les processus d'érosion hydrique et favorise la migration des éléments les
plus solubles comme les sels, le gypse et le calcaire.

Une comparaison des précipitations annuelle montre une déférence entre les deux stations
(Fig.8), la pluviométrie de la station de Mila est presque la moitié du Jijel avec des valeur
annuelle est d’environ 755 et 1171 mm respectivement, a la station de Jijel nous observons que
une pluviométrie maximale répartie sur les deux mois février et Novembre avec des valeur
annuels égalent 186 mm et 222 respectivement, tandis que la station du Mila est caractérisé
par une précipitation maximal atteint une ordre de 150 mm a mois de janvier et 83 mm pendant
le mois de novembre.

Le taux de précipitations a été trés faible au mois de juillet dans les deux régions avec

I’ordre de 2 mm dans la station de Jijel et 32 dans la station de Mila.

- Jijel - Nila

janvier—
Février
Mars—
Avril-
Mai=

Juin
Juillet
Aout-
Octobre-
Novembre-
Décembre-

September—

Figure8 : variation annuelle moyenne des précipitations au niveau des deux stations(2009-
2018)
1.2.1.2. Variation annuelle de température de I’aire entre les deux stations
En raison de son impact sur le déficit d'écoulement, en particulier I'évapotranspiration, la

temperature de I'air est importante pour le bilan hydrologique.
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Les plantes sont plus sensibles aux tempeératures minimales et maximales et a leurs
variations. En effet, ces facteurs sont les plus précis pour déterminer le fonctionnement
thermique d'un endroit donne.

D’apres les données de la température illustré dans la figure 9. Nous constatons une
différence Iégére entre les deux stations. La moyenne annuelle s'éléve a environ de 17,16°C a
Mila jusqu’a 19,09°C & Jijel. Pendant la période de décembre a avril, il fait relativement froid,
avec un minimum en janvier 12.06 °C dans la station de Jijel et 8.90 dans la station du Mila),
La période chaude s'étend de mai a octobre, avec un pic enregistré en aodt (25,56 °C) a la station
de Jijel et en juillet (28,60 °C) a la station de Mila.

—-a— Jijel -= Mila
A —
€3 30
@
==
=
& 20
o
=
E‘I{l
—
O 77T 71T 1T 1T T T T T 1
& & £ & 8 £E ¥ 5 § £ 2 2
5 =E &B > =E =2 =E 2 =2 =2 = 4
E z = = ™ S5 = E£E &2 E E
= o o? == 2 2 2
%cc~m
w = O

Figure 9 : variation annuelle moyenne des températures au niveau de deux stations (2009-
2018)

1.2.1.3. Variation annuelle d’humidité entre les deux stations

La comparaison de I’humidité annuel entre les deux stations indique que la région du Mila
caractérisé par une Humidité basse avec 1’ordre de 64% en comparaison a 'humidité celle-la
Jijel qui atteint 74%. Encore, Nous remarquons que I’humidité dans la station de Jijel a tendance
a étre stable tous les mois de 1'année, tandis qu’elle considérablement réduit en de mois Juillet
et Aout dans la région du Mila (Fig.10).
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FigurelO : variation mensuelle moyenne d’humidité au niveau de deux stations
Analyse climatique (2009-2018)
1.2.2. Indices climatiques
Les indicateurs les plus fréqguemment utilisés pour décrire les climats et les bioclimats en région
méditerranéenne sont le quotient pluviométrique d'Emberger (1930) et le diagramme
ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1957)[140].
1.2.2.1. Indice d’aridité de DE MARTONNE
Elle est facilitée I'évaluation de la sécheresse pour chaque station, La simplicité de cette
formule réside dans I'ajout du chiffre 10 a la température, ce qui évite I'obtention d'un indice
négatif. La formule suivante est utilisée pour calculer cet indice :
| =P /(T + 10), P indique la précipitation annuelle (mm) tandis que T indique la température
moyenne annuelle (C°). L'indice obtenu est proportionnel a I'hnumidité du climat, ou des valeurs
plus élevées indiquent un climat plus humide. La classification du climat est la suivante [141]:
+ Lorsque 0 < | <5: Climat hyper-aride

Lorsque 5 <1< 10 : Climat aride
Lorsque 10 < | < 20 : Climat semi-aride

Lorsque 20 < | < 30 : Climat subhumide

-+ +

Lorsque 30 < 1 <50 : Climat humide
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Tableau 6: Calcul de I'indice de DE MARTONNE pour les 02 stations

Station climatique Indices Etage bioclimatique
Mila 25,21 Sub-Humide
Jijel 40,73 Humide

1.2.2.2. Diagramme pluviothermique de Bagnouls et Gaussen
Le diagramme pluviothermique, qui vise a identifier la saison seche et humide, peut étre creé
en utilisant les données des précipitations et des températures mensuelles sur la méme période
d'observation. un diagramme pluviothermique peut étre créé. Ce diagramme représente les
températures a une échelle double des précipitations. La saison est caractérisée par un manque
d'eau lorsque la courbe des températures est supérieure a la courbe des précipitations (P < 2T).
Cependant, lorsque la courbe des précipitations est supérieure a la courbe des températures (P
>2T). la saison est considérée comme humide. A partir de ces deux graphiques(figure11), il est
évident que les deux régions étudiées ont des saisons distinctes au cours de l'année
hydrologique.

L’indice xérothermique de Bagnols et Gaussen de la station de Jijel, montre que la période
séche a Jijel s’étale du début du mois de Mars a mi- Octobre (Figl1-A). Tandis que les mois

hors de cette période sont appelés période humide (P>2T).
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Figurell : Diagramme pluviothermique de Bagnouls et Gaussen de Jijel et Mila (2009-2018)
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A travers le diagramme ombrothermique de la station du Mila (Fig11-B), On a découvert que
la période de sécheresse comprend cing mois (Mai jusqu’a Octobre), Alor que la période
humide (P < 2T) correspondant a mois de janvier, février, mars, novembre, décembre
1.2.2.3. L'indice pluviométrique d'EMBERGER (Les étages bioclimatique)
L'utilisation du quotient pluviothermique Q2 d'Emberger est nécessaire pour déterminer I'étage
bioclimatique d'une station, il s’intéresse aux extrémes thermiques M et m entre les quelles se
déroule la période végétative, Cet indice ne concerne que les climats méditerranéens. Le Q2 est
calculé en prenant en compte la combinaison de trois facteurs climatiques majeurs. 1l est done
par 1’équation suivant :

3,43 P
“M—m

Q2= Quotient pluviométrique d'Emberger.

Q2

P= Précipitation annuelle moyenne (mm).

M= Température des maximas du mois le plus chaud (°K).

m= Température des minima du mois le plus froid (°K)

Tableau7 : Calcule d’indice pluviométrique d'EMBERGER de deux stations

Station Pluviométrie Températures Q2 Etage

étudié annuelle en (mm) Maximale | Minimale bioclimatique
Jijel 1108,38 30.7 7.6 164,57 Humide
Mila 598.28 34.8 4.7 68.17 Sub-humide

Plus le quotient pluviothermique Q2 est faible, plus le climat est sec. En observant le

climagramme d'Emberger, nous pouvons situer les deux stations d'étude de la maniére suivante

» Mila appartient a I'étage bioclimatique de végétation subhumide a hiver doux.

» Jijel appartient a I'étage bioclimatique de végétation humide a hiver doux.
En se basant sur les relevés de précipitations et de températures des stations météorologiques
locales durant la période 2010-2019., nous avons estimé les valeurs du quotient d'Emberger
pour les régions de Jijel et Mila. Nous avons obtenu les valeurs respectives de Q2=179.32 et
86,10. Ces résultats ont sélectionné le climat de la région de Jijel comme étant humide a hiver
temperé et celui de la région de Mila comme étant subhumide a hiver tempéré, La figure 12

illustre la classification bioclimatique correspondante pour chacune des régions.
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Figurel2: Climagramme pluviothermique d’Emberger pour les régions de Jijel et Mila

durant la période 2008-2018
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Materiel et Méthode Chapitre2: L'experimentation agricole

11.1. Station d'expeérience (Lieu de I'étude)

La mise en ceuvre de l'expérimentation agricole pour cette étude a été effectuée pendant la
saison de 2017/2018 dans les conditions de la serre au niveau du centre universitaire
d’Abdelhafid Boussouf Mila. La serre est caractérisée par une température entre (30°- 35 °)
pendant la journée et entre 15 °-18° pendant la nuit, tandis que I’humidité relative estimé entre
(75-80°).

11.2. Matériel pédologique
La plantation a été fait en sol transporté devant la serre, Le sol a été tamisé afin de se débarrasser
des pierres et des impuretés, pour étre prét homogene pour la culture, sans ajout d'humus ou

d’une maticre organique.

11.3. Descriptions de I’expérimentation

L'expérimentation a été réalisée en utilisant un plan complétement randomisé (CRD) dans des
essais en pot. Des semis aleatoires ont été prélevés sur un champ et transplantés le 15 avril 2018
dans des pots en plastique contenant environ 2 kg de sol argileux homogene. Chaque pot, de 26
cm de hauteur et 22 cm de diametre, a été ensemencé avec une seule plante (Fig. 13). Au total,
45 pots ont été utilisés répartis en neuf groupes de cing répétitions. Chaque groupe a été traité
avec une concentration spécifique de phytohormone, ce qui nous a donné un total de 45 unités
expérimentales pour les neuf traitements différents (Fig.14). Les caractéristiques physiques et
chimiques du sol ont été déterminées avant le début de I'expérience. Les pots ont été placés sous
les conditions de la serre. Pendant toute la durée de I'expérience, aucun engrais chimique ou
pesticide n'a été utilisé et les mauvaises herbes ont été éliminées manuellement. De plus,

I'irrigation a été effectuée quotidiennement avec de I'eau du robinet.

Figurel3 : Plantation dans un pot (Photo personnelle)
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11.4. Préparation des solutions hormonales

Cette étude consiste a préparer des concentrations de deux hormones végétales
activatrices de croissance en question, a trois niveaux (0,10 et 20p.p.m.) pour chacune. De plus,
quatre niveaux pour leur interaction (Tab.8):
Il s’agi
Les Auxines : acide indole-3-acétique (IAA)
Les cytokinines : 6-benzylaminopurine (BAP)

Tableau 8 : Type et concentration des phytohormone utilisé

Hormone Individuel Interaction
TIAA BAP AIA x BAP
Concentration | Omg /I(Témoin) Omg /I(Témoin) | 0 mg/l IAA x 0 mg/l BAP(Témoin)
10mg/1(T1) 10 mg/1(T3) 10 mg/l TAA x 10 mg/l BAP(TS)
20mg/1(T2) 20 mg/1(T4) 10 mg/l IAA x 20 mg/l BAP(T6)
- - 20 mg/l IAA x 10 mg/l BAP(T7)
20 mg/l IAA x 20 mg/l BAP(TS)

Les concentrations de la solution d'indole acide acétique obtenus par dissolution de 10,
20mg d’hormone dans 1ml de NaOH puis réajustement des volumes jusqu'au 1000ml d'eau
distillée, tandis que la concentration de la solution de la BAP a été obtenus par la dissolution
de 10, 20 mg directement dans I'eau distillée. De méme maniére nous avons préparés les
concentrations des interactions suivantes:

10 mg/l IAA x 10 mg/l BAP
10mg/l IAA x 20 mg/l BAP
20mg/l IAA x 10 mg/l BAP
20mg/l IAA x 20 mg/l BAP
Apres avoir la solubilité totale d’hormone, les solutions hormonales sont conservées dans des
flacons en verre opaque (pour éviter leur oxydation par la lumiere) a un endroit relativement

frais.
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TO : témoin ; T1: 10 mg/l IAA ; T2 : 20 mg/l IAA ; T3 :10 mg/l BAP ; T4 :20 mg/l BAP ;
T5 :10mg/lIAAX10mg/IBAP ; T6 :10mg/l IAAX20mg/l BAP ; T7 : 20mg/l IAAXx10mg/l BAP ; T8 :20mg/I
IAAXx20mg/l BAP

Figurel4 : Arrangement des pots en préparation aux pulvérisations par les hormones
végétales (Photo personnelle)

I1.5. Mode d’action

Les plantes ont été pulvérisees séparément avec un pulvérisateur manuel a pression (80
ml chacun) pendant le coucher du soleil sur les jeunes plantules avant le stade floraison en se
concentrant sur les feuilles et la tige jusqu'a ce que la solution s'égoutte des extrémités des
plantes. Les pulvérisations foliaires avec différentes concentrations d'lAA et de IA BAP a été
appliquées en deux phases (une fois tous les 15 jours) :
-La premiere en date du :1/07/2018
-La deuxiéme en date du: 15/07/2018 (Fig.15)

Figurel5: Pulvérisation Foliaire des plantes par les hormones végétales (Photo personnelle)
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11.6. Echantillonnages de biomasses

Les plantes ont été recoltées le 25 aolt 2018, apres une période de 133 jours de culture agricole.
Trois plantes ont été choisies au hasard et récoltées pour chaque traitement. Les parties
racinaires et aériennes ont été séparées et lavées soigneusement. Apres avoir mesuré le poids
frais, les échantillons ont été sechés pendant 15 jours a température ambiante et a I'abri de la
lumiere. Ensuite, on a mesuré le poids sec. Pour faciliter I'extraction, les échantillons ont été

soumis a un broyage a I'aide d'un broyeur électronique afin d'obtenir une fine poudre.
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Le sol est une source d'éléments nutritifs, et il est vital pour la croissance des plantes et
influe sur leur métabolisme [80]. La disponibilité des nutriments dans le sol est donc essentielle
pour les processus agricoles. Les changements climatiques prévus en termes de température, de
précipitations et d'évaporation entrainent des modifications significatives dans la
transformation de la matiére organique et la dynamique du CO2, ce qui a un impact majeur sur
la fertilité du sol[142]. Des études ont confirmé I’effet considérable du type de sol sur les
quantités de métabolites secondaires accumulés dans les plantes. 1l est donc crucial de réaliser
une analyse approfondie du sol pour identifier les caractéristiques édaphiques de notre zone
d'expérimentation. Les préléevements ont été réalises de maniere aléatoire en creusant des fosses
pédologiques d'une profondeur de 15 a 40 cm dans les régions de Jijel, Mila et la Serre le 25
ao(t 2018. Afin de préparer les échantillons pour notre étude, plusieurs étapes ont été suivies :
tout d'abord, les échantillons ont été séchés pour éliminer I'numidité. Ensuite, les agrégats de
sol ont été réduits en petites particules pour faciliter le tamisage. Enfin, la terre fine a été séparée
par tamisage. Ces étapes sont nécessaires pour garantir que les échantillons soient homogénes
et représentatifs de la région étudiée.

- Le séchage : L'opération de séchage doit étre effectuée a I'air libre, en couche mince, a
température ambiante. Pendant le processus de séchage, I'eau est éliminée, y compris I'eau
capillaire et une partie de I'eau liée[143].

- Réduction des agrégats et tamisage : ont broyé le sol a I’aide d’un mortier pour
fractionner les agrégats, ensuite on procede au tamisage de la terre séché sur un tamis de 2
mm, pour separer la terre fine <a 2 mm (Sable grossier, Sable fine, Argiles et limons) de la terre
grossiére (gravier 2 a 5 mm et de cailloux). L’analyse des paramétres du sol s’effectue sur la
fraction de terre fine du sol (< 2a mm) qui sont les suivants :

I11.1. Les analyses physiques
111.1.1. Conductivité (uS/cm)

Est un indicateur de la fertilité et de la salinité du sol. La salinité du sol est corrélée a la
conductivité électrique du sol. Par conséquent, la mesure de la conductivité électrique permet
d'évaluer a la fois la fertilité et la salinité du sol...

Méthode

On prend deux cuilléres de sol de 2 ml de niveau et on placez-les dans le récipient a
échantillon, en suite on ajouter I'eau déminéralisée jusqu'a 10 ml, on mélange la solution
doucement pendant 1 minute, on Transféere le mélange échantillon / eau de 10 ml au capuchon
du capteur de poche multiparamétrique (Palintest), on sélectionne le mode de mesure du pH et

en enregistre la lecture.
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111.1.2. Salinité du sol (ppt en Na Cl) et concentration de chlorure

Pour exprimer les résultats en parties pour mille (ppt) sous forme de Na Cl, on passe le
mode de mesure de conductivité a sel, le résultat de la salinité est multiplié par 0,61 pour
obtenir une valeur de concentration de chlorure en g / L (ppt) CI.
I11.2. Les analyses chimiques
111.2.1. Le PH : C’est la concentration en ions hydrogeéne libres dans la solution du sol, c’est
la clé pour déterminer la disponibilité des éléments nutritifs du sol, Selon Baize , il existe sept
"domaines” de pH dans I'eau, chacun associé a des qualificatifs spécifiques [144] :
pH inférieur a 3.5 hyper-acide.
pH entre 3.5 et 4.2 tres acide.
pH entre 4.2 et 5.0 acide.
pH entre 5.0 et 6.5 peu acide.
pH entre 6.5 et 7.5 neutres.
pH entre 7.5 et 8.7 basique.
pH supérieur a 8.7 tres basique

Le pH du sol se situe généralement entre 4 et 8. Les sols neutres ont un pH proche de 7,0,
les sols inférieurs a pH 5.0 sont fortement acides et ne supportent que les plantes acidophiles.
Une pénurie d'un ou plusieurs oligo-éléments peut étre liée au pH, car la disponibilité de la
plupart des éléments est liée au pH. Ces pénuries entrainent I'apparition de symptémes dans la
plante, tels que des feuilles chlorotiques, bronzées ou marbrées, une modification de I'habitude
ou la mort des pointes de croissance, ou il peut n'y avoir aucun symptome visuel.
Méthode
Pour effectuer cette mesure, on utilise la poche multiparamétrique (Palintest). La méme
procédure que pour la mesure de la conductivité est appliquée, mais il est nécessaire d'attendre
que la lecture se stabilise avant d'enregistrer la valeur de pH.
111.2.2. Calcaire total : Pour déterminer la quantité de calcaire, une méthode consiste a le faire
réagir avec des acides forts tels que I'acide chlorhydrique, entrainant ainsi la libération de
dioxyde de carbone (CO2). Le volume de CO2 dégage peut ensuite étre mesuré en utilisant
calcimeétre de Bernard, qui permet de comparer la quantité de CaCOs impur avec celle de CaCOs

pur sur le plan chimique.
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Tableau 9: Echelle d’interprétation des carbonates [145]

Carbonates (%)

Charge en calcaire

<1% Sol non calcaire

1a5% Sol peu calcaire

5a25% Sol modérément calcaire
25a50% Sol fortement calcaire
50280% Sol trés fortement calcaire
>80 % Sol excessivement calcaire

111.2.3. Le carbone organique :

est déterminée en effectuant son oxydation a l'aide de

bichromate de potassium en milieu acide sulfurique (Méthode Wakley et Black). Pour obtenir

la teneur en matiere organique totale a partir de la teneur en carbone, on utilise généralement

un coefficient de conversion de 1.72, supposant que le taux de carbone de la matiére organique

est égal a 58% suite a la décomposition de la matiere organique par l'activité biologique [146]

% M.O.=% C.Ox 1.724

Tableau 10 : Echelle de détermination de la teneur pondérale en matiere organique [147]

Taux de matiere en% Taux de matiere en%
<1 Tres faible

la2 Faible

2a3 Moyenne

3as Forte

=5 Tres forte

111.2.4. Le phosphore : La teneur totale en phosphore présente une variation significative en

fonction de la nature du matériau parental allant de 0,2 & 4 g de P2Os / kg pour la plupart des

sols. Parmi les méthodes de dosage du phosphore, on peut citer la méthode de fusion alcaline

[148], Pour réaliser cette méthode, on commence par peser 1 g de sol et on y ajoute une quantité

de charbon actif. Ensuite, on ajoute 20 ml de la solution d'extraction et on agite mécaniquement

pendant 30 minutes. On filtre ensuite la solution a travers un papier Wattman jusqu'a I'obtention

d'une solution claire. On préléve alors 10 ml du filtrat dans une fiole de 50 ml et on y ajoute 5
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ml d'acide sulfurique. On laisse ensuite reposer la solution toute une nuit ou on l'agite pendant
une heure. On ajoute ensuite 10 ml d'eau distillée et 5 ml de molybdate d'ammonium. On ajoute
également 0,25 ml de la solution de chlorure stanneux et on ajuste le volume total a 50 ml.
Enfin, on agite pour homogénéiser le mélange et on dose la solution obtenue au
spectrophotometre UV-Vis a une longueur d'onde de 660 nm.

Tableau 11: Répartition des classes de phosphore assimilable (P205) des sols étudiés du

périmétre d’Issen selon les normes Delaunois (2008)[149].

Classe du sol P205 (ppm) Classe du sol P205 (ppm)
Tres faible <15

Faible 15-30

Bien pourvu 30-45

Elevé 45-100

Tres élevé >100

111.2.5. Azote total : La méthode utilisée pour mesurer la teneur en azote des échantillons est
la méthode de Kjeldhal, qui se compose de deux phases distinctes. Tout d'abord, lors de la phase
de digestion, la matiére organique azotée de I'échantillon est minéralisée a chaud par de I'acide
sulfurique concentré. Au cours de cette étape, le carbone et I'nydrogéne sont dégagés sous forme
de dioxyde de carbone et d'eau. L'azote est transformé en ammoniac, qui est ensuite fixé sous
forme de sulfate d'ammonium par l'acide sulfurique. Dans la deuxiéme phase, la phase de
distillation, I'ion NH*" est déplacé par de I'nydroxyde de sodium et entrainé a la vapeur d'eau.
Il est ensuite fixé par de I'acide borique sous forme de borate, qui est ensuite dosé a l'aide d'acide

sulfurique titré.
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IV.1. Récolte, séchage des échantillons et Broyage)
Nous avons ramassé nos échantillons qui sont cultivés dans la serre et qui sont poussés dans les
deux stations caractérisées par 1’étage climatique différent, la récolte se fait dans le méme
période, apres la floraison en 25 Aout 2018, chaque échantillon subdivise en deux parties :

- Lapartie aérienne comporte les feuilles, les tiges et les graines

- La partie racinaire comporte les racines
Le matériel végétal est séché pendant 2 semaines a 1’abri de lumiére. Ensuite, broyé au mortier,
puis a 1’aide d’un broyeur électronique, Ces poudres sont ensuite conservées dans des flacons

en verre, en vue de procéder aux différentes manipulations.

IV.2. Extractions éthanoliques

Les extraits de plantes ont été préparés par la méthode de macération en mélangeant 10 g
de poudre de plantes avec 200 ml d'éthanol a 80% (80:20, v/v) a température ambiante pendant
24 heures avec une agitation continue (130 RPM) [150]. Le mélange a ensuite été filtré a travers
un papier filtre Wattman Millipore n° 1, et le filtrat a été concentré sous pression réduite a l'aide
d'un évaporateur rotatif (BUCHI, R215, Suisse). Les extraits ont ensuite été conservés dans de

petites bouteilles a 4°C pour des analyses ultérieures.

IV.3. Détermination du rendement
Le pourcentage en extraits bruts sec éthanolique a été calculé par la formule suivante:
R (%) =M/ Mo x 100
R (%) : Rendement exprimé en%
M : Masse en gramme de 1’extrait sec

Mo : Masse en gramme du matériel végeétal a traiter
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V.1. Criblage phytochimique

Le screening phytochimique est une méthode couramment utilisée pour identifier les

différents groupes de familles chimiques présentes dans les organes des plantes.

Pour identifier les constituants chimiques de la plante M. rotundifolia, des tests de
caractérisation chimique ont été réalisés sur la poudre obtenue a partir de ses parties aériennes
et racinaires, en utilisant des réactifs spécifiques. Ces tests sont basés sur I'analyse qualitative
des réactions chimiques, qui peuvent conduire a la formation de complexes insolubles par des

réactions de précipitation, ou de complexes colorés par des réactions de coloration.

V.1.1. Polyphénols

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique (FeCls).
0,5 g de I'échantillon en poudre est bouilli dans 20 ml d'eau distillée, puis filtrée a lI'aide d'un
papier filtre. On ajoute 5 % (p/v) de FeCls aux échantillons filtrés. L’apparition d'une couleur

vert brunétre ou bleu noir indique la présence des polyphénols [151].

V.1.2. Flavonoides

La présence des flavonoides est testée en ajoutant 0,25 g de tournures de magnésium a un
mélange de 2,5 ml d'extrait éthanolique et 0,5 ml d'HCL concentré. Si aprés 3 minutes, une
couleur rose ou rouge apparait, cela indique la présence de flavonoides[152].
V.1.3. Anthocyanines
Pour détecter la présence d'anthocyanes, nous avons ajouté 2 ml d'un extrait aqueux a 2 ml
d'HCI concentré, suivi de 1 ml de NH40OH 25%. Lorsque la solution acide (pH < 3) a été colorée
en rouge, nous avons observé que la couleur variait en fonction du pH pour devenir bleu violacé
en milieu basique. Cette variation de couleur nous permet de conclure a la présence
d'anthocyanes dans I'extrait[153].
V.1.4. Tannins
Une fraction de 0,5 g de I'extrait a été dissoute dans 5 ml d'eau, suivie de quelques gouttes de
chlorure ferrique a 10% [154]. Une couleur bleu-vert révele la présence de tanins catéchiques.,
De méme, une teinte bleu-noire signe I’abondance de tanins galliques.
V.1.5. Quinones et Anthraquinones

» Quinones

Dans ce test en ajoute 1ml d’acide sulfurique concentré (Iml) a 1ml d’extrait de plantes. Une

couleur rouge indique la présence de quinones[155].
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» Anthraquinones
Quelques gouttes de HCI 2% ont été ajoutées a 0,5 ml d'extrait éthanolique. La formation d'un

précipité de couleur rouge est un indicateur de la présence d'anthraquinones [155].

V.1.6. Composés réducteurs

La detection implique le mélange de 1 ml d'extrait éthanolique avec 2 ml d'eau distillée
et 20 gouttes de liqueur Fehling, suivi d'une chauffe. Un précipité rouge brique indique un test
positif[153].
V.1.7. Alcaloides

Sont des molécules organiques naturels qui peuvent étre caractérisés par I'utilisation de
réactifs de Mayer ou de Wagner. Pour préparer un extrait sulfurique a partir de 5 g de poudre,
nous avons ajouté 25 ml de H2SO4 a 10 %, puis agité la solution et laissé en macération pendant
24 heures a température ambiante. Ensuite, nous avons filtré le macérat sur papier filtre et lavé
a I'eau distillée pour obtenir un volume final de 25 ml. Pour détecter la présence d'alcaloides,
nous avons utilisé 1 ml de ce filtrat et I'avons réparti dans 2 tubes a essai. Par la suite, Le premier
tube a recu cing gouttes du réactif de Wagner et le deuxiéme tube a recu cing gouttes du réactif
de Mayer. L'apparition de précipités brun et blanc respectivement indiquait la présence
d'alcaloides[156].
V.1.8. Stérol et Terpénes
La recherche des stérols et des terpenes a été effectuée en utilisant la réaction de Liebermann.
Pour cela, cing millilitres d'extrait ont été évaporés, puis un échantillon du résidu a été dissous
a chaud dans un millilitre d'anhydride acétique. Ensuite, 0,5 millilitre d'acide sulfurique
concentré a été ajouté au mélange. L'apparition d'un anneau pourpre ou violet a I'interface, qui
se transforme ensuite en bleu puis en vert, indique une réaction positive[157].
V.1.9. Mucilage

Pour détecter la présence de mucilage dans un décocté (10%), on introduit 1 ml de
I'échantillon dans un tube a essai, puis on ajoute 5 ml d'éthanol absolu. Apres agitation, le
mélange a été reposé pendant dix minutes. La présence de mucilage a été identifié par la
présence d'un précipité floconneux[158].
V.1.10. Protéines

La detection des protéines dans un extrait peut étre réalisée en utilisant une solution

aqueuse de Ninhydrine. Pour cela, on a pris 1 ml d'extrait et on ajoute 2 a 5 gouttes de la solution
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de Ninhydrine. Ensuite, le mélange a été maintenu dans un bain d'eau bouillante pendant 1 a 2
minutes. Une couleur violette signifie la présence de protéines.
V.1.11. Saponines

La détermination des saponines repose sur leur proprieté a former de la mousse[53].
Pour détecter leur présence, on ajoute 2 ml de I'extrait aqueux a 1 ml d'eau distillée, puis on
agite fortement la solution pendant une minute. On laisse ensuite le mélange reposer pendant
2 minutes avant d'évaluer la teneur en saponosides. Les résultats du test sont interprétes
comme suit :

Aucune mousse : test négatif (-)

Mousse d'une epaisseur de 1 cm : test faiblement positif (+)

Mousse d'une épaisseur entre 1 et 2 cm : test positif (++)

Mousse d'une épaisseur supérieure a 2 cm : test fortement positif (+++)

V.2.Dosage phytochimique des extraits

La quantification des extraits de plantes permet d'obtenir une estimation de la
concentration des phénols totaux (PTC), des flavonoides (FTC), des flavones et flavonols
(FLoC) dans les extraits. La teneur en TPC a été déterminée au moyen du réactif de Folin-
Ciocalteu [20],les FTC ont été quantifiés a l'aide d'une méthode colorimétrique basé sur la
formation d’un complexe aluminium-flavonoides [20]. La détermination des teneurs en FLoC
a été effectuée par la méthode au chlorure d'aluminium (AICI3) décrite par Kosalec et al[159].
V.2.1. Dosage des phénols totaux (PTC)

Le Folin-Ciocalteu, qui oxyde les composés phénolique est utilisé pour mesurer la
quantité totale de phénols, cette réaction entraine un complexe bleu de molybdéne-tungsténe,
qui peut étre mesuré a une longueur d'onde de 765 nm. En fait, 200 pl d'extrait de plantes (1,0
mg/ml) ou I’acide gallique (10-100 pg/ml), ensuite ont été ajoutés 1,0 ml de Folin-Ciocalteu
(1:10) pendant 4 min a température ambiante, suivi de 1'ajout de 800 pl de solution aqueuse de
Na.COs (7,5 %, p/v). Le mélange a été placé dans I'obscurité et incubé pendant de 2 heures.,
puis I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 765 nm. Les résultats ont été présentés
en ug d'équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait (ug EAG/g EX), calculés en utilisant
une courbe d'étalonnage avec I'équation y = 0,0086x - 0,0249 et un coefficient de détermination
(R?) de 0,99.
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V.2.2. Dosage des flavonoides (FTC)
La méthode de quantification des FTCs repose sur la réaction de ces composeés avec l'ion

aluminium-trichlorure, qui forme un complexe jaune a orangé. Pour réaliser cette méthode, un
volume de 1,0 ml d'extrait (1,0 mg/ml) ou de rutine (2,5-77,5 pug/ml) est mélangé avec 1,0 ml
de solution méthanolique d'AIClIz (2,0 %, p/v). Aprés avoir été incubé a température ambiante
pendant 15 minutes, la couleur du complexe formé est mesurée en absorbance a 430 nm. Le
FTC est calculé a I’aide d’une courbe d'étalonnage (y = 0,0118x + 0,0009, Rz = 0,99)
(Annexe2.2), et Les résultats sont présentés en termes de ug d'équivalent de rutine par gramme
d'extrait (ug RE/g d'extrait).

V.2.3. Dosage des flavones et flavonols (FLoC)

Cette methode repose sur la  réaction des composés (FLoC) avec l'ion aluminium-
trichlorure, qui forme un complexe coloré(jaune). Les quantités de flavones et flavonols dans
les extraits éthanoliques ont été déterminées en dissolvant I'extrait (1,0 mg/ml) ou la solution
standard (1-100 pg/ml) dans 1,5 ml d'éthanol & 95% (v/v). Ensuite, 100 uL d'AlCIs (10%, p/v),
100 pL d'acétate de potassium (1M) et 2,8 ml d'eau ont été ajoutés a la solution. Le mélange a
été incubé pendant 30 min a température ambiante dans l'obscurité, puis l'absorbance du
mélange réactionnel a été mesurée a 415 nm. La valeur de la Floc a été déterminée en utilisant
I'équation de régression linéaire de la courbe standard de quercétine (y = 0,0058x + 0,0018, R2
= 0,99) (annexe2.3) et elle est estimé en équivalents de quercétine par milligramme d'extrait
(ug QE/mg d'extrait).

V.3. Identification des composés phénoliques individuels a I’aide de LC-ESI-MS

L'identification des composés phénoliques dans un extrait peut étre effectuée par
plusieurs méthodes, notamment la LC-MS. Cette technique a été développée il y a environ 20
ans grace a l'avénement de nouvelles techniques d'ionisation en spectrométrie de masse, telles
gue I'ESI et I'APCI. La LC-MS offre une détection plus sensible et ne nécessite pas de
techniques de dérivation pour la préparation des échantillons, ce qui la rend plus rapide et plus
simple a mettre en ceuvre. En utilisant la spectrométrie de masse en tandem, on peut améliorer
la richesse d'informations et la spécificité de la technique. La méthode d'ionisation ESI est
souvent utilisée en LC-MS. Elle consiste a conduire I'échantillon a travers une aiguille ESl et a
appliquer un champ électrique pour accumuler des charges dans I'échantillon liquide. L'aiguille
pulvérise ensuite I'échantillon en fines gouttelettes chargées électriquement, qui perdent leur

solvant sous I'effet d'un gaz sec. Les gouttelettes explosent en gouttelettes plus petites contenant
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un unique ion, qui est éjecté dans la phase gazeuse. Le systeme ESI permet la production d'ions
pseudo-moléculaires a faible tension d'orifice, ce qui est une information importante pour
I'identification de molécules (fig.16).[160].

Charge par
I'application d'une
Electriquement neutre tension élevée La charge électrique se déplace a la surface afin
/- = de réduire la répulsion de Coulomb.
- L, +\ -
fjfti\r (F+Z+) AR
+—+=—1/ Q ++ / =+ +'V PO
\"\{1_*/ Gaz de nébulisationd_t {4/ Vaponsaton des lons
En provenance du HPLC
p ®$@$@: e eg @
Echantillon, phase mobile ; Gouttelettes @E;B
Nébuliseur chargées trés A MS
oo ol & Les ions ne peuvent plus
Tube capillaire fines . s'échapper a lintérieur
l Haute tension  geg gouttelettes et sont
apphqlu.ée relachés a l'extérieur.

Figurel6: Principe de la méthode ‘ESI’

» Dispositif et condition chromatographique

L'identification individuelle des composés phénoliques des échantillons de M.
rotundifolia a été déterminée a l'aide d'un spectrométre de masse LCMS-2020 (Shimadzu,
Kyoto, Japon) équipé d'une source d'ionisation électro spray (ESI), d'un systeme de pompe
binaire LC-20AD XR, d'un échantillonneur automatique SIL-20AC XR, d'un four a colonne
CTO-20AC et d'un dégazeur DGU-20AS (Shimadzu, Kyoto, Japon). Les enregistrements des
spectres ont été réalisés en utilisant le mode ion négatif, puis ils ont été contrdlés et traités a
I'aide du logiciel LC-MS. Une colonne Aquasil C18 (150 mm, 3 mm, 3 um), maintenue a une
température de 40 °C, a été utilisée pour la séparation des composés phénoliques, avec une
colonne de garde Aquasil C18 (10 mm, 3 mm, 3 um). La phase mobile était composée d'acide
formique (solvant A) (0,1% dans H20, v/v) et d'acide formique solvant B (0,1% dans le
méthanol, v/v). Le programme de cet instrument a suivi avec 10-100% B pendant 0-45 min,
100% B pendant 45-55 min avec un débit de 0.4 ml/min et 5 pl de chaque échantillon ont été
injectés. L'azote de haute pureté a servi de nébuliseur et de gaz auxiliaire. La tension du spray
ionique était réglée a -3,5 V en mode négatif. Les parametres suivants ont été configurés : le
débit de gaz du nébuliseur a été réglé a 1,5 L/min, le debit de gaz sec a 12 L/min, la température
de la ligne de dissolution a 250°C, la température du bloc source a 400°C, et un détecteur de

tension de 1,2 V a été utilisé.
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Protocole de préparation d’extraits
1mg de I’extrait sec est pesée dans un tube Eppendorf de 2 ml auquel on ajoute un volume 1mL
de solvant de solubilisation (méthanol brute). Ce mélange est agite fortement au Vortex trois
fois pendant 1 minute, apres filtration (0,2um). 10 ul d’extrait est injecté directement en HPLC.

Dans le but d'identifier et de quantifier les phénols présents dans les extraits, une analyse
comparative a été réalisée incluent le temps de rétention et les données spectrales UV-Vis a une
série de 27 standards préalablement injectés en paralléle avec les extraits(annexe7).

V. 4. Evaluation de la bioactivité des extraits des plantes
V.4.1. Analyse du pouvoir antioxydant et des propriétés antiradicalaires

L'activité antioxydante (AA) des extraits a été estimée en utilisant diverses méthodes
chaque méthode est basée sur un mecanisme antioxydant différent. Un mécanisme mixte
comprenant un transfert d'électrons et d’hydrogene est impliqué dans les tests de DPPH et
ABTS, tandis qu'un transfert unique d’hydrogeéne est considéré comme le principal mécanisme
impliqué dans le test B-carotene et un transfert unique d’électron est généralement impliqué
dans la réduction des ions métalliques[161]. Les solutions des extraits des échantillons sont
préparées par dissolution 0.5 mg ou 4mg d’extrait dans 1mLde MeOH.
V.4.1.1. Mesure de I'effet inhibiteur sur le radical diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

On a procédé a 1'évaluation de 'activité de capture du radical DPPHe selon la méthode

décrites par Benguedouar et al[162].

> Meéthode d’étude

Pour préparer la solution de DPPH, un volume de 4 mg/ml a été dissous dans du méthanol
(absorbance = 0,7 + 0,02). Par la suite, 160 pL de cette solution ont été mélangés avec 40 pL
de différentes concentrations de chaque échantillon. Apres une incubation de 30 minutes dans
I'obscurité a température ambiante, on a mesure l'absorbance a 517 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques a 96 puits. Chaque test a été répété trois fois et les résultats ont été présentés en
moyenne.

Une diminution de lI'absorbance dans le melange indique une activité de capture plus élevée des
radicaux libres. La concentration qui provoque une inhibition de 50% (IC50) peut étre
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déterminée en examinant la relation entre la concentration des extraits et leur activité
antiradicalaire. La puissance de I'extrait vis-a-vis des radicaux libres augmente avec la faible
valeur de CI50.

Le calcul de la capacité de capture du radical DPPH a été effectué en utilisant I'équation

suivante:

A controle ™ A e

(%) d’Inhibition = [ extrait 1 X 100

A contrale

V.4.1.2. Mesure de I'effet inhibiteur sur le radical ABTS
Cette méthode est utilisée pour évaluer comment une molécule est capable de neutraliser

le radical ABTS++ en la comparant a une molécule de référence [163].

ABTS-+ AH 4ABTS-H + A°

(Bleue intense) {Incolore)

> Meéthode

Le piégeage d’ABTS a été mesurée par le protocole décrit par Boussadia et al.[161], en
prépare la solution d’ABTS par le mélange de 7 d'ABTS avec 2,45 mM de dans l'obscurité a
température ambiante pendant 16h. La solution ABTS-+ a été diluée de maniere a obtenir une
absorbance de 0,700 + 0,020. En suite 40 ul de différentes concentrations (12,5-800 pg/ml) de
la solution testée (échantillon ou standard) ont été ajoutés a 160 pl de solution ABTS™ et aprés
10 min, l'absorbance a été enregistré a 734 nm.

Les taux d'inhibition ont été calculés graphiquement par les régressions linéaires, et les
résultats ont été rapportés en tant que la concentration inhibitrice de 50 % (IC50) en pg/ml, en

utilisant I'équation suivante :

A controle — A extrait

(%) d’Inhibition = [ 1X 100
A

contrdle

Le controle positif est représenté par la solution d'antioxydant standard (BHT), dont
I'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

V.4.1.3. Test d’inhibition du blanchiment du $-caroténe

On a évalué I’AA en utilisant la méthode du B-caroténe/acide linoléique, en mesurant

l'inhibition du blanchiment du B-caroténe causé par les peroxydes produits lors de I'oxydation
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de I'acide linoléique[164]. La capacité des échantillons a inhiber les radicaux peroxydes a été
évalue en utilisant la méthode décrite par Bensouici et al.[165].
Méthode

La solution pB-carotene/acide linoléique avec du tween 80 comme agent émulsifiant a été
préparée. Du peroxyde d'hydrogene a été ajouté a I'émulsion pour initier le processus
d'oxydation(annexel.2), l'absorbance du mélange d'émulsion a été ajustée entre 0. 8-0,9,
Ensuite, 160 ul de 1'émulsion sont mélangés immédiatement avec 40 ul d'extrait. La lecture de
I'échantillon est effectuée immédiatement a une longueur d'onde de 470 nm (T0). Aprés avoir
incubé la solution dans I'obscurité a 45°C pendant 120 minutes, une deuxiéme lecture est
effectuée a la méme longueur d'onde (T120).

Les résultats ont été exprimés en concentration inhibitrice de 50% (IC50) en pg/ml et
comparés a celle du BHT. Les taux de suppression du blanchiment du B-caroténe ont été

calculés par la formule suivant:

AHo — AH,
AA(%) = [1- ] X 100
ACo- AC,

Dont :
e AA (%) : Taux d'activité antioxydante ;
e AHO : L'absorbance initiale en présence de I'extrait a I'instantt =0
e ACO : L'absorbance initiale du p-caroténe en présence en présence du controle négatifat=10;
e AHt: I'absorbance en présence de I'extrait a t = 120 min ;

e ACt: l'absorbance en présence du contrdle négatif a t = 120 min.

V.4.1.4. Test de réduction du cuivre (Copper Reducing Antioxidant Capacity) pour
évaluer la la réduction du cuivre.

La capacité antioxydante réductrice des ions cuivriques, également connue sous le nom
de méthode CUPRAC, repose sur la mesure de la réduction de I'absorbance du complexe
néocuproine (Nc) et du cuivre (Cu2+) [Nc2 - Cu2+]. Lorsqu'il y a un agent antioxydant, le
complexe cuivre-néocuproine est réduit. Ce complexe est ensuite quantifié a I'aide d'un lecteur

de microplaques a une longueur d'onde de 450 nm.

Cu{Nc‘jgl‘ ArOH — Cu(Nc), + Ar=0 +H"

> Meéthode d’étude
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Le test de réduction des ions Cu2+ (CUPRAC) a été évalué selon la méthode décrite par
Apak et al.[166]. Une solution de mélange de 50 uL de CuClz (10 mM), 60 pul de tampon
acétate d'ammonium (1 M, PH 7,0) et 50 ul de Néocupronine (7,5 mM)(annexel.2), suivie de
l'ajout de 40 ul d’extrait ou BHA (200-3. 12 pg/L), Les mesures d'absorbance ont été prises a
une longueur d'onde de 450 nm aprés une période d'incubation de 60 minutes. Les résultats ont
été exprimés en valeurs A0,5 (ng/ml), qui indiquent la concentration a laquelle 1'absorbance
atteint 0,50.

V.4.1.5. Test de réduction le fer (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La présence d'agents réducteurs dans les extraits végétaux réduit le complexe Fe3*

[ferricyanure a la forme de fer (Fe?*)[167]
» Meéthode

L'estimation du pouvoir réducteur du fer a été réalisée en utilisant la méthode décrite par
Benguedouar et al.[213].

De ce fait, Un volume de 10 pl d'un échantillon ou de standard (acide ascorbique) a
différentes concentrations (200_3,12 pg/L) a été mélangé avec 40 ul de tampon phosphate (0,2
M, pH 6,6) et 50 ul de ferricyanure de potassium (1 %, p/v), le mélange a été incubé a 50 °C
pendant 20 min. La solution a été ajoutée a 50 ul de solution d'acide trichloracétique (10 %,
p/v) et 40 ul d'eau distillée, puis 10 pl de solution de chlorure ferrique (0,1 %, p/v), ensuite Les
mesures d'absorbance ont été prises a 700 nm et les résultats ont été rapportés en termes de
valeurs A0,5 (ug/ml), représentant la concentration a laquelle 1'absorbance atteint 0,50.
V.4.1.6. Méthode de la réduction du fer dans le complexe phénanthroline-Fe3* (Essais de
Phénantroline)

La réduction du fer dans le complexe phénanthroline-Fe*® a été examinée a I’aide d’un

processus rapporté par Szydtowska-Czerniak et al[168].

> Meéthode

L’incubation d’un mélange de composé de 10 pl d'extrait, 50 pl de FeClI3 & 0,2%, 30 pl
de phénanthroline a 0,5% (voir annexe 1.2) et 110 ul de méthanol a 1’obscurité a 30 °C pendant

20 min. La lecture est réalisée a 510 nm. L’acide ascorbique est utilisé comme standard.

V.4.1.7. Test des nanoparticules d'argent (Silver nanoparticules assay NSP)
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L'activité de chélation des métaux (NSP) a été utilisée pour évaluer la conversion des
ions argent (Ag+) en nanoparticules d'argent sphériques Ag0 comme décrit par Mustafa
Ozyiirek,[169]

Procédure

L'évaluation de l'activité antioxydante vis-a-vis des nanoparticules d'argent a été

effectuée.
Pour réaliser cette méthode, un volume de 50 ml d’AgNOs (1,0 mM) est chauffé pendant 10
minutes, puis 5 ml de citrate trisodique (1%) sont ajoutés goutte a goutte jusqu'a ce que la
couleur se transforme en jaune péle (voir annexe 1.2). Ensuite, la solution est laissée a
température ambiante pour se refroidir. Ensuite, 20 ul d'extrait végétal ou d'un étalon (acide
ascorbique) sont mélangés avec 130 pl de la solution de nanoparticules d'argent (SNP) et 50 pl
d'eau. Aprés une période d'incubation de 30 minutes a une température de 25 °C, I'absorbance
est mesurée a une longueur d'onde de 423 nm.

V.4.2. Activité inhibitrice des enzymes

V.4.2.1. Activité d’inhibition de I'acétylcholinestérase
» Méthode

En résumé, pour cette étape, 150 pL de tampon de phosphate de sodium (100 mM, pH
8,0), 10 pL d'extrait végétal ou de solution standard a différentes concentrations (3,125-200
pg/L) et 20 uL de solution d'acétylcholinestérase ont été mélangés et incubés pendant 15
minutes a 25 °C. La réaction a été initiée en ajoutant 10 puL de DTNB (0,5 mM) et 10 uL de
substrat d'iodure d'acétylthiocholine (0,71 mM). Le mélange a été soumis a deux lectures
d'absorbance, une a t = 0 min et une autre aprés une incubation de 20 minutes, a une longueur
d'onde de 412 nm. Le taux d'inhibition | (%) a été mesuré en utilisant la formule suivante :

AChE inhibition (%) = [(Absorbance du Controle — Absorbance d’Extrait) / Absorbance du contrdle] x 100

V.4.2.2. Activité d’inhibition de 1'a-Glucosidase

L'enzyme a-glucosidase est cruciale dans le processus de dégradation des hydrates de
carbone alimentaires, et est I'une des principales cibles thérapeutiques pour le traitement du
diabéte de type 2.

» Meéthode

La technique d’évalué I’inhibition de l'a-glucosidase a été réalisee selon la méthode de
Asghari et al.[170] en utilisant le p-Nitrophénol-a-D-Galactopyranoside (pNPG) comme

substrat. Brievement, 50 ul d'extrait ou d'acarbose utilisé comme standard positif ont eté
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mélangés avec 100 ul de la solution d'a-glucosidase (0,1 U/ml) dilué dans un tampon phosphate
(0,1 M, pH 6,9) suivi d'une incubation a 37 °C pendant 15 minutes. Ensuite, 50 ul de p-
Nitrophénol-a-dGalactopyranoside  (pNPG) ont été ajoutés pour démarrer la
réaction(annexel.3). Pour créer un échantillon de contréle, les réactifs de réaction ont été
ajoutés a un extrait dépourvu d'enzyme (pNPG). La quantité de p-nitrophénol (pNP) résultant
de l'action de I'enzyme a été quantifiée en mesurant I'absorbance a 405 nm. Les inhibitions
rapportées ont été calculées en utilisant I'équation suivante :
(A Contréle — Echantillon/A Contro6le) x 100

V.5.Traitement statistique des données

Les données numériques obtenues a partir de tous les paramétres étudiés pour 1’étude
climatique et I’étude de I’effet des phytohormones ont été analysées en premier lieu a l'aide
d’une méthode d'analyse de variance, a permis le calcul des moyennes et des écarts types, Cela
a simplifié la comparaison des valeurs entre les différents groupes caractéristiques.
Différents tests ont été réalisés dans cette etude :

» L'analyse d’ANOVA a un facteur est une approche statistique largement employée pour
évaluer les différences de moyennes entre plusieurs populations a partir de données
recueillies a partir d'échantillons aléatoires, simples et indépendants [171].
Généralement pour la comparaison des moyennes des différents groupes entre elles on
applique le test de Tukey (post hoc).

» L'analyse d’ANOVA a deux facteurs (ANOVA) pour des groupes indépendants est
utilisée pour tester si les moyennes de groupe pour une variable dépendante spécifique
different de maniere significative suite a l'exposition de chaque groupe a une
combinaison unique de niveaux simples de chacun des deux facteurs ou variables

indépendantes.

Dans le cadre de notre étude, nous avons appliqué deux types dANOVA ;

» Afin de comparer les concentrations de polyphénols et les activités biologiques entre les parties
aeriennes et les racines des plantes provenant de deux régions différentes, nous avons appliqué
une analyse de variance a un seul facteur (ANOVA).

> Pour étudier les effets des traitements aux phytohormones, nous avons suivi d’un plan factoriel
aléatoire. L'effet de I'lAA et du BAP sur les variables biochimiques des deux parties de la plante
a été mesuré en triplicata pour chaque traitement et les données ont été analysées a l'aide d'une
analyse de variance a deux facteurs, deux niveaux pour le facteur organe (parties aériennes et
racines) et neuf niveaux pour le facteur traitement (TO : témoin (plante non traitée), T1 : 10
mg/l IAA, T2 : 20 mg/l IAA, T3 : 10 mg/l BAP, T4 : 20 mg/l BAP, T5: 10 mg/L AIA10 mg/L
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BAP, T6 : 10 mg/L AIA20 mg/L BAP, T7 : 20 mg/L AIA10 mg/L BAP, T8 : 20 mg/L AlA20
mg/L BAP).

» Pour I’application du test ANOVA, il faut confirmer la normalité a I'aide d'un graphique
guantile (QQ-plot) et I'hnomogénéité des variances en utilisant le test de Levene

» Les groupes homogénes, basés sur la différence significative par le test de Tukey au niveau de
5 %, les données ont été analyses a l'aide de SPSS24.

» Les concentrations d'inhibition & 50 % et les concentrations indiquant 0,50 d'absorbance sont
déterminées en utilisant la méthode de régression linéaire a partir de deux courbes distinctes.
Une courbe est construite pour établir la relation entre le pourcentage d'inhibition et les
concentrations pour calculer la CI50, tandis qu'une autre courbe est utilisée pour établir la
relation entre le pourcentage d'inhibition et I'absorbance afin de déterminer la A0.50. Les
calculs mentionnés sont réalisés par le logiciel Prism 8 de GraphPad..

> Le test de corrélation de Pearson : 1l est également appelé coefficient de Bravais-Pearson, est
utilisé pour étudier la relation entre les concentrations des polyphénols et les capacités
biologiques de différents échantillons. La relation entre les deux variables est évaluée par ce
coefficient, qui oscille entre -1 et +1. Lorsque le coefficient de corrélation est proche de zéro,
cela indique que les variables n'ont pas une forte corrélation linéaire. Cependant, plus la liaison
lindaire entre les variables est prononcée, plus la corrélation tend vers -1 ou vers +1, Pour
réaliser ce test en utilisant le programme SPSS24.

» Analyse en Composantes Principales (ACP)

C’est une analyse de données multivariées largement utilisée en statistique. Elle permet de
visualiser et d'étudier les relations entre les variables, d'obtenir des facteurs non corrélés qui
peuvent étre utilisés dans des méthodes de modélisation et de représenter les observations dans
un espace a deux ou trois dimensions afin de détecter des regroupements homogenes
d'observations. L’ACP vise a réduire la dimensionnalité des données en projetant les
observations initiales d'un espace de variables a p dimensions vers un espace a k dimensions,
tout en conservant un maximum d'informations pertinentes.

Pour le présent travaille, Une analyse d’ACP a été utilisé en vue de sélectionner les
associations entre les différentes concentrations appliquées des phytohormones (IAA et BAP)
et les plantes provenant de deux régions, I'accumulation de polyphénols totaux et individuels
ainsi que les effets biologiques dans les deux parties de M. rotundifolia L. en utilisant Excel
stat 2016.
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Résultats et discussion Chapitre 1 : Effet des variations des facteurs climatiques

sur les parameétres biochimiques

I.1.Climat, altitude, température moyenne, précipitations et caractéristiques du sol dans
les deux régions de croissances de mentha rotindifolia L.

Le Tableau 12 clarifie les caractéristiques géographiques, climatiques et édaphiques des
deux localités (Jijel et Mila) ou les plantes etudiées ont été prélevées. En ce qui concerne le
climat, la plante prélevée a une altitude de 317 meétres a Jijel se trouve dans une région a climat
humide, tandis que celle prélevée a Mila, a une altitude de 835 métres, se situe dans une région
a climat subhumide. Les données physico-chimiques du sol révélent que le sol de la région de
Mila est plus alcalin que celui de la région de Jijel, avec des valeurs respectives de pH de 8,31
et 7,53. Les conductivités électriques mesurées (<2000 uS/ cm) indiquent que les sols des deux
régions étudiées ne sont pas salins. les sols des deux localités sont tres riches en matiere
organique, avec des concentrations respectives allant de (4,47+0,84) a (6,40+0,73) pourcent.
Pour ce qui est des éléments minéraux, les deux régions sont caractérisées par des
concentrations élevées en azote, avec des valeurs de 1,06+0,01 % a 1,18+0,007mg N/100g
respectivement, ainsi qu'en phosphore, avec des concentrations de 2,67+0,28 ppm a 1,41+0,01
ppm. Le taux de calcaire total varie entre 48.74+0.08%et 32.62+2.75 %, respectivement.

Tableau 12 : Caractéristiques géographiques et pédologiques des deux sites de collecte

Jijel Mila
Caracteristiques Latitude 36°70 36°40
Géographiques Longtitude 5°89 5°94
Altitude 317 m 835m
Temperature(°C) 18.75 16.87
Precipitation(mm/anné) 1171.13 777.64
Indice de Martonne 40.66 28.09
Climat Humide Subhumid
Caracteristiques du pH 7.53 8.31
Sol Conductivité (uS/cm) 322 163
Matiére Organique MO (%) 4.47+0.84 6.40+0.73
Carbon (%) 2.610.84 3.72+0.73
Phosphore(ppm) 2.67+0.28 1.41+0.01
Azote mg N/100g 1.06+0.01 1.18+0.007
CaCo3 (%) 48.74+0.08 32.62+2.75

Selon Botanica, 2022 (fig.17), ’espéce M. rotundifolia se développe préférenticllement dans
des environnements ou la matiere organique est plus abondante, a pH basique (alcalin) et non
salin. Par conséquent, il est probable que les deux régions soit plus propice a la croissance de

cette plante.
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Figure 17 : Caractéristiques climatique et édaphique de I’espéce du Mentha rotundifolia L.
(Tela botanica., 2022)

1.2. Influence de la variation du climat sur les paramétres biochimiques
1.2.1. Test phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique préliminaire de M. Rotundifolia ont indiqué
I'existence de polyphénols, de flavonoides, de tanins et de terpénes qui étaient essentiellement
concentrés dans la partie aérienne. Cependant, les autres groupes chimiques n'ont pas été
détectés dans la plante (Tab.13).
Le criblage phytochimique a indiqué la méme composition chimique avec une Iégére variation
dans l'intensité de la réaction, ce qui permet de conclure que la différence dans les caractéres

climatique de deux régions n'a pas affecté la composition chimique.
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Tableau 13 : Criblage phytochimique des parties aérienne et racinaires de M. Rotundifolia

Jijel Mila
Organe Organe

Aérienne Racine Aérienne Racine
Polyphenols +++ + +++ +++
Flavonoids ++ + ++ +
Anthocyanins - - - -
Tannins + + + +
Quinones - - - -
Anthraquinones - - - -
Composés réducteur - - - -
Alcaloides - - - -
Terpénes ++ + ++ +
Steroids - - - -
Mucilage - - - -
Protéines - - - -
Saponines - - - -

ND : non détecté. (+++) : Tres abondant, (++) : Abandant, (+) : Faible, (-) : Absent
1.2.2. Rendement et Teneur en Polyphénols totaux des extraits des parties aériennes et
racinaires

Les résultats ont révélé d'importantes variations de rendement(R) et la concentration de
différents groupes des polyphénols d'un site a l'autre et sont présentés dans la Figurel8 (annexe
3).

Comme on I'a noté, les rendements d'extraction variaient considérablement en fonction
de l'organe et de l'origine de la plante. Alors qu’un excés remarquable dans le rendement
d'extrait de M. rotundifolia provenant de Mila. Selon I'organe de la plante, la partie aérienne
avait des rendements supérieurs en comparaison aux racines quelle que soit I'origine de la plante
(Fig. 18A). Ainsi, le site du Mila (subhumide) présente des rendements importants (14,2 + 0,45
%) pour I’extrait de la partie aérienne et de 9,8 + 0,57 % pour I’extrait des racines de la méme
plante.

Le site de Jijel (humide) présente a son tour moins de rendement (8,1+0,14% et 7,87+0,09%)
Pour les deux parties, respectivement). Selon les résultats enregistrés, il est observé que l'extrait
éthanolique des parties aériennes de la plante présente des rendements supérieurs a ceux
rapportés dans les travaux de Brahmi et al. en 2015 et 2017[40] [150], qui étaient
respectivement de 4,6 % et 6 %. Néanmoins, Il est complexe de comparer les rendements

obtenus avec ceux de la littérature, étant donné que ces derniers sont relatifs et peuvent varier
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selon les caractéristiques inhérentes des plantes, leur lieu d'origine, les facteurs
environnementaux, la durée de conservation, la saison de récolte et les techniques d'extraction
utilisées, telles que le ratio poids de la plante/volume du solvant et les paramétres opérationnels
de I'extraction[153].

De méme, les concentrations des polyphénols dépendent fortement de la localité ou la
plante a été récoltée. Les organes aériennes de la plante prélevé a Mila avait la meilleure teneur
en TPC (167.49 + 6.84 pug EAG/mg), TFC (77.026x£1.61 pg ER/mg d'extrait) et FLoC
(54,85+0,35 pg EQ/mg d'extrait) par rapport a celles de Jijel (109.27+6.84 pg EAG/mg,
34.98+0.51 ug RE/mg, 22.31+£2.96 ug EQ/mg extrait respectivement) tandis que I'extrait des
racines de M. rotundifolia de la région de Mila a donné la valeur le plus élevée de phénol totaux
(TPC=241.52+2.83 mg EAG/mg par rapport a celle obtenu de la région de Jijel
(TPC=187.89+8.92 mg EAG/mg) (Fig. 18B). En revanche, les racines de la plante de Jijel sont
plus riches en flavonoides (38.90+£0.23 pg ER/mg d'extrait) que celles de la plante de la région
de Mila (33.95+1.73 pg ER/mg d'extrait, respectivement) (Fig.18C). Concernant les FTC, les
parties racinaires des plantes de deux régions possedent presque la méme teneur (37.19+0,45 et
38.19 £0.15 pg EQ/mg d'extrait respectivement) (Fig.18D).
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Figure 18: Rendement (A), phénols totaux (B), flavonoides (C) et flavonols totaux (D) de
I'extrait de M. rotundifolia provenant de deux régions

Les données ont été présentées en utilisant la moyenne accompagnée de I'écart type. Pour I'analyse
statistique, une analyse de variance a un facteur a été employée, suivie d'un test post-hoc de Tukey.

La variation significative de la teneur en phénols totaux, les flavonoides, les flavones et
les flavonles, a été observée en fonction de la provenance et de l'organe de la plante. Les
différents parameétres de la région, tels que le sol et les caractéristiques géographiques
(principalement I'altitude et le climat), peuvent affecter les variations des polyphénols [172].

Plusieurs études ont été menées sur les concentrations des composes phénoliques des
extraits des parties aériennes de M. rotundifolia, qui pousse spontanément dans différentes
régions d'Algérie, confirmant sa richesse en polyphénols. Cependant, il n'y a pas eu d'études
sur les quantités de polyphénols présents dans les racines de cette espece. Selon Boussouf et
al[173], les teneurs en PTC et en FTC de M. rotundifolia poussant dans la région de Jijel ont
été estimeées respectivement a 350.10 + 0.96 ug EA/g CE et 47.61 79.44 + 0.76 ug EQ/g CE.

De plus, I'extrait éthanolique (50%) de I'espéce provenant de la localité de Bejaia a montré des
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teneurs en phénol totaux de 114.8 + 1.2 ug EA/g et en flavonoides de 11.5 + 2.0 ug EQ/g [20].

En outre, la plante récoltée dans la localité de Sétif a été estimée avoir une teneur en phénol
totaux de valeur atteint 113.7 + 2 ug EAG/mg d'extrait et en flavonoides de valeur atteint 16.275
+ 0.375 ng EQ/mg d'extrait[20]. Ces résultats montrent que la M. rotundifolia est une source
riche en polyphénols dans les deux parties. En outre, une disparité significative est constatée
entre les plantes récoltées dans deux régions différentes d'Algérie. Comme il est possible de
I'observer dans les résultats, le site de Mila, présentant un climat subhumide et une composition
de sol propice avec une proportion élevée de MO et une salinité faible, favorise la quantité des
polyphénols par rapport au site humide (Jijel). En contrastant ces résultats avec ceux obtenus
précédemment dans d'autres études, Riahi et al.[174] ont rapporté la variation quantitative des
PTC et FTC chez la M. rotundifolia (MR) poussé dans deux écotypes tunisiens différents
(humide et subhumide), nous avons observé une similitude relative. Leur étude confirme la
supériorité du site subhumide en termes de teneur en composés phénoliques. Toutefois, la plante
du district de Bizerte, caractérisée par un climat subhumide, présentait des teneurs en PTC (44.5
+ 1.2 ug EAG/extrait) et en FTC (19.9 £ 1.1ug (ER)/g de matiére séche) plus €levées que celle
de Beja, caractérisée par un climat humide, avec des valeurs de 36,1 + 1,0 ug EAG/de matiére
seche pour les phénols totaux et 15,9 + 0,7 ug ER/g de matiére séche pour les flavonoides[174].
Cela peut étre da a des facteurs Environnementaux et au comportement des plantes face au
stress hydrique et thermique. Les données actuelles indiquent que les conditions
environnementales ont un impact clair sur les teneurs en composés phénoliques dans la plante
provenant de deux régions. En effet, les phénols constituent une remarquable classe de
métabolites secondaires des plantes qui peuvent étre synthétisés et accumulés de maniere
différente en fonction des conditions optimales ou suboptimales de croissance[68,175] Comme
enregistré pour 12 populations iraniennes de Mentha pulegium L., les caractéristiques
météorologiques, notamment la température, la pluviométrie moyenne et l'altitude, influencent
la teneur en huile essentielle, la composition et la capacité antioxydants[176]. D’autre part, La
différence d'altitude entre les deux sites est importante (environ 500 km) et peut jouer un role
dans la nature des composés synthétisés. La température, la lumiére et les radiations subissent
des variations en fonction de l'altitude. En des grandes altitudes, les températures sont plus
basses et les radiations UV-B sont élevées, ce qui peut stimuler les métabolites secondaires
[231].

Padda et Picha ont identifié une corrélation entre la température et les proportions des
composés phénoliques dans les plantes, dans laquelle les basses températures sont associées a

des niveaux éleves de composés phénoliques[65]. Inversement, Heydari et al. ont rapporté que
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le stress thermique affecte de maniere significative la quantité d’huile essentielle de Mentha
Piperita L. et Mentha arvensis L. [223].

Généralement la température est facteur essentiel dans ’accumulation des polyphenols ,
elle intervient dans la  régulation et stimulation de la voie des phénylpropanoides par
I’activation d’enzyme phénylalanine ammonia-lyase(PAL). Cependant, il a été démontré que
des temperatures extrémement élevees inhibent I'action de la PAL et diminuent la production
de métabolites[69]. D’autre part, de nombreuses études ont discutés de I'occurrence de la
variation du contenu phytochimique des plantes en réponse aux moyennes de précipitations qui
dépendait de I'espéce végetale[72]. Par exemple, les fortes moyennes de précipitations et
d’humidité ont induit la teneur le plus élevé des polyphénols dans les tissus foliaires de Moringa
oleifera Lam. Mexicain. En revanche, la culture de M. Piperita dans des conditions de
sécheresse a permis d'améliorer le contenus du phénol totaux [74].

A cet égard, peu de choses sont connues sur la réponse des plantes médicinales sauvages
aux différentes conditions de croissance.

D’une maniérer générale, Les informations sur les caractéristiques environnementaux de
la croissance des plantes médicinales sont importantes pour la compréhension de la distribution
des plantes ainsi que pour connaitre les stratégies de préservation et de gestion de cette espéce.
Selon Yang et al. ont souligné que les conditions environnementales modifient la synthése des
MIl dans les plantes. Par exemple, la photopériode et les journées courtes génerent
régulierement une diminution de la teneur en phénols, tandis que la forte intensité lumineuse
ou l'ombre, la salinité du sol, les températures basses ou élevées, les concentrations élevées
d'engrais azotés ou de phosphates, ainsi que la sécheresse et les déficits hydriques augmentent
la teneur en phénols. Cependant, la réponse différe selon les espéces, les formes sauvages ou
cultivées, les caractéristiques ontogéniques de la plante et le groupe de composeés évalué[69].
1.2.3. Composition des polyphénols individuels

Le profile phénolique des échantillons de M. rotundifolia provenant des deux régions sont
présentés dans le tableaul4. Un total de seize composés phénoliques, dont huit acides
phénoliques et huit flavonoides, ont été déterminés dans la M. rotundifolia suite a une analyse
LC-ESI-MS.

Quantitativement, l'acide quinique, l'acide rosmarinique et I'acide salvianolique
constituent les principaux composés phénoliques de deux parties de M. rotundifolia. De plus,
les acides caféique et syringique ont été trouveés a des niveaux significatifs dans les racines de
la plante provenant de deux régions (Jijel et Mila) (10,589 ug/g et11,321 ug/g), respectivement,

tandis que des concentrations tres faibles ont été enregistrés pour les acides protocachuique, p-
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coumarique et trans-férulique. Les flavones, dont la lutéoline-7-o-glucoside, I'apennine,
I'apigénine-7-o-glucoside, le cirsiliol et 1’acacetine, représentaient les composants de
flavonoides prédominants dans I’espece du M. rotundifolia. La naringenine (flavanones) et la
rutine (flavanol) ont également été identifiés dans la plante.

Le niveau des composés identifiés selon I'origine de la plante et leur distribution dans la
méme plante dépendaient de la nature de chaque composé individuel. L'acide quinigque était
plus concentré dans la partie aérienne (35,834 (Jijel) et 33,624 ug/g (Mila) que dans les racines
(3,996 et 18,247 ug/g correspondant respectivement aux sites de Jijel et Mila). Au contraire,
les niveaux d'acide rosmarinique et d'acide salvianolique étaient représentent des niveaux plus
élevés dans les racines par rapport aux tissus aériennes. Dans ce contexte, des quantités d'acide
rosmarinique de 69,503 pg/g (Jijel) et 70.170 pg/g (Mila) ont été enregistrées dans les racines,
tandis que les valeurs les plus faibles de 21.157 pg/g (Jijel) et 28.586 pg/g (Mila) ont été
obtenues dans les parties aériennes. Pour l'acide salvianolique, des valeurs de 13.602 ug/g
(Jijel) et 15.239 ug/g (Mila) ont été enregistrées dans les parties aériennes, tandis que des
quantités de 49.211 pg/g (Jijel) et 125.411 ug/g (Mila) ont été obtenues dans les racines. En ce
qui concerne les flavonoides, il a été noté que la naringine et I'acacetine n'ont été détectées que
dans les tissus aériens de M. rotundifolia, tandis que la lutéoline-7-o0-glucoside n'a pas été
trouvée dans la partie aérienne de la plante provenant de I’écotype de Mila. La naringenine était
présente des meilleures quantités dans les tissus racinaires par apport a les tissus aériennes, avec
des valeurs la plus grande dans les racines de la plante provenant de site de Jijel (10,219 ug/g).
Le cirsiliol était également plus concentré dans les racines que dans la partie aérienne. Les
principaux composés individuels typiquement caractérisés dans diverses especes de Menthe
sont l'acide caféique et ses dérivés (acides rosmarinigue et chlorogénique), les acides gallique,
p-coumarique, sinapique, férulique, salvianique, 4-hydroxybenzoique et salicylique, et les
principaux flavonoides ; la naringénine, I'nespéridine, la diosmine, la lutéoline, la salvigénine,

la thymonine et la quercétine[177-181].
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Tableau 14 : Composition phénoliques individuels de M. rotundifolia (partie aérienne et

racines) provenant de la région de Jijel et Mila, Tr : temps de rétention ; ND: non détecté

Région Jijel Région Mila
Composés  phénolique Tr m/z MROT-JA  MROT-JR MROT-MA MROT-
(ug/g extrait) MR
Acide Quinique 2.18 191.00 35.83 3.99 33.62 18.24
Acide Protocachuique 6.95 153.00 1.26 2.26 4.42 0.24
Acide Caféique 15.87 179.00 3.25 10.58 2.73 7.39
Acide Syringique 17.99 197.00 4.47 1.62 4.98 11.32
Acide p-coumarique 22.74 163.00 0.64 0.018 0.99 4.75
Acide Trans férulique 25.56 193.00 0.016 0.050 ND 0.006
Rutin 27.70 609.00 0.12 0.035 0.23 0.046
Luteolin-7-o0-glucoside 28.03 447.00 1.48 0.20 ND 0.51
Naringine 29.62 579.00 0.99 ND 0.65 ND
Apigenin-7-o-glucoside 30.80 431.00 0.37 0.095 0.14 0.020
Acide Rosmarinique 29.97 359.00 21.15 69.50 28.58 70.17
Acide Salviolinique 31.55 717.00 13.60 49.21 15.23 125.41
Naringénine 37.07 271.00 0.23 10.21 0.61 2.05
Apigenine 37.60 269.00 0.25 0.30 0.81 0.11
Cirsiliol 38.87 329.00 1.99 5.13 0.52 1.03
Acacetine (flavone) 43.89 283.00 0.37 ND 0.15 ND

En résumé, Bien que le méme contenu phénolique ait été identifié dans les plantes de deux sites
de préléevement, mais quantitativement étaient significativement différence. 1l convient de
souligner que la quantité des composés phénoliques comme les acides rosmarinique,
salviolinique, syringique et protocachuique dans la plante du site du Mila est représenté la
concentration la plus importante que celle dans la plante de site de Jijel. Alors que 1’acide
quinique, acide caféique et naringenine sont bien accumulé dans la plante de la région de Jijel.
Comme nous l'avons vu, La variation quantitative des composés phénoliques dans la M.
rotundifolia de deux régions confirmer que I’accumulation des composés phénoliques est
fortement contr6lée par les conditions environnementales. Les voies de biosynthése impliquées
dans la production de composés phénoliques sont étroitement affectés par différents stimuli
environnementaux, ce qui est considéré comme une stratégie d'adaptation des plantes en
réponse aux facteurs de stress abiotiques et biotiques [182]. Dans I'ensemble, les acides
caféique, chlorogénique et rosmarinique sont les principaux composés phénoliques du genre

Mentha. l'acide rosmarinique est accumulé dans la Melissa officinalis L. sous stress
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thermique[183] et dans la Dracocephalum kotschyi Boiss sous stress salin[184]. tandis que, Le
role actif de I'acide caféique et de ses dérivés dans divers mécanismes de défense des plantes

contre les agents de stress biotiques et abiotiques est notable [185].

La composition phénolique de M. rotundifolia rapportée par la littérature a montré des
variations dans la concentration des acides phénoliques et les flavonoides en fonction de la
localisation de la plante, L'acide rosmarinique a été signalé dans la plupart des études et peut
donc étre considéré comme une empreinte digitale dans I’espéce du M rotundifolia[43,44,47]

Les rapports précédents indiquaient clairement la corrélation drastique de ces contenus
chimiques avec leurs origines géographiques, Par exemple, exclusivement Ben haj Yahia et al.
ont trouves que la  Mentha x rotundifolia (L.) Huds qui a récoltée dans plusieurs zones
bioclimatiques (humides inférieures ou semi-arides supérieures) de Tunisie présentent une
différence quantitative et qualitative dans les composés phénoliques identifiés. Une distinction
de chimiotype semble, en fait, cohérente avec les facteurs écologiques, ainsi que de fluctuations
importantes dans les caractéristiques climatiques peuvent également se produire sur de courtes
distances, ce qui soutient notre resultats qui supposer la variance quantitatif dans la
composition phénolique observées de deux populations provenant presque la méme zones
bioclimatique(humide et sub humide)[45]. Par ailleurs, Mehalaine et Chenchouni. ont expliqué
en détail comment les variables édaphiques et les facteurs climatiques influencent

I'accumulation des huiles essentielles dans les plantes sauvages d'Afrique du Nord[186].

La température peut étre considérée comme la principale variable climatique susceptible
d'affecter les voies de biosynthése par le biais de la photosynthése. Les températures moyennes
favorisent la croissance des plantes et leur augmentation entraine une augmentation des
métabolites secondaires[187]. Par contre latempérature élevée a un certain degré peut favoriser
la biosynthese des acides caféique et coumarique dans les carottes, ces composés sont
accumulés en reponse a les dommages oxydatifs[188]. Outre les conditions environnementales,
la composition physico chemique du sol est un facteur important dans la production de
substances phytochimiques. Tout d'abord, la salinité (a un niveau élevé) est généralement
Considérée comme un facteur de stress qui stimule la production de métabolites comme
mécanisme d'adaptation. D'autre part, le taux de la matiere organique indique le degré de la
fertilité du sol. 1l est bien connu que la croissance optimale des plantes se produit dans des sols

fertiles. Cependant, selon Ménica L. I’accumulation d'acide coumarique, de robinine, de rutine,
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de lutéoline-7-glucoside, d'apigénine-7-glucoside et d'acide rosmarinique chez Ageratina

petiolaris était optimale dans un environnement tempéré et une fertilité du sol réduite[189].

La répartition de chaque composé dans les différents tissus d'une méme plante dépend
essentiellement du rdle de I'organe dans la physiologie de la plante [190]. Sreckovi¢ et al. ont
rapporté que la plupart des composés phénoliques individuels de Lythrum salicaria L est plus
élevée dans les tissus aériens que dans les racines »bdeeeeeexcrvgbdbn [191]. Egalement, la
distribution des composés phénoliques dans Symphytum officinale L. et Anchusa ochroleuca
M. Bieb s'est avéree dépendre de la nature du composé [192].

1.4. Activité antioxydant

Concernant la bioactivité de la M.rotundifolia, nous avons entrepris de tester I'extrait de
chaque partie de la plante étudiée afin d'évaluer leur capacité antioxydante. Il est établi par nos
résultats que la capacité réductrice est directement proportionnelle a la concentration croissante
de I'échantillon, ce qui est en accord avec les travaux précédents [46][153]. Cependant, pour
approfondir I'analyse, nous nous concentrerons davantage sur L'activité antioxydante en termes
de valeurs 1C50 et A0,5. Les valeurs des IC50 ont été calculées pour évaluer I'efficacité de
différents extraits. Une valeur plus faible indique une activité antioxydante plus élevée en
termes de capture des radicaux libres DPPH, ABTS et I’oxydation de I'acide linoléique.

En examinant les données illustrées dans la figure 19(annexe4.1), on constate que les
extraits ont montré une remarquable activité de piégeage le radical DPPH. Cette activité a été
fortement influencée par I'organe de la plante étudiée. Les racines étaient plus puissantes que
la partie aérienne. Par ailleurs, le site de prélevement de la plante a également induit un
changement dans I'activité des extraits. La valeur ICso obtenue par la partie racinaire de la plante
du Mila (MROT-MR) était de 21,77 + 0,06, suivie par la partie racinaire de la plante du Jijel
(MROT-JR) (IC50 = 30,11 £ 1,83 pg/ml) tandis que les tissus aériens de la plante prélevée du
site de Jijel (MROT- JA) ont la plus grande capacité a réduire les radicaux DPPH
(IC50=36,12+0,75 pg/ml) que la partie aérienne de la plante du site de Mila (MROT-MA)
(43.30+1.42 pg/ml).
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Figure 19 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 du radical libore DPPH dépendants des
concentrations des extraits provenant de la partie aérienne (A) et de la partie racinaire (B) de la

plante récoltée dans deux régions distinctes.

L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test tu key (P< 0,05). Les résultats
avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (a, b) pour la comparaison entre les
échantillons et (*) avec le standard (BHA). MROT-JA : Extrait éthanolique de partie aérienne de Jijel, MROT-JM : Extrait
éthanolique de partie aérienne de Mila, MROT-JR : Extrait éthanolique des racines de Jijel, MROT-MR : Extrait éthanolique

des racines de Mila

Les extraits de M. rotundifolia ont également montrés une activité antiradicalaire significative
vis-a-vis le radical ABTS avec des valeurs ICs allant de 7,73 + 0,16 et 24,99 + 0,28 pug/ml. Les
résultats ont montré une variation de I'activité en fonction de I'organe de la plante et de site de
prélevement de la plante. De méme, les racines ont exercé une capacité plus puissante a piéger
I'ABTS™ que la partie aérienne. De plus, les extraits de la plante Mila étaient plus puissants que
Ceux de la plante Jijel. Les extraits peuvent alors étre classés en fonction de leur effet
décroissant comme suit : MROT-MR > MROT-JR > MROT-MA > MROT-JA (Fig.20, annexe
4.2)
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Figure20 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 ABTS dépendant des concentrations des

extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la plante récoltée de deux regions.
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L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test tu key (P< 0,05). Les résultats

avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (a, b) pour la comparaison entre les
échantillons et (*) avec le standard (BHT)

L'activité antioxydante des extraits évalués par le systéme B-carotene/acide linoléique a
montré que la partie aérienne a un effet plus important d’inhibition le blanchiment du -carotene
que les racines. En comparant les régions, il semble que la plante poussant a Mila s’aveére une
action plus forte que celle de Jijel. Parmi les échantillons étudiés, celui ’extrait de partie
racinaire de la plante collectée a Mila (MROT-MA) est le plus actif avec un ICso la plus basse
de I’ordre de 48,41+1,05 pg/ml, alors que des valeurs d’ICsp plus élevées ont été obtenues par
les autres échantillons MROT-JA, MROT-MR, MROT-JR (145,66 + 1,15, 198,71 + 6,97,
276,20 + 4,08 pg/ml, respectivement) (fig.21, annexe 4.3).
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Figure 21: Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 du blanchiment B-caroténe dépendants des
concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la plante

provenant de deux régions.
L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test Tukey (P< 0,05). Les résultats
avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (a, b) pour la comparaison entre les
échantillons et (*) avec (BHT).

Divers modéles pour examiner la capacité a réduire les métaux ont été utilisés, notamment
le pouvoir réducteur (FRAP) et le test a Phénantroline pour la réduction des ions de fer (Fe*),
le CUPRAC, pour tester la réduction des ions cuivre (Cu?*) et le test des nanoparticules d'argent
(SNP) qui évalue la capacité a réduire les ions argent (Ag®*). Chaque échantillon d'extrait a
révelé une action réductrice efficace de ces ions a de faibles concentrations aune proximité a
celle montrée par les standards. L'examen des résultats obtenus pour chaque activité révéle une
variation significative de leur efficacité en fonction de la nature de I'organe et de la provenance
de la plante. En effet, I’efficacité de ces activités varie entre les plantes de deux sites, en effet,

Dans presque la majorité des tests, la plante collectée de la région du Mila décelent la meilleure
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activité en comparaison avec la plante de Jijel, sauf le test de CUPRAC, concernant ce test,

nous avons observé que les extraits d’espece de M. rotundifolia s’avéraient tres efficaces a
réduit les ions Cu?*, avec une supériorité¢ (MROT-JA) (A0.5=10.49+0.43 pg/ml). Cette valeur
et plus proche que celle obtenus par le composé synthétique, a savoir : BHT=8.97+3.94ug/ml)
(fig.22, annexe4.4)
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Figure22 : Taux d'inhibition et les valeurs d'A0.5 du pouvoir réducteur (CUPRAC)en
fonction des concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la

plante provenant de deux régions.

L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test de Tukey (P< 0,05). Les
résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (a, b) pour la comparaison

entre les échantillons et (*) avec le standard (BHT).
Considérant la nature de 1’organe, La partie aérienne de la plante quel que soit 1’origine de
croissance a donné une meilleure capacité a réduire les ions de fer (Fe®") testé par la méthode
du pouvoir réducteur (FRAP), tandis que la plante de la région de Mila est enregistrée un bon
potentiel inhibiteur dans les deux parties (MROT-MA(A0.5= 4,89 + 0,05 pg/ml et 15.14+0.34
pg/ml respectivement) par apport au celle de Jijel (A0.5= 5.14+0.0ug/ml et57,31+0,75 pg/ml
respectivement) (Fig.23 annexe 4.5). Nous enregistrons également que 1’organe aérienne de la
plante poussée dans la localité de Mila (MROT-MA) est tres actif a réduire les ions de fer

(Fe3+) par apport au I’acide ascorbique (standard) (9.01+1.46 pg/ml).
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Figure23: Taux d’inhibition et les valeurs d'A0.5 du pouvoir réducteur (FRAP)en fonction
des concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la plante

provenant de deux régions.

L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmer par le test de Tukey (P< 0,05). Les
résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (*) pour la comparaison avec

le standard (Acide ascorbique).

Les résultats obtenus dans la figure25(annexe 4.6) démontrent une capacité réductrice du fer
dans le complexe phénanthroline-Fe®* (Test de Phénantroline). La plante de deux régions
Présente une activité moyenne comparés aux controles positifs (A0,5=2.24+0.11 pg/ml), avec
une supériorité de la partie racinaire. Tandis que La partie racinaire de la plante de la région de
Mila (MROT-MR) affiche une la meilleure activité dans la réduction des ions Fe3* de 1’ordre
A0,5=7,93 £ 0,55 pg/ml)
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Figure24 : Taux d’inhibition et les valeurs d'A0.5 du complexe phénanthroline-Fe®* en
fonction des concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la

plante provenant de deux régions
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L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test de Tukey (P< 0,05). Les résultats avec

des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (*) pour la comparaison avec le standard (BHA)

D’aprés la figure 24(annexe 4.7), nous pouvons constater que l'extrait brut de la partie
aerienne de la plante récoltée dans le site de Mila s'est averé étre le plus efficace pour réduire
les ions Ag?* (A0.5=2,17 + 0,006 pg/ml), suivi par I'extrait de la partie aérienne de la plante du
site de Jijel (A0.5=2.17+0.006 pg/ml). Les deux valeurs sont inférieures a celle de l'acide
ascorbique (A0.5=7.14+ 0.05 pg/ml), ce qui témoigne d'une bonne activité. En revanche, les
extraits de la partie racinaire des plantes récoltées dans les deux régions présentent un potentiel
d'inhibition faible.
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Figure25 : Taux d’inhibition et les valeurs d'A0.5 la réduction des ions Ag*? (SNP)en
fonction des concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la

plante provenant de deux régions.
L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test de Tukey (P< 0,05). Les

résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (*) pour la comparaison avec
le standard (BHA

Les fluctuations de la composition chimique des extraits impliquent une variation de
l'effet biologique présenté. Une variation remarquable de la capacité antioxydante a été
observée dans les extraits en fonction de la méthode utilisée. Les racines ont exercé l'effet de
piégeage le plus prononcé contre le DPPH et I'ABTS, quelle que soit I'origine de la plante,
tandis que pour les autres tests, les extraits ont affiché des comportements différents.

En effet, de nombreux facteurs peuvent affecter I'activité antioxydante comme la nature
des composés phénoliques présents dans chaque extrait mais aussi la nature des interactions
entre les différents constituants. D'autre part, chaque essai est basé sur un mécanisme
antioxydant différent. Un mode mixte impliquant un transfert d'électron/hydrogéne est impliqué

dans les tests DPPH et ABTS, tandis qu'un transfert d’hydrogene unique est considéré comme
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le principal mécanisme impliqué dans le test B-caroténe et qu'un transfert d'électron unique est

généralement impliqué dans la réduction des ions métalliques[161].

La fluctuation de l'activité antioxydante a déja été signalée pour la M. rotundifolia dans
plusieurs articles. Une étude récente a fait état d'une variation de I'effet antioxydant de la plante
provenant de différentes localités, évaluée par DPPH (allant de 25,2 a 60,1 %) [59]. Notre
travail pourrait étre le premier rapport sur l'activité des extraits de M. rotundifolia a réduit le fer
par le test de phénantroline et a réduit les ions Ag?* par le test de SNP. Les populations de M
rotundifolia de notre étude ont montré une excellente inhibition de fer par le test de FRAP, avec
des valeurs d'A0.5 plus faibles par rapport aux valeurs de 18.809+ 0.369ug/ml et 25.83+ 0.208
pg/ml obtenues par Seladji et al.(2015)[153]dans les extraits aqueux et acétique, respectivement
de M.rotundifolia de la région de Tlemcen, Alors que Ferdjioui et al. (2019)[46] a estimé la
capacité d’inhibition de B-carotene de différents extraits et variant entre 0.12+0.03 a 2.89+0.02
mg/ml.

Dans une étude similaire, Benabdellah et al. (2016)[50] est rapporté la capacité
d’inhibition de B-carotene dans 1’extrait méthanolique de 1I’espéce M rotundifolia avec la valeur
de (763.00 £ 0.70 ug/ml) cette valeur est plus faible par rapport au celle estimé dans la plante
de notre étude. Cependant, les résultats actuels corroborent I’efficacité antioxydant de la plante,
quelle que soit la méthode de test utilisée. Mais en méme temps, elle a montré une variation
remarquable entre les populations de deux régions de récolte. Cette variation est attribuée a la
région et aux facteurs écologiques tels que la qualité du sol, l'altitude, la température et les
précipitations qui affectent la composition chimique. En effet, de nombreux auteurs ont mis en
évidence une relation entre les conditions environnementales et la production de polyphénols
et l'activité antioxydante comme la température [68], les précipitations[71,72],
I'altitude[75],ainsi que La localisation géographique [193].

Les corrélations entre les mesures évaluant la capacité antioxydante et le TPC, le TFC et
le FLoC ont varié de -0.517 a -0.864 (p < 0,05) (annexe6). Le TPC présentait des corrélations
avec le DPPH (r = -0.713), phénantroline (r = -0.836)). Le TFC et le FLoC ont montré des
relations fortes avec le pouvoir réducteur du fer (r = -0.958et r = -0.972, respectivement), le
SNP (r=-0.897, r= -0.850 respectivement), ainsi que des relations modérées avec l'activité de
blanchiment du B-caroténe (r = -0.743, -0.650 respectivement) Ces résultats indique la relation
étroite peut étre observée entre la teneur en composés phénoliques totaux et 1'effet antioxydant

de M. rotundifolia et est en accord avec celui obtenu par Ben Haj Yahia et al.[45], qui a
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également montré une forte corrélation entre la concentration de phénols des extraits de

différentes populations de M rotundifolia tunisiennes et leur activité antioxydante.

Les caracteres physicochimiques du sol peuvent jouer un réle déterminant dans la qualité

et la quantité des métabolites secondaires produits. Cette variation influencera par conséquent
I'effet antioxydant des plantes. Il a été précédemment rapporté que I'augmentation de la salinite,
de la conductivité et de l'acidité du sol affecte négativement l'activité antioxydante de
Scrophularia striata Boiss [194],
En outre, la matiere organique augmente I'absorption de I'azote et améliore la solubilité du
phosphore en augmentant son absorption par les plantes, Vazquez-Leon et al. (2017) a indiqué
que les feuilles mexicaines de Moringa oleifera Lam. Cultivées dans un sol riche en matiére
organique, NH4+, phosphore et potassium ont montré les niveaux les plus élevés de
phénoliques totaux, d'acide gallique et d'effet antiradicalaire[72].

Selon les résultats obtenus, on peut supposer que la salinité, la conductivité et I'alcalinité
plus faibles du sol a Mila ont entrainé un effet antioxydant plus élevé des plantes par rapport a
celles de Jijel.

I. 5. Activité inhibitrice des enzymes

L'effet inhibiteur des extraits sur l'acétylcholinestérase et 'a-glucosidase a été représenté
dans la Fig.26,27(annexe 4.8-9).

Comme le montre la Figure 26, la plante de site Mila a montré un effet plus puissant dans
l'inhibition de 1'a-glucosidase que les extraits de la plante de Jijel. En comparant I'organe de la
plante, les racines étaient plus puissantes que la partie aérienne. Les extraits peuvent étre classés
selon leur effet en termes de valeurs ICsp comme suit : MROT-MR > MROT-JR > MROT-MA
> MROT-JA avec des valeurs IC50 de 17,21 £ 0,11, 42,61 + 2,09, 107,176 + 1,49, 181,253 +
3,02 pg /ml, respectivement. De plus, tous les extraits se sont révélés statistiguement plus

puissants que le controle (Acarbose) (IC50 = 275,43 £+ 1,59 pg/ml).
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Figure 26 : Taux d’inhibition et les valeurs d'IC50 du a-glucosidase en fonction des
concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et les racines de la plante provenant de

deux régions.

L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test de Tukey (P< 0,05). Les
résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents, (*) pour la comparaison avec le
standard (Acarbose).

Les résultats de l'inhibition d’enzyme acétylcholinestérase ont montrés que 1’origine de
prélévement de la plante a influencé I'activité inhibitrice des extraits dans le cas des racines ou
M. rotundifolia de Mila était plus fort que la plante récoltée a Jijel, tandis que pour la partie
aérienne, le site de la plante a un léger effet. En outre, une grande différence dans I'effet présenté
a été enregistrée uniquement entre les tissus aériennes et les racines de la plante de Mila, tandis
que les deux parties de la plante de Jijel ont montré un effet similaire avec une légére différence
(Fig. 27). La valeur IC5¢ la plus basse a été obtenue avec le MROT-MR (IC50= 37,12+ 0,05
pg/ml) suivi par le MROT-JA, le MROT-MA, et enfin le MROT-JR, respectivement.
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Figure 27 : Taux d’inhibition et les valeurs d'A0.5 d’acétylcholinestérase en fonction des
concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et les racines (B) de la plante provenant de

deux régions.
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L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé un effet significatif confirmé par le test de Tukey (P< 0,05). Les résultats avec des

lettres différentes en exposant sont significativement différents, (*) pour la comparaison avec le standard (Galantamine).

Le taux d'inhibition de 1'a-glucosidase et de I'acétylcholinestérase par les extraits de M.
rotundifolia a également été affecté par la variation de la composition des extraits. Les racines
de la plante du Mila ont les effets les plus importants sur les deux enzymes, probablement en
raison de leurs niveaux élevés d'acide rosmarinique et d'acide salvianolique.

Ces suggestions peuvent étre soutenues par les résultats obtenus par Thomas et al. qui ont
décrit une inhibition significative de 1'a-glucosidase dans I'infusion de Glandora diffusa (Lag.)
qui est caractérisé par une composition phénolique consiste principalement a 1’acide
rosmarinique [195]. Ce travail pourrait étre le premier rapport sur l'activité anti-a-glucosidase
de M. rotundifolia. Quelques especes du genre de la Menthe ont été testées pour I'inhibition de
l'a-glucosidase, comme M. Spicata et M. Longifolia, montrant une inhibition significative de
I'enzyme, qui a été attribuée a leurs acides phénoliques et flavonoides[177,196].

De plus, la capacité d'inhibition de I'acétylcholinestérase par M. rotundifolia collectée sur
différents sites en Tunisie a également montré une fluctuation avec des valeurs ICso comprises
entre 0,21 et 2,16 mg/ml [45]. De nombreux auteurs ont précédemment discuté de I'association
de l'inhibition de I'acétylcholinestérase des especes de la Menthe avec la présence des composés
spécifiques, tels que l'acide rosmarinique[49,197,198], I'acide salvianolique B, I'hespéridine
[199], la lutéoline[200]et la diosmine [45,201]. Comme discuté précédemment, les
caractéristiques géographiques et pédologiques des deux sites de récolte ont conduit a des
différences dans la quantité de contenus phénoliques individuels, qui affectent directement
I'effet inhibiteur des enzymes sélectionnées.

Outre ses objectifs initiaux, cette étude permettra de découvrir de nouvelles molécules
présentant des propriétés anticholinestérase et anti a-glucosidase, Cela suscite I'espoir qu'une
purification plus rigoureuse permettrait a ces principes actifs de rivaliser avec les médicaments

spécialisés sur le marché pharmaceutique.
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11.1. Les conditions physicochimiques du sol de I’expérimentation

Apres I’analyse des résultats présentés dans le tableaul6, il est possible de constater que
le sol utilisé pour I'expérience est neutre avec un pH alcalin de 7,72. 1l convient de noter que le
pH est un indicateur trés important de l'acidité ou de l'alcalinité du sol, qui peut affecter
I'absorption des éléments nutritifs. En général, la valeur souhaitable se situe entre 6,5 et 7,5
pour la plupart des sols et cultures. De plus, selon I'échelle de salinité du sol. Le sol de culture
présente une faible salinité, avec une conductivité électrique d'environ 0,192 ms/cm, En ce qui
a trait a la quantité de MO du sol, les résultats du tableau indiquent un taux moyen de 1,3 %,
qui est considéré comme pauvre selon les normes naturelles du sol fertile. Le phosphore est Un
nutriment minéral essentiel de premiere importance pour la croissance des plantes, notamment
pour Le développement du systéme racinaire, la photosynthése et la reproduction végétale. Sa
concentration dans le sol varie en fonction de ses propriétés physico-chimiques [15]. Selon les
normes Delaunois. (2008) [197], le sol étudié se caractérise par une faible concentration en
phosphore assimilable P2Os, avec une moyenne de 1.03 ppm.

Tableaul6: les conditions physicochimiques du sol

Parametre Concentration

pH 7.72+0.05
Conductivité (mS/cm) 0.192
Matiére Organique (%) 1.3+0.43
Carbon (%) 0.6+0.28
Phosphore(ppm) 1,03+0,56
CaCo3 (%) 41,90+ 0,86

11.2. Effet d’application des phytohormones AIA et PAB sur le poids frais et sec
La lecture du tableau (17) indique la présence des effets partie, traitement et interaction

partie x traitement hautement a tres hautement significatives sur le poids free et sec. Ce qui
traduit I’existence des différences remarquables entre les valeurs moyennes de ce parametre
mesurée sur les différents traitements.

Tableau 17: Analyse de la variance des poids free et sec des parties aériennes

Source DDL Poids free Poids sec
Effet de partie de plante 1 36.671"" 15.790**
Effet de traitement 8 965.598"" 146.908***
Effet de I’interaction PxT) 8 38.378"" 12.052%**
Résiduels 36 4.35 1.73

DDL : Degré de liberté ns, Non significatif. **treés significatif at p<0.01. *** la significativité trés haute a
p <0.001.
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La pulvérisation des plantes avec 1’'un des phytohormones (auxine (IAA), BAP) a
occasionné une augmentation marquee du poids frais et sec des organes aériens et les racines.
L’analyse de la variance révele une variance tres hautement significative entre les différents
traitements hormonaux (p<0.001) (Tableau 14). D’aprés la figure 1, nous observons que Les
parties aériennes et racinaires des plantes pulvérisés par la combinaison de deux hormones aves
la dose la plus forte (20mg/l IAAx20mg/l BAP) sont enregistrés les pois frais et sec le plus
élevé en comparaison avec le témoin.  Alors que, le traitement par Le facteur de croissance
BAP avec les doses 10 et 20 mg/ml induisant une augmentation de deux a trois fois du poids
frais des parties aériennes et des racines par rapport au contréle (TO) (Fig.28A). De méme, les
plantes poussant en présence de 20 mg/ml de BAP ont montré une multiplication par trois de
leur poids sec pour les parties supérieures de la plante, tandis que le poids sec des racines était
deux fois plus élevé par rapport aux racines des plantes témoins (Fig. 28B) avec la méme
concentration. Le traitement individuel par I'lAA n'a induit qu'une légére augmentation de ces

deux paramétres dans les deux parties et non significative (p<0,05) pour le poids sec.
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Figure 28 : Effet du traitement par les régulateurs de croissance végétale IAA et BAP sur le

poids frais (A), le poids sec (B) dans les parties aériennes et racinaires de M. rotundifolia L.

T1,T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 correspondent a 10 et 20 mg/ml 1AA, 10 et 20 mg/ml BAP, 10mg/llAAx10mg/I
BAP, 10mg/l 1AAx20mg/l BAP, 20mg/l IAAXx10mg/l BAP, 20mg/l 1AAx20mg/l BA respectivement. TO :
correspond aux échantillons non traités (Controle). Les valeurs des colonnes avec des lettres différentes sont
significativement différentes a p<.05, selon la différence la moins significative (LSD5%).

ous avons observé une augmentation significative du poids des plantes (fraiches et seches)
apres avoir traité avec le BAP. Ces résultats sont en partie cohérents avec des études antérieures
qui ont démontré que le BAP favorise une production optimale de biomasse dans Thymus

leucotrichus Hal. Shoots [126] et une multiplication par trois de la production du poids sec des
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racines de M. piperita [11]. Les auteurs de ces études ont émis I'nypothése que le BAP pourrait
intervient dans le contrdle de la division cellulaire, du développement des pousses et des
racines, de la dominance apicale et du développement des bourgeons latéraux, ce qui pourrait
expliquer les résultats observés [11].

11.2. Effet de ’application des phytohormones sur les paramétres phytochimique
I1.2.1. Test phytochimique

Qu'elles aient été traitées par des phytohormones ou non, la présence de certains types de
métabolites secondaires dans les parties aériennes et racinaires des plantes est I'objectif de
I'analyse qualitative des extraits de plantes. Cette méthode utilise des réactifs chimiques

spécifiques pour créer des réactions de coloration et de formation de précipités.
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Tableaul8 : Résultats expérimentaux des tests phytochimiques effectués sur les parties aérienne et racinaires des plantes traitées et non traités

Métabolites Témoin IAA (10mg/l) | AIA (20mg/l) | BAP (10mgll) BAP (20mg/l) 10mg/IAIAX10mg/IB | 10mg/IAIAXx20mg/IBAP 20mg/IAIAX10mg/IBAP 20mg/IAIAx20mg/IBAP

secondaires (T1) (T2) (T3) (T4) (@; (T6) (T7) (T8)
PA PR | PA PR |PA |PR |PA |PR |PA PR PA PR PA PR PA PR PA PR

Polyphenols + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + + + +

Flavonoids ++ + ++ + | ++ | + | ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +

Anthocyanes

Tanins ++ ++ | 4+ | | | | | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Quinones

Anthraquinon

es

Alcaloides

Terpénoides ++ + ++ + | ++ |+ |+ + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +

Stéroides

Composés

réducteurs

Protéines

Mucilages

ND : non detecté. (+++) : Tres abondant, (++) : Abandant, (+) : Faible, (-) : Absent
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Les résultats du criblage phytochimique préliminaire de M. Rotundifolia ont indiqué
aucune différence entre les plantes traitées par les phytohormones et non traités (Témoins) au
niveau de la présence d’importants des métabolites secondaires comme : les polyphénols,
flavonoides, saponines, triterpenes et stéroides, tanins dans les deux parties. En effet, nous
avons bien détectés la présence des flavonoides et terpenoides dans la partie aérienne par
rapport a la parie racinaire. En revanche, les autres groupes chimiques comme les anthocyanes,
quinones, alcaloides, stéroides, composés réducteurs, protéines mucilages et saponines n'ont
pas été detectés dans tous les échantillons, La présence abondante de métabolites secondaires
dans cette plante justifie ses nombreuses indications thérapeutiques et nous permet de conclure
que l'application de phytohormones n'a pas d'impact sur la qualit¢ de ces métabolites
secondaires.

11.2.2. Rendement et Teneur en Polyphénols totaux des extraits des parties aériennes et
racinaires des extraits des parties aériennes et racinaires

La lecture du tableau (19) indique la présence des effets partie, traitement et interaction
partie x traitement hautement a trés hautement significatives sur ’ensemble des variables
mesurées (le rendement et les teneurs des polyphénols). Ce qui traduit 1’existence des
différences remarquables entre les valeurs moyennes de ces parameétres mesurées sur les
différents traitements.

Tableaul9: Carrés moyens de rendement et la teneur des polyphénols mesurés sur les deux

parties aérienne et racinaire de la plante traité

Source de la variance DDL Rendement Phénol totaux Flavonoide Flavonols
Effet de partie de plante 1 741.78™" 31623.69™ 8027.355™™" 547.395™"
Effet de traitement 8 6.53" 6236.6"" 7287 52.739™"
Effet de ’interaction (P 8 7.03™ 5666.53™" 91.076™" 73.288™"
Résiduels 36  0.33 25.76 2.823 3.8
DDL : Degré de liberté ns, Non significatif. **trés significatif at p<0.01. *** la significativité trés haute a
p < 0.001.

Les rendements des extraits bruts ont été déterminés grace a I'extraction brute a I'aide d'éthanol
de deux parties des plantes étudiées (fig.29A).

Nous remarquons un accroissement prononcé du rendement (16.73+0.44) enregistré chez
les extraits des parties aériennes des plantes traités par la combinaison de deux hormones avec
la dose de 10mg/lIAAx20mg/l BAP (T6) par rapport au traitement TO (témoin), par contre,
I’application individuel par la BAP ou I’AIA n’induit pas aucun effet significatif en

comparaison avec le témoin. Constatons que les parties racinaires des plantes traités par AIA
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avec la dose 10 mg/l induit le rendement le plus élevé avec une valeur est égale 23,40% suivi
par celui des traitement (10 mg/l AlA et 20 mg/l BAP mg/ml), (10 mg/l AlA et 10 mg/l BAP
mg/ml) et (20 mg/l AlA et 10 mg/l BAP mg/ml) (9.25%, 8.45 et 7.87respectivement) ensuite
vient I’extraits des plantes traitées par 20 mg/l AIA avec une valeur de 6,71% (fig.29B).

Les résultats des analyses quantitatives des extraits de deux parties de de M. rotundifolia.
Traités effectués a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible, sont présentés ci-dessous :

figure29 (annexe 3).
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TO : Témoin, T1: 10 mg/l IAA, T2: 20 mg/l IAA T3 : 10mg/l BAP, T4 : 20 mg/l, TS5
10mg/lIAAX10mg/IBAP,T6:10mg/llAAXx20mg/IBAP,T7 :20mg/lIAAXx10mg/IBAP, T8: 20mg/lIlAAXx20mg/IBAP

Figure29 : Effet des régulateurs de la croissance AIA et PAB sur le rendement (A), la teneur
des phénols totaux (B) flavonoides(C) et flavonols(D) des extraits des parties aérienne et

racinaires de M. rotundifolia L.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart type. L'ANOVA a un facteur a été utilisée pour I'analyse

statistique suivie du test post-hoc de Tukey.
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L’apport des acide Indole acétique et la 6- Benzyle-amino purine individuel ou combiné
avec de differents concentrations (10 et 20 mg/l) a créé une différence importante dans les
moyennes des dosages des polyphénols mesurés. Ces apports ont provoqué des augmentations
en teneurs des composes phénoliques par rapport au témoin (T0) (fig.29B).

Selon I'analyse de la variance, les résultats indiquent que le type de traitement et leur
concentration a un effet trés hautement significatif sur les teneurs en phénols totaux, en
flavonoides et en flavonols (p < 0,001) (Tab.19).

Les contenus phénoliques des deux parties dépendent fortement du traitement appliqué.
La teneur en phénols totaux oscille entre 72.6+1.22 et 229.59+0.13 pg EAG/mg et les
flavonoides de 14.16 £ 1.15 a 73.59 + 0,68 pug RE/mg, tandis que la teneur en flavonols a varié
de 37.45+0,60 a 60.44+2,31

Les résultats de dosage des phénols totaux ont mis en évidence une augmentation
significative de la concentration moyenne de phénols totaux dans les parties aériennes lors du
traitement combinant 20 mg/l d'acide indolacétique (IAA) et 20 mg/I de 6-benzylaminopurine
(BAP) (T8), atteignant 235.71 + 2.37 ug EAG/mg. Ce traitement a donc été identifié comme
le plus efficace pour augmenter la production de phénols totaux.

En revanche, pour les racines, le traitement avec 20 mg/ml de BAP (T4) a produit la
teneur la plus élevée en phénols totaux (212.3 + 0.4 ug GAE/mg), suivi de pres par 10 mg/ml
d'1AA (T1) (202.89 £ 0,72 ug EAG/mg) (Fig. 23B). Les autres traitements ont montré une
tendance croissante des concentrations de phénols totaux, avec T3>T7>T5>T6>T4>T1
> T2 > TO pour les parties aériennes, et T2 >T8>T6 > T3 >T7 > T5 > TO pour les racines.

Les résultats de I'étude illustré dans la figure (23.B) ont démontré que les traitements a
base d'acide indolacétique (IAA) a une concentration de 10 mg/l (T1) ainsi que de 6-
benzylaminopurine (BAP) a des concentrations de 20 mg/l et 10 mg/ml (T3 et T4) ont
significativement augmenté la production de flavonoides dans les parties aériennes de la
plante. Les concentrations obtenues étaient de 72.80 + 1.2, 71.62 + 2.12 et 70.8 £ 2.3 et 70.12
+ 4.03 pg ER/mg respectivement, par rapport au témoin (58.82 + 0.17 ug ER/mg). De plus,
I'apport combiné de 10 mg/l d'IAA et 10 mg/l de BAP (T5) a également montré une
augmentation significative de la production de flavonoides dans les parties aériennes.

Les résultats ont révélé que les plantes traitées avec une combinaison de 10 mg/l d'acide
indole acétique (IAA) et 20 mg/l de 6-benzylaminopurine (BAP) (T6) ont présenté la

concentration la plus élevée des flavonoides dans leurs racines (46.17+0.34 ug ER/mg), suivies
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des plantes traitées uniquement avec 10 mg/l d'lAA (T1) qui ont affiché une concentration des
flavonoides de 45.57+0.54 ug ER/mg (Fig.29C).

Des variations significatives ont été enregistrées dans la teneur en flavonols de la plante
M. rotundifolia L. suite a des traitements hormonaux. La teneur la plus élevée en flavonols a
été observée chez les plantes traitées avec une combinaison de 10 mg/l d'acide indole acétique
(IAA) et 10 mg/ml de 6-benzylaminopurine (BAP) (BAP) (T5) dans la partie aérienne, avec
une valeur moyenne de 50.94 + 0.72. Des valeurs de 50.68 + 0.58 et 50.23 + 0.99 ont également
été enregistrées chez les plantes traitées avec 10 mg/l d'l1AA et 20 mg/l de BAP, respectivement,
tandis que la valeur minimale a été observée chez les plantes traitées avec les autres
combinaisons d'hormones ainsi que le témoin (41.80+0.70).

En ce qui concerne la partie racinaire de la plante M. rotundifolia L., les résultats montrent
que la quantité la plus elevee de flavonols a été obtenue avec un traitement synergique d'lAA
et de BAP. Les plantes traitées avec une combinaison de 10 mg/l d'l1AA et 10 mg/l de BAP ont
enregistré une teneur en flavonols de 60.44 + 2.31 pg EQ/mg, tandis que les plantes traitées
avec une combinaison de 10 mg/l d'lAA et 20 mg/ml de BAP ont enregistré une teneur de 57.77
+ 1.01 pg EQ/mg, par rapport au témoin qui avait une teneur moyenne de 37.45 £ 0.60 pg
EQ/mg (Fig.29D). Ces observations indiquent que I’application individuel de la BAP et leur
inter actés avec I’'TAA a augmenté les teneurs en phénols totaux dans les parties aérienne et les
racines de M. rotundifolia L. respectivement, Egalement, la BAP stimule I’accumulation
considérable des flavonoides des extraits des parties aériennes, tandis que I'lAA a augmenté de
maniere significative la quantité des flavonoides dans les racines. Alors que la teneur en
flavonol est augmentée aprées I’application combiné de deux hormones dans les deux parties.

En résumé, I'étude a démontré que les traitements hormonaux (PGRs) peuvent
significativement affecter la production de composés phénoliques chez la plante M.
rotundifolia L.

En général, bien que les effets de l'auxine et de la cytokinine sur la synthése des
polyphénols ne sont pas encore bien compris, il est courant qu'une seule hormone végétale
puisse réguler un large éventail de processus physiologiques et de croissance[11]. Les CKs sont
des hormones de croissance qui régulent la division cellulaire et la morphogenése des plantes,
retardent la sénescence, De plus, elles sont impliquées dans la dominance apicale et influencent
le développement des fleurs, des graines et I'absorption de nutriments dans les organes
récepteurs. Les CKs sont également capables d'influencer I'accumulation de plusieurs classes
de métabolites, notamment les acides aminés (proline, acide aminobutyrique, alanine et

glycine), les glucides (sucrose, fructose, maltose et ribose) et les acides organiques impliqués
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principalement dans le cycle de I'acide citrique [181], En outre, les cultures in vitro pour la
production de métabolites secondaires dans les systemes de pousses sont généralement établies
en favorisant une production élevée de biomasse par la manipulation par différents
concentration des cytokinines.. Le 6- benzyl-adéeninopurine (BAP) est I'une des cytokinines
synthétiques les plus utilisées a cet effet.

Cependant, le mécanisme sous-jacent de régulation de la voie de biosynthése du
métabolisme secondaire des plantes par la BAP n'a pas encore été élucidé. Il a été prouvé que
la kinétine (un autre type de cytokinine) peut se lier a 'ARNt, ce qui peut influencer a la fois la
création des acides aminés et la production des protéines. Il est envisageable que cette
interaction puisse altérer I'expression génétique des enzymes clés impliquées dans le processus
de développement de la plante, et potentiellement impacter la production de polyphénols. [202].
Dans ce contexte, Deikman et ses collaborateurs ont réalisé une étude en 1995 suggérant que
I'accumulation d'anthocyanes chez Arabidopsis thaliana pouvait étre accrue par lI'exposition a
la benzyladénine (BA). Cette hormone végétale a été montrée pour induire I'expression de la
phénylalanine ammonia-lyase (PAL), une enzyme clé impliquée dans la biosynthése de I'acide
cinnamique, qui est un précurseur important dans la voie de biosynthése des anthocyanes [203].

Les auxines sont une autre classe de phytohormones essentielles pour la croissance et le
développement des plantes, agissant a la fois au niveau moléculaire et global. Lorsqu'une plante
est exposée a une source de lumiére, par exemple, les auxines sont impliquées dans la voie de
transduction du signal qui produit des messagers secondaires. Ces messagers secondaires
activent immédiatement les H~ATPases préexistantes et stimulent I'expression de plusieurs
génes impliqués dans la croissance et le développement. En particulier, I'indole acide acétique
(IAA) joue un réle clé dans la division cellulaire, I'élongation et la différenciation dans les
plante [204]. Shah et al. (1975) ont constaté que la synthese des polyphénols commencait apres
que les cellules aient entamé la phase de croissance la plus rapide dans les tissus de Cassia
cultivés in vitro en présence des auxines. Il est logique de supposer qu'en favorisant la
prolifération cellulaire dans un certain milieu hormonal qui encourage les cellules dérivées a
produire davantage de polyphénols, il peut avoir un impact sur la production de polyphénols
[202]. 1l est suggéré que I'expression génétique d'enzymes clés au cours du processus de
développement de la plante pourrait avoir une incidence sur la production de polyphénols [202].

Genéralement, Les effets d’IAA et la BAP ont éte largement etudiés dans les cultures in
vitro, ou ils ont montré leur capacité a stimuler la production de divers métabolites secondaires
en affectant les voies métaboliques et en augmentant la sensibilité aux régulateurs de croissance

endogenes. Toutefois, il a également été observé que I'utilisation de ces hormones végétales
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peut entrainer une grande variabilité et plusieurs événements imprévisibles dans la production
de ces métabolites, limitant ainsi leur application pratique [246]. Selon une étude menée par
Shah et al. (1975), I'lAA a stimulé la production de polyphénols dans les cultures de Cassia in
vitro [242]. De méme, le niveau de composés phénoliques a augmenté dans les racines velues
de Panax ginseng C. A. Meyer cultivées sur un milieu supplémenté avec une faible
concentration d'lAA [109]. Dans les cultures de racines velues du cultivar de sarrasin
Tartarian, I'lAA a augmenté la production d'anthocyanes [112].De méme, le BAP a augmenté
les phénols totaux et les flavonoides dans Thymus vulgaris et Origanum vulgare et a amélioré
les composes phénoliques dans les parties aériennes de M. piperita [106,190]. Il est important
de noter que les résultats peuvent varier selon les espéces et les conditions de culture. Cela
suggere que l'effet des hormones végétales sur la production de métabolites secondaires peut
étre spécifique a chaque espéce et peut étre influencé selon le type et leur concentration

Bien que le réle précis de I'lAA ou du BAP dans la voie de biosynthése des substances
phytochimiques reste encore & déterminer, des études ont mis en évidence l'influence de ces
hormones végétales sur I'accumulation de certains métabolites chez les plantes cultivées en
plein champ. Par exemple, Li et al. Ont montré que I'lAA pouvait significativement augmenter
I'accumulation de flavonoides chez Glycyrrhiza uralensis [248]. De méme, Mirheidari et al.ont
observé une augmentation significative de la teneur en phénols chez Hibiscus sabdariffa L.
suite a I'application exogene d'l1AA [204], Ce qui confirme les résultats du présent travail. Mais
ces résultats suggeérent que I'utilisation d'lAA ou de BAP pourrait étre une stratégie prometteuse
pour améliorer la production de métabolites d'intérét commercial chez certaines plantes.
Toutefois, Une exploration plus approfondie est requise pour mieux appréhender les
mécanismes sous-tendent de cette régulation hormonale et pour évaluer les effets de ces
hormones végétales sur la qualité et la sécurité des produits issus de ces plantes.

11.2.3. Profile phénolique des extraits des plantes traités

Les compositions chimiques des polyphénols présents dans les parties aériennes et
racinaires des plantes ont été analysées et les résultats sont présentés dans les tableaux 15 et
16 pour les plants traités et non traités (témoin).

L'analyse par LC-MS a permis d'identifier un total de 17 composés, comprenant des
acides phénoliques et des flavonoides dans les extraits de deux parties de M. rotundifolia. Les
traitements ont entrainé des augmentations significatives dans la teneur des composes
phénoliques comparés au contréle. L'acide quinique, l'acide rosmarinique et I'acide
salviolinique ont été identifiés comme les principaux composés phénoliques dans la partie

aerienne, avec des quantités respectives de 59.535, 62.566 et 73.651ug/g (Tab.20). Dans les

94



Résultats et discutions  Chapitre 2 : effet d’application des phytohormones 1AA et PAB

racines, les principaux composés phénoliques étaient I'acide salviolinique (41.317ug/g), l'acide
rosmarinique (32.132ug/g), l'acide quinique (17.104ug/qg) et lI'acide caféique (14.397ug/g), qui
représentaient ensemble la majorité des composes phénoliques identifiés dans les racines
(Tab.21).

La partie aérienne de la plante semble étre plus sensible au traitement individuel au BAP,
qui a montré un impact significatif sur la quantité et la qualité des composés phénoliques
produits. En effet, les valeurs d’acide salviolinique a enregistré des variations importantes,
passant de 10,436 ug/g (TO) a 73,651 ug/g dans la partie aérienne traitée avec 20 mg/l de BAP
(T4), ce qui représente la plus forte augmentation. De méme, la quantité d'acide rosmarinique
a considérablement augmenté avec les traitements T3 et T4 (10 et 20 mg/l de BAP), passant de
17,336 ug/g dans la plante non traitée a 66.265 et 62.566 ug/g, respectivement. En revanche,
I'acide trans-férulique n'a pas été détecté dans la partie aérienne de la plante non traitée, mais
apres la stimulation par des facteurs de croissance, des quantités allant de 0.029 a 0.058 ug/g
ont été observeées, Alors que Le traitement interagissant I'lAA et le BAP a une concentration de
20 mg/m a entrainé presque une multiplication par deux de la teneur en acide quinique, passant
de 35.52 ug/g dans le groupe témoin a 64.318 ug/g.

Concernant les racines, L’analyse de la composition phénolique varie quantitativement
en fonction de type d’hormone appliqué et leur concentration, nous observons que la quantité
d'acide salviolinique a augmenté de facon considérable aprés le traitement par 10mg/I(T3),
passant de 28.232(T0) a 41.31ug/g, alors gqu'une modeste augmentation a été observée pour les
autres traitements. Tandis que, ’acide rosmarinique a enregistré de bonne quantité apres un
traitement combiné par les deux hormones (20mg/l IAAx20mg/l BAP) avec de I’ordre atteint
47,107 ug/g, en comparant avec qu’il lui obtenus par le témoin (30.979) (Tab.20).

Des observations complémentaires ont été faites, révélant une augmentation significative
de la teneur de maniere notable en acide protocachuique, passant de 4.99 mg/l (témoin)a 8.75
mg/l, aprés le traitement avec 10 mg/l de BAP. De plus, une légére augmentation des
concentrations d'acide caféique et d'acide syringique a été enregistré par rapport au témoin. En
ce qui concerne les flavonoides, une augmentation remarquable de la concentration de
naringénine a été observée apres le traitement avec 20 mg d'l1AA, passant de 1.73 mg/l (témoin)
a5.93 mgl/l.
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Tableau20: Composants phénoliques dans la partie aérienne et les racines de M. rotundifolia traitées avec I'acide indole acétique (IAA) et la N6-

benzyladéninepurine (BAP). ... Les valeurs représentent les quantités de composes phénoliques individuels en ug/g d'extrait.

Tr : temps de rétention ; ND : non détecté

Composés  phénolique(ug/g Tr Témoin I1AA BAP Interaction AIA*PAB
extrait) (TO) 10mg/l 20mg/l 10 mg/l 20 mgll 10AIA*10BAP  10AIA*20PB 20AIA*10PB 20AIA*20
(T1) (T2) (T3) (T4) (T5) (T6) (T7) AP(TS)
A.Quinique 2474 35.52 37.042 42.548 59.535 46.249 54,858 44,658 27,463 64,318
A.Gallique 2.258 ND ND ND ND ND ND ND 0,061 ND
A.Protocachuique 2.258 2.472 6.291 1.292 1.834 1.202 1,231 1,014 1,400 0,283
A.Caféique 7.016 1.689 14.813 2.754 1.883 3.351 3,735 2,914 2,272 2,850
A.Syringique 15.989 3.384 6.131 3.032 3.321 2.463 3,374 3,317 4,194 0,575
A. p-coumarique 18.094 0.692 1.394 0.197 0.188 0.207 0,274 0,148 0,584 0,130
A trans-ferulique 25.551 ND 0.058 0.029 0.031 0.030 ND ND 0,102 0,047
Rutin 22.801 0.253 0.147 0.341 0.409 0.729 0,498 0,288 0,050 ND
Luteolin-7-o0-glucoside 25.510 1.449 0.147 1.718 2.693 3.065 3,823 3,268 1,301 9.790
Naringine 27.863 1.749 0.866 1.119 1.431 1.891 2,216 1,462 _ 8.21
Apegenin-7-o-glucoside 28.076 0.466 0.180 0.537 0575 0.695 0,750 0,593 0,508 2,480
A.Rosmarinique 30823  17.33 25.944 42509 66.265 62.566 51,752 44,658 23,997 33,823
A Salviolinique 30.011 10.46 36.595 20.218 37.46 73.651 37,492 37.04 63,01 63,661
Naringenine 31.220 0.320 0.611 0.819 0.608 0.713 0,594 2,914 0,769 3,869
Apigenine 37.027 0.186 0.586 0.430 0.273 0.399 0,267 0,106 0,653 1,443
Cirsiliol 37.578 0.079 1.037 1.119 1.966 1.987 1,173 0,523 2,664 4,647
Acacetine 38.818 0.171 0.236 0.602 0.700 0.654 0,570 0,375 0,668 8,810
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Tableau 21: Composants phénoliques dans les racines de M. rotundifolia traitées avec I'acide indole acétique (IAA) et la N6-benzyladéninepurine

(BAP). Tr: temps de rétention ; ND : non détecté

Partie racinaire

Composes phénolique (ug/g T Without PGR IAA BAP Interection AIA*PAB
extrait)
10mg/l 20mg/l 10 mgll 20 mg/l 10IAA*10PAB 101AA*20PAB 201AA*10PAB 201AA*20
PAB

Acide quinique 2.474 21.343 8.906 9.648 17.104 15.906 17.883 16.181 26.417 25.643
Acide Gallique 2.258 0.221 0.441 1.002 0.487 0.182 0.578 0.411 ND ND
Acide Protocachuique 2.258 4.998 7.050 5.453 8.754 6.004 5.804 6.241 1.179 1.532
Acide caféique 7.016 12.517 11.130 10.843 14.397 10.013 2.569 7.260 9.354 7.040
Acide syringique 15.989 4.618 5.547 3.128 6.714 3.751 4.484 3.501 0.590 1.326
Acide p-coumarique 18.094 0.028 0.027 0.014 0.063 0.041 0.004 0.047 0.007 0.023
Acide trans frulique 5..551 0.043 0.040 0.033 0.058 0.038 0.005 0.037 0.040 0.037
Rutin 22.801 0.055 0.077 0.083 0.059 0.097 0.031 0.058 ND 0.014
Luteolin-7-0-glucoside 25.510 0.034 0.014 0.032 0.041 0.035 0.034 0.046 0.050 0.061
Apegenin-7-o-glucoside 27.863 0.023 0.026 0.011 0.033 0.022 0.025 0.036 0.029 0.037
Acide Rosmarinique 28.076 30.979 23.965 28.618 31.703 32.132 20.325 34.427 34.081 47.107

30.823 28.232 20.810 23.283 41.317 25.962 12.020 26.492 24.714 21.520
Acide Salviolinique

30.011 1.738 1.527 5.931 1.475 2.432 1.289 4.101 1.490 4.516
Naringenine
Apegenin 31.220 0.126 0.098 0.401 0.122 0.482 0.213 0.276 0.033 0.130
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Dans cette étude, le traitement par I’'TAA et la BAP a augmenté de maniére significative
les acides salviolinique, rosmarinique et quinique parmi des autres composes phénoliques. Ces
résultats sont cohérents avec la littérature sur I'utilisation de facteurs de croissance pour stimuler
la production de métabolites secondaires dans les cultures cellulaires. Weremczuk-Jeyna et al.
(2018) ont constaté une augmentation des teneurs en acides salviolinique et rosmarinique dans
les pousses de Dracocephalum forrestii cultivées dans un milieu supplémenté avec différents
concentrations d'lAA et de BAP[205].

Grzegorczyk-Krolak et al. (2016) ont également observé une stimulation de la production
de flavones (baicaline, wogonoside, lutéoline, lutéoline-7-O-glucoside, verbascoside) dans des
cultures de pousses de Scutellaria altissima supplémentées avec différents facteurs de
croissance tels que le BAP[129]. Selon Taha et al., les facteurs de croissance influencent la
biosynthése des métabolites en régulant I'expression des enzymes impliquées dans les réactions
de biosynthese et en controlant le taux de protéines exprimées[206].

11.2.4. Effet des phytohormones sur quelques activités biologiques des extraits de plantes

Afin de mieux comprendre I'effet des phytohormones sur la production de nouveaux
composés naturels ayant des propriétés biologiques potentielles, nous avons étudié les
propriétés antioxydantes et enzymatiques des extraits de plantes traitées. Etant donné qu'il
n'existe pas de méthode normalisée pour la détermination de ces propriétes, il est fortement
recommandé d'utiliser plusieurs tests pour évaluer la capacité des plantes traitées par les
phytohormones. Dans cette étude, nous avons utilisé sept tests d'activité antioxydante, ainsi que
deux tests d'activité enzymatique couramment utilisés dans notre équipe. Cette approche nous
permettra d'obtenir une précision compléte de I'efficacité antioxydante et enzymatique des
plantes traitées. Elle nous permettra également de mieux comprendre I'effet des phytohormones
sur ces propriétés biologiques. Les résultats de cette étude pourront aider a améliorer la
production de composés antioxydants et anti-enzymatiques plus efficaces pour des applications

en médecine, en cosmétique ou en alimentation.

Les resultats des activités biologique (antioxydant et enzymatique) mesures sont soumis
a une analyse de variance a deux facteurs étudiés (facteur : partie de la plante ; avec deux
niveaux Partie aérienne et partie racinaire et le facteur du traitement ; avec 9 niveaux 10mg/I
IAA, 20mg/l 1AA, 10mg/l BAP, 20mg/l BAP, 10mg/lIAAXx10mg/IBAP ; T6,10mg/I
IAAXx20mg/l BAP ;T7, 20mg/l IAAx10mg/l BAP; T8, 20mg/l IAAx20mg/I BAP et le controle

) apres avoir vérifié les conditions d’application de ce test.
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Tableau22 : Carrés moyens des activités biologiques mesurés sur les deux parties aérienne et racinaire de la plante traité

Source de la DDL DPPH ABTS B-carotene FRAP CUPRAC Phénantroline  SNP Glucoside AChE
variance

Effet de la 1 430NS 22335.76*** 2193609.27***  4970.690*** 29.28*** 216.50*** 8953.661*** 175662.667 46147.74
partie de la 0
plante

Effet de 8 589.170*** 876.9%** 48373.099*** 583.862*** 471.2%** 114.70*** 238.015*** 50012.506 2509.714
traitement

Effet de 8 161.769*** 906.7*** 39746.81*** 68.073*** 123.15*** 54.44*** 243.476*** 35043.193 1747.147
Pinteraction

((PxT)

Résiduels 36 1.297 0.94 16.3 1.2 .373 0.299 0.52 0.757 6.240

DDL :

Degré de liberté ns, Non significatif. **trés significatif at p<0.01. *** la significativité trés haute & p < 0.001.
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11.2.4.1. Effet d’application IAA et BAP sur les activités antioxydant des extraits de plante
L'effet des hormones végétales IAA et BAP sur l'activité antioxydante de I'extrait éthanolique
de deux parties de la plante M. rotundifolia L. a été étudie a I'aide de différentes méthodes. Les
extraits ont montré des niveaux d'activité variables, exprimés en valeurs 1Csg et Ags, lesquels
indiquent I'activite antioxydante de I'extrait, une ICso et un Ao plus faibles étant associés a une
activité antioxydante plus élevée(annexe 4). L'analyse d’ANOVA a deux facteurs a démontré
que le traitement avec les hormones végétales, la partie de la plante et l'interaction entre les
deux (Traitement*partie) ont tous un effet significatif sur I'activité antioxydante, avec une p-
value inférieure a 0,001 (Tableau 22).

11.2.4.1. 1. Mesure de I'effet inhibiteur sur le radical diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
Les données présentées dans la figure (30) ressortent que le type de phytohormone utilisé, sa

concentration ainsi que le tissu végétal ont une influence significative sur I'activité
antiradicalaire DPPH. Les parties aériennes ont montré une activité antioxydante plus élevée
que les racines, avec une valeur IC50 passant de 42.42+1.46 pg/ml (contrdle) a 8,41 pg/ml avec
le traitement T1. Lorsqu'il s'agit d'évaluer I'effet du traitement sur la réduction du DPPH, I'ordre
décroissant d'efficacité est le suivant: T1 > T8 > T3 > T7> T5> T6 > T4 > T2 > T0. Notons
que le traitement T1 (10mg/ml AIA) a présenté la meilleure activité antioxydante et était
similaire au standard BHT (5.73+£0,41 pg/ml) (Fig.30A).

Concernant les racines, la valeur IC50 a également diminué de 49,69+1,45 pg/l (contrdle)
a11,88+1,39 pg/ml (T2) avec un ordre d'effet suivant : T2>T1>T7>T8>T6>T5>T4>T3
> TO pg/ml. Les extraits obtenus apres application de I'lAA, quelle que soit la concentration
(10mg/l ou 20mg/I), ont montré une augmentation de la capacité d'inhibition du DPPH avec des
valeurs respectives de 13.14+0.40 et 11.88+1.39 pg/ml et ont été rapprochés du standard BHT
(13.00+0.41 pg/ml) (Fig.30B).
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Figure30 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 du radical libre DPPH dépendants des
concentrations des extrais de la partie aérienne (A) et la partie racinaire (B)de la plante traitée et

non traitées

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon le

test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec les standards (BHA ou BHT)
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11.2.4.1. 2. Mesure de I'effet inhibiteur sur le radical ABTS

La figure (31) illustre les résultats des essais d'activité antiradicalaire vis-a-vis des ABTS
pour les échantillons étudies. Les concentrations d'inhibition a 50% (IC50) pour les parties
aériennes de Mentha rotundifolia varient de 20.57 £ 0.02 (T2) a 94.55 £ 0.22 ug/ml (contréle).
L'échantillon traité avec T2 (20mg/l 1AA) est le plus actif avec une excellente capacité de
piégeage des radicaux ABTS, suivi du traitement combiné de deux hormones avec la grande
concentration (20A1A*20PAB) avec une valeur de 25.16 + 0.45 ug/ml (Fig.31A).

De plus, Les extraits des parties racinaires de Mentha rotundifolia traitées avec les
phytohormones ont également montré une activité antiradicalaire significative par rapport au
plante non traité. (Fig.31B).

De plus, il est essentiel de souligner que le traitement combiné (20AIA*10PAB) a un
effet significatif sur I'activité antiradicalaire des racines avec un 1C50 de 6.13 £ 0.34 ug/ml, une
valeur proche de celle obtenus par 1’antioxydant standard (BHT=1,59 £ 0,02 ug/ml). Les autres
traitements présentent un ordre décroissant d'activité antiradicalaire, comme suit : T8 > T2 >
T4>T5>T3>T6>T1>TO.
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Figure31 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 d’ABTS dépendant des concentrations des

extrais de la partie aérienne (A)et la partie racinaire (B) de la plante traitée et non traité

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon

le test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec les standards (BHT).

11.2.4.1. 3. Test d’inhibition le blanchiment du g-caroténe
Les résultats de I'évaluation de l'activité antioxydante a I'aide du systéme -caroténe/acide
linoléique ont démontré une corrélation directe entre le taux d’inhibition la peroxydation

d’acide linoléique et la concentration de I'extrait de plante teste.
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Chaque extrait présente un effet inhibiteur sur la décoloration du B-caroténe, mais a des
niveaux variables.

Le type de traitement a significativement influencé I'activité antioxydante de tous les
organes testés, mais les parties aériennes des plantes ont montré une inhibition
significativement plus élevée du blanchiment du B-carotene que les racines (Figure 32).
Comparativement aux plantes non traitées, tous les traitements, sauf le traitement combiné
(20mg/L IAA*20 mg/L BAP) (93,48t 0,41, ont amélioré [activité d'inhibition du
blanchissement du B-carotene. L'extrait obtenu a partir du traitement T5 a induit I'effet le plus
élevé (IC50 = 23.95+0.36 pug/ml), suivi par T7(20AIA*10PAB) (25.33+2 .59 pg/l), 10AIA(T1)
(IC50 = 28.18+0,51 pg/l), 10PAB T3 (36.89+0.51 pug/ml), 10AIA*20PAB (T6)(38.41+0.81
pg/ml), 20PAB (T4) (48.08+0.47 pg/ml), et enfin 20AIA(T2) (73.65+0.64 pg/ml)(Fig.32A).
Cependant, en comparaison avec le standard (BHT), les échantillons sont moins actifs.

En ce qui concerne les racines, celles-ci ont montré un effet plus faible que les parties
aeriennes, avec des valeurs de CI50 élevées. Les traitements T3, T2, T4, T7 et T6 ont amélioré
I'activité des racines, tandis que les traitements T1, T8 et T5 ont provoqué une diminution de
I'activité (IC50= 650.57+8.25ug/ml, 625.44+1.83 pg/ml et 580.3+3.42, respectivement) par
rapport au contréle (IC50=571,31+5,95 pg/ml) (Fig.32B). En revanche, le BHT a montré un

pouvoir prévenir le blanchissement du B-caroténe a celui des différents échantillons testés.
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Figure32 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 de blanchiment du B-caroténe dependant
des concentrations des extrais de la partie aérienne (A)et la partie racinaire (B) de la plante
traitée et non traité.

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon

le test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec le standard (BHT).
1.2.4.1. 4. Méthode de réduction le cuivre (CUPRAC)

Les données illustrées dans la figure(33) suppose que tous les traitements ont eu un effet
bénéfique sur la réduction de la concentration d'ions de cuivre. Les traitements T4 (20mg/L
BAP) et T6 ((10 mg/L AIA*20 mg/L BAP) dans la partie aérienne, ainsi que T2 (20 mg/L
IAAT?2) dans les racines, ont montré les plus grandes capacites de réduction, avec des valeurs
A0.5 de 9,46 + 0,32 pg/ml, 10,58 + 0,36 pg/ml et 14,48 + 0,26 pg/ml, respectivement,

comparativement au témoin. Les autres traitements ont également réduit les ions de cuivre avec
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des capacités allant de modérées a bonnes. Les valeurs A0.5 pour T3, T7, T8 et T1 dans la partie
aérienne étaient respectivement de 21,60 + 0,30 pg/ml, 22.80 + 1.35 pg/ml, 26.33 £ 0.16 pg/ml
et 31.73 £ 0.48 pg/ml (fig. 33A). Concernant les racines, les valeurs étaient de 13,82+0,41,
18.47+0.41, 22.01+ 0.4 pg/ml pour les plantes traitées avec T6, T8, T3, respectivement (fig.
33B). En comparant aux résultats obtenus avec le standard BHT, 1l est remarquable de constater
que les traitements T4 et T6 sont les seuls a avoir des valeurs d'A0.5 les plus proches de ce

standard, parmi tous les échantillons testés.
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Figure33 : Taux d'inhibition et les valeurs d'A0.5 du pouvoir de la reduction du cuivre
(CUPRAC) dépendant des concentrations des extrais de la partie aérienne (A)et la partie

racinaire (B) de la plante traitée.

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon

le test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec le standard (BHT).
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11.2.4.1. 5.Méthode de réduction le fer (FRAP)

La figure (34) montre que I’application des phytohormones I1AA et BAP avec différent

doses favorise le pouvoir réducteur des extrais des parties aériennes et racinaires.
Le pouvoir réducteur ferrique diminue dans la partie aérienne dans I'ordre suivant : T1 >T8>
T6 >T3> T2 >T5> T7 >TO, Les plantes traitées avec 10 mg/l d'IAA (T1) ainsi qu'avec
I'interaction entre IAA et BAP a une concentration de 20 mg/L AIA*20 mg/L BAP présentent
une forte puissance a réduit le fer comparativement au témoin, leur A0.5 est de 9.77 + 0.15 et
8.56 £0,07 pg/ml respectivement (fig. 34A). Cette A0.5 n'est pas différente de celle de I'acide
ascorbique.

Selon la figure (34B), les différents traitements ont augmenté I'activité de réduction des
extraits des parties racinaires par rapport au témoin, avec l'ordre suivant : T8 > T3 >T4 > T6 >
T2>T7>T5>T0. Cependant, I'application de 10 mg/ml de BAP (T3) a induit une forte action
vis-a-vis de Fe3* avec une valeur de A0.5 = 29.32 + 1.06 mg/l. Cette valeur reste toutefois

néanmoins moins active que I’antioxydant de synthese
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Figure34 : Taux d'inhibition et les valeurs d’A0.5du Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

en dépendant des extrais de la partie aérienne (A)et la partie racinaire (B) de la plante traitée

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon le test de

Tukey (P<0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec le standard (Acide ascorbique).

1.2.4.1. 6. Méthode de la réduction du fer dans le complexe phénanthroline-Fe3* (Test de
Phénantroline)

Le test de réduction des ions de fer par la méthode de phénantroline a mis en lumiere des
capacités remarquables dans tous les extraits (Fig.35). Les traitements par les régulateurs de
croissance ont produit une amélioration significative de la capacité de réduction du fer par les
extraits comparativement au groupe témoin (TO0). Il convient de noter que les parties aériennes
ont montré un effet plus marqué que les racines, En excluant le traitement spécifique T2 (20
mg/ml), on observe que celui-ci présente le plus faible A0,5 (4.48 = 0,13 pg/ml) dans les
racines.

Les extraits des parties aériennes des plantes traitées avec différentes phytohormones ont

présenté les capacités d'inhibition les plus élevées, avec des valeurs variant de 5.68 + 0.04 (T1)
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a10.11 £ 0.71 (T6) par rapport au contrdle (15.25 £ 0.41 pg/ml) (Fig.35A). Dans les racines,
ces valeurs ont varié de 4.48 + 0.13 (T2) & 18.90 + 0.33 (T5) pg/ml par rapport au contréle
(A0,5 =24.35 + 0.39 pg/ml) (Fig. 35B).
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Figure35 : Taux d'inhibition et les valeurs d'A0.5du complexe phénanthroline-Fe3*
(Phénantroline) dépendant des concentrations des extrais de la partie aérienne (A)et la partie

racinaire (B) de la plante traitée.

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon

le test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec le standard (BHT).

11.2.4.1. 7. Test des nanoparticules d*argent (Silver nanoparticules assay NSP)
L'étude de I'effet des phytohormones sur le pouvoir des extraits a réduire les ions Ag* était

illustrée dans la figure (36, annexeb).
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Tous les extraits ont montré des capacités réductrices efficaces vis-a-vis les ions Ag?* a des
concentrations faibles, comparables a celles du standard. Les parties aériennes ont montré une
plus grande efficacité que les racines dans la réduction des ions Ag2+. L'effet variait selon avec
le tissu de la plante utilisée, le type de phytohormones et de leur concentration. Parmi les
traitements appliqués, nous avons observé que I'application de I'interaction AIA et BAP a une
dose de (20 mg/ml AIA + 10 mg/ml BAP) induisait la meilleure réduction des ions Ag?*
présents dans I'extrait de la partie aérienne (A0.5 = 1.97 + 0.04), supérieure a celle de I'acide
ascorbique standard (7.14 = 0.03) (Fig. 36A). Les autres traitements ont présenté des capacités
de réduction dans I'ordre décroissant suivant: T7 >T3>T5>T2>T4>T6>T1>T0 > T5.
En ce qui concerne les racines, la valeur de I'A0.5 a également diminué de maniere significative,
passant de 42.92 + 0.84 pg/ml (contréle) a 8.83 = 0.57 pg/ml apres I'application du traitement
T1, qui est proche de la valeur obtenue avec I'acide ascorbique. Les différents traitements ont
été classés par ordre décroissant de leur efficacité, comme suit: TL>T2>T6>T5>T3 > T8
>T4>T7>TO0 (Fig. 36B).
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Figure36 : Taux d'inhibition et les valeurs d'A0.5de réduction des ions Ag?* (SNP) dépendant
des concentrations des extrais de la partie aérienne (A)et la partie racinaire (B) de la plante

traitee.
Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a p<.05, selon la différence
la moins significative (Tukey5%). (a, b ..) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec les
standards(acide ascorbique).

L'étude présentée est la premiere a examiner I'effet des régulateurs de croissance sur les
activités antioxydantes de deux parties de M. rotundifolia cultivées dans la serre. En utilisant

différentes méthodes, les résultats obtenus révelent que le pouvoir antioxydant des plantes est
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influencée par plusieurs facteurs, notamment le e composant végétal utilisée, la concentration
et le type de phytohormone appliquée, ainsi que le mécanisme d'action impliqué. Les plantes
exposées aux PGR ont montré une capacité antioxydante significativement supérieure a celles
non traitées, avec une activité prédominante dans les organes aériennes plutoét que dans les
racines.

En ce qui concerne le type d'hormone utilisé, les résultats ont enregistré une variation
significative au niveau des différentes activités. Plus spécifiquement, les plantes traitées par
I'lAA ont révélé une action anti-radicalaire supérieure contre le DPPH et 'ABTS, ainsi qu'une
inhibition du fer par la méthode de phénantroline. D'autre part, le BAP a stimulé I'activité
d'inhibition du fer par la méthode de FRAP dans les racines et a inhibé considérablement les
ions de cuivre dans les parties supérieurs de M. rotundifolia. En outre, l'interaction de deux
hormones a amélioré I'activité de blanchiment B-caroténe et inhibé significativement les ions
Ag+ dans les parties aériennes.

Aprés avoir examiné la littérature scientifique, il a été constaté que les études des effets
de I'lAA et du BAP sur l'activité antioxydante par différentes méthodes des plantes cultivés in
vivo sont encore limitées, Sachant que, une étude mené par Gruz et Spichal. a révélé que les
cytokinines de type INCYDE avaient la capacité d'améliorer significativement I'activité
antioxydante de la laitue cultivée en champ[207]. De plus, des études démontrant le réle
essentiel de different PGR fournis de maniére exogene sur les activités antioxydant résultantes
des régenérants dérivés in vitro (culture in vitro) sont bien documentées, Par exemple, une étude
précédente a montré qu'un traitement au BAP avait des effets bénéfiques sur les propriétés
antioxydantes du Mentha piperita, tels que I'augmentation de I'inhibition de la peroxydation de
I'acide linoléique et la diminution de la production d'hydroperoxyde[26]. Une étude
supplémentaire a été conduite a évaluer I'effet de I'ajout exogéne de cytokinine sur les propriétés
antioxydantes de cultures de tiges de Scutellaria alpina, Cette recherche, menée par
Grzegorczyk-karolak et al. ont évalué la capacité antioxydante par deux méthodes différentes,
a savoir le test ABTS et le test FRAP. Les résultats obtenus ont indiqué que les cultures de
pousses traitées avec 0,5 um Thidiazuron (TDZ) ont présenté les activités antioxydantes les
plus élevées pour les deux tests[208], Aussi, Erna Karalija et al. (2017) ont étudié le pouvoir
antioxydant de cultures de Knautia sarajevensis cultivées dans des milieux supplémentés avec
différentes cytokinines. Les résultats ont démontré que 1’activité le plus important de capture
de radicaux libres ont été obtenues pour les pousses cultivées dans un milieu supplémenté avec
2,0 mg/L de benzyladénine (BA) et 4,0 mg/L de zéatine (ZEA).
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La littérature a confirmé que les altérations dans le type et la concentration d'auxine ou
de cytokinine, ainsi que le rapport auxine/cytokinine, sont également des facteurs qui
influencent la production de métabolites secondaires et leur activité antioxydante. En effet,
selon Kousalya et al. I’extrait méthanolique de calus dérivé du milieu MS contenant 0,5 mg/L
d'auxine naphthalene acétique (NAA) de Canscora decussata a montré une puissance réductrice
ferrique plus forte ainsi que des activités antiradicalaires DPPH et ABTS plus élevées[209].
Dans une étude rapportée par Dakah et al. les extraits aqueux et méthanoliques de Ziziphora
tenuior L. cultivées in vitro et traitées par 1,5 et 1 mg/L de kinétine et 0,1 mg/L de NAA ont
induit une forte capacité de capture du radical DPPH[210].

Les analyses des coefficients de corrélation entre les mesures évaluant le pouvoir
antioxydant et les composés phénoliques trouvant dans les extraits de deux parties de plante
traité ont montré des résultats significatifs avec des valeurs allant de -0,358 a -0,811 (p <0,05).
Le TPC a été corrélé négativement avec le DPPH (R? = -0,468), la réduction du fer par la
méthode de phénantroline (R?= -0,504), le B-caroténe (R? = -0,358), le CUPRAC (R? =-0,494),
le FRAP (R?= -0,644) et le SNP (R? = -0,504). Les TFC ont montré des relations fortes avec le
SNP (R?= -0,811) et le blanchissement de B-caroténe (R?= -0,782), tandis que les FIC étaient
modérément corrélés avec le DPPH et I’ABTS (R? = -0,379 et -0,383, respectivement)
(annexe7). En se basant sur cette analyse, il a été établi que la concentration de TPC et FTC
avait une incidence significative sur l'activité antioxydante, en particulier dans les tests FRAP,
SNP et B-caroténe, tandis que les autres tests antioxydants évalués ont montré une corrélation
faible. Une telle relation n'est pas surprenante et a été précédemment publiée pour I’especes M.
rotundifolia L. [45] et pour de nombreuses autres espéces riches en composés phénoliques
[50,211-213].Certaine relation obtenue dans la plupart de ces découvertes sont largement liées
a un composé abondant spécifique, a son potentiel biologique et a sa contribution aux niveaux
de métabolites. Cependant, les composées phénoliques individuels peuvent exercer leur effet
antioxydant indépendamment ou interagir les uns avec les autres, produisant un effet synergique
ou antagoniste [214]. Dans le cas de nos résultats concernant les activités antiradicalaires
DPPH et ABTS, cette relation n'est pas toujours évidente et peut méme étre faible. En effet,
I'absence de relation directe entre la concentration des composés phytochimiques et I'activité
antioxydante a éte largement documentée dans plusieurs espéces veégeétales[215,216]. I
convient de souligner que la relation entre les composés phénoliques et I'activité antioxydante
peut étre complexe, car il existe plusieurs facteurs qui peuvent influencer cette relation. 1l est
souvent attribué que cela ne repose pas exclusivement sur le contenu en polyphénols, mais

également de la qualité des composés phytochimiques. En effet, le potentiel antioxydant est
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relie de la structure et du motif de substitution des groupes hydroxyle dans les composés
phénoliques [217].

La variabilité observée de l'activité antioxydante dans cette étude peut également étre
attribuée aux variations dans les mécanismes d'action de l'essai utilisé. En effet, Diverses
techniques pour évaluer la capacité antioxydante. I'activité antioxydante peuvent révéler que
différents radicaux réagissent différemment aux variabilités des composés antioxydants [217].
Les composes phénoliques peuvent neutraliser les radicaux libres et agir en tant que réductions
en donnant des électrons pour régénérer une molécule oxydée ou arréter la réaction en chaine
des radicaux libres [218]. Probablement, La variabilité de I'activité antioxydante observée dans
les extraits de la plante traité par différents phytohormones peut s'expliquer par ces mécanismes
d'action différents.

Dans I'ensemble, le potentiel antioxydant de diverses plantes médicinales a été démontré
étre principalement di a I’accumulation des phénols dans les extraits[240]. Du fait de la
présence de groupes hydroxyles (OH-) dans leur structure, les phénols, qui sont des composes
naturels, possédent une activité antioxydante considérable[219]. Les radicaux libres peuvent
recevoir un atome d'hydrogene des groupes -OH présents dans les phénols, ce qui forme des
radicaux phénoxyles stables et arréte la propagation de la réaction en chaine les espéces
réactives de I'oxygéne (ERO). Ainsi, Les phénols ont un rdle déterminant dans la protection
contre le stress oxydatif et les maladies associées, telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. En particulier, les flavonoides sont une classe
importante de polyphénols qui ont des effets pharmacologiques variés sur le corps humain. Ils
ont été identifiés comme étant de puissants antioxydants, Les phénols ont la capacité de protéger
les cellules contre les dommages provoqués par les ERO. Ainsi que, la quantification des
composés phénoliques, y compris les flavonoides, est une mesure importante, celle-ci est relie
directement a leur activité antioxydante totale [247]

Ces résultats suggerent que I'utilisation de régulateurs de croissance peut étre une stratégie
efficace pour améliorer les propriétés antioxydantes des plantes et que des études
complémentaires sont nécessaires afin d'approfondir notre compréhension de ces mécanismes.
11.2.4.2. Activité inhibitrice des enzymes

Aprés 1’étude inhibitrice de 1’enzyme acétylcholinestérase (AChE) et a-glycosidase, La
mesure de I'absorbance est réalisée pour déterminer la concentration inhibitrice (Clso) des divers

extraits, En comparaison avec I’acarbose et la galantamine respectivement.
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Jusqu'a présent, aucune étude n'a été entreprise pour évaluer l'activité inhibitrice de
I'’AChE et I'a-glycosidase des extraits bruts pour les deux parties de M. rotundifolia traités par
les phytohormones.

Les résultats de I'inhibition de I'AChE et de I'a-glycosidase ont été représentés dans la Fig.31
et 32(annexe 4) sous forme de valeurs 1C50.

L'analyse des valeurs de CI50 nous a permis d'évaluer I'efficacité de nos différents extraits en
termes d'activité inhibitrice des enzymes (AChE et a-glycosidase). Une valeur plus faible
indigue une activité inhibitrice plus élevee.

Selon l'analyse de la variance, les résultats indiquent que tous les facteurs ont un effet tres
significatif sur I'activité inhibitrice de I'Ache et de I'a-glucosidase (p < 0,001) (Tableau 18).
11.2.4.2.1. Activité a-glucosidase

En considérant les résultats mentionnés dans la figure (37) on déduit que I'application
individuelle et combinée des phytohormones IAA et BAP a différents concentrations entraine
une légere augmentation de l'inhibition de I'enzyme a-glucosidase par apport au témoin (TO0).
Les racines ont montré une meilleure inhibition que les parties aériennes. En particulier, I'extrait
de la partie racinaire apres le traitement interagit avec la concentration 20 mg/L (T8) a présenté
l'effet inhibiteur d'enzyme a-glucosidase le plus élevé, avec un IC50 de 16.33 + 0.69 pg/ml
(Fig.37A), Les autres traitements ont induit une augmentation de l'inhibition, suivant I'ordre
décroissant T6 > T2 > T7 > T4 > T5>T1 > T3 > T0. En revanche, la plupart des extraits de
parties aériennes ont montré une faible activité, avec un IC50 supérieur a 200 pg/ml, a
I'exception de I'échantillon traité par 20mg/ml IAA (T2), qui a donné un effet remarquable avec
un IC50 de 127 + 0.24) (Fig.37B). Les données obtenues révelent également que les extraits

ont une action supérieure a celle du composé de synthese (galantamine = 275.43+1.59).
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Figure37 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 d’a-glucosidase des extraits des parties
aerienne(A) et racinaire(B) du M. rotundifolia traitées et non traitées.

Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05,
selon le test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) avec le standard

(Acarbose)

11.2.4.2.2. Activité anticholinestérase
L’activité anticholinestérase est I’action d'un composé a inhiber l'activite de I'enzyme
acétylcholinestérase (AChE). L'AChE est responsable de la dégradation du neurotransmetteur

acetylcholine dans le cerveau, et son inhibition peut conduire a une augmentation des niveaux
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d'acétylcholine, qui est importante pour la fonction cognitive. Les composes qui présentent une
activité anticholinestérase.

En se basant sur les données présentées dans la figure (38) il est observé que I'application
des phytohormones IAA et BAP a différentes concentrations conduit a une légére augmentation
de l'effet inhibiteur de I'enzyme acétylcholinestérase (AChE). Les racines présentent une
activité supérieure contre I'AChE par rapport aux parties aériennes. Le traitement par BAP a
produit I'effet inhibiteur le plus élevé dans les deux parties. Pour ce qui est de la partie racinaire,
I'extrait de plante traité par la combinaison des deux phytohormones IAA et BAP a la
concentration la plus élevée (20 mg/L) (T8) présente la meilleure activité contre I'AChE, avec
un IC50 de 77,76 + 0,32 ug/ml (Fig38.A), par rapport aux autres traitements. Les valeurs d'1C50
obtenues pour les extraits de plantes traitées suivent I'ordre décroissant suivant : T8 > T3 > T4
>T1>T2>T5>T6>T7>TO0. En revanche, La capacité inhibitrice la plus puissante des
extraits des parties aériennes a été observée avec T3 (IC50 = 133,61+1,78ug/ml) suivi du
traitement T5 (139.00+0,83ug/ml) tandis que le contréle a montré une faible activité contre
I’AChE (Fig.38A). Les extraits présentent des IC50 plus élevés, donc moins actifs, en

comparaison au standard galantamine (IC50 = 6,27 £ 1,15).
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Figure 38 : Taux d'inhibition et les valeurs d'IC50 d’acétylcholinestérase des extraits des

parties aérienne(A) et racinaire(B) du M. rotundifolia traitées et non traitées.
Les résultats avec des lettres différentes en exposant sont significativement différents a un seuil de p < 0,05, selon
le test de Tukey (P< 0,05), (a, b ...) pour la comparaison entre les échantillons et (*) pour la comparaison avec le
standard (Galantamine)
Selon les résultats obtenus, On a été constaté que les plantes exposées a des régulateurs

de croissance végétale (PGR) présentaient une capacité d'inhibition significativement plus
importante que les plantes non traitées. Bien que l'effet antioxydant des parties aériennes des
plantes ait été plus puissant que celui des racines, les racines ont été plus efficaces pour inhiber
l'acétylcholinestérase et I'a-glucosidase malgré leur faible teneur en polyphénols. Cela indique

la présence de composés spécifiques associés a l'activité anticholinestérase.
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L'analyse de corrélation a révélé que l'activité anticholinestérase était associée a des acides
phénoliques tels que 1’acide gallique (-0,504), I’acide protocachuique (-,0487) et I’acide
caféique (-0,363) et ainsi qu'au flavonoide naringenine (-0,350) (annexe6). Parmi tous les
traitements appliqués, le traitement combiné de deux hormones avec la concentration la plus
élevée (20mg/l) suivi par le traitement de 10mg/l BAP ont induit I'effet le plus substantiel de
I’extrait racinaire contre I’AChE. Ces traitements étaient les plus riches en au moins I'un de ces
composés. Ces resultats sont conformes aux rapports antérieurs, qui ont trouvé des associations
significatives entre l'activité inhibitrice de ’AChE et les concentrations d'acide caféique et de
naringénine[221]. En outre, certains auteurs ont lié I'effet anticholinestérasique principalement
de M. rotundifolia a la présence d'autres composés spécifiques tels que la lutéoline, I'hespéridine
et I'acide salvianolique [45,196]. Bien que les deux traitements appliqués aient induit une
importante accumulation des acides rosmarinique et salviolinique, il n'y avait pas de corrélation
specifiquement observée entre les deux composés et I'AChE. Toutefois, leur role dans
I'inhibition de I'AChE et leur éventuel développement en médicaments contre les maladies
neurologiques ont été récemment documentés [197].

La littérature indique que le type de PGR et leur concentration peuvent déterminer la
qualité et la quantité des métabolites synthétisés. L'influence des auxines et des cytokinines sur
I'accumulation de I'acide rosmarinique est bien documentée[126,135]

L'a-glucosidase est une enzyme clé dans la dégradation des glucides alimentaires complexes en
sucres simples absorbables. Cette enzyme est une cible principale des médicaments
hypoglycémiants dans la gestion du diabéte de type 2 (DNID). Dans cette maladie, la capacité
de l'organisme a réguler la glycémie est altérée, et les inhibiteurs de 1'a-glucosidase sont utilisés
pour réduire I'absorption de glucose dans l'intestin et maintenir des niveaux de sucre dans le
sang stable. Des études ont montré que certaines plantes médicinales peuvent avoir un effet
inhibiteur sur I'a-glucosidase, ce qui en fait une source potentielle de composés bioactifs pour
le traitement du DNID.

Dans cette étude, les racines ont montré une excellente activité antidiabétique en comparaison
avec les parties aériennes, ce qui indique que la nature des composés phénoliques ou la présence
d'autres substances phytochimiques détermine fortement cette activité. Les polyphénols sont
connus pour leur capacité a se lier aux protéines et aux hydrates de carbone par de multiples
liaisons hydrogéne et associations hydrophobes, ce qui entraine le blocage des sites catalytiques
des enzymes [222]. D'apres les résultats de I'analyse de corrélation de Pearson, on déduit que
I’activité inhibitrice de 1I’a -glucosidase est certainement corrélé négativement avec 1’acide

gallique (-0,320) et la naringenine (-0,531). Mes ces observations ne signifient pas que la
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présence ou l'absence de certain composé expliquerait toute I'activité. De maniere présumeée,
les activités mentionnées pourraient survenir en raison d'une interaction synergique entre des
composés poly phénoliques individuels, comme décrit par Brown et al. [177].

Enfin, quelques especes de Menthe poussés naturellement ont été testées pour l'inhibition
de I’a glycosidase, notamment M. spicata et M. longifolia, qui ont montré un excellent potentiel
dans l'accumulation de polyphénols et de flavonoides [176,195]. Cependant, a notre
connaissance, il s'agit de la premiere étude rapportant I'effet des régulateurs de croissance des
plantes sur I'activité antidiabétique de M. rotundifolia en mesurant leurs capacités a inhiber I'o-

glucosidase.
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Cette étude est un Bilan sur les résultats obtenus actuellement, qui est centré effectivement
autour de la variation de I’accumulation des polyphénols totaux et la composition phénoliques
individuel dans les plantes poussent naturellement et les plantes cultivées dans la serre et traites
par les hormones de croissance (AlA et BAP).

3.1.1a partie aérienne

L’analyse de la variance montre une différence substantielle significative p < 0.01
(Tab.20) en ce qui concerne la concentration de divers constituants bioactifs (phénols totaux,
flavonoides totaux, flavones et flavonols, acide rosmarinique, acide salviolonique, acide
caféique, acide quinique, naringenine) parmi les plantes traitées par différent hormones et les
plantes poussent naturellement. Comme la montre clairement le tableau22. La teneur totale en
phénol des extraits des parties aérienne des plantes cultivés spontanément dans la région du
Jijel et Mila était de (109,28+5,27 ug EAG/mg et 167,49+6,26 ug EAG/mg respectivement) et
augmenteé a (235,7£2,38 ug EAG/mg) dans les plantes cultivées apres un traitement combiné
par la BAP et I’ AA avec la dose le plus élevé (20mg/ml IAA+20mg/ml BAP). En paralléle, il
y a eu une augmentation de la teneur en acide rosmarinique et en acide quinique, atteignant
respectivement 66,27 ug/g et 65,32 ug/g, par rapport aux concentration enregistrés dans les
plantes de la région de Jijel (21,16 pg/g et 36,83 pg/g) et de la région de Mila (28,59 ug/g et
34,62 ug/g).Un accroissement prononcé de 1’acide salviolinique est enregistré chez les plantes
traité par 20 mg/l BAP (73.65 ug/g), Tandis que le traitement par 10 mg/l IAA donné la valeur
le plus ¢levé d’acide caféique. Le traitement avec la combinaison de deux hormones avec la
dose de 20mg/ml IAA 20 mg/l BAP a induit une augmentation de la concentration de
naringenine a 3.87 ug/g. En revanche, la teneur en flavonoide (77,02+1,09 ug ER/mg), les
flavones et flavonols (54,85+0,27 pg EQ/mg enregistré dans la plante de la région du Mila ont
légerement diminué a 71,62+1,41 50,68+0,44 ug EQ/mg, respectivement dans les plantes
traitées par 10 mg/l IAA.
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Table23: Analyse comparative de quelques constituants bioactifs plus predominant dans les parties aériennes de M. Rotundifolia poussé
naturellement et plante traitée

Plante traité Plante poussée
naturellement
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 Contréle  MROT-JA MROT-MA
Rendement 12,73+0,44 12,07+0,44%  14,73x0,44°  14,07£0,44>  13,93+0,44>  16,73+0,44* 14,73+0,44> 14,3+0,44° 14,47+0,44>  8,1%0,13° 13,93+0,62°
TPC 144,77+0,12" 154,401,247 229,5+90,10® 206,64+1,44% 217,96+2,27% 214,86+0,31¢ 224,6+1,24> 2357+2,38° 114,400,489 109,28+5279  167,49+6,26°
FTC 71,62+1,41®%  61,59+0,70°  70,80+1,73®  72,81+0,79®  70,12+3,03° 60,80+2,64° 57,47+1,81° 61,14+1,39° 58,82+0,11°  34,9+0,38¢ 77,02+1,09°
FLoC 50,68+ 0,44%  44,22+0,45"  49,20+0,34%  50,23+0,75%  50,94+0,54% 39,74+421°  41,17+#2,18° 41,00+2,41° 41,80 22,32+2,26Y  54,85+0,27°
A.rosmarinique 25.94 4251 66.27 62.57 51.75 44.66 24.00 33.82 17.340’4 21.16 28.59
A salviolonique 36.60 20.22 37.46 73.65 37.49 1.01 .00 63.66 10.44 13.60 15.24
A.cidequinique 38.04 43.55 60.54 47.25 55.86 45.66 28.46 65.32 36.52 36.83 34.62
A. cafeique 14.81 2.75 1.88 3.35 3.74 2.91 2.27 2.85 1.69 3.25 2.73
Naringenine .61 .82 .61 71 .59 291 a7 3.87 .32 1.24 1.61

Les valeurs avec des lettres différents sur chague colonne sont significativement différentes selon le test de Tukey au seuil 5%. La barre sur chaque colonne montre

I’erreurs standard
TO : Témoin, T1: 10 mg/ml 1AA, T2: 20 mg/ml IAA T3 : 10mg/ml BAP, T4 : 20 mg/ml, T5 10mg/lIIAAx10mg/IBAP,T6:10mg/lIAAx20mg/IBAP,T7 :20mg/lIAAx10mg/IBAP, T8:

20mg/lIAAX20mg/IBAP, MROT-JA:Partie aérienne de la plante poussé naturellement dans la région de Jijel , MROT-JA:Partie aérienne de la plante poussé naturellement dans
la région de Jijel
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3.2. La partie racinaire
Table24: Analyse comparative de quelques constituants bioactifs des parties racinaires de M. Rotundifolia traité et croit naturel

Plante traité Plante poussée
naturellement
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 Control MROT-JR MROT-
MR
Rendement 9,2540,44%  6,71+0,44d%0  5,37+0,44% 6,030,440 7,7940,440cf 8 A5+0 44%  750+0,44cde’  6,18+0,44ef¢  3,79+0,44" 7,870,090 9,800,532
TPC 202,89+0,56°  167,11+0,41¢ 11846+ 0,2¢* 212,30+ 0,31° 113,31+ 53¢? 15246+10,18¢ 11556+ 52¢ 252,69+889% 72,60+0,89f 187,49+ 6,87¢9 251,60+ 6,67
FTC 4557+0,41%  40,18+0,00¢ 3891+ 0,00°  40,43+0,00¢ 35,35+0,11° 46,16+0,26° 40,600,000  34,59+0,45¢  43,91+0,90° 3891+ 0,17¢ 33,96+1,34¢
FLC 49,37+1,33% 52 77+2,10°  53,04+1,40 49,11+0,76% 57,77+1,01° 60,44+2,318  53,71+0,99 46,37+0,42¢  52,57+0,23% 37,1+ 0,5 38,2+ 0,21
Acide 23,965 28,618 31,703 32,132 20,325 34,427 47,107 34,081 30,979 69.503 34,081
rosmarinique
Acide salviolonique 20,810 23,283 41,317 25,962 12,020 26,492 24,714 21,520 28,232 49.211 21,520
Acide quinique 8.91 9.65 17.10 15.91 17.88 16.18 26.42 25.64 9.34 4.00 18.25
Acide caféique 11,130 10,843 14,397 10,013 2,569 7,260 9,354 7,040 12,517 10.589 7.392
Naringenine 1.527 5.931 1.475 2.432. 1.289 4.101 1.49 4516 1.738 10.219 2.055

Les valeurs avec des lettres différents sur chaque colonne sont significativement différentes selon le test de Tukey au seuil 5%. La barre sur chaque colonne montre

I’erreurs standard
TO : Témoin, T1: 10 mg/ml 1AA, T2: 20 mg/ml IAA T3 : 10mg/ml BAP, T4 : 20 mg/ml, T5 10mg/IIAAx10mg/IBAP,T6:10mg/llAAx20mg/IBAP,T7 :20mg/lIAAx10mg/IBAP, T8:

20mg/IIAAx20mg/IBAP, MROT-JA:Partie aérienne de la plante poussé naturellement dans la région de Jijel , MROT-JA:Partie aérienne de la plante poussé naturellement dans

la région de Jijel
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Dapreés les résultats illustrés dans le tableau 21, il est observé que les plantes traitées par des
phytohormones présentent des concentrations plus élevées en phénols totaux, en flavonoides, en
flavones et en flavonols; le traitement avec 10 mg/L d'lAA stimule I'accumulation des flavonoides
jusqu'a 45,57+£0,41 pug ER/mg, dépassant ainsi les concentrations observées dans les plantes
cultivées spontanément a Jijel et Mila. De plus, le traitement combiné de deux hormones avec la
concentration de (10AIA*20PAB) multiplie par deux la teneur en flavones et flavonols
(60,44+2,31 ug EQ/mg) par rapport a celle observée dans les racines des plantes poussant
spontanément dans les régions de Jijel (38,91+0,17 ug EQ/mg) et Mila (33,96+1,34 ug EQ/mg).
La concentration des phénols totaux la plus élevée est enregistrée dans les plantes traitées avec
I'interaction de 201AA et 20BAP, atteignant 252,69+8,89 ug EAG/mg.

En revanche, le profil phénolique des racines des plantes traitées ne montre qu'une
augmentation de I'acide quinique (T6 = 26,42 pg/g) et de 1'acide caféique (T3 = 14,397 ug/g) par
rapport a ceux observes dans les plantes a croissance naturelle. En outre, les racines de la plante
provenant du site de Mila présentent les teneurs les plus élevées en acides rosmarinique et
salviolinique. (Tab.23).

De plusieurs études montre 1’efficacité d’application exogene des IAA et BAP individuel et
combiné sur la variation des métabolites secondaires dans la plante, les mémes études indiquent
que ces phytohormones appliqués de maniere exogéne modifient souvent les voies métaboliques
et la sensibilité des PGR endogénes, ce qui se traduit par des résultats tres variables et parfois
imprévisibles[12,223,224].

Apres avoir effectué une revue de la littérature scientifique disponible, il est évident que peu
d'études ont été réalisées pour comparer I'accumulation de métabolites secondaires entre les plantes
cultivées de maniere naturelle et celles traitées avec des phytohormones pendant la période de
croissance. Toutefois, I'étude de Bekircan et al. a comparé l'accumulation d'acide rosmarinique
entre une plante cultivée spontanément et la culture in vitro de cette méme plante. Cette étude a
confirmé le role des phytohormones, en particulier des cytokinines, dans la stimulation de la
production d'acide rosmarinique[126], En outre, une étude menée par Kousalya et al.a observé que
le contenu phénolique total et I'activité antioxydante étaient significativement plus élevés en culture
in vitro, en particulier apreés I'ajout d'une auxine de type NAA (0,5 mg/L) au milieu de culture, par
rapport aux plantes cultivées sur le terrain. Ces résultats suggerent que I'utilisation de
phytohormones peut augmenter I’accumulation des MII dans les plantes, Cela pourrait avoir des
implications potentielles significatives. Dans I'industrie pharmaceutique et alimentaire. Toutefois,
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il est nécessaire de mener des études supplémentaires afin de mieux appréhender les mécanismes
sous-jacents de cette augmentation et d'évaluer les répercussions a long terme sur la qualité des
plantes[208].

I11. 3. Analyse en Composantes Principales (ACP)

Une analyse multivariée a été appliquée a tous les jeux de données étudiés. L’ACP a été
utilisé pour sélectionnés les associations entre les plantes traité par différentes concentrations de
PGR (IAA et BAP) et les plantes provenant de deux régions, I'accumulation de polyphénols totaux
et individuels ainsi que les effets biologiques dans les deux parties de M. rotundifolia L.

La figure 39A présente le graphique de chargement PCA de chaque indice d'évaluation. Les
variables initiales peuvent étre réduites en deux composantes principales validées (PC), qui
représentent conjointement 53.08% de la variabilité totale de I'ensemble de données.

Le premier cluster regroupe les extraits des parties racinaires de M. rotundifolia poussée dans la
localité de Mila ainsi que les extraits des racines des plantes traitées TR7 et TR8. Ces plantes ont
été caractérisées par une teneur élevée en PTC, en naringénine, en rutine, en acacetine, en cirsiliol
et en lutéoline-7-O-glucoside.

Le deuxiéme cluster représente l'association des extraits des parties racinaires des plantes traitées
(TRO, TR1, TR2, TR3, TR4) avec les composes phénoliques acide gallique, acide caféique, acide
protocachuique et apigénine-7-O-glucoside.

Le cluster 111 indique la corrélation des extraits des parties racinaires des plantes traitées (TR5,
TR7, TR8) avec un seul composé phénolique, I'acide syringique.

Le dernier cluster rassemble les extraits des parties aériennes de M. rotundifolia poussant dans
deux régions différentes, ainsi que les plantes traitées (TO, T2, T3, T4, T5, T6). Ces plantes ont été
caractérisées par leur accumulation de flavonoides, de flavones et de flavonols, ainsi que de
composés phénoliques individuels tels que I'acide salviolinique et I'acide rosmarinique.

Un autre ACP a été effectués en utilisant une matrice de données composée de 220 points de
données (16 variables x 10 observations pour représenter graphiquement la localisation des
échantillons de plantes traitées par rapport aux plantes poussant naturellement en fonction de leurs
activités biologiques (Fig. 6B). Les deux premiéres composantes expliquant 64,03% de la variance
totale. Ainsi, PC1 et PC2 représentent respectivement 41.24 % et 22.79 % de la variation totale.

La représentation graphique en score de I'ACP a révélé a la fois les points communs et les
distinctions des capacites antioxydantes et de I'inhibition d'enzymes (AChE et a-glucosidase) entre
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les échantillons de M. rotundifolia L. récoltés dans deux régions d'Algérie et les plantes traitées par
les phytohormones 1AA et BAP (Figure 39B). Tous les échantillons ont pu étre entierement
discriminés en deux groupes ; un groupe composeé de PRT1, PRT3, PRT4, PRT5, PRT7, PRTS, et
MROT-JR, qui ont été actifs via le pouvoir réducteur et le SNP, tandis que JA, JM, et PAT4 ont
été actifs via 'ABTS et I'AChE, sont distribués de maniere proche. L'effet de la variable "région"
et du type de traitement semble important pour le regroupement car il altere probablement un
ensemble de caractéristiques liées aux propriétés que nous avons étudiees.
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Figure 39:Plan factoriel de I'ACP effectuee sur (A)les teneurs en polyphénols (TPC, TFC, FLoC)
et les composés phénoliques individuel, les valeurs d’IC50 et d’A0.5 des activités biologiques
testées sur les extraits des parties aérienne et racinaires des plantes poussées naturellement
MROT-JA, MROT-JM, MROT-JR, MROT-MR et les plantes traités par les phytohormones
(IAA et BAP) (PATO, PAT1, PAT2, PAT3, PAT4, PATS, PAT6, PAT7, PATS8, PATY, PATRO,
PRT1, PRT2, PRT3, PRT4, PRT5, PRT6, PRT7, PRT8, PRTO.
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Conclusion

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et 1’amélioration la production des
polyphénols par les moyens de stimuler ou de modifier cette production, nous avons choisi de nous
intéresser a I'impact de différents parameétres sur I'accumulation de ces composés. Nous avons ainsi
compar¢ l'accumulation de polyphénols entre des plantes poussant spontanément sous les effets
climatiques et les plantes cultivées en serre et traitées avec des bio stimulants d'intérét, notamment
des phytohormones telles que 1'acide indole-3-acétique (AIA) et la 6-benzylaminopurine (BAP).

Une ¢étude bibliographique portant sur les plantes médicinales a révélé que des informations
de nature chimique et/ou biologique étaient disponibles. Cependant, les moyens d'augmenter
'accumulation de récepteurs secondaires et leur relation avec les activités biologiques impliquent
des concepts complexes et vastes. Ainsi, notre objectif était d'enrichir les connaissances a cet égard.
Notre travaille s’est concentrée sur les analyses qualitative et quantitative, ainsi que sur I'évaluation
du potentiel antioxydant et l'activité inhibitrice des enzymes des extraits de plante M. rotundifolia
L.

Pour mener a bien notre comparaison, nous avons effectué une étude climatique approfondie,
suivie d'une description détaillée des données climatiques des années 2010 a 2018 pour les deux
régions d'étude (Jijel et Mila). Nous avons utilisé deux indices climatiques a savoir le diagramme
pluviothermique de Bagnouls et Gaussen ainsi que le quotient pluviométrique d'Emberger (Q2),
Les résultats de 'analyse du climat de chaque région ont révélé que Mila avait un climat subhumide,
tandis que Jijel avait un climat humide. En outre, il a été constaté que le sol de Mila se caractérise
par une teneur en matiere organique et en azote supérieure a celle de Jijel, avec une faible acidité
et salinité. Parallelement, Le focus de notre étude était porté sur l'influence de deux phytohormones
de croissance, l'acide indole-3-acétique (IAA) et la 6-benzylaminopurine (BAP), sur les plantes en
menant une expérimentation bien structurée. Tous les échantillons ont été soumis a une étude
phytochimique comprenant le profile phénolique et la quantification des composés phénoliques,
ainsi qu'un criblage de leur potentiel antioxydant et de leur activité inhibitrice des enzymes
(acétylcholinestérase et a-glucosidase).

Pour la M. rotundifolia poussant naturellement, nous avons remarqués que les racines de la
plante Mila contenaient la teneur en phénol totaux le plus élevé, tandis que la partie aérienne de la
plante de la méme région enregistrait les quantités les plus élevés des contenus des flavonoides,

flavones et flavonols.
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Un total de seize composés phénoliques a été identifiés et quantifiés, dont des acides
phénoliques et des flavonoides. L'acide rosmarinique, l'acide quinique et I'acide salviolinique
étaient les principaux composés phénoliques.

Les niveaux des composés phénoliques sont généralement plus élevés dans les plantes de la
région de Mila par rapport a celles de la région de Jijel. Chaque extrait de plante a montré une
activité antioxydante remarquable, qui varie en fonction de la provenance et de I'organe de la
plante. En outre, les racines des plantes de la région de Mila ont démontré la plus forte inhibition
de I'AChE et de 1'a-glucosidase. En conclusion, la région de Mila se distingue probablement de la
région de Jijel par son climat subhumide, son altitude élevée, sa faible conductivité, sa faible
salinité, sa faible acidité et son niveau élevé de matiere organique.

Pour les plantes traitées par I’AlA et la BAP au cours de leur croissance, nous avons constaté
que P’application individuel de la BAP et leur inter actés avec 'lAA a augmenté les teneurs en phénols
totaux dans les parties aérienne et les racines de M. rotundifolia L. respectivement, Egalement, la BAP a
20 mg/L stimule 1’accumulation considérable des flavonoides des extraits des parties aériennes, tandis que
I'TAA a augmenté de maniére significative la quantité des flavonoides dans les racines. Alors que la teneur
en flavones et flavonols est augmentée aprés 1’application combiné de deux hormones dans les deux parties.
De plus, la composition phénolique enregistrés dans les deux parties des plantes traités varie
quantitativement en fonction de type d’hormone appliqué et leur concentration. Le traitement par
I’'TAA et le BAP a provoqué un changement remarquable dans les quantités de composés
phénoliques individuels. L’augmentation la plus importante a été observée dans les quantités
d’acide salviolinique et I’acide rosmarinique dans les parties aériennes des plantes traitées avec 20
mg/l ou 10 mg/l de BAP. Dans ces conditions, la teneur en acide salviolinique a été multipliée par
sept (73,651 ug/g d'extrait) dans les parties aériennes recevant 20 mg/l de BAP par rapport a la
teneur initiale de la plante non traitée (10,43 ug/g d'extrait). En outre, le niveau d'acide
rosmarinique a augmenté de 17,336 ug/g (T0) a 66,265 et 62,566 ug/g pour les plantes traitées par
10 et 20 mg/l de BAP, respectivement. Alors que, Le traitement interagissant I'lAA et le BAP a
une concentration de 20 mg/l a multiplié la teneur en acide quinique, De méme, Ce traitement
induit I’augmentation de certain flavonoide ; Apegenin-7-O-glucoside, Cirsiliol, Lutéoline-7-O-
glucoside, et Acacetine. Concernant les racines, nous avons observés que les quantités des acides
salviolinique et protocachuique a augmenté de facon considérable aprés le traitement par 20mg/I
ou 10 mg/l de BAP respectivement, alors que 1’application inter acté de deux hormones a augmenté

la concentration d’acide rosmarinique dans la plante. De plus, une légére augmentation des
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concentrations d'acide caféique et d'acide syringique a été observée par rapport au témoin. En ce
qui concerne les flavonoides, une augmentation remarquable de la concentration de naringénine a
été observeée apres le traitement avec 20 mg/l d'l1AA.

Des effets antioxydants et des inhibitions des enzymes plus importants ont été observés dans
les plantes traitées en comparaison aux plantes non traitées. Dans ce regard nous enregistrons que
Les racines des plantes ont montré une inhibition de 1'a-glucosidase remarquable.

Lorsque nous comparons les plantes poussant naturellement avec celles traitées par des
phytohormones, nous observons que le traitement hormonal a conduit aux meilleurs résultats en
termes d'accumulation des phénols totaux et de leurs composés individuels, notamment I'acide
rosmarinique, l'acide salviolinique, l'acide quinique, l'acide caféique et la naringénine,
principalement dans les parties aériennes des plantes.

Ces résultats conduisent a trois conclusions principales : premi¢rement, 1’espece du M.
rotundifolia peut servir de source puissante de composés bioactifs ayant une variété¢ d'effets
biologiques, deuxiémement, les résultats du présent travail peuvent étre exploités pour réaliser des
cultures in vitro de M. rotundifolia en sélectionnant 1’organe de la plante et les conditions de culture
appropriées pour un rendement plus élevé en polyphénols. Troisiémement, les résultats peuvent
fournir une base pour le traitement des plantes cultivées naturellement afin d'améliorer leur
rendement phytochimique et leur bio activité, ce qui pourrait constituer un intérét économique pour
leur exploitation.

En générale, L'évaluation des propriétés antioxydantes et des inhibitions d’enzymes est une
approche a révélé l'effet pharmacologique de nos plantes. Il apparait que ces plantes, et plus
particulierement les racines représentent des propriétés anti a-glucosidase intéressantes. La
pertinence de l'utilisation traditionnelle de ces plantes et leur potentiel dans le domaine de la
biotechnologie sont confirmés par cette ¢tude scientifique. Pour les prochaines étapes, il serait
intéressant de procéder a I'isolement et a la caractérisation des composés phénoliques présents dans
les racines de M. rotundifolia. Aussi, 1l serait bénéfique de mener des évaluations in vitro et in vivo
de l'activité glucosidase de chaque composé pris séparément afin de mieux comprendre le mode
d'action des composés phénoliques. Le principe actif des extraits de plante pourrait étre déterminé
a l'aide de cette méthode, qui permettrait également d'identifier les synergies potentielles entre les

différents composés phénoliques présents dans les extraits. Ces informations nous permettent
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d'approfondir notre compréhension du mécanisme d'action des extraits de plantes et d'évaluer leur

potentiel thérapeutique.
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Annexel: les courbes d’étalonnage (CE) utilisé dans le dosage des phénol totaux, flavonoide,
flavone et flavonols

Annexel.l: Courbe Etalonnage de 1’acide ascorbique pour le dosage des phénol totaux
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Annexel.2 : Courbe Etalonnage de 1’acide ascorbique pour le dosage des flavonoides
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Annexel.3 : Courbe Etalonnage de 1’acide ascorbique pour le dosage des phénol totaux
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Annexe 2. Résultats des rendements et teneurs en Phénol totaux, flavonoides, flavones et
flavonols des extraits des parties aérienne et racinaires de plante M. rotundifolia L.

Extrait Rendement TPC TFC FLoC
MROT-JA 8,1+0,13 109.28+5,27 34,9+0,38 22.,3242.26
MROT-MA 13,93+0,62 167.49+6,26 77,02+1,09 54,85+0,27
MROT-JR 7,87+0,09 187.49+6,87 38,91+0,17 37,1+ 0.5
MROT-MR 9,80+0,53 251,60+6.67 33,96+1,34 38,2+ 0.2
PATO 14,47+0,44 114,400.,48 58,82+0,11 41,80+0.48
PAT1 12,73+0,44 144,77+0,12 71,62+1.41 50,68+0,44
PAT?2 12,07+0,44 154,40+1,24 61,59+0,70 44.224+0.45
PAT3 14,73+0,44 229.5+£90.,10 70,80+1,73 49.20+0,34
PAT4 14,07+0,44 206,64+1.44 72,81+0,79 50,23+0,75
PATS5S 13,93+0,44 217,96+2,27 70,12+3,03 50,94+0,54
PAT6 16,73+0,44 214.86+0,31 60,80+2,64 39.74+4.21
PAT7 14,73+0,44 224.6+1.24 57,47+1,81 41,17+£2,18
PATS 14,3+0.44 235,7+2.38 61,14+1,39 41,004+2.41
PRTO 3,79+0,44 72,60+0,89 43,91+0.90 52,57+0,23
PRT1 9,25+0.44a 202,89+0,56 45.57£0,41 49,37+1,33
PRT2 6,71+0.44 167,11+0.41 40,18+ 0,00 52,77+£2,10
PRT3 5,37+0,44 118,46+0,24 38,91+0,00 53,04+1.40
PRT4 6,03+0.44 212.30+0,31 40,43+0,00 49,11+0,76
PRT5 7.79+0.44 113,314£5,32 35,35+£0,11 57,77+1,01
PRT6 8.45+0.,44 152,46+10,18 46,16+0,26 53,71+0,99
PRT7 7,50+0.44 115,56+5.2 40,60+0.0 60.,44+2.31
PRTS 6,18+0.44 252,69+8.89 34,59+0,45 46,37+0.42

Annexe 3. Valeurs des taux d’inhibitions et des IC50/A05 des activités biologiques de M.
rotundifolia poussé dans deux régions
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Annexe3.1. Test de DPPH
Extraits (%) d’Inhibition du DPPH CI50
(ng (ng/mL)
/ml) 1.5625ug | 3.125ug 6.25ug 12.5ug 25ug 50ug 100ug
MROT- | - - 1,128+0,88 | 2,648+1,81 | 20,228+2,38 | 82,078+3,54 | 87,258+0,32 | 36.12+0.75
JA 5,728+3,91 | 0,208+1,48
MROT- | 1,12+0,22 | 2,64+1,76 | 20,22+0,44 | 33,60£2,05 | 35,76+0,00 | 60,66+0,00 | 73,25+0,55 | 37,88+0,72
MA
MROT- | 2,24+0,00 | 2,24+0,00 | 38,23+0,81 | 38,23+0,81 | 43,78+0,16 | 66,06+1,54 | 80,09+0,57 | 30.11+1.83
JR
MROT- | 16,52+0,48 | 29,34+0,32 | 31,47+1,20 | 56,36+0,40 | 83,87+0,64 | 84,51+0,32 | 83,98+0,56 | 21.77+0.06
MR
BHA 22,24+0,05 | 31,76+0,05 | 54,924+0,05 | 67,30+0,50 | 76,44+0,50 | 78,00+1,00 | 79,51+£0,25 | 5.72+0.42
Annexe3.2. Test de ABTS
Extraits (%) d’Inhibition du DPPH CI50
(ng /ml) 1.5625ug | 3.125ug 6.25ug 12.5ug 25ug S50ug 100ug (ng/mL)
MROT-JA | 17,92+1,88 | 24,15+2,61 | 41,97+0,36 | 63,07+1,30 | 92,32+0,07 | 93,63+0,22 | 93,87+0,07 | 77.66£1.95
MROT-MA | 28,21+£0,97 | 34,68+3,67 | 54,71£0,37 | 73,55+1,17 | 91,25+0,07 | 92,03+0,39 | 92,39+0,4 | 43.30+1.42
BHT 49,09+0,76 | 72,63+ 88.7340,89 | 94.00+0,31 | 94.97+0,08 | 95.38+0,41 | 95.024+0,23 | 12.99+0.41
2,06
Extraits 12.5ng 25ug 50ug 100pg 200ug 400ug 800png CI50
(pg /ml) (ng/mL)
MROT-JR | 9,93+1,05 | 42,22+1,67 | 46,22£2,6 | 46,22+2,7 | 50,62+0,67 | 81,73+£3,66 | 89,704+0,39 | 24.99+0.28
MROT-MR | 8,99+1,05 | 32,80+0,82 | 33,96+5,41 | 63,76+0,54 | 90,16+1,12 | 91,64+0,21 | 90,54+1,36 | 7.73£0.16
BHT 49.2240.75 | 59.22+0.59 | 78.55%£3.43 | 90.36+0.00 | 92.18+1.27 | 93.37+0.86 | 94.87+0.87 | 1.59+0.03
Annexe3.3. Test de blanchissement du f3-caroténe
Extraits (%) d’Inhibition de la B-caroténe/acide linoléique CI50
(ng (ng/mL)
/ml) 12.5pg 25ug 50ug 100pg 200pg 400ug 800ug
MROT- | 17,92+1,93 | 24,1543,05 | 41,97+£2,92 | 50,41+0,28 | 63,07+1,22 | 65,07+1,22 | 88,29+0,01 | 145.66+1.15
JA
MROT- | 43,86+0,96 | 45,67+1,30 | 51,60+1,85 | 55,84+0,44 | 62,66+0,05 | 66,44+0,09 | 90,29+0,05 | 276.20+4.08
MA
MROT- | 27,80+0,05 | 29,92+0,26 | 35,73+0,23 | 40,43+0,01 | 43,53+0,70 | 54,59+0,83 | 58,50+0,01 | 48.41£1.05
JR
MROT- | 29,48+0,00 | 39,181,07 | 48,11+£0,00 | 44,03+0,00 | 46,60+0,00 | 68,34+2,20 | 75,83+1,42 | 198.71+6.97
MR
BHT 88.29+0.10 | 91.70+0.36 | 93.65+0.30 | 93.68+0.46 | 94.49+0.07 | 94.88+0.10 | 95.58+0.19 | 0.91+0.01
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Annexe3.4. Méthode de la capacité antioxydante évaluée a I’aide du test de réduction du

cuivre : test (CUPRAC)

Extraits Absorbance du pouvoir de réduction de cuivre (A0.5) CI50
(ng /ml) (ng/mL)
1.5625ug | 3.125ug 6.25ug 12.5ug 25ug 50ug 100ug
MROT-JA 0,15+0,01 | 0,21+0,00 | 0,36+0,01 | 0,57+0,02 | 1,02+0,04 | 1,78+0,10 | 2,83+0,10 | 10.49+0.43
MROT-MA | (,12+0,01 | 0,13+0,00 | 0,18+0,00 | 0,28+0,01 | 0,44+0,02 | 0,91+£0,04 | 1,41+0,08 | 26.33+0.21
BHT 0.11+£0.04 | 0.19£0.01 | 0.33+0.04 | 0.66+0.07 | 1.03£0.07 | 1.48+0.09 | 2.04+0.14 | 9.62+0.87
Extraits 12.5ng 25ug 50pg 100pg 200pg 400pg 800pg CI50
MROT-JR 0,36+0,01 | 0,59+0,02 | 0,94+0,00 | 1,71+0,11 | 2,52+0,78 | 2,10+£0,19 | 4,38+0,06 | 20.69+0.68
MROT-MR | (0,48+0,02 | 0,83+0,02 | 1,61+£0,00 | 2,80+0,09 | 4,17+0,14 | 4,50+£0,06 | 4,27+0,04 | 13.55+0.57
BHT 1.41£0.03 | 2.22+0.05 | 2.42+0.02 | 2.50+0.01 | 2.56+0.05 | 2.86+£0.07 | 3.38+0.13 | 8.97+3.94
Annexe3.5. M¢thode de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxidant
power)
Extraits Absorbance du pouvoir de réduction fer (FRAP)(AO0.5) CI50 (ng/mL)
(ng /ml) 0,390625 | 0,78125 | 1.5625pg | 3.125pg 6.25ug 12.5pg 25ug
MROT-JA | 0,14+0,01 | 0,18+0,00 | 0,26+0,02 | 0,36+0,00 | 0,61+0,05 | 0,76+0,05 | 1,13+0,02 5.14+0.07a
MROT-MA | 0,14+0,03 | 0,20+0,00 | 0,284+0,01 | 0,44+0,03 | 00,58+0,01 | 0,914+0,12 | 1,03+0,09 5.14+0.07
A. ascorbique | 0.11£0.04 | 0.19+0.01 | 0.3340.04 | 0.66+0.07 | 1.03£0.07 | 1.484+0.09 | 2.04+0.14 9.62+0.87
Extraits 1.5625pug | 3.125ng 6.25ug 12.5pug 25pug 50pg 100pg CI50 (ng/mL)
(ug /mI)
MROT-JR | 0,11+0,01 | 0,14+0,01 | 0,21+£0,01 | 0,26+0,00 | 0,46+0,01 | 0,80+0,00 | 1,10+0,08 57.31+1.1
MROT-MR | 0,10+0,00 | 0,14+0,02 | 0,47+0,01 | 0,81+0,00 | 1,37+0,08 | 1,37+0,08 | 1,254+0,06 | 15.1440.34c
A.ascorbique | 0,35+0,05 | 0,46+0,03 | 0,84+0,12 | 0,93+0,30 | 1,18+0,34 | 1,37+0,20 | 1,44+0,21 6.77x1.15

Annexe3.6. Méthode de la réduction du fer dans le complexe phénanthroline-Fe**

(Test de phénantroline)

Extraits Absorbance du complexe phénanthroline-Fe** (A0.5) CI50

(ng /ml) (ng/ml)
0,390 0,78125 1.5625ug | 3.125ug 6.25ug 12.5ug 25ug

MROT-JA |0,30+0,01 | 0,31+0,01 | 0,32+0,02 | 0,33+0,01 | 0,38+0,00 | 0,50+0,03 | 0,69+0,00 13.31+£0.58

MROT-MA | 0,32+0,01 | 0,35+0,03 | 0,35+0,02 | 0,36+0,01 | 0,41+0,02 | 0,46+0,00 | 0,62+0,00 14.93+0.70

BHT 0,47+0,01 | 0,47+0,01 | 0,53+0,03 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01 2,24+0,17

Extraits 3.125ug | 6.25ug 12.5ug 25ug 50ug 100ug 200ug CI50

MROT-JR | 0,42+0,01 | 0,51+0,04 | 0,70+0,08 | 0,58+0,15 | 1,09+0,07 | 1,79+0,02 | 2,76+0,07 8.89+0.58

MROT-MR | 0,38+0,01 | 0,48+0,02 | 0,60+0,01 | 0,93+0,02 | 1,53+0,12 | 2,53+0,21 | 4,04+0,11 7.93+0.55
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Annexe3.7. Test de réduction des nanoparticules d'argent

Extraits Absorbance du pouvoir de réduction d’ion de Ag*? (A0.5) CI50
(ng /ml) (ng/ml)
0,390 0,7815 1.562ug | 3.125pg | 6.25ug 12.5ng 25ug
MROT-JA | 0,26+0,01 | 0,28+0,01 | 0,39+0,01 | 0,61+0,01 | 0,89+0,02 | 1,42+0,05 | 2,16+0,26 2.344+0.05
MROT-MA | 0,23+0,02 | 0,27+0,02 | 0,37+£0,01 | 0,59+0,00 | 0,95+0,02 | 1,52+0,05 | 2,44+0,02 2.17+0.006
Extraits 3.125ug | 6.25ug 12.5ng 25ug 50ug 100pg 200ug CI50
(ng /ml) (ng/mL)
MROT-JR | 0,25+0,03 | 0,31+0,00 | 0,34+0,01 | 0,36+0,00 | 0,53+0,02 | 0,92+0,04 | 1,62+0,11 42.92+1.1
MROT-MR | 0,11+0,01 | 0,18+0,02 | 0,32+0,05 | 0,55+0,01 | 1,10+0,19 | 2,03+0,15 | 3,28+0,17 22.59+0.31
A. - - - - - - - 7.14+ 0.05
Ascorbique
Annexe3. 8. Activité inhibitrice de I’Acétylcholinestérase
Extraits Absorbance du complexe phénanthroline-Fe** (A0.5) CI50
(ng /ml) 0,390625 0,78125 1.5625ug | 3.125ug 6.251g 12.5ug 25pg | (Hg/ml)
MROT-JA 0,26+0,1 20,08+0,18 | 22,41+0,14 | 25,32+0,85 | 35,40£0,32 | 46,80£035 | 56,610,11 | 115,02£1,55
MROT-MA 17,3740,04 | 19,25+0,04 | 18,65+0,04 | 28,18+0,11 | 35,70+0,85 | 45,58+0,78 | 56,25+0,35 | 147,89+2,55
Extraits (pg /ml) 3.125ug 6.25ug 12.5pg 25ug S50ug 100pg 200pg CI50
(ug/ml)
MROT-JR -1,14£0,29 | 0,59+3,68 | 5,35+3,36 | 19,56+1,01 | 23,47+1,12 | 30,74+1,81 | 58,20+0,87 | 169,41+0,84
MROT-MR 3,57+0,78 | 11,30£0,72 | 22,20+0,05 | 30,78+0,52 | 67,53+0,00 | 68,08+0,00 | 99,12+0,24 | 37,12+0,04
A. Ascorbique NT 35934208 | 43776000 | O030F | 80694041 | 8578+ 163 | 91804020 | 627512
Annexe3. 9. Activité inhibitrice de I’a glucosidase
Extraits (%) d’Inhibition d’a-glucosidase CI50
1
(kg /ml) 6.251g 12508 25ug 50ug 100pg 200ng 400ng (kg/ml)
MROT-JA 26,27+2,35 | 28,97£1,09 | 30,30+0,00 | 40,56£0,00 | 42,77+0,34 | 52,13+0,57 | 68,23+0,75 | 181,25+3,03
MROT-MA | 30,00+1,58 | 34,70+0,00 | 38,45+0,32 | 39,40+0,16 | 52,48+0,80 | 62,21+0,40 | 67,59+0,71 | 107,18+1,49
MROT-JR 41,92+0,88 | 44,47+2,01 | 47,05+0,13 | 47,12+0,76 | 70,98+0,03 | 76,20+0,29 | 81,64+0,81 | 42,61+2,09
MROT-MR | 25,32+1,39 | 47,45+0,48 | 62,46+0,07 | 71,55£1,28 | 77,77+1,51 | 82,72+3,23 | 91,94+1,65 | 17,21£0,12
A.Ascorbique | NT NT NT NT NT NT NT 275,8+11,06

VI
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Annexe4 : Valeurs des taux d’inhibitions et des IC50/A05 des activités biologiques de M.
rotundifolia traitée par les phytohormones

Activité ‘ PATO PAT1 PAT2 PAT3 PAT4 PATS PAT6 PAT7 PAT8
DPPH 42,42+1,19 7,74£0,88 | 34,90+0,46 | 19,04£0,86 | 31,10£0,76 | 23,64+037 | 24,64+0,47 | 22,33£0,85 | 10,30+0,14
ABTS 94,55+025 | 37,93+1,50 | 16,24+1,02 | 59,83+1,25 | 67,58+0,50 | 70,40+4,66 | 66,75+1,30 | 75,91+2,12 | 96,01+0,74
B-caroténe 75234042 | 28,18+0,55 | 76,65+2,12 | 39,23+2,98 | 4841+0,86 | 24,00+0,44 | 3842+0,87 | 2533+2,80 | 93,48+0,81
CUPRAC 46,50£0,92 | 31,74£0,51 | 14,78+1,05 | 21,60£032 | 991027 | 2381037 | 946037 | 22,80+0,68 | 26,33+0,17
FRAP >25 9,77+0,12 | 20,58+0,44 | 2331044 | 1846+0,89 | 24,74+0,12 | 18,46:0,89 | 23,85t1,04 | 8,56+0,05
Phen 15,25+0,44 5,67+0,05 6,92+0,47 5,83+0,58 9,37+0,53 6,84+0,02 | 10,12£0,76 | 6,58£027 | 9,21+0,55
SNP 3,97+0,09 3,8620,10 2,93+0,27 2,030,07 2,93+0,18 2,34+0,36 | 2,94+0,02 1,98+0,05 | 5,28+0,07
AChE 129,89+1,58 | 105,43+1,78 | 119,55+1,09 | 85,57+2,35 | 99,47+0,36 | 99,93+0,60 | 148,47+0,26 | 160,62+2,05 | 77,76+0,35
a-glucosidase | 376,26£1,02 | 201,61£1,06 | 127,55+0,20 | 33823+0,23 | 359,27+0,07 >400 >400 >400 >400
Activité PRTO PRT1 PRT2 PRT3 PRT4 PRTS PRT6 PRT7 PRTS
DPPH 49,69+1,19 | 13,14£0,66 | 10,85+1,32 | 28,09+1,46 | 27,33+0,69 | 2324+036 | 22,12+1,57 | 20,02+1,39 | 20,03+0,17
ABTS 94,55+0,25 | 37,93+1,50 | 16,24+1,02 | 59,83+1,25 | 67,58+0,50 | 70,40+4,66 | 66,75+1,30 | 75,91+2,12 | 96,01+0,74
B-caroténe 571,3244,85 | 647,47+8,76 | 296,96+5.41 | 248,64+4,04 | 470,62+1,20 | 368,77+0,75 | 580,30+3,78 | 234,112,52 | 653,631,95
CUPRAC 39,7240,51 | 23,15+0,10 | 13,82+0,5 | 22,01+0,34 | 28,58+0,30 | 2534+0,08 | 17,030,330 | 32,05+0,31 | 18,48+0,55
FRAP 66,06£0,69 | 32,71+1,11 | 45,75+2,32 | 2932+1,06 | 35,16£135 | 43,66+0,03 | 35,94+0,83 | 43,48+0,10 | 24,17+0,55
Phénantroline | 24,35+0,45 9,95+0,29 4,48+0,18 14,1120,46 | 18,22+034 | 18,90+0,38 | 5,78+0,64 9,540,42 6,490,49
SNP 42,93+0,90 8,84+0,61 15,7140,62 | 29,87+1,00 | 4126+0,98 | 27,74+135 | 17,45+0,32 | 42,880,40 | 33,36£060
AChE 34,75+1,99 | 117,36£2,11 | 95,18+0,76 | 88,33+0,41 | 114,08£0,95 | 99,94+0,60 | 160,62+2,05 | 14847026 | 77,76+035
a. 83,24+0,22 | 4850+0,86 | 21,61+1,11 | 58,59+0,94 | 42,12+1,13 | 46,79+0,60 | 20,57+0,33 | 39,03+0,97 | 16,34+0,75
Glycosidase
PA: Partie aérienne, PR: Partie racinaire
AnnexeS: Les coefficients de corrélation de Pearson entre les activités biologiques et les
composants phénoliques totaux de M. rotundifolia provenant de deux régions
DPPH ABTS B-carotétne CUPRAC FRAP Phenantroline NSP
TPC = 713%* -.964** 563 167 944 %* -.836%* B17%*
FLC 875%* .695% - T43%* 318 -.958**%  970%* -.897**
FLoC 923 %* J158%* -.650 332 -972%%  QRT** -.850%*

Vil
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Annexe6: Les coefficients de corrélation de Pearson entre les activités biologiques et les
composants phénoliques totaux et individuels des extraits de M. rotundifolia traité

* et ** indiquent une différence significative avec p < 0,05 et p < 0,01, respectivement."

DPPH ABTS B-caroténe FRAP CUPRAC PHEN SNP a-glucosidase ACHE
phénol totaux -,468%* ,304* -,358%* -,044%* -,494%* -,504%* -,578%* -0,06 0,10
Flavonoides -0,04 [ 714%% -, 782%* -,042%* -0,11 -,400%* -, 811%* ,534%% [ 733%*
Flavones et flavonol -,379%* -,383%* 0,24 0,11 -0,23 -0,21 0,20 -0,07 -,308*
A.Quinique -0,13 ,493%* -, 756%* -, 721%% -0,15 -,392%* -,640%* ,343% ,543%*
A. Gallique -0,20 -,466%* ,449%* S17%* -0,18 0,11 0,26 -,320% -,504%*
A. protocatéchuique -0,07 -,382%* ,527%% ,388%* 0,15 ,329% 377** -0,14 -, 487%*
A. Caféique -0,15 -, 456%* 4T3 ,326%* 0,20 0,18 ,530%* -0,23 -,363%*
A.Syringique 0,09 0,12 0,09 0,13 0,13 0,27 -0,05 0,06 -0,17
A. p-coumarique -0,14 ,630%%* -,522%* -, 442%* ,340% -0,24 -,480%* LA407%* ,567%*
A.Trans-ferulique -0,24 -0,18 0,04 -0,12 0,01 -0,18 0,08 -0,19 -0,09
Rutin -,295% -0,08 -0,22 - 415%* 0,04 -0,07 -0,22 -0,14 0,17
Luteolin-7-o-glucoside -0,15 ,323% -,559%* -,586%* -0,16 -0,22 -, 545%* 0,05 419%*
Naringine 0,23 ,745%%* -,680%* - 427%* -0,09 -0,22 -,653%* 59 1% ,607%%*
Apegenin-7-o-glucoside -0,22 0,14 - 412%* -,510%* -0,09 -0,16 - 416%* -0,05 ,286%
A. Rosmarinique 0,01 0,13 -,275% -,364%* -,535%* -,366%* -0,24 ,294%* 0,10
A.Salviolinique -,246 335% -.523%* -.608** -.380%* -.339% -435%* ,083 0.362%*
Naringenine -,368%* -461%* ATTHR* 0,13 -,363%* -0,21 0,27 -, 531%* -,356%*
Apigénine -,305% 0,23 -,535%* -,053%* 0,01 -,289% -, 518%* 0,05 ,446%*
Cirsiliol -0,20 0,22 -,505%* -,561%* -0,17 -0,26 -,494%* -0,02 ,349%*
Acacetine -,301% -0,04 -,268% - 452%* 0,02 -0,11 -,269% -0,13 0,20

VI
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Annexe7 : Composés phénoliques identifiés par LC-ESI- MS trouvant dans I’extrait de la
partie aérienne de plante de Jijel

Compose Tr m/z Surface Concentration | Pics des composés identifiés par
identifié
la LC-ESI-MS
Acide quinique | 2,095 | 191,00 | 3922926 | 35,834 MS Quantitation
191,00(-)@1.
(Normall\_‘r{zed)
III |
S
Acide 6,945 | 153 123229 1,269 MS Quantitation
protocatéchique _ 153,00(-)@1
(NormallzecllﬂI
_."'II Il'kn p A
’__J,\_,_.-\,I._.'__ — I "
5 10
Acide caféique | 15,872 | : 681760 | 3,250 MS Quaqt_figtci)g?_)@1
179,00 (Normalizecﬂl‘
= e
15 20
i MS Quantitati
Au_de_ 17,992 | 197,00 | 219013 4,478 ”a?éféﬁ?_)@1
Syrmglque (Normalized}ll
- | Ill.‘\"'.
15 2|0
Acide p- 22,746 | 163,00 | 250843 0,645ppm MS Quantitation

coumaricque

163,00(-)@1
(Normalizedy
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Acide trans 25,562 | 193,00 | 35194 0,016 MS Quantitation
frulique 193,00(-)@1-
(Normalizedy
|IIII\'
|'I [ |
(WA |I| |
N || L L)
25 30
i MS Quantitati
Rutine 609,00 | 154132 0,126 “aggg:gg?_) @1
27,707 (Normalized)", i
|I IIII I__I .'II-\""\ e
25 30
Luteolin-7-0- | 28,038 | 447,00 | 1502840 | 1,481 S e ot @1
glucoside (Normalizedy
| 1
|
|
|I II -"-1'
B ;5 T 3|E_) I
Naringine 29,624 | 579,00 | 351976 0,999ppm MS Quantitation
579,00(-)@1
(Normalizedy
|I|I
|1
Y \".
x".n\\' ol L_,"n‘ ~"'lh“ J
30

Apegenin-7-o- | 30,808 | 431,00 | 661446 0,375
glucoside -
MS Quantitation .
431,00-)@1 .
(I“«IormalizeclﬂI '
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Acid 29,979 | 359,00 | 16042790 | 28,586 MS Quantitation = 1
. 359,00(-)@1 5
Rosmarinique (Normalized
II'-.
I c
/| E
T III | IL I_'_I-_I_
30 35
Acide 31,556 | 717,00 | 986558 13,602ppm
Wiolini MS Quantitation
salviolinique 717,00(-)@1
(Normalized)
1 II LI
[V |'I I'u,
30 35
i i MS Quantitation :
Naringenin 37,073 | 271,00 | 70122 0,239 271.00(-) @1’
(NormalizedFm
N ?
Ry e
| _
| Lt
F'-'.tlﬁ I I AN
Apegenine 37,606 | 269,00 | 558954 0,259ppm MS Quantitation
269,00(-)@1
(Normali zedPﬂ.wl
|
| |
|
. ,|| I\______i_
A
35 40
Cirsiliol 38,874 | 329,00 | 2349513 | 1,993 MS Quantitation

329,00(-)@1
(Normalized) |”I|

Xl
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Acacetin

43,891 | 283,00 | 914948

0,379

MS Quantitation
283,00(-) @1

(Norm alized}lu‘-.,u

Annexe 8: Temps de rétention, ion précurseur (m/z), Courbe étalonnage et Chromatogramme de

27 standards utilisés dans la LC-ESI-MS

NO

Composé Tr

synthétique

MS

Courbe etalonnage

Graphe

Acid quinique

2,095 | 191,00

(Norm'.ﬂized)

Acide Gallique

4,005 | 169,00

2,0 4

3
1‘0'? -

0.0
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0 1,2
[*10"0]

IUU,UU\ }Lu-.'{ T

(Normalizelm)

[ S —

A Protcatéchuique

6,986 | 153,00

0,

o .
00 10 20 30 40 50 6.0
[*10~0]

5 10

Catechine (+)

12,602 | 289,00

Area
[*10"6]
5,0

4.5
4.0
3.5
3.0
2,5 -
2.0
1.5

7
1.0 -

O,Sjs 6-

0.0’
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2
[*10~1]

(Normalized)
I

Xl
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Acide caffeique

15,891

179,00

“0.0 1,0 2.0 30 4.0 50 6.0
[*10~0]

(Normalizedy

Acide Syringique

18,053

197,00

Area
[*1076]
1,2 8~

50 6.0
[*1070]

1.0 20 30 40

Epicatechin

19,649

289,00

00 05 10 15 20 25
[*10~0]

Acide p-
coumarique

22,815

163,00

Area
[*1076]
1.8 S

1.6
1.4
1.2
1,0 5
0.8
0,6
0.4 -
3
02p m
-
‘0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
[*1070]

Acide trans
frulique

25,508

193,00

‘Arca

[*10"5]
9.0
8,0 -
7.0
6.0
5,0
4.0 -
3.0
2.0
1,0 ll

0.0
00 02 04 06 08 1,0 1,2
[*107-1]

10

Rutin

27,434

609,00

Area

[*10°6]
8.0 .
7.0
6.0

5.0

X1
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11

Hyperoside
(quercetin-3-o-
galactoside

27,789

463,00

Area

[*10%6]

7.0 6
6,0
5.0
4,0
3,0
200 4

1‘023_
-

00 02 04 06 08 10 12
[*1070]

(Normalized)
I

12

Luteolin-7-0-
glucoside

28,134

447,00

Area
[*1077]
1.0 E”
0,8

0.6

0,5 1.0 1,5 2,0 2,5
[*1070]

T

(Normalized;[ﬂ
|

13

o-coumaric acid

29,163

163,00

0.0
0.0 05 1.0 15 20 25
[*10°0]

14

Naringin

29,673

579,00

) ["lO:E]

15

Quercetrin
(quercetin-3-o-
rhamonoside)

30,803

447,00

0.5 1.0 1.5 2,0 2,5
[*10~0]

(Norr}lglizedl

o e e
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XTeH

16

Apegenin-7-o-
glucoside

431,00

*1076]
4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0 3
0.5 “m
0.0

5.0 6.0
[*10°-1]

(Norm alized)"I
[

AL A W L=

35

17

Rosmarinic acid

30,041

359,00

Arca
[*10~7]
1.4

0.8

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

5.0 6.0
[*1070]

Y

Mo

30

35

18

Salviolinic acid

31,960

717,00

5.0 6.0
["10~0]

(Normalized),

30

19

Quercetin

35,100

301,00

X 5
[*10~0]

2

,_

R ]

20

trans cinnamic

35,157

147,00

4.0 -

1,05
-

P e

21

kampherol

37,915

285,00

Nel 0.2 0.4 0.6 0.8

1.0 1,2
[*10-~0]
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22

Naringenin

37,027

271,00

rea
[*10*5] "
30 -

2.5

1.5
1.0
0.5

0.0
00 05 10 1.5 20 25
[*10~-1]

(Normalizedﬁ

23

Apegenin

37,579

269,00

rea
[*10~6]
.0

00 1.0 20 30 40 50 60
[*10~-1]

(Normalized)

| T
40

24

Luteolin

37,920

285,00

0.0
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

[*1070]

R W

(Normalizedy
[
\

35

25

Cirsiliol

38,283

329,00

26

Cirsilineol

41,447

343,00

(Normalizedﬂ

.
[
|

40

27

Acacetin

43,442

283,00
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