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“Nothing in biology makes sense except in the light of evolution “

Th. Dobzhansky (1973)
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Notre travail a porté sur I’étude phytochimique et biologique de 3 extraits des feuilles d’une plante
médicinale, endémique, algérienne Abies numidica. L’étude phytochimique réalisé sur les 3 extraits
(acétate d’éthyle, n-butanol et aqueux) préparés par macération a permis de mise en évidence la
richesse de cette plante en métabolites secondaires notamment les tannins, les flavonoides, les
saponosides, les composés réducteurs. Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a montré
que I’extrait acétate d’éthyle a une teneur plus élevée en polyphénols totaux (490,76 pug EAG/mI), et

en flavonoides (143,19ug EQ/mI) en comparaison avec les autres extraits.

Partant de ces données nous sommes intéresses a 1’étude biologique et 1’évaluation de deux activités
biologiques de cette plante. Dans premier temps nous avons étudiés I’activité antifongique d’Abies
numidica sur la souche Fusarium oxysporium, ce test est réalisé par la méthode de contacte directe
dans un milieu gélosé avec différentes concentrations d’extrait. Les résultats de I’activité antifongique
montrent que I’extrait acétate d’éthyle est le plus actif sur la souche testée avec un indice d’inhibition
de 28.57 % dans la concentration de 160 mg/ml. D’autre part nous avons étudié la cytotoxicité de
cette plante on a évalué I’activité hémolytique des extraits in vitro vis-a-vis les globules rouges
humains. Les résultats montrent que cette plante posséde un faible effet toxique sur les érythrocytes

humains. L’effet hémolytique maximal est obtenu avec 1’extrait acétate (38.1%).

Mots clés : Abies numidica, métabolites secondaire, activité antifongique, activité hémolytique,

Fusarium oxysporum, Globules rouges
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Our work has been focused on the phytochemical and biological study of 3 extracts of the leaves of
a medicinal plant, endemic, Abies numidica . A phytochemical study was conducted, based on
phytochemical tests and an assay of total polyphenols and flavonoids. The ethyl acetate, n-
butanolic, and aqueous extract of Algerian Fir leaves extracted by maceration, were evaluated for
their antifungal power against the pathogen Fusarium oxysporum and the hemolytic activity vis-a-

vis the red blood cells humans.

The phytochemical screening showed the richnesse of this plant in secondary metabolites notably
tannins, flavonoids, saponosides, reducing compounds. The results indicate that the determination
of total polyphenols and flavonoids showed that the ethyl acetate extract had a higher total
polyphenols content (490.76 ug EAG / ml ), and flavonoids (143.19 ug EQ / ml) in comparison
with the other extracts. Evaluation of the antifungal activity of the various extracts showed that the
ethyl acetate extract is the most active of the other extracts (n-butanol, aqueous) which gives a
28.57 % inhibition rate in the concentration of 160 mg / ml. ml. The study of the hemolytic effect,
performed in vitro, on erythrocytes isolated from human blood, has shown that the ethyl acetate

extract which has a haemolytic effect with a maximum rate of 38.1%,

Key words: Abies numidica, secondary metabolites,antifungal activity, hemolytic activity,

Fusarium oxysporum, , red blood cell
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Introduction

Chaque culture a une histoire d’utilisation des plantes médicinales pour guérir les maladies.
En Algérie la grande diversité des plantes médicinales et leur usage dispose d’une flore
singulierement riche et varié¢e, mais le recours a la médecine conventionnelle est a 1’origine d’un
délaissement de ces pratiques ancestrales qui risquent de tomber dans 1’oubli [1]. On compte
environ 3000 especes de plantes dont 15% endémique et appartenant a plusieurs familles
botaniques [2]. De tout temps, les plantes médicinales ont eu une grande influence et occupé une
place importante dans la vie quotidienne en Algérie [3].

Cependant a c6té des métabolites primaires classiques (glucides, protides, lipides, acides
nucléiques), ils accumulent fréqguemment des métabolites dits « secondaires » dont la fonction
physiologique n'est pas toujours évidente mais qui représente une source importante de molécules
utilisables par I'hnomme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou

I'agroalimentaire [4].

L'homme les utilise entre autres comme ardmes, colorants, additifs alimentaires et comme
matieres actives dans de nombreux médicaments. Les plantes produisant ces molécules sont
désormais recherchées et cultivées de maniere intensive lorsque cela est possible, A cet effet, les
métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches qui aménent a ’identification des

principaux éléments actifs de la plante [5] [6].

Actuellement Peu de recherches se focalisent sur 1’études de 1’activité antifongique des extraits
d’Abies sp [7,8,9,10,11]. C’est dans cette perspective que nous avons essayé d'étudier I'action
antifongique de quelques extraits d’une plante endémique appartenant a cette famille et qui n’est
pas freguemment employée par la population en Algérie qui s’appelle Abies numidica. Nous
étudions dans le présent travail 1’activité antifongique par ’interaction entre une espéce de
Fusarium a savoir le F. oxysporum f. sp. Lycopersici, et les différents extraits des feuilles de 1’Abies
numidica, dans le but de rechercher d’autre alternatives de lutte contre ces champignons, entre

autres par la lutte biologique.
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Les plantes sont aussi reconnues par leurs effets toxiques, ainsi toute substance biologiquement
active est susceptible, a fortes doses ou a faibles doses et pour une administration prolongée de
produire des effets indésirables, voire nocifs. Cette toxicité d’une substance au niveau de
I’organisme dépend de la nature de la substance, de la dose et de la durée d’exposition. Ce qui nous
a mener d’étudier I’effet hémolytique in vitro d’Abies numidica, dans le but d’évaluer la
cytotoxicite de cette plante médicinale algérienne vis-a-vis des globules rouges humains. Ces deux

activitées sont réaliséer donc dans le but de la valorisation de cette plante endémique.

Nous avons adopté le plan suivant pour la présentation de notre travail :

e Dans le chapitre 01, nous présenterons les éléments de bibliographie qui nous semblent
indispensables & la compréhension du travail que nous avons effectué.

e Nous nous intéresserons en premier lieu a décrire la plante d’Abies numidica, nous
aborderons ensuite une étude relative aux métabolites secondaires. Nous nous attacherons
aussi Dans une troisieme partie a décrire le champignon pathogéne, et dans une quatrieme
partie a décrire le phénoméne d’hémolyse.

e Dans le chapitre 02 Matériels et méthodes, nous présenterons le matériel et les techniques
utilisées pour réaliser les expérimentations.

e Dans le chapitre 03 résultats et discussion, nous mentionnerons les résultats auxquels nous
sommes parvenus au cours de notre étude expérimentale, Ce chapitre est suivi d’une

conclusion générale portant sur les principaux points pour mieux approfondir le ce travail.
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Chapitre 01 Synthése bibliographique

1. Historique

Le genre Abies existe depuis le tertiaire [12], ce terme a été employer par Miller en 1754 pour
désigner ce genre [13]. Il fait partie de la famille des pinaceaes, Il est néanmoins important de noter

que Le genre Abies est considéré comme le plus complexe des autres genres de cette famille [14].

Les botanistes connaissent bien depuis le siécle dernier les diverses espéces de sapins végétant sur le
pourtour de la Méditerranée [15] dont : Abies alba, A. nordmanniana, A. pinsapo, A. borisii-regis, A.
nebrodensis, A. marocana, A. equi-trejani, A. cilicica, A. tazaotana, A. cephalonica, A. bommuelleriana et
A. numidica [16,17].

L’espéce Abies numidica a été découverte en 1861 sur les montagnes des Babors par le
capitaine Deguilbert. Letourneux et Cosson considerent ce sapin comme une variété des sapins
espagnols, il a de ce fait été appelé Abies pinsapo baborensis. Le botaniste De Lannoy décrit pour
la premiére fois ce sapin en 1861 d’ou I’appellation A. numidica De Lannoy, mais la publication
valide était par Elie Abel Carriére en 1866 [18].

2. Distribution géographique

2.1.Répartition Dans le monde et la région mediterranéenne

Géographiquement les Sapins sont répartis dans 04 régions : Sibérie et Est de 1’Asie,

Amérique du Nord, Mexique, Guatemala et Région méditerranéenne [13].

La région méditerranéenne posséde une diversité biologique exceptionnelle, sa richesse
floristique estimée a 25000 especes, ce qui correspond a 9.2 % de la flore mondiale, sur un territoire
représentant seulement 1.5% de la surface terrestre. La moitié de ces especes sont endémiques du

pourtour et qui sont bien adaptées aux périodes seches [19] (Fig.1).

Les Sapins méditerranéens a 1’aire disjointe sont rencontrés en Afrique du Nord (A.
numidica, A. marocana), en Espagne (A. pinsapo), dans les Balkans (A. cephalonica), en Asie
mineur (A. nordmaniana, A. bormmulleriana, A. cilicica) [13] (Fig. 1).
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®  Aabies alba ®  Abies numidica . Abies nordmanniana
¢ Abies pinsapo + Abies borisii-regis b'.'l Abies nebrodensis

® Abies marocana @® Abies equi-trejani Abies cilicica

0 Abies tazaotana ® Abies cephalonica @ Abies bommuelleriana

Figure 1. Distribution géographique des espéces Abies dans la région méditerranéenne [16,17].

2.2. Répartition en Algérie

L’Abies numidica de Lannoy est une essence forestiére algérienne, endémique des monts
Babors ou il couvre une superficie de 300 ha [20]. Au Tababors, on ne compte que quelques pieds

déformés par la neige et le vent [17].

En Algérie Abies numidica a été introduite en dehors de son aire naturelle dans des zones
telliennes, notamment dans les foréts de I’Est. Dans 1’arboretum de Djbel Ouahch dans ’aire du
Chéne liege, ’accroissement moyen annuel d’Abies numidica est de 5.28 m3/ha/an [21]. Dans la
forét de Serraidi a Annaba, cette espéce fructifie avec une régénération naturelle qui semble

s’installer progressivement.
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3. Description botanique

L’Abies numidica supporte les régions montagneuses mais aussi elle supporte mieux les

conditions des villes que la plupart des autres sapins et s'adapte a tous les types de sol [22]. C’est

un arbre de grande taille pouvant atteindre 25m de hauteur (figure 2) a feuillage persistant et touffu,

les caractéristiques morphologiques d’Abies numidica sont résumées dans le tableau 1.

Tableau 01 : Caractéristiques morphologiques d’Abies numidica [22,23,24]

Caractéristiques

Taille Pouvant atteindre 25m de hauteur
Ecorce Grise et lisse dans le jeune &ge puis rhytidome brunétre et divisée en écailles
irréguliéres.
Rameau Rameau vert olive ou brun
Bourgeons Bourgeons ovoides pointus d’un brun rouge résineux a la base
Aiguilles Aiguilles des rameaux stériles droites de 15 & 25mm de longueur et épaisses.
Aiguilles des rameaux fertiles disposées en brosse, relevées et épaisses
Feuille Feuillage persistant et touffu
Fruits Les cones femelles de 12 a 18 cm avec un diametre entre 3-5cm, cylindrique,
gris brun a maturité, résineux a bractées incluses, se dressent verticalement sur
les rameaux.Les cones males teinté de rouge, jaune en s’ouvrant
Fleurs Les fleurs males ont leurs boutons floraux de couleur rouge et deviennent

jaune quand elles s’épanouissent.

Les fleurs femelles sont vertes et donnent naissance a des cones de 15cm de
long par 3 a 4 cm de diamétre, cylindriques, de couleur brun gris a maturite.
IIs contiennent des graines ailées de 2 a 3 cm de long (graine plus aile).

Face inferieur

Deux bandes de stomates glauques argentees séparées par une nervure
médiane saillante, canaux résiniferes sous hypodermiques.

Face supérieur

Un sillon médian portant quelques lignes de stomates au sommet seulement

Floraison

Mois d’avril



https://fr.wikipedia.org/wiki/C%C3%B4ne_(botanique)
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a.Abies numidica b.Rameau d’Abies numidica c.cones d’Abies numidica

Figure 02. Description botanique d’Abies numidica

4. Nomenclature

Abies numidica : vient du grec Abies qu’est I’arbre du sapin et numidica est 1’ancien nom de

I’ Algérie.

+« Nom latin : Abies numidica De Lannoy ex Carriere, A. baborensis, A. pinsapo Boiss. var.
baborensis Coss.
+« Nom francais : Le sapin de Numidie, sapin d’Algérie, sapin de Kabylie, sapin des Babors.

+» Nom anglais: The fir of Numidia, the fir of Algeria [21].
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5. Systématique

La classification classique d’Abies numidica selon [25] est représentée dans le tableau 02.

Tableau 02 : Classification de la plante Abies numidica

Classification
Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta

Division Coniferophyta
Classe Pinopsida

Ordre Pinales
Famille Pinaceae

Genre Abies
Espéce Abies numidica

6. Usage traditionnel et thérapeutique

En plus de sa valeur écologique indéniable, ces espéces présentent un intérét majeur dans divers

secteurs médicinaux. Elles sont en effet employées pour leurs propriétés antibactériennes [26], anti-

tumeur [27], anti-inflammatoire, anti-

hypertension, anti-ulcérogene [28], antifongique [29]

antitussive [30], et les activités de systeme nerveux central [31], en outre elles sont tres efficaces

pour la voie respiratoire, elles décongestionnent et calment 1’inflammation [23].
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Ainsi, dans la medecine traditionnelle, la gomme de sapin constitue un des remédes
essentiels utilisés comme antiscorbutique, comme antiseptique dans les blessures et en cataplasme
sur les brilures [23]. D’apres [32] les cones d’Abies numidica de Lannoy sont utilisés pour traiter

certaines maladies (1’indigestion, ulcere, pulmonaire, vasculaire et les maladies vénérienne).

Des études récentes sur 1’huile essentielle des aiguilles du sapin de Numidie montrent que
cette derniére possede aussi un effet antibactérien sur certaines souches bactériennes pathogenes
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsieblla pneumoniae, Acinetobacter sp. Et
Staphylococcus aureus) [23].

Autre étude réaliser sur les cones d’Abies numidica a montré que cette plante peut étre
utilisé comme source potentiel de nouveaux agents antimicrobiens contre les bactéries qui

deviennent de plus en plus résistantes aux antibiotiques traditionnels [33].

Cependant, 1’étude réalisée par [34] a montré que I’extrait méthanolique et les huiles
essentielles d’Abies numidica posseédent des molécules bioactives responsables a 1’activité

antioxydants et antimicrobiens évaluer.
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Partie 02 : les métabolites secondaires

1. Les composés phénoliques

Les polyphénols forment un des groupes le plus nombreux et largement distribué dans le regne
végétal avec ce qui avoisine les 8000 structures phénoliques connues. La tencur d’acide phénol
peut s’appliquer a tous les composés organiques possedant au moins une fonction carboxylique et

un hydroxyle phénolique [35].

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux et sont présents

dans toutes les parties de la plante [36].
1.1. Les acides phénoliques

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxyle et un hydroxyle phénolique [37]. Les acides phénoliques sont présents en
abondances dans les aliments et divisées en deux classes : les dérivés de I’acide benzoique (figure
03) et les dérivés de 1’acide cinnamique. Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que
les acides hydroxybenzoiques et comprennent essentiellement 1’acide p-coumarique, caféique,

férulique et sinapique [38].

Les acides phénoliques présentent des propriétés biologiques intéressantes :
antiinflammatoires, antiseptiques urinaires, anti radicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs,

cholérétiques, immunostimulants [39].

Composés R1 R2 R3 | R4

R, Ac. Benzoique H H H H

O Ac. Salicylique OH H H H

e o Ac. P-hydroxy-benzoique H H OH H
R R, Ac. Gallique H OH | OH | OH

Ac. protocatéchuique H OH | OH H

Figure 03. Formule générale des dérivés de I’acide benzoique [40]
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1.2.Les flavonoides

Les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires végétaux [41]. 1ls constituent un
grand groupe de composés phénoliques ayant une structure benzo-ypyrone et sont omniprésents
dans les plantes, ils sont formés a partir des acides aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine et
du malonate. La structure de base de flavonoide est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes
de carbone disposés en trois cycles (C6-C3-C6) qui sont nommés cycle A, cycle B et cycle C [42]
(Figure 04).

Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiés, dont beaucoup sont responsables des
couleurs attrayantes de fleurs, de fruits, et des feuilles ainsi que d’autres parties végétales [43,44],
ils ont également un réle tres important pour la santé humaine. A titre d’exemple, ils sont efficaces
pour l'inflammation chronique, les maladies allergiques, les maladies coronariennes et le cancer
[45,46].

Le tableau 03 représente les principales familles de flavonoides.

Figure 04. Structure de base des flavonoides [42]

10
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Tableau 03 : Les principales familles de flavonoides [43,47,48].

Famille Exemple Structure Source de
nourritures
Flavones Apigénine, Les oignons, les
<ol pommes, le brocoli,
Luteoline les baies et persil
Flavanones Naringeénine, Les agrumes
Butine
Kaempférol, Le thé vert et noir,
| | Isorhamnetine, le vin rouge,
Flavonols Quercétine, oignons et tomate
Myricétine
Cyanidine, Les fraises, les

Anthocyanidines

delphicianidine,
pelargonidine,
péonidine,
petunidine

baies, les raisins, le
vin et le thé

Flavone-3-ol=
Flavanol

Catéchine,
gallocatechine,
Epicatechine,
Gallate

Chocolate, abricot

11
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1.3. Les tanins
Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale, appartiennent aux

polyphénols [49], solubles dans 1’eau [50], selon [51], leurs poids moléculaires s’étendent de 500
a 3000 Da. Ils ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir
[39]. Cette propriété de tannage (comme son nom 1’indique) provient de la création de liaisons
entre les molécules de tannins et les fibres de collagéne de la peau.

Cette classe des molécules posséde certaines propriétés spéciales telles que ’aptitude a la
précipitation des alcaloides, de la gélatine et des autres protéines [52,53]. lls peuvent étre liés a la
cellulose et aux nombreux €léments minéraux [54]. Les tannins présentent aussi des propriéetés
antiseptiques, antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques, hémostatiques et

vasoconstrictrices [55].

D’apres [56] les tannins jouent également un rdle dans la protection des plantes contre la
lumiere UV et les radicaux libres, la défense contre les agents pathogenes (animaux, insectes,
champignons et bactéries). En plus ils sont connus comme des agents protecteurs de quelques
plantes contre la sécheresse due aux différents mecanismes moléculaires [57]. Sur le plan structurel
les tanins sont divisés en 2 catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés [58,59,60].

1.3.1. Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters du D-glucose et de 1’acide gallique ou ses dérives en particulier I’acide
ellagique (Figure 05) [51,61]. Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou

enzymatique (tannase) [62].

(a) (b)
O OH o
HO o4
-:"5_ _.l::’ '.l'-
HO—{" 4 “—OH
HO OH 4—0 ‘o
0
OoOH

Figure 05. Structure de 1’acide gallique (a) et structure de I’acide ellagique (b) [62]

12
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1.3.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés, polymeéres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de
carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des
anthocyanidines [63]. Les tanins condensés sont caractérisés par 1’absence de sucre [64] (Figure
06).

Figure 06. Structure des tanins condensés [65].

1.4. Lignines

Les lignines sont les composants majeurs de la paroi cellulaire [41]. lls forment une structure
hétérogene et agissent a la fois sur le maintien de 1’intégrité structurale de celle-ci. Ainsi qu'un

échafaudage pour les polysaccharides.

Les polysaccharides augmentent le caractére hydrophobe de la structure de la lignine, ce qui

facilite le transport de 1'eau dans les tissus, en empéchant 1'absorption d’cau [66].

La lignine est un trés grand polymere, insoluble dans 1’eau et dans la plupart des solvants

organiques, il est donc impossible de 1’extraire sans lui faire subir d’importantes dégradations [67].

13
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1.5. Les coumarines

Les coumarines sont des substances phénoliques des vegétaux, dérivent des acides
hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale [68], portant un noyau
benzopyrone dans leur structure [69]. Ils sont substitués par un hydroxyle ou plus sur les six
positions disponibles. La majorité des coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle [70]
(Figure Q7).

Figure Q7. Structure de base des coumarines [70].

Dans la cellule végétale elles sont principalement présentes sous forme glycosylée [71].
Cette glycosylation est une forme de stockage permettant d’éviter les effets toxiques de ces
molécules. Elles sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la
plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons

ou par des bactéries.

Cependant, les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent
diverses activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,

diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique [72,73,74,75,76,77,78].
1.6. Terpenoides

Les terpenoides et les stéroides constituent probablement la plus large classe de composeés
secondaires. lls sont issus des mémes précurseurs, et formés a partir de I'assemblage d'unités a 5
carbones ramifiées, dérivées du 2-méthylbutadiéne (polymeéres de l'isoprene). Le nombre d'unités

isopréniques définit les différentes classes de terpenes [79] (Tableau 04).

14
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Les terpénoides sont des composes aromatiques de faibles poids moléculaires, volatiles
[39,80]. lls constituent le principe odoriférant des végétaux (Limonene de citron) [81]. Synthétisés
a partir de l'acétyl CoA ou le malonyl CoA. Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques pour les
végétaux puisque le squaléne, le cholestérol ou encore des sesquiterpénes et des diterpénes se

rencontrent chez les animaux.

Dans la nature, les terpenes peuvent présenter diverses fonctions chimiques : alcools,
oxydes, aldéhydes, cétones, acides carboxyliques, et esters. lls constituent le plus important groupe
des produits naturels, comprenant environ 30000 composés [82]. Cependant, un grand nombre

d’entre eux posséde des propriétés antiseptiques [83].

Tableau 04 :Quelques exemples des différents types de terpenoides [84].

N Classe Exemple
1 | C5 Hemiterpene Isopréne
Isoprene = terpene 2 | C10 | Monoterpene Nérol, myrcéne
3 | C15 | Sesquiterpéne La chaine de la
chlorophylle,
vitamine E
\\ 4 | C20 Diterpene Huiles essentielles
6 | C30 Triterpéne Phytostérols
n 8 | C40 | Tétraterpéne Caroténoides
>8 | >40 Polyterpene Protéines,
cytoquinine

15
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1.7. Saponosides

Les saponines constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez les végétaux. Ils
sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent dans I’eau en formant des
solutions moussantes [37]. lls constituent un vaste groupe de glycosides, largement distribués chez
les plantes supérieures [85]. Ils ont un large éventail de propriétés, qui incluent leur goQt doux et
amer [86,87,88].

Des travaux réalisés sur les saponines, montrent que cette classe de molécules possede certaines
activités biologiques, on peut citer entre autres des activités molluscicide, anti-inflammatoire,
antifongique, antimicrobienne, antiparasitaire, cytotoxique, antitumorale, immunostimulante et
immunomodulatrice [89,90,91]. Ainsi qu’activités hémolytiques [92,93,94,95]. lls forment des
complexes avec des creux formant le cholestérol de la membrane des érythrocytes et des trous, ce

qui conduit a une augmentation de la perméabilité et I'némolyse [96,91].

En plus de sa valeur biologique importante cette catégorie possede des propriétés
pharmacologiques telles que les effets analgésiques et antidépresseurs [97]. Elles agissent comme
une barriere chimique dans la plante et forment le systéme de défense contre les agents pathogenes
et les herbivores [98].
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1.8. Les alcaloides

Les alcaloides sont des Produits azotées. Basiques, d'origine naturelle dont 1'atome d'azote
est inclus dans un systéme hétérocyclique et dont l'activité pharmacologique est significative [79].
En général, ils portent le nom du végétal qui les contient [99]. Ils sont issus du seul regne végétal.
Ils existent a 1’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio-synthétiquement formés a partir d’un

acide aminé [39].

La plupart des alcaloides sont solubles dans 1'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains
sont fortement toxiques et on les trouve dans plusieurs familles des plantes [100]. Tous les
alcaloides ont une action physiologique intense, médicamenteuse ou toxique. Trés actifs, les
alcaloides ont donné naissance a de nombreux médicaments [55]. Certains sont employés dans la
médecine pour leurs propriétés analgésiques, dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie)
souvent accompagnés des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens ou agents anticancéreux
[101].

Paclitaxel Morphine Quinine

Figure 08. Exemple de structures alcaloidiques [102].
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2. Activités biologiques des composés phénoliques

Les principales activités biologiques des composés phénolique sont représenté dans le tableau

suivant :

Tableau 05 : Les activités biologiques des composés phénoliques [103].

Polyphénols

Activités

Exemple de plantes

Acides phénols

(Cinnamiques et benzoiques)

Antibactériennes

Paronychia argentea [104]

Antifongiques

Daphne gnidium [105]

Antioxydants

Tamarix pauciovulata [106]

Coumarines Protectrices vasculaires Calendula officinalis [107]
antioedémateuses
Anti inflammatoires Haloxylon scoparium [108]
Anti tumorales
Flavonoides . .
Anti oxydantes Thymelaea hirsute [109]
Hypotenseurs et diurétiques Malva parviflora [110]
Anthocyanes Protectrices capillaroveineux Inula crithmoides [111]

Tannins galliques et catéchiques

Anti oxydantes

Paronychia chlorothyrsa [112]
Capparis Spinosa [113]
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Partie 03: le champignon pathogéene

1. Les champignons phytopathogenes

Les champignons phytopathogénes sont des especes de champignons parasites qui provoquent
des maladies cryptogamiques chez les plantes. Ces champignons appartiennent au regne des
eumycocetes, regroupant un large éventail de groupe des organismes pluricellulaires qui sont les

moisissures [114].

Les champignons restent de potentiels producteurs de mycotoxines [115] et elles sont moins
sensibles que les bactéries aux conditions du milieu et résistent bien aux conditions acides du sol
[116].

Plusieurs moisissures, notamment les genres Acremonium, Aspergillus, Botrytis, Paecilomyces,
Penicillium, Rhizopus, Stachybotrys, Trichoderma et Fusarium sont connus pour étre des
contaminants des produits agricoles et/ou pour leur capacité a produire des métabolites toxiques
[117].

2. Le Fusarium

Les Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs, causant des
flétrissements et des pourritures sur de nombreuses espéces végétales cultivées [118]. Ces
champignons contaminent les céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies

nommees fusarioses. Ils sont responsables des fontes de semis et contaminent les sols [119].

2.1. Fusarium oxysporum

Le fusarium oxysporum est une espéce ubiquiste retrouvée dans tous les types de sols [120],
ce champignon filamenteux décrit par Snyder et Hansen en 1940, appartient a la famille des
tuberculiacees (classe des Hyphomycétes).

Ce champignon infecte le systéme racinaire d’un hote susceptible (Tableau 06) et colonise
finalement le systéme xyléme ou il bloque la translocation de 1’eau et nutriments, entrainant une

chlorose, une nécrose, un retard de croissance et un flétrissement [121,122].
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Tableau 06 : Les formes spéciales importantes de Fusarium oxysporum [123].

Champignon Hote
F.oxysporum f.sp.batae Batterave
F.oxysporum f.sp.cucumerinum Concombre
F.oxysporum f.sp. fabae Féve
F.oxysporum f.sp.phaseoli Haricot
F.oxysporum f.sp.lentis Lentille
F.oxysporum f.sp.melonis Melon

F.oxysporum f.sp.albedinis Palmier dattier

F.oxysporum f.sp.niveum

Pastéque

F.oxysporum f.sp.patatas

Patate douce

F.oxysporum f.sp.pisi

Pois

F.oxysporum f.sp.lycopersici

Tomate

2.1.1. Classification

Le systéme Saccardo de classification des champignons imparfaits « fungi imperfecti ». [124]

classe Fusarium comme suit :

Embranchement : Thallophytes
Classe : Deutéromycetes
Ordre : Monodiales
Famille : Tuberculariacées
Genre :Fusarium

Espece : Fusarium Oxysporum
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2.1.2. Morphologie

Les F. oxysporum comportent un ensemble de formes morphologiquement identiques, mais
présentant des spécifités parasitaires parfois tres étroites. Ainsi, plus de 120 formes spécialisees et

races ont été décrites chez F. oxysporum [125].

Au niveau macroscopique, 1’aspect des souches de F. oxysporum peut fréqguemment varier
d’une culture a I’autre apres des repiquages successifs, voire dans une méme culture ou des sections
de couleurs ou d’aspects différents peuvent apparaitre, cependant I’aspect cultural de F. oxysporum
sur milieu PDA correspond a un mycélium aérien de croissance rapide, et de couleur variable allant

du blanc au rose ou violet [126,127].
Des observations microscopiques (figure 09) ont montré les caractéristiques suivantes :

Le F. oxysporum est caractérisé par la présence abondante de microconidies [128], ovale ou

réniforme produite en fausse téte sur des conidiophores monophialides courtes [129].

Les macroconidies sont légérement arquées [130], comportent quatre a six cellules [129], la
cellule apicale en crochet, produite par des phialides sur des conidiophores ramifiés ou en
sporodochie (27-46 x 3-4.5 um) [130].

Les chlamydospores sont présentées solitaires, ou en paires, lissent ou rugueuses, globuleuses,
terminales ou intercalaires de 5 a 15 um [129], elles sont connues pour étre des structures de
résistances entourées d’une paroi épaisse parfois ornementée. Elles résultent de condensation du

contenu des hyphes ou des macroconidies [131].

Figure 09. Aspect microscopique du F.oxysporum :(a) macroconidies (b) chlamydospores,
(c)microconidies [132].
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2.1.4. Cycle de vie

Le cycle de vie de fusarium oxysporum (figure 10) commence par une phase saprophyte
suite a sa survie sous forme de chlamydospore dans le sol [133], en état de dormance [134] et cela
peut durer plusieurs années jusqu’a ce que la germination est stimulée lorsque les conditions sont
favorables [135], cependant les F.oxysporum ne sont pas des parasites obligatoire en absence de la
plante héte [136]. En contact de L’hote, les chlamydospores germent et les jeunes filaments

pénetrent au niveau des racines.

Toute foie, aprés la pénétration dans la cellule épidermique, le mycélium se ramifie,
colonisent ainsi toutes les cellules avoisinantes [137], I’introduction de ce champignon provoque
la production de toxines [138]. En effet, deux toxines ont été identifiées, la lycomarasmine et

I’acide fusarique [139].

Ensuite la production de toxines entraine un grand développement du champignon qui se
produit dans les vaisseaux conducteurs de la séve, ou le champignon arrive a boucher les vaisseaux
du xyléme [138]. Le développement du champignon (mycélium et conidies) obstrue ces vaisseaux
[140,141], ce qui induit par conséquent a la production des macroconidies par les organes
fructifiares appelés sporodochies qui se forment a la surface des feuilles, en plus les macroconidies
vont contaminer d’autres plantes lorsqu’elles sont transportées par le vent, par I’eau ou bien par

I’intermédiaire des insectes [137].

L’infection de la plante s’accompagne d’une réduction de la chlorophylle et parallelement
d’une augmentation des acides organiques, des polyphénols et des hydrates de carbone
[142,143,144], les feuilles des plantes affectées montrent une flaccidité suivie d’une coloration

vert-terne et d’un desséchement conduisant a la mort précoce de la plante.
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Figure 10. Cycle de vie de I’agent pathogéne de Fusarium oxysporum
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Partie 04 : L’hémolyse

1. Les globules rouges

Les globules rouges sont les cellules les plus abondantes dans la circulation sanguine. Leur
production quotidienne est de 200.10° Cellules par jour [145]. Les globules rouges (RBC),
Hématies ou Erythrocytes sont des cellules matures possédent la forme d’une lentille biconcave
avec un diametre variant de 6.8 a 7.5 um. La durée de vie moyenne des hématies est de 120 jours
[146]. La forme particuliére du globule rouge lui permet d’avoir une plus grande surface par
rapport a son volume que la forme sphérique, ce qui favorise les échanges d’oxygéne (O2) des

poumons vers les tissus, et d'évacuer le dioxyde de carbone (CO3) en sens inverse [147].

Figure 11. Globules rouges [148]

2. La membrane érythrocytaire

La membrane plasmique des globules rouges est composée d’une double couche lipidique dans
laquelle s’insére un nombre important des protéines reliées au cytosquelette sous membranaire
[149]. Principalement (en poids) on trouve 52% de protéines, 40% de lipides et 8% de glucides.
Les lipides membranaires comportent : les phospholipides (63%), les cholestérols non estérifiés

(25%) et les glycosphingolipides [150].

Certaines de ces glycoprotéines et certains glycolipides expriment a la surface du globule des
déterminants des groupes sanguins [150]. Elle contient aussi des protéines membranaires qui jouent
des roles importants dans les échanges avec le milieu extérieur tel que les pompes d’ATPase
Na'/K* et Ca2*, les protéines de transport des anions, de I’eau et du glucose [151]. Ces protéines
ayant aussi un role dans la stabilité et I’ancrage des hématies avec le cytosquelette cellulaire [152]
(Figure 12).
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Figure 12. Structure de La membrane érythrocytaire [153]

3. L’hémolyse
L’hémolyse (hemo : sang, lyse : perturbation) est le phénomene irréversible par lequel les
globules rouges sont détruits et libérent leurs composants intracellulaires notamment
I’hémoglobine (Hb) apres une durée de vie de 120 jours qui est un laps de temps normal [147,154].
Cependant, dans certains cas I’hémolyse est exagérée et réduisant ainsi la durée de vie des hématies,
on parle alors d’une hyper hémolyse [155]. Des facteurs proprement corpusculaires, comme 1’état
de la membrane, le métabolisme énergétique intracellulaire, la structure de I’hémoglobine, réglent

le degré de I’hémolyse [147].
Généralement, 1’hémolyse provoque une augmentation du taux d’hémoglobine, de la lactate

déshydrogénase (LDH) et une diminution du taux d'haptoglobine et de I'némoglobine glycosylé

[156]. Elle est la cause de pathologies spécifiques telles que les maladies vasculaires aigués et
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chroniques, I'inflammation, la thrombose et I'insuffisance rénale [157]. Cependant L’hémolyse

physiologique doit étre différenciée de 1’hémolyse pathologique ou I’hyper hémolyse [158].

3.1. L’hémolyse physiologique

3.1.1. Hémolyse intravasculaire

L’hémolyse intravasculaire n'intervient que pour une faible partie de I’hémolyse physiologique
(5 a 10%). Elle se passe a l'intérieur des vaisseaux et libere de I'némoglobine directement dans le
plasma. [159]. Ou elle forme un complexe avec I’haptoglobine, synthétisée par le foie. Ce

complexe est capté par I’hépatocyte au niveau duquel I’hémoglobine est dégradée [147].

3.1.2. L’hémolyse intratissulaire

Dans I’hémolyse intratissulaire les globules rouges agés, aprés une durée de vie normale de 120
jours, sont phagocytés par les macrophages de systéme phagocytaire, ce processus est induit par la
fixation de l'anticorps sur I’hématie sans activation (ou activation limitée) du complément. Les
immunoglobulines G fixée sur les antigénes des groupes sanguins présents sur la membrane des
hématies interagissent avec les récepteurs de leur fragment présent sur les cellules du systéme des

phagocytes, entrainant ainsi la phagocytose des hématies et leur lyse [160].

3.2. Hémolyse pathologique

C’est la destruction précoce et exagérée des GR circulants sous 1’effet d’un processus
hémolytique qui peut étre intrinseque (Hémolyse corpusculaire) ou extrinséque (Hémolyse extra-
corpusculaire). Ce processus peut étre congénital ou acquis, il affecte toujours un des constituants
vitaux du GR : membrane, enzyme, Hémoglobine (Hb) [161]. L'hémolyse anormale du sang peut
avoir différentes causes. Il peut s'agir d'une pathologie qui aboutit a la destruction des globules
rouges dans les vaisseaux sanguins, cas de certaines anemies, des accidents transfusionnels, du
paludisme, etc... Des parasites sanguins, des infections bactériennes et virales, des agents

chimiques, des plantes toxiques peuvent entrainer aussi une hémolyse pathologique [162].
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Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologie
Végetales, Université Freres Mentouri Constantine 1 et le Centre de Recherche en Biotechnologie
(CRBY).

1. Préparation du matériel végétal
1.1. Echantillonnage

Les feuilles d’Abies numidica (Figure 14) ont été récoltées au mois de Mars 2019 de la région
de Sétif et I’identification a été faite par le chef de la conservation des foréts la wilaya de Sétif.

Les aiguilles d’Abies numidica ont été séchées a I’air libre dans un endroit sec pendant 15 jours
(Figure 15). Le matériel végétal a été ensuite broyé a 1’aide d’un broyeur mécanique de type
« Moulinex » (Annexe 08).

Aprés broyage la poudre obtenue (Figure 16) a été soumise a une extraction afin de récupérer
les différentes classes de composés chimiques contenus dans les feuilles de la plante pour des tests

phytochimiques et biologiques.

10w SW 0

35°N J’- i
Wi

20°N . Kﬁeters

Figure 13. L’ arbre d 'Abies numidica dans la région de Sétif (photo originale).
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Figure 15. Feuilles d’Abies numidica séches (photo originale).

Figure 16. Feuilles d ’Abies numidica apres broyage (photo originale).

28



Chapitre 02 Matériels et méthodes

1.2. Extraction et fractionnement des métabolites secondaires.
1.2.1. Extraction par maceration
La poudre végétale a été soumise a une extraction solide/ liquide par maceération. 50 grammes
de la poudre ont été macérée dans 400ml de méthanol 80% a température ambiante et sous agitation
continue pendant 24 heure. Ensuite le macérat a été filtré a I’aide d’un coton, puis le solvant
d’extraction (méthanol) a été évaporé a sec sous pression réduite a 40°C a 1’aide d’un évaporateur
rotatif de type Buchi R-215 (Annexe 07). Cette étape a été répétée plusieurs fois dans les mémes

conditions (Figure 17).

1.2.2. Extraction par maceération a I’eau (phase aqueuse)

L’extrait brut (MEOH) obtenu a été introduit dans un erlenmeyer et macéré dans 500 ml d’eau
distillée pendant 24h & température ambiante. Apres la solution est soumise a une agitation
mécanique jusqu’a ce qu’elle devienne homogene (Annexe 17), puis elle est filtrée sur papier filtre,

le filtrat est soumis a un fractionnement par des solvants organiques de différentes polarités [163].

1.2.3. Fractionnement de la phase aqueuse

Le fractionnement de la phase aqueuse a été effectué en utilisant trois solvants a polarité
croissante (Dichlorométhane, 1’ Acétate d’éthyle, le n-butanol). Premierement la phase aqueuse a
été mélangée avec le Dichlorométhane (3V/V). Aprés séparation, la phase organique a été
récupérée et la phase aqueuse est traitée avec 1’ Acétate d’éthyle (3V/V). L’acétate d’éthyle est par
la suite évaporé et I’extrait résultant est considéré comme étant la fraction de I’ Acétate d’éthyle
(EAcC). La phase aqueuse est soumise a un autre fractionnement par le n-butanol en suivant les
mémes étapes que le premier fractionnement par 1’ Acétate d’éthyle, pour donner a la fin la fraction

du Butanol (EBut) (Annexe 09). Les extraits sont conservés a 4°C (Figure 17) [164].
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Macération dans MeOH/Eau (80%)

pendant 24 heures

Evaporation a sec du filtrat/ Récupération a I’eau

Décantation et filtration

Affrontement au dichlorométhane

Affrontement a 1’acétate d’éthyle
Affrontement au n-butanol

Figure 17. Extraction et fractionnement des métabolites
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2. Le rendement d’extraction
Le rendement de I’extraction correspondant au rapport entre la masse de I’extrait sec obtenu apres
évaporation du solvant et la masse de la poudre vegétale utilisée est calculé par 1’expression

suivante :

Rd (%) = (Me/Mp) x 100

Avec :
Rd (%) : Rendement en%
Me : Masse de I’extrait sec (en g),

Mp : Masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction (en g).

3. Screening phytochimique des feuilles d’4bies numidica

3.1. La recherche des tannins [165]
Dans un tube a essai, 1.5 g d’extrait (acétate d’éthyle, n-butanol, aqueux) a été placé dans 10
ml de méthanol (80%). Aprés agitation durant 15min, filtration puis ajout de quelques gouttes de
FeClI3 (1%), la présence des tanins galliques est indiquée par une coloration bleu-noiréatre, alors

que la présence des tanins cathéchiques est indiqué par une coloration verte/Blue, verte.

3.2. Les Flavonoides [166]

5ml de I’extrait a tester, 1ml de HCI concentré et 0.5 g de tournure de magnéesium (Mg) ont
été mélangé dans un tube a essai. L apparition d’une coloration rose ou rouge prouve la

présence des flavonoides.
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3.3. Les coumarines [167]
Introduire 1ml de I’extrait a tester dans un tube en présence de quelques gouttes d’cau distillée
(Iml). Ajouter 0,5 ml de NH4sOH a 25 %, mélanger et observer sous UV a 366 nm. Une

fluorescence intense indique la présence des coumarines.

3.4. Les alcaloides [168]
Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par quelques
gouttes de HCI et ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et quelques
gouttes de réactif de Wagner dans le second tube (Annexe 22). Aprés 15 min I’apparition d’un

précipité blanc ou brun, respectivement révele la présence d’alcaloides.

3.5. Stérols et stéroides [165]
Dans un bécher, introduire 10ml de I’extrait a tester, évaporation a sec, solubilisation avec 10ml
de chloroforme anhydride. 5ml de la solution chloroformique est ajouté avec 5 ml de I’extrait
obtenue, en ajoutant quelque goutes d’acide sulfurique (H2SO4). Laisser reposer 20 min.

L’apparition d’une coloration violacée virant au vert révéle la présence de stérols et stéroides.

3.6. Les composés réducteurs [165]
Dans un tube a essai ajouter Iml d’extrait a analyser, eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de
Fehling (Annexe 22). Incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant. L apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

3.7. Les anthocyanes [169,168]
Dans un tube a essai, 2ml d’extrait a tester est ajouté a 5ml de H2SO4 + 5ml d’ammoniac
NH4OH. L’apparition d’une coloration rose/rouge ou bleue/violacée prouve la présence des

anthocyanes.
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3.8. Tri-terpénes [165]
10 ml de I’extrait a analyser est évaporé, le résidu est dissout dans un mélange d’anhydride
acétique/chloroforme (5/5 V/V), filtration puis I’ajout de quelques gouttes d’acide sulfurique
concentré, I’apparition d’une coloration verte indique la présence des hétérosides stéroidiques,

alors que la coloration verte violette prouve la présence des triterpénes.

3.9. Les saponosides [109]
L’extrait a analyser a 2% dans 1’eau distillée est porté a ébullition pendant 30 min. Apres
refroidissement du mélange et filtration, ce volume est réajusté avec 100 ml d’cau distillée (SM).

10 tubes sont par la suite préparés comme sulit :

Extait| 1 | 2 [ 3] 4] 5]6 [ 7] 8] 9]10
(ml)
Lew| 9 [ 8 [ 7 [ 6 [543 ]2]|1]0
(ml)

Apres agitation avec énergie en position horizontale (15 secondes). On révele la hauteur de la

mousse persistante dans le 10°™ tube. Ce qui indique la présence des saponosides.
4. Dosage des métabolites secondaires
4.1.Dosage des polyphénols

Le dosage de polyphénols totaux a été effectué en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR)
[170], selon une méthode de dosage sur microplaque decrite par [171]. 20 ul d’extrait de plante est
mélangé avec 100ul de FCR dilué (1 :10) et 75 ul de carbonate de sodium (7,5%). Le mélange est
mis a I’obscurité et a une température ambiante pendant 2h. L’absorbance est mesurée a 765 nm
par un lecteur de microplaque. La concentration des polyphénols totaux pour chaque echantillon
est calculée a partir de 1’équation de régression d’une gamme d’étalonnage établie avec I’acide

gallique dans les mémes conditions opératoires que les extraits.
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4.2 . Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre Al*3
et les flavonoides. La méthode de [172] est utilisée avec quelques modifications pour une
détermination sur microplaque 96 puits.

Le protocole du dosage est effectué comme suit : 10ul de de nitrate d’aluminium (Al (NO3)3,
9H,0), 10pl Potassium acétate (CH:COOK), 130ul méthanol sont ajoutés a 50l extrait de plante.
Le mélange est incubé pendant 40 min puis la lecture de I’absorbance est réalisée a 415nm. Un
blanc est préparé en remplagant les réactifs par le méthanol.

Les concentrations des flavonoides des extraits sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine et sont exprimées en microgrammes équivalents de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/ml d’extrait).

5.Activités biologiques

5.1. L’activité antifongique

Dans le présent travail 1’activité antifongique des différents extraits de plante a été évaluée sur la
croissance de champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum f. sp lycopersici. Cette espéce
fongique a été identifiée par les soins de 1’équipe de Monsieur Ali Debi chef de laboratoire de

mycologie dans le Centre de Recherche en Biotechnologie. Constantine
5.1.1. Préparation de champignon

Les isolats de Fusarium ont été cultivés sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour étre
réactivés et incubés durant 7 jours a 27°C a 1’obscurité. Ils ont subi des repiquages successifs par

la suite (Annexe 04).

5.1.2. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les Eppendorfs, les béchers, le réactif de DMSO, les embouts
enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes
(Annexe 10, 11).
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4.3. Préparation des extraits (Annexe 02)

Pour préparer les differentes concentrations utilisées dans le test antifongique, on procede a une
série de dilution de 160 mg.mlI* ,80 mg.mlI%,40 mg.mI%,20 mg.mlI? et 10 mg.mI! de maniére a
obtenir une gamme de concentration finale dans les cupules comprises entre 160 et 10 mg.ml-1
pour les extraits EBut / EAc / EAq, Chaque concentration d’extrait a été mise en contact avec 100
ml de milieu PDA dans des erlenmeyers. Puis le contenu a été agité pour &tre homogénéise (Figure
18).

4.4. Préparation de milieu de culture

Le choix d’un milieu de culture adéquat est indispensable au bon développement du
pathogene, dans notre expérimentation on a utilisé le milieu PDA car il assure de bonnes conditions

de cultures pour le fusarium.

Un volume de 1 ml de solution de DMSO pour chaque concentration d’extrait sec a été
ajouté a 100 ml de milieu PDA préalablement préparé (Annexe 1) a 60 ° C, De méme, 1 ml de
DMSO a été ajouté a 100 ml de milieu PDA et a été considéré comme un contrdle positif. Le

contrble négatif contient le support PDA sans aucun autre produit [173].

Le mélange (PDA + extrait) a été coulé dans des boites de Pétri (Annexe 03). Ces derniéres sont

mises a sécher a température ambiante (Figure 18).
4.5. Applications des disques mycéliens

Aprés refroidissement et solidification du milieu de culture des disques mycéliens de 05
mm de diametre d’une jeune colonie de F. oxysporum sont déposés de maniére aseptique au centre
de la boite de Pétri sur le milieu PDA semi-solide et stérile contenant 1’extrait préalablement
stérilisés (1 disque par boite) (Annexe 05). Il est a signaler que chaque concentration a été répliquée
4 fois. Les boites de pétri ont été incubées a 28 ° C de 4 a 7 jours (Annexe 06), et I'expérience s'est
terminée lorsque la culture témoin négative (PDA sans extrait) a completement colonisé la surface

de la gélose (Figure 18) .
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La croissance mycélienne de I'agent phytopathogéne est mesurée a I'échelle millimétrique et les
résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance radiale par rapport au
diameétre moyen des colonies de champignon cultivé dans un milieu témoin (positive). Ainsi,

I’activité inhibitrice a été exprimée en pourcentage et a été calculée selon la formule de [174]

[ | (%) = (C-T/C) x 100 ]

I = taux d'inhibition en %.
C = croissance radiale de I'agent phytopathogene en mm sur milieu PDA avec DMSO (témoin).

T = la croissance radiale, en mm, de I'agent phytopathogéne sur milieu PDA contenant le complexe

a tester.
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Figure 18 : Protocole de I’activité antifongique
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5.2. Evaluation de I’effet hémolytique

Le test de I’effet hémolytique des extraits (aqueux, n-butanol, acétate d’éthyle) des feuilles de Abies
numidica a été réalise, in vitro, sur une suspension érythrocytaire du sang humain incubée dans un

tampon phosphate salin (PBS), pH 7,4.

5.2.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé d’un donneur sain unique dans un tube hépariné, est centrifugé a 4000
tours/minutes pendant 10 minutes. Aprés élimination du plasma, le culot est lavé 2 fois avec une
solution de PBS, le culot ainsi obtenu est resolubilisé a nouveau par le meme volume du plasma

éliminé, la suspension érythrocytaire ainsi obtenue est diluée 20 fois par PBS (Annexe 20).
5.2.2. Préparation des extraits

Les différents extraits (EAQ, EBut, EAc) des feuilles d’Abies numidica sont dilués dans du tampon
phosphate salin (PBS) (Annexe 18). Pour obtenir les différentes concentrations (10 mg/ml, 20
mg/ml, 40 mg/ml, 80 mg/ml et 160 mg/ml) (Annexe 19).

5.2.3. Test d’hémolyse

Le test d’effet hémolytique de la plante étudiée est réalisé selon la méthode de [175], avec

quelques modifications.

Mettre dans chaque tube a hémolyse 2950ul de la suspension érythrocytaire préparée, avec S0ul
de I’extrait a différentes concentrations (10 mg/ml, 20 mg/ml, 40 mg/ml ,80 mg/ml et 160 mg/ml).
Incuber les tubes dans I’incubateur agitateur a 37°C durant 60 min (Annexe 13,16). Des
prélévements de 500 ul sont réalisés chaque 15 min pour étre repris dans 1500ul de PBS ; mélanger

les tubes délicatement puis arréter la réaction avec un bain glagon.

La lecture de I’absorbance (Abs) de chaque tube est effectuée a 548nm a l’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible (Annexe 14) contre le blanc contenant du PBS apres leur

centrifugation a 4000 tour/minute durant 10 min (Figure 19).

38



Chapitre 02 Matériels et méthodes

Un tube témoin négatif est préparé dans les mémes démarches expérimentales. 1l est composé de

2950ul de suspension érythrocytaire et 50ul du tampon phosphate (PBS), en absence d’extrait.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, nous avons préparé un tube
d’hémolyse totale qui contient 250ul de la suspension €rythrocytaire et 2750ul d’eau distillée et en

absence d’extrait.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage (%) par rapport a I’hémolyse

totale, aprés 60 min d’incubation, selon la formule suivante :

Abs (extrait 60min) — Abs (témoin négatif 60min)

Taux d’hémolyse (%) = x 100

Abs (hémolyse total 60min)
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Figure 19. Protocole de I’activité hémolytique
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Chapitre 03

Résultats et discussions

1. Etude phytochimique

1.1. Rendements d’extraction

Les extractions successives par des solvants de polarité croissante permettent de séparer les

métabolites secondaires de la matiere végétale des feuilles d’Abies numidica selon leur degré de

solubilité dans le solvant d’extraction. Les différents rendements obtenus, ainsi que les aspects et les

couleurs des différents extraits, sont présentés dans le Tableau 07.

Tableau 07 : Aspects, couleurs et rendements massique (%) des extraits obtenus

Parties de la plante Extraits Aspect Couleur Rendement %
Acétate d’éthyle Visqueux Marron 0,35%
Lss Rl n-butanol Visqueux Marron foncé 2,549 %
2 R e Aqueux Visqueux Marron 1.6 %

Le rendement des extraits des feuilles d’Abies numidica, calculé en fonction du matériel végétal

sec varie de 0.35% a 2.549%, incluant extrait aqueux (1.6%), acétate d’éthyle (0.35%) et n-butanol

(2.549%).

L’histogrammes (Figure 20) a montré un rendement plus élevé pour 1’extrait n-butanol (2.549%),

suivit de D’extrait aqueux (1.6 %), puis I’extrait acétate d’éthyle (0.35 %). Nous notons que les

échantillons (3 extraits) sont obtenus a partir de la méme partie de la plante étudiée et cette derniére

a été récolté dans la méme région.

Cette variation du rendement d’extraction donc peut étre expliqué par la différence de solubilité des

composés chimiques dans le solvant d’extraction, a leur degré de polymérisation ou a leur implication

dans autres structures moléculaires formant ainsi des complexes insolubles [176].
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Figure 20. Rendement (%) des extraits des feuilles d’Abies numudica

1.2. Screening phytochimique

L’un des buts essentiels d’un test phytochimique consiste dans la détection et la visualisation des
différentes classes des métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par des
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsi que des

examens en lumiére ultraviolette [177].
Les résultats de I’analyse phytochimique de trois extraits des feuilles d’Abies numidica sont

présentés dans le tableau suivant : (+) présent en petite quantité, (++) en quantité intermédiaire, (+++)

en grande quantité, (-) absence ou présence en dessous du seuil de détection.
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Tableau 08 : Tests phytochimique des extraits aqueux, acétate d’éthyle, n-butanol des feuilles de
Abies numidica

Groupes Réactifs Acétate N-butanol Aqueux
chimiques d’éthyle
Tanins FeCls 4+ ) i
Hcl concentré
Flavonoides Tournure de Mg s e + 4+ +
H,SO4
Anthocyanes NH,OH + - _
H,0
Coumarines NaOH - - i
R de Mayer
Alcaloides R de Wagner ; _ _
Stérolset  Acide sulfurique + + )
stéroides
Tri-terpénes  Acide sulfurique - = -
Réaction de la
Saponosides Mousse ++ +++ B IS
Composés Liqueur de
réducteurs Fehling ++ + +
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D’apres les résultats nous remarquons que 1’extrait acétate d’éthyle des feuilles d’Abies numidica
est riche en tanins, flavonoides et saponosides. Les composés réducteurs sont aussi présents en
quantité intermédiaire, alors que les anthocyanes et les stérols sont présent, en faible quantité. Nous

remarquons aussi que 1’extrait acétate d’éthyle est pauvre en coumarines, alcaloides et tri-terpénes.

En ce qui concerne 1’extrait n-butanol, 1’analyse de ce dernier révéle la présence de saponosides
et flavonoides en grandes quantités, les stérols et les stéroides, les composés réducteurs avec une
faible quantité, alors que les autres composes chimiques (tanins, anthocyanes, coumarines, alcaloides,

tri-terpenes) sont absents dans cet extrait.

Pour I’extrait aqueux le test phytochimique indique sa richesse en saponosides, les flavonoides et
les composés réducteurs sont présents en faible quantité. Les tanins, les anthocyanes, les alcaloides,

les triterpenes ainsi que les stérols et les stéroides sont totalement absent, dans cet extrait.
Ces résultats sont similaire a ceux réaliser sur une autre espéce d’Abies (A.webbiana) qui montrent
la présence de stéroides, de phénols, de flavonoides, de tanins, de saponines [178].
1.3.Dosage des métabolites secondaires
1.3.1. Dosage des polyphénols
La teneur en polyphénols totaux des extraits de la plante Abies numidica, est déterminée selon la
méthode Folin-Ciocalteu. La quantification des polyphénols totaux a été faite en fonction d’une

courbe d’étalonnage lin€aire (y= ax+b) réalisée par 1’acide gallique a différentes concentrations et

I’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765 nm (Figure 21).
Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation :
Y =0.0034X + 0,1044

R2=0,9972
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Figure 21. La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

La relation entre la concentration et 1’absorbance est proportionnelle donc la loi de Beer
Lambert est vérifiée dans la gamme des concentrations utilisées. La teneur en composés phénoliques
de chaque extrait a été alors calculée a partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes
équivalent en acide gallique par gramme d’extrait (ug EAG/mI d’extrait). La mesure de la densité
optique a été effectuée a la longueur d'onde de 765nm. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau suivant :

Tableau 09 : Teneurs en polyphénols totaux

Extrait acétate Extrait n-butanol | Extrait aqueux

Contenu en phénoles totaux 490,76 381,15 99.294
(ug EAG/mI)

A la premiére lecture des résultats rapportés dans le Tableau 09, il ressort que 1’extrait acétate
d’¢éthyle est le plus riche en polyphénols totaux (490,76+6,65 ug EAG/mI d’extrait) suivi par 1’extrait
n-butanol (381,15 pg EAG/ml d’extrait), puis 1’extrait aqueux (99,294 pug EAG/ml d’extrait).
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En revanche, I’analyse phytochimique réalisée par [179,180] des extraits des feuilles d’une autre
espece montre que I’extrait méthanolique et 1’extrait acétate d’¢éthyle d ’Abies Webbiana présentent

une teneur élevée en polyphénols totaux.

Cette variation du taux de polyphénols peut étre due a la diversité aux différents procédés
d’extraction tels que le type de solvant, la température et le temps d’extraction [181]

Parce que les polyphénols est une classe de molécules caractérisées comme 1’indique le nom par
la présence de plusieurs groupes phénoliques associés en structures plus au moins complexes, sont
solubles dans les solvants organiques polaires et peu solubles dans les solvant moins polaire [182],
ainsi les solvants qui ont donnés les teneurs les plus élevées sont 1’acétate éthyle avec une polarité
moyenne et I’eau dont la polarité est plus élevée.

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du dosage
colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles
non seulement ceux des composés phénoliques, mais également certains sucres et de protéines [183].
Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un
extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le

réactif, donnant un taux phénolique apparent éleve [184].

1.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique de nitrate d’aluminium
(Al (NOg3))3. La quercitine considérée comme contrdle positif a permis de réaliser une courbe

d’¢étalonnage, d’ou a été calculé la teneur en flavonoides de extraits des feuilles d’Abies numidica
(Figure 22).
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Figure 22. La courbe d’étalonnage de la quercitine.

Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents de quercitine par millilitre d’extrait
( 1g EQ/mI d’extrait) dans le tableau suivant

Tableau 10 : Teneurs en flavonoides

Extrait acétate Extrait n-butanol Extrait aqueux

Contenu en Flavonoides 143,19 49,79 28.538
(g EQ/mI)

D’apres les résultats du Tableau 10 nos remarquons que 1’extrait acétate d’éthyle a une teneur trés
importante (143,19 ug EQ/ml d’extrait) par rapport aux autres extraits (n-butanol et aqueux) (49,79
Mg EQ/mI d’extrait et 28.538 pug EQ/ml d’extrait respectivement). Ceci peut étre expliqué par la

diversité structurelle et les propriétés physico-chimiques des flavonoides [51].
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Autres études réalisées par [185,186] ont montré que I’extrait acétonique de feuilles de A. pindrow

était le plus riche en composés phénoliques et en flavonoides.

De toute les fagons, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux réalisés sur d’autres especes,
car I’utilisation de différents solvants et de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une
comparaison entre les études. En plus cette différence peut étre liée a I’espéce étudiée, la région de la

récolte et le climat [187].

2. Activités biologiques
2.1.Activité antifongique

L’activité antifongique des composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines
fonctions chimiques. En effet, les composés antifongiques majeurs chez les végétaux peuvent
appartenir a différentes classes de métabolites secondaires telles que : les acides phénols, les
quinones, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les terpenoides, les alcaloides, les saponosides,
les lectines ou encore les polypeptides.

Dans cette étude, on a tenté de comparer I’influence de 3 extraits (aqueux, n-butanol, acétate
d’¢éthyle), sur la croissance mycélienne de champignon pathogene F. oxysporum, dans le but d’estimer
I’évolution de la croissance mycélienne, par la mesure du diamétre de la colonie mycélienne du
champignon.

Cette lecture est réalisée en comparaison avec celles des témoins, qui sont démarrés dans les
mémes conditions et le méme jour du test. Toute pousse méme légeére de champignon sera considérée
comme action négative, c'est-a-dire que 1’extrait en question n’est pas inhibiteur vis-a-vis de la

croissance fongique.

2.1.1. Evaluation de la croissance mycélienne

En premier temps, la croissance myceélienne de souche fongique était normale (témoins), ce
parametre évolue dans le temps (incubation 7 jours) et il se differe en présence des différentes
concentrations d’extraits des feuilles d’Abies numidica. L’utilisation des témoins a favorisé une

comparaison juste et fiable de I’effet des extraits contre ce champignon.
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Les diametres de la croissance mycelienne en mm (y compris le diamétre de disque qui est 8mm)

ainsi que les taux d’inhibition (%) des 3 extraits (acétate d’éthyle, n-butanol, aqueux) des feuilles

d’Abies numidica, in vitro sur la souche fongique F. oxysporum sont résumées dans le tableau 11.

Tableau 11 : les effets des extraits des feuilles d ’Abies numidica sur la croissance de Fusarium

oxysporum
Extrait Concentration | Diamétre de la colonie (mm) | Taux d’inhibition (%)
160 mg/ml 57.5 28.57 %
80mg/ml 67 16.77 %
Extrait acétate 40mg/ml 70.5 12.42 %
d’éthyle
20mg/mi 74 8.07 %
10mg/ml 74 8.07 %
Extrait butanolique | 160 mg/ml 67 16.77%
80mg/ml 72 10.55%
40mg/ml 72 10.55%
20mg/mi 78 3.10%
10mg/ml 78 3.10%
Extrait agqueux 160 mg/ml 67 16.77%
80mg/ml 66.2 17.76 %
40mg/mi 70.2 12.79%
20mg/ml 68 15.52 %
10mg/ml 74 8.07 %
Témoin (-) 80.25
Témoin (+) 80.50
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Figure 23. Activité d’extrait acétate d’éthyle vis-a-vis de F. oxysporum.

10 mg/ml
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Figure 24. Activité d’extrait butanolique vis-a-vis de F. oxysporum.
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Figure 25. Activité d’extrait aqueux vis-a-vis de F. oxysporum.
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» En présence d’acétate d’éthyle :

L’évaluation du diameétre de croissance mycélienne est représentée dans la Figure 26. On
remarque que le degré de I’efficacité de 1’extrait acétate d’éthyle d’Abies numidica sur la croissance
mycélienne de souche fongique testée augmente en fonction de concentration (10 mg/ml, 20 mg/ml,
40 mg/ml, 80 mg/ml, 160 mg/ml). D’apres les résultats nous avons noté que la concentration de 160
mg/ml donne I’inhibition la plus élevé sur la croissance (57.5 mm), celle du témoin est égale a 80mm.
Ce qui se défaire aux autres concentrations (80mg/ml,40mg/ml,20mg/ml,10mg/ml) qui ont montré
un effet Iéger sur la croissance mycélienne (67mm,70.5mm,74mm,74mm respectivement).

Extrait acétate d'éthyle

20 40 80 160

90

80

70

60

50

40

Diamétre de la colonie (mm)

30

20

10

Témoin

10

Concentration (mg/ml)

Figure 26. Effet de 1’extrait acétate d’éthyle des feuilles d’Abies numidica sur la croissance de F.
oxysporum
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> En présence de I’extrait aqueux
On observe dans la figure 27, que I’effet de I’extrait aqueux des feuilles d’A. numidica est légeér et

donne une moyenne de diamétre de (74mm,68mm,70.2mm,66.2mm,67mm) pour les concentrations

(10mg/ml,20mg/ml,40mg/ml,80mg/ml,160mg/ml respectivement), par apport au témoin qui présente

Témoin

une moyenne de diametre égale a 80mm.

Extrait aqueux

0 20 40 80 160

Concentration (mg/ml)

90
80
7
6
5
4
3
2
1

O O O O o

Diamétre de la colonie (mm)
o

o O

1

Figure 27. Effet de I’extrait aqueux des feuilles d’Abies numidica sur la croissance de F.
oxysporum

» En présence de I’extrait n-butanol

En ce qui concerne I’effet de I’extrait n-butanol d’Abies numidica les résultats présentés dans la
figure 28 montrent que cet extrait posséde aussi un léger effet fongicide, il donne la moyenne de
diametre de (78mm, 78mm, 72mm, 72mm, 67mm) pour les concentrations
(10mg/ml,20mg/ml,40mg/ml,80mg/ml,160mg/ml respectivement).
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Extrait butanolique
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Figure 28. Effet de I’extrait butanolique des feuilles d’Abies numidica sur la croissance de F.
oxysporum

2.1.2. Pouvoir antifongique

Les résultats du pourcentage d’inhibition des extraits (butanolique, acétate d’éthyle et aqueux) de
feuilles d’Abies numidica (figure 29), montrent que ’extrait acétate d’éthyle a inhibé la croissance
de Fusarium oxysporum avec un pourcentage d’inhibition de 28.57 %. Cet extrait contient plus des
substances antifongiques inhibitrices par rapport a tous les extraits utilisés dans cet essai antifongique.
Cependant, I’extrait aqueux présente un faible taux d’inhibition compris entre 8.07% et 17.76%. En
parallele, I’autre extrait butanolique présente aussi un faible taux d’inhibition mais cette activité est
trés distante et modeste en comparaison avec 1’extrait acétate, SOn pouvoir inhibiteur se situe entre
3.10% et 16.77%.
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Figure 29. Taux d’inhibition de F. oxysporum par I’extrait acétate d’éthyle, butanolique et aqueux

des feuilles d’Abies numidica.

Selon les résultats enregistrés, 1’extrait acétate éthyle est plus actif que 1’extrait aqueux et butanolique.
Cette différence peut étre due a I’origine de la composition chimique différente entre les trois extraits,
Ces résultats peuvent également étre expliqués par le taux élevé des flavonoides par rapport aux
phénols totaux dans I’extrait acétate d’éthyle (143,19 pg EQ/mI) par rapport a I’extrait aqueux
(28.538ug EQ/mI) et I’extrait n-butanol (49,79ug EQ/mI). Les composés phénoliques sont produits
en réponse a I’infection microbienne par les plantes. Par conséquent, I’efficacité de ces substances
évaluées in vitro ont montré une action inhibitrice sur les microorganismes [188]. De nombreuses
études ont révélé la relation contradictoire entre la structure chimique des composés phénoliques et

leur pouvoir antimicrobien.

53



Chapitre 03 Résultats et discussions

[189] rapportent que les flavonoides qui sont caractérisés par 1’absence du groupement hydroxyle sur
le noyau B présentent une activité antimicrobienne plus élevée que ceux ayant le groupe-OH. D’autre
part, [190] ont montré que les flavonoides les plus substitues par le groupement hydroxyle libre sont
impliqués dans 1’activité antimicrobienne en particulier les molécules trihydroxylées en C3°, C4’,
C5’ sur le noyau B et hydroxylé¢ en C3 (3-OH). Pour cela nous pouvons conclure que I’activité
antifongique des extraits dépend non seulement des composés phénoliques mais, aussi de la présence
de différents métabolites secondaires a effet antifongique tels que les stéroides, les saponosides qui

ont par ailleurs déja été signalés par plusieurs auteurs [191,192,103].

Une recherche supplémentaire sur la composition chimique pour chaque extrait est plus que

nécessaire pour comprendre 1’évaluation de composés présentant 1’activité antifongique.

Des travaux réaliseés par [33] montrent que 1’extrait hydrométhanolique et les huiles essentiales des

feuilles d’Abies numidica présentent une activité antifongique vis-a-vis de deux especes de candida.

De plus, [34] ont montré que les cones de I’extrait hydro-méthanolique de la méme plante a un
pouvoir antifongique vis-a-vis de cing levures avec une CMI de 5 mg / ml contre Candida glabrata
et avec un CMI de 10 mg / ml contre Candida tropicalis, Candida kefyr et Candida albicans.

Cependant, autres études réaliser par [194] sur les cones d’Abies cilicica de Turquie et qui ont montré
gue cette espece présente une activité antifongique.

D’apres [195] I’extrait méthanolique, éthanolique et acétonique des feuilles et fleurs des cones de la
plante A. cilicica ssp. Cilicica ont eté évalué pour leurs activité antifongique contre deux
champignons pathogenes (Candida albicans and Aspergillus niger). L’enquéte en cours a prouvé
I’activité potentielle des extraits d’A. Cilicica en tant que source antifongique cultivée naturellement

en Syrie.
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2.2. Evolution de I’effet hémolytique des feuilles d’Abies numidica

Dans cette partie la cytotoxicité est suivie par la fuite d’hémoglobine intracellulaire des globules
rouges humains. Les figures (30,31,32) présentent 1’évolution de I’effet hémolytique, (par
absorbance), durant 60 min, dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension
érythrocytaire, incubée a 37°C, et en présence des différentes concentrations (10 mg/ml, 20mg/ml,
40 mg/ml, 80 mg/ml, 160 mg/ml ), d’extrait (Aqueux, N-butanol, Acétate d’éthyle) des feuilles
d’Abies numidica, comparée a un tube témoin négatif (tube contenant que de PBS et la suspension

érythrocytaire), et un tube d’hémolyse totale provoquée par I’cau distillée (Annexe 21).
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Figure 30. L’évolution de taux d’hémolyse (par absorbance) dans les tubes contenants une
suspension érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extrait acétate d’éthyle des

feuilles d’Abies numidica, durant 60 minutes

T- : témoin négatif ; HT : hémolyse totale
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Figure 31. L’évolution de taux d’hémolyse (par absorbance) dans les tubes contenants une
suspension érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extrait aqueux des feuilles

d’Abies numidica, durant 60 minutes.
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Figure 32. L’évolution de taux d’hémolyse (par absorbance) dans les tubes contenants une
suspension érythrocytaire en présence des différentes concentrations d’extrait n-butanol des feuilles

d’Abies numidica, durant 60 minutes.
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D’apres les résultats obtenus, nous avons enregistré des augmentations des absorbances (taux
d’hémolyse) durant les 60 min d’incubation des érythrocytes isolés dans du PBS (pH 7,4) en présence
des différents extraits (Aqueux, Acétate, N-butanol) d’Abies numidica.

De méme, nous avons noté que les absorbances augmentent aussi en fonction des concentrations (10
mg/ml, 20 mg/ml, 40 mg/ml, 80 mg/ml, 160 mg/ml), mais elles ne dépassent pas une valeur de (0,39,
0,260, 0,216) pour I’extrait (Acétate d’éthyle, N-butanol, Aqueux) respectivement a une
concentration finale de 160mg/ml & 60 min d’incubation. Cette valeur est largement inférieure par
rapport a 1’absorbance de tube d’hémolyse totale, qui dépasse 0,919 & 60 min dans les mémes
conditions.

Les figures (33,34,35) présentent les taux d’hémolyse, par pourcentage (%) aprés 60 minutes dans
un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée a 37°C, en présence
des différentes concentrations (10 mg/ml, 20 mg/l, 40 mg/ml, 80 mg/ml, 160 mg/ml) d’extrait
(Aqueux, Acétate d’éthyle, N-butanol) des feuilles d’Abies numidica par rapport au tube d’hémolyse

totale contenant la suspension érythrocytaire et 1’eau distillée (Annexe 21).
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Figure 33. Evolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extrait Acétate

d’¢éthyle, aprés 60 min d’incubation par rapport a I’hémolyse totale.
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Figure 34. Evolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extrait n-butanol,

apres 60 min d’incubation par rapport a I’hémolyse totale.
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Figure 35. Evolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extrait aqueux, apres

60 min d’incubation par rapport a I’hémolyse totale.
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Les résultats relatifs aux taux d’hémolyse induit par les différentes concentrations de la fraction
acétate d’éthyle d’Abies numidica sont présentés dans la Figure 33. D’aprés les résultats nous avons
noté des taux d’hémolyses tres bas d’ordre de (2.4%, 5.3%), par rapport a I’hémolyse total pour les
concentrations (10, 20 mg/ml respectivement). Ce taux est moyennement augmenté d’ordre de
(13.8%, 21,7%) a des concentrations de (40, 80 mg/ml), alors que nous avons noté un taux plus élevé
(38.1%) pour une concentration maximale de 160 mg/ml d’extrait étudié, par rapport au témoin positif

(hémolyse totale).

En ce qui concerne I’effet de I’extrait n-butanol d’Abies numidica sur les globules rouges les
résultats présentés dans la Figure 34 montrent que cet extrait est plus moins toxique que 1’extrait
Acétate, ’hémolyse maximale estimée a 23,9% avec une concentration finale de 160 mg/ml. En
revanche cet extrait présente des taux d’hémolyse de (10%, 13%, 17%) pour les concentrations (10,
20, 40 mg/ml respectivement), ces valeurs sont plus élevées que celle enregistré pour 1’extrait Acétate

d’éthyle dans les méme concentrations (10, 20, 40 mg/ml).

Nous avons testé également la toxicité de 1’extrait aqueux, les résultats obtenus sont présentés sur la
Figure 35. L’extrait aqueux a montré une légeére activité hémolytique avec des pourcentages
inférieurs a 8% a des concentrations de 10 mg/ml jusqu’a 80mg/ml. Le taux d’hémolyse est plus éleve
(19.2%) a une concentration finale 160mg/ml. Donc I’extrait aqueux présente une tres faible toxicité
méme a des concentrations élevées (80, 160 mg/ml) par rapport aux autres extraits des feuilles d’Abies

numidica apres une heure de contact avec les érythrocytes humains.

Les plantes sont aussi reconnues par leurs effets toxiques, ce qui nous a mener d’étudier 1’effet

hémolytique, in vitro, de cette plante.

Les globules rouges ont été choisis comme modele en biologie cellulaire et moléculaire pour I’étude
de la cytotoxicité in vitro a cause de leurs facilités d’isolement et leurs simplicités. Ils sont un outil
précieux pour 1’étude des transports ioniques transmembranaires via la membrane érythrocytaire
[196].
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Les propriétés hémolytiques d’un agent sont attribuables a leur interaction avec les stérols de la
membrane érythrocytaire ce qui induit & une augmentation de la perméabilité membranaire et un
mouvement des ions : entrée de Na+ et H20O, sortie de K+, la membrane éclate, permettant ainsi la
sortie de I’hémoglobine [197].

L’analyse biologique sur I’influence de 3 extraits des feuilles d’Abies numidica réalisée in vitro sur des
érythrocytes isolés du sang humain incubé dans un milieu tampon PBS a PH=7,4 a montré que pour le
pourcentage d’effet hémolytique des extraits de plante augmente au cours du temps en fonction de la
concentration. L’hémolyse maximale (38.1%) est obtenue avec 1’extrait acétate d’éthyle a la
concentration 160 mg/ml. Cet extrait a 160 mg/ml est considéré comme étant le plus toxique vis-a-
vis des globules rouges. En revanche, a une concentration maximale de 160mg/ml 1’extrait n-butanol
et aqueux présentent un taux d’hémolyse de (23.9%,19.2% respectivement). Ces extraits sont plus ou

moins toxiques que 1’extrait acétate.

Toute substance biologiquement active est susceptible, a fortes doses ou a faibles doses et pour une
administration prolongée de produire des effets indésirables, voire nocifs. La cytotoxicité des feuilles
d’Abies numidica a une concentration tres élevée sur les globules rouges est probablement due a la

richesse de cette plante des flavonoides et des tanins et saponosides [198].

Ces composes chimiques pouvant conférer a la plante des propriétés toxiques a fortes doses. Il
apparait indispensable de procéder a la détermination de leur pouvoir hémolytique pour une
adaptation rationnelle de la tradithérapie surtout pour les modes d'administration et les précautions a
observer en cas de non intégrité au niveau des muqueuses digestives (bouche, estomac, intestin, etc.).
De méme I'évaluation de la toxicité générale aigué de I'extrait est nécessaire pour situer les limites de

tolérance de la plante et éviter I’hémolyse [198].

Vu que les saponines aussi sont des composants terpéniques, 1’effet hémolytique de cette plante peut
étre expliqué, aussi par la présence de ces molécules, qui ont la capacité d’induire la formation de
pores a travers les membranes cellulaires, entrainant 1’hémolyse et la libération de ’hémoglobine

dans le plasma [199].
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Conclusion

L’Algérie présente un patrimoine végétal important par sa richesse et sa biodiversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis sahariennes. Cette
richesse floristique est considérable et comporte des milliers d’espéces de plantes qui présentent
divers intéréts médicinaux et autres. Les plantes médicinales font I’objet des recherches scientifiques

en vue de les valoriser comme source de substances naturelles bioactives.

Au terme de ce travail visant a étudier les activités antifongique et hémolytique des extraits des
feuilles de la plante endémique algérienne Abies numidica préparé par macération. Il ressort que cette

plante possede des vertus pouvant justifier leur utilisation en médicine traditionnelle.

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons conclu que le rendement des extraits des feuilles
d’Abies numidica récoltée dans la région de Sétif, calculé en fonction du matériel végétal sec varie
de 0.35% a 2.549%, incluant extrait aqueux (1.6%), acétate d’éthyle (0.35%) et n-butanol (2.549%).

L’étude phytochimique a permis de mettre en évidence que les feuilles d’Abies numidica sont trés
riche en tanins, flavonoides et saponosides, elle contient aussi les composés réducteurs, les

anthocyanes, les terpénoides et les stérols.

L’analyse quantitative des extraits hydroalcooliques par dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides réalisés selon la méthode de Folin-Ciocalteu et trichlorure d‘aluminium respectivement, a révélé
des teneurs importantes. Les résultats indiquent que I’extrait acétate d’éthyle préparé par posséde un teneur

plus élevé en polyphénols totaux (490,76 pg EAG/mI), et en flavonoides (143,19ug EQ/ml) en comparaison

avec les autres extraits.

Par ailleurs, I’activité antifongique des différents extraits (acétate eéthyle, n-butanol, aqueux) est
testée vis-a-vis le champignon pathogéne fusarium oxysporum par la méthode de contact directe sur
milieu gélosé et la détermination de taux d’inhibition. Nous avons noté que la variation de taux
d’inhibition est en fonction de nombreux facteurs, notamment la nature et la concentration de I’extrait.
Le pourcentage d’inhibition maximal est obtenu avec ’extrait acétate d’éthyle (28.57%), suivit par

I’extrait
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aqueux (17.76 %), puis I’extrait n-butanol (16.77 %). L’extrait acétate donc est le plus active sur la

souche pathogene testé.

L’extrait acétate, 1’extrait n-butanol et aqueux sont sélectionnés pour évaluer 1’activité
hémolytique d’Abies numidica vis-a-vis les globules rouges humains dans le but d’étudier la
cytotoxiciteé de cette plante. Les résultats montrent que le pourcentage d’effet hémolytique augmente
en fonction du temps et de concentration d’extrait, le taux maximal (38,1%) est obtenu avec 1’extrait
acétate a une concentration de 160 mg/ml et cet extrait est considéré comme étant le plus toxique vis-
a-vis les érythrocytes humains, comparés aux autres extraits (n-butanol, aqueux) qui présentent un
taux d’hémolyse de (23.9%,19.2% respectivement). Ces extraits sont plus moins toxiques que

I’extrait acétate.

En générale, on peut conclure que notre plante est riche en métabolites secondaires ce qui les confére
une valeur thérapeutique et médicinale importante, mais cette étude reste préliminaire et pas
indicative sur le mécanisme réal par lesquelles agit cette plante, et elle ne constitue qu’une premiére

étape dans la recherche des substances de source naturelle biologiqguement actives.

C’est pour cela il est intéressant d’approfondir cette étude par :

% Savoir quelle molécule qui a le principe actif parmi ces polyphénols et essayer 1’isoler.

% Identification et caractérisation de la molécule par les méthodes d’analyse (RMN,

Spectrophotometre de masse).
%+ Evaluer les expérimentations in vivo, sur un modéle animal.

s Elargir le panel des activités biologiques in vitro et in vivo, et pourquoi pas réalisés d’autres

tests biologiques : antidiabétique, anticancéreuse et anti-inflammatoire.

% Etude de la toxicité aiglie et chronique, in vivo, sur un modele animal, afin de pouvoir cerner

tout effet indésirable et de mieux identifier les sites d’action des substances actives.
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