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Avant-propos

Ce travail a été réalisé au laboratoire de Bioteclungies Végétales
(Equipe Planta sud). Il s’inscrit dans le cadre ldepréparation d’'une these de
Doctorat national. Une partie de ce travail de recthe a été réalisée d'une
part, en collaboration avec le laboratoire de ChemiBio-organique et
Analytique de la Faculté des Sciences et Technidqaddohammedia et d’autre
part, avec le Département de Pharmacologie de lauka de Pharmacie de
Valence, Espagne.

Ce travail a été motivé par :

- La valorisation des plantes utilisées en luttEgnée en vue de la formulation
des produits biologiques améliorés a base des fiedsentielles ou des extraits
des plantes pour lutter contre quelques champigrpnsattaquent les fruits et
légumes en post récolte.

- La contribution des plantes pour I'éliminationu da diminution de la
contamination en post récolte par des champignons mgcessitent un
traitement chimique difficile a atteindre avec lespect des normes
internationales d’exportation.

- La rareté sur le plan national et internationdé travaux phytochimiques,

pharmacologiques et botaniques sisteriscus graveolens subsp. odorelts

Asteriscus imbricatus.
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Résumé

Ce travail s’intéresse a I'étude phytochimique &aétivité antifongique de deux espéeces du
Sud du Maroc appartenant a la famille deseraceae Asteriscus graveolens subsp. odorus
et Asteriscus imbricatus.

La partie phytochimique effectuée pour la premiere a pour objectif principal I'extraction,
la séparation, la purification et la caractérisatigpar les différentes méthodes
spectroscopiques de la structure chimique des rilaides et des lactones sesquiterpéniques
majoritaires dAsteriscus graveolens subsp. odoetidsteriscus imbricatus.

Le screening phytochimique des feuilles et desr$lelAsteriscus graveolens subsp. odorus
et Asteriscus imbricatus révélé la présence des alcaloides, des flavesoides tanins
catéchiques, des terpenes, des coumarines et dgsosés cyanogenetiques. Quand aux
saponines et les quinones libres, ils sont présgans les fleurs ésteriscus graveolens
subsp. odorust Asteriscus imbricatustils sont absents dans les feuilles des deux plantées
caractérisation des molécules par spectrophotaenétyi a révélé la présence de l'acide
caféique, névadensine, lutéoline et artemétine anteuilles dAsteriscus graveolens subsp.
odorus Quant aux feuilles é&steriscus imbricatugn note la présence de I'artemétine tandis
gue d’autres molécules sont purifiees et en cotiderification. L’extraction suivie de
séparations et de purifications en combinant desrgechniques chromatographiques et
d’analyse spectrale a conduit a une nouvelle l&cs@msquiterpéne nommeée naupliolide (C1)
avec un nouveau squelette tétracyclique. Plusieamnposés connus: 6,7,9,10-
tetradehydroasteriscanolide (2) et asteriscunoli8as3b, 3c et 3d) ont été identifiés.
L’'analyse de I'huile essentielle Asteriscus imbricatugpar GC-MS, effectuée pour la
premiere fois, a montré la présence des produit®ritsares : thymol isobutyrate, 2,5-
dimethoxy-p-cyméneg-pinéne et cis-chrysanthenyle acétate. Quafstariscus graveolens
subsp. odoryselle présente une quantité tres élevée en 6-akaagrolidol et I'epie-cadinol

et une faible quantité empinéne, humulene epoxyde #;bisabolone oxide, bisabolone,
humulene, myrtenylacetate et trans-chrysanthercdate.

L'étude biologique dAsteriscus graveolens subsp. odorisAsteriscus imbricatus’inscrit dans le
cadre de la recherche d’'une démarche préventilgttgeintégrée visant a la réduction significatie
l'utilisation des pesticides et en particulier fesgicides.

L'étude statistique de I'effet antifongique desraitt éther de pétrole et acétate d’éthyle a maumies
spécificité trés marquée pour le champignBenicillium digitatum plus que le champignon
Penicillium expansumaussi bien pour les feuilles que pour les fleuisteriscus graveolens subsp.
odorus.ll est important de noter que le choix de ces cligngms est principalement di aux dégats
causeés dans les stations de conditionnements eetess de la région d’Agadir. Par ailleurs, I'buil
essentielle de cette plante a montré un effet &atfue suPenicillium digitatum,contrairement a
I'huile d’Asteriscus imbricatugqui présente un effet fongicide sur les champignBenicillium
digitatumet Botrytis cinereales différentes concentrations de 'acide caféiggiesont montrées tres
efficaces suBotrytis cinerea Quant aux trois flavones : la névadensine, l&dlite et I'artemétine,
elles semblent avoir un effet contre @wtrytis cinerea Penicillium digitatum et Penicillium
expansumrespectivement. Ainsi, nous avons montré que Ipli@ide a révélé une forte inhibition
sur Botrytis cinerea Penicillium digitatum et Penicillium expansum.Quant a la molécule
asteriscunolide 3c, elle a montré un effet remebbpuaurBotrytis cinereaNous avons noté aussi que
I'a-pinene présente le meilleur effet inhibiteur ptag concentrations de 50 jusqu’a 1000 pgum
Botrytis cinereaQuant auhymol isobutyrate, il est le plus efficace a lamoentration 2000 ppm sur le
méme champignon. Ce méme composé avec le 2,5-diryephcymene, sont les plus efficaces sur
Penicillium digitatum

Mots clés: Activité antifongiqueAsteriscus graveolens subsp. odoras Asteriscus
imbricatus,champignons pathogenes, phytochimie.



Abstract

This work concern the study of phytochemical andf@mgal activities of two species of
southern Morocco belonging to theteraceadamilly : Asteriscus graveolens subsp. odorus
andAsteriscus imbricatus

Performed for the first time, the aim of the phytemical analyses was the extraction,
separation, purification and characterization byfedent spectroscopic methods of the
chemical structure of flavonoids and sesquiterpac®nes majority oAsteriscus graveolens
subsp. odoruandAsteriscus imbricatus

The phytochemical screening of the leaves and flewsd Asteriscus graveolens subsp.
odorus and Asteriscus imbricatusieavealed the presence of alkaloids, flavonoidseahin
tanins, terpenes, coumarins and cyagenetic comgoidile the quinones and saponins, are
present in the flowers @steriscus graveolens subsp. odoamsl Asteriscus imbricatughey
are absent in the leaves of both plants. The ifiestion of molecules using UV
spectrophotometry showed the presence of cafféilc aevadensine, luteolin and artemetin in
leaves ofAsteriscus graveolens subsp. odor@is for the leaves oAsteriscus imbricatysve
note the presence of artemetin while other molacate purified and bein characterized. The
extraction followed by separation and purificatibp combining various chromatographic
methods revealed a new sesquiterpene lactone naaogdiolide (C1) with a new tetracyclic
skeleton. Thus, several known compouds 6,7,9,18dehydroasteriscanolide (2) and
asteriscunolides (3a, 3b, 3c et 3d) were identified

The analyse of essential oil Akteriscus imbricatuby GC-MS, performed for the first time,
showed the presence of products : thymol isobugyab-dimethoxy-p-cymene;pinene and
cis-chrysanthenyl acetate. As fsteriscus graveolens subsp odoitigas a very amount of
6-oxocyclonerolidol, and epi-cadinol and a small amount afpinene, humulene epoxyde
Il, a-bisabolone oxide, bisabolone;shumulene, myrtenylacetate and trans-chrysanthenyl
acetate.

The biological study oAsteriscus graveolens subsp. odoamslAsteriscus imbricatus part

of the search for a preventive approch of integra@ntrol to reduce significantly the use of
pesticides and especially the fungicide ones.

The statistical study of the antifungal effect afracts of petroleum ether and ethyl acetate
showed specificity for the fungienicillium digitatumthan the funguPenicilliumexpansum
as well as for the leaves to the flowersAsteriscus graveolens subsp. odoitiss important

to note that the choice of these fungi is mainlg do damage in the packaging stations and
greenhouses in the region of Agadir. Moreover, ¢lssential oil of this plant showed a
fungistatic effect againgPenicillium digitatum,contrary to the oil of the plarsteriscus
imbricatusthat has a fungicidal effect against the funBesicillium digitatumand Botrytis
cinerea. The different concentrations of caffeic acid wemryv effective againsBotrytis
cinerea As for the three flavones: névadensine, luteolid antemetin, they seem more
effective againstBotrytis cinerea, Penicillium digitatumand Penicillium expansum
respectively. Thus, we have shown that the naugéolevealed a strong inhibition against
Botrytis cinerea, Penicillium digitatunand Penicillium expansumAs for the molecule
asteriscunolide 3c, it showed a remarkable effgatrstBotrytis cinereaWe also noted that
the a-Pinene has the best inhibitory effect for conagiins 50 to 1000 ppm agairBbtrytis
cinerea As for the thymol isobutyrate, it is the mosteetive at concentration 2000 ppm
against the same fungus. This same compound whkdigyethoxy-p-cymene, are most
effective againsPenicillium digitatum.

Keywords : Antifungal activity, Asteriscus graveolens subsp. odorasd Asteriscus
imbricatus,pathogenic fungi, phytochemistry.



INTRODUCTION GENERALE ET
OBJECTIFS



I- Introduction générale

Grace a sa situation géographique particuliereoet dimat trés varié, le Maroc
constitué de 'Est a I'Ouest et du Sud-ouest audMst par quatre rangées de montagnes,
bénéficie d'une gamme d’espéces veégétales diveasti riche en matiéres actives. Le climat
du Maroc est, dans son ensemble, de type médiéamarcaractérisé par une saison séche
estivale et une saison pluvieuse hivernale. Pdeuad, avec la présence de la Mer
Méditerranée au Nord, de I'Océan Atlantique a '@t du Sahara au Sud, le pays subit une
influence climatique trés diversifiée, ce qui leige en plusieurs étages bioclimatiques. Le
pays connait une diversification de la flore : ptles 4500 espéces et sous-espéces ont été
répertoriées (Jahandiez et Maire, 1931 et 1934).

Ces especes sont réparties dans 920 genres et ab3lles (Département de
'environnement, 1997). Il n’en reste pas moins guklaroc est parmi les cing premiers pays
floristiguement les plus riches a I'échelle du Baseéditerranéen (Quezel et Médail, 1994).
Les familles les plus importantes, comptant plud @@ especes chacune, sont au nombre de
neuf seulement (Ibn Tattou et Fennane, 1989) ebupgnt ensemble plus de 2000 especes,
soit prés de la moitié de la richesse spécifig@dadu pays. Au contraire, les plus pauvres,
montrant moins de cinq espéces chacune, sont nasdwede I'ordre de soixante, dont prés

de la moitié sont représentées par une seule ef@peaeane, 2004).

Quant a I'endémisme, le nombre total endémique aolou partagées avec les
territoires riverains : Péninsule Ibérique, Algéméauritanie et les Canaries s'éléve a 1441
especes et sous-especes, dont 951, soit enviroteles tiers, sont spécifiques au Maroc.
Celles communes avec I'Algérie ou avec la Péninkidaque sont relativement nombreuses.
En revanche, I'effectif partagé avec la Mauritamieavec les iles Canaries est trés faible (Ibn
Tattou et Fennane, 1989).

Sur le plan taxonomique, la flore endémique du Mase répartit entre environ 60
familles, mais sept seulement affichent plus deaxdgers d’espéces et sous-especes
endémiques ; ce sont les suivanteAsteraceae, Fabaceae, Lamiaceae, Brassicaceae,
Caryophylaceae, Apiaceat Scrophulariacea¢lbn Tattou et Fennane, 1989).

Nombreuses sont les especes aromatiques et méekcigai occupent une place
importante parmi cette flore a potentiel économidiependant, seules quelques dizaines de

ces especes sont effectivement exploitables (Bediak 1997). En effet, plusieurs espéces ont



éte décrites dans la pharmacopée marocaine tragdie. Néanmoins, I'exploitation de ce
patrimoine souffre d'un manque de connaissancesspetaussi bien sur les potentialités en

phytomasse de la matiére végétale que sur la nettiimeégque de ses extraits.

La population marocaine a une tradition riche etiemme dans le domaine de la
phytothérapie (Bellakhdar, 1997). En effet, c'asthéritage de la civilisation arabo-berbére
largement influencée par la religion islamiqueatg; ce qui rend l'utilisation d’'un certain
nombre de plantes médicinales, dans le traitememlukieurs maladies, une partie intégrée
de la culture marocaine. Cette culture a besoimal'waste étude scientifique afin de
rationaliser I'utilisation de ces plantes médicesakt d’éliminer toute utilisation non fondée

voire méme dangereuse.

Dans cette optique d’évaluation scientifique dueptiel médicinal des plantes, nous
avons choisi d’étudier deux plantes de la régionSlW du Maroc de la famille des

Asteraceae Asteriscus graveolens subsp. odoetidsteriscus imbricatus

Le choix de ces deux plantes a été dicté par dmetedirs importants :
- Le type de produit recherché : les flavonoidesestlactones sesquiterpéniques qui sont
omniprésents dans le gemksteriscugDawidar etal., 2005 ; Mouffok, 2011 ; Ahmed etl.,
1991). Ces composés secondaires peuvent contridbaies la lutte intégrée contre les
champignons qui attaquent les fruits et légumegash récolte (Ribéreau-Gayon et Peynaud.,
1968).
- L'étude de ces plantes est encore rare et fragunenet elles n'ont jamais été étudiées

auparavant du point de vue phytochimique.

Cette étude est une contribution dans I'explorgploytochimique et biologique de la

flore du Sud du Maroc qui reste peu exploitée néalgs efforts et I'intérét du pays.

[I- Objectifs
Les principaux objectifs de la présente étude sont
» Caractérisation phytochimique ABteriscus graveolens subsp. odoetsAsteriscus

imbricatuspar le biais d’'un screening phytochimique et d'énede spectroscopique
(UV);



> Identification de la composition chimique des hsilessentielles @Asteriscus
graveolens subsp. odoresAsteriscus imbricatus ;

> ldentification par les différentes techniques decsmscopie RMN et IR des lactones
sesquiterpeniques majoritaireg\dteriscus graveolens subsp. odorus ;

» Evaluation du potentiel antifongique des extralts huiles essentielles et des produits
purs dAsteriscus graveolens subsp. odosiAsteriscus imbricatusur Penicillium
digitatum Penicillium expansuratBotrytis cinerea.

Les résultats du présent travail seront présemtéeex grandes parties :

La premiere partie consiste en une étude desaigtivcaractéristique des deux plantes
étudiées Cette partie est divisée drois chapitres, dont le premier porte sur le sureg
phytochimique des plantes étudiées et I'étude spmmipique ayant pour but le criblage et
I'identification des composés secondaires des géantes. Le deuxiéme chapitre porte sur la
description de la composition chimique des huikeseatielles dAsteriscus graveolens subsp.
odorus et Asteriscus imbricatusDans le troisieme chapitre de cette partie, nowsivdns
toutes les étapes menant aux lactones sesquitggasnimajoritaires ésteriscus graveolens
subsp. odorus f'extraction, la séparation sur colonne et surgpes CCM et les autres
techniques chromatographiques. Une déterminatiuctstale a été faite pour identifier les
substances isolées en interprétant les spectres RMN"C, COSY, HMQC, HMBC et
NOESY) et les spectres IR.

La deuxieme partie portant sur I'étude analytiqueamparative de I'effet antifongique
des deux plantegtudiées comprend trois chapitres. Ces dernieliteritade I'activité
antifongique des extraits, des huiles essentiellefes produits purs Asteriscus graveolens
subsp. odorugt Asteriscus imbricatusur Penicillium digitatum, Penicillium expansuet

Botrytis cinerea.
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|- Introduction

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) cuesit une richesse naturelle
pouvant jouer un rble important dans le développgnsmcio-économique de certaines
régions eéconomiquement défavorisées. Elles poutragensi offrir une source viable de

revenus a la population locale.

Le secteur des PAM ne cesse de se diversifier gmmpsoductions agricoles certes,
mais aussi par les technologies qu’il met en oeula® produits élaborés ainsi que les

marchés de destination.

Le marché international des PAM, des huiles essliagiet des extraits aromatiques
est en croissance continue. 400 000 especes degkdans le monde, dont environ le quart
ou le tiers ont été utilisés par les sociétés a fitess médicinales et principalement dans
l'industrie agro-alimentaire, herboristerie, cosmeét, parfumerie, pharmaceutique et
hygiéne, avec un chiffre d'affaires d'environ 19lierds de dollars (Delaveau, 1974 ; Malo,
1991).

Quant au marché mondial des huiles essentiellésn genima (2005), les principaux
marchés de consommation sont les pays développésp@ Japon et Amérique du Nord) qui

représentent 80% des débouchés mondiaux (Tableau 1)

Tableau 1: Tableau illustrant les composants duchéamondial des huiles essentielles
(Anima, 2005).

Marché mondial des huiles essentielles
Marchés Marché mondial | Part des importations Part des exportatipns
(En Milliards d’Euros)
Europe de I'Ouest 35 49% 65%
Etats-Unis & Canada 35 - 15%
Japon 14 - 5%
Europe de I'Est 5 8% 2%
Méditerranée 2 3% 1%

Selon I'Office des Changes (2006), I'évolution @gportations marocainen valeurs
des huiles essentielles des PAM spontanées soptogmession. Elles sont passées de 56
millions de Dhs en 2000 a 112,4 millions Dhs en2&gure 1).
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Figure 1: Exportations totales des huiles esdésgieen poids et en valeurs (Office des
Changes, 2006)

[I- Huiles Essentielles (HE)
[I-1- Définition

Ce sont des extraits volatils et odorants que Batrait de certains végeétaux par
distillation a la vapeur d’eau, par pressage ouipesion des végétaux qui les contiennent.
Les huiles essentielles sont des composés liqeidescomplexes. Elles se forment dans un
grand nombre de plantes comme sous produits duboii&tme secondaire. Elles ont des
propriétés et des modes d’utilisation particulierslonnent naissance a une branche nouvelle

de la phytothérapie : 'aromathérapie.

Au point de vue chimique, il s’agit de mélangesr@&xtement complexes. Les huiles
essentielles (HE) sont constituées de différentsyposants : terpenes, esters, cétones,

phénols, et d’autres éléments (Bruneton, 1993).

Les constituants des HE doivent leur nom au faieltgs sont trés réfringentes,
hydrophobes et lipophiles. Elles ne sont que teésgwlubles ou pas du tout dans I'eau et on
les retrouve dans le protoplasme sous forme d’éandplus ou moins stables qui tendent a
se collecter en gouttelettes de grosse taillec®watre, elles sont solubles dans les solvants des

lipides (acétone, sulfure de carbone, chloroforebe) (Binet et Brunel, 1967).



[I-2- Localisation et caracteres chimiques des HE
[I-2-1- Localisation des constituants HE dans lesdsus (Figures 2 et 3)

Les constituants des HE peuvent s’accumuler darss addlules isolées qui se
distinguent des cellules banales par leur teinis fune et leurs parois épaisses, légerement
subérifiees. Elles peuvent former de fines goutedeparsemant le protoplasme de cellules
épidermiques (épiderme supérieur des pétales de) Rdais généralement les épidermes des
pétales de fleurs odorantes ne contiennent pasadseas réserves d’essences. Les essences
sont vaporisées de fagcon continue au cours dddeunation (Binet et Brunel, 1967).

Figure 2 : Poils épidermiques sur le Figure 3: Glande simple d'origan,
calice d’'une fleur d'origan (Porter, entierement chargée d’huile et en forme
2001 de déme (800x) (Sharmaal., 2003

[I-2-2- Caractéeres chimiques des HE

Les HE sont des mélanges trés complexes, les tuarg sont principalement des
monoterpénes et des sesquiterpénes de formugs)fC Les composés oxygénés dérivés de
ces hydrocarbures inclus des alcools, des aldéhydssesters, des éthers, des cétones, des
phénols et des oxydes. On estime qu’il y a plud@®0 monoterpenes et 3000 de structures
sesquiterpenes. D’autres composés incluent desyipnepanes et des composés spécifiques
contenant le soufre ou I'azote (Svoboda et Hamps889). Du strict point de vue chimique,
les terpenes apparaissent comme des polymerescdiloure d’hydrogene diéthylénique,

l'isoprene.

C—CH=—/—=CH2

Cll3\
s

CH2

Isopréne



Selon le nombre de résidus isoprenes que regrol@Ertomposes terpéniques, on
distingue :
- Les terpenes simples, formés de deux isopréng$i:¢;
- Les sesquiterpénes, formeés de trois isoprengsis;

- Les diterpénes, formés de quatre isoprengsHg;.

Ces trois premiers groupes sont a l'origine derimsbreuses essences :

- Les triterpenes (six isoprénes) qui, par oxyaatamnduisent a de nombreuses résines ;
- Les tétraterpénes (huit isoprénes) qui conduiaertcaroténoides ;
- Les polyterpénes (n isoprénes) qui comprennenpagticulier, le caoutchouc et la gutta-

percha.

[1-3- Méthodes d’extraction des HE

Selon Bruneton (1993), Sousaaét (2002) et Adio (2005) les méthodes d’extraction
des huiles essentielles sont: I'entrainement avdpeur, I'hydrodistillation simple, la
distillation a vapeur saturée, I'hydro-diffusionextraction par CQ@ super critique et

I'extraction assistée par micro-ondes.

lI-3-1- Entrainement a la vapeur

La plupart des huiles essentielles sont obtenuegliptillation et entrainement a la
vapeur d’eau. Le but est d'emporter avec la vag@aiu les constituants volatils des produits
bruts. La vapeur détruit la structure des cellmégétales, libere les molécules contenues et
entraine les plus volatiles en les séparant dutsubsellulosique. La vapeur, chargée de
'essence de la matiere premiére distillée, se emsa dans le serpentin de l'alambic avant
d'étre récupérée dans un essencier (vase de démarpaur les huiles essentielles). Les
parties insolubles dans I'eau de condensationdsmaintées pour donner I'huéssentielleLa
partie contenant les composés hydrosolubles eslé@@au de distillation (caydrolat ou
eau florale). On recueille alors un mélange de asitipon défini de ces deux produ({Sarnat
etal., 1998 ; Hadolin eal., 2004 ; Carvalho etl., 2005 ; Dastmalchi ail., 2008 ; Rozzi et
al., 2002 ; Bocevska et Sovova, 2007).



[I-3-2- Hydrodistillation simple

La plante est mise en contact avec I'eau dans Ullonbkrs d’'une extraction au
laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tesit ensuite porté a €bullition. Les vapeurs

sont condensées dans un réfrigérant et les HEpseesd de I'eau par différence de densité.
[I-3-3- Distillation a vapeur saturée

Le matériel végétal n’est pas en contact avec J'dast placé sur une grille perforée
au-dessus de la base de I'alambic. Les composésils@ntrainés par la vapeur d’eau vont

pouvoir étre séparés par décantation du distiordi.
lI-3-4- Hydro-diffusion

L’hydrodiffusion consiste a faire passer un courdat vapeur d’'eau a tres faible
pression a travers la masse végétale. La composigs produits obtenus est sensiblement

différente au plan qualitatif de celle des prodoli$enus par les méthodes précédentes.
[I-3-5- Extraction par CO , super critique

La technique se base sur la solubilité des comastitudans le COet de son état
physique. Grace a cette propriéte, il permet laotion dans le domaine supercritique et la

séparation dans le domaine gazeux.

Le CQ est liquéfié par refroidissement et comprimé arission d’extraction choisie.
Ensuite, il est injecté dans I'extracteur conteni@nmatériel végétal. Apres, le liquide se
détend pour se convertir a I'état gazeux pour @reduit vers un séparateur ou il sera sépare
en extrait et en solvant (Ribeiroadt, 2001 ; Marongiu edl., 2004).

[I-3-6- Extraction assistée par micro-ondes

La technique d’extraction par micro-ondes a étéelitdppée au cours des dernieres
décennies a des fins analytiques. Le procédé detidn est basé sur I'absorption de I'énergie
du micro-ondes par les composantes du matérieltalegeé qui sont mesurées par une
constante diélectrique, cette absorption dépendi ales la fréquence de l'onde et de la
température du matériel végétal (Grigonisakt 2005 ; Reighard et Olesik, 2006 ; Wang et

Waller, 2006). Dans ce procédé, la matrice végetatechauffée par micro-ondes dans une



enceinte close dans laquelle la pression est edigtmaniére séquentielle. Les composés
volatils sont entrainés par la vapeur d'eau foréngartir de I'eau propre a la plante. lls sont
ensuite récupérés a l'aide des procédés classidgiesondensation, refroidissement et
décantation. Ce procédé permet un gain de tempgstel'extraction divisé par 5 a 10) et
d'énergie (température plus basse) considérablguise d'exemple, I'extraction par micro-
ondes de deux kilos ddentha piperitapermet d'obtenir environ 1% d'huile essentielld&n
minutes alors que deux heures d'hydrodistillatiomt :écessaires pour obtenir un rendement
similaire a partir de la méme masse de plante (Mleetgl., 1993). La composition de I'huile
essentielle obtenue par ce procédé est bien sosesiilable a celle obtenue avec un procéede
d'entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefoise plus grande proportion de composés
OXygénés est généralement observée dans les lesesntielles extraites par micro-ondes.
Ceci est dU a la faible quantité d'eau présents agysteme et a la rapidité du processus de
chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques erdiytiques des composés oxygénés sont
limitées (Bendahou eal., 2007 ; Lucchesi eal., 2007). Cette technique présente donc
beaucoup d'avantages : technologie verte, écondiarergie et de temps, investissement

initial réduit et dégradations thermiques et hygliques minimisées (Mengal ak., 1993).

L'extraction par micro-ondes fait aujourd'hui l'ebfle beaucoup d'études et ne cesse
d'étre améliorée (Chematadt, 2006 ; Flamini e&l., 2007; Lucchesi &dl., 2007).

lI-4- Propriétés et utilisation

Les HE contenues dans les herbes aromatiques sspbnsables des différentes
senteurs que dégagent les plantes. Elles sonittlieées dans I'industrie des cosmeétiques, de
la parfumerie, I'industrie alimentaire (les arébmes)’aromathérapie. Cette derniere se veut
une technique thérapeutique par le massage, laesatidns ou les bains tout en utilisant les
HE. Respirer une odeur agréable, celle d'une rased’an fruit bien mdr procure une
sensation de bien étre (Maach et Jemali, 1986)guplus importante si 'odeur agréable

respirée est celle d’'une HE.

Toutes les huiles ont une ou plusieurs vertu(sliquaiere(s). Des mélanges des HE
destinés a étre diffusés sont congcus par exemple géer une synergie entre les huiles et
exercer un effet sur I'organisme et le cerveausgoton sait que les odeurs que I'on percoit
sont recueillies dans le cerveau par I'hémisphelié@ maux émotions, on comprend mieux

impact que peuvent avoir ces huiles.



Ces huiles essentielles agissent selon leur trapi€ra terme signifie que chaque huile
exerce ses pouvoirs curatifs sur un organe ou ane particuliére. Ces substances volatiles
pénétrent, en effet, les tissus et l'organisme.siif’huile essentielle de basilic est
particulierement active au niveau de la digestiandis que celle de cypres améliore la
circulation. D’ou I'importance de définir les ef§ethérapeutiques des huiles essentielles avant
leur usage. Par exemple, une huile essentielle eethm des champs est indiquée pour
stimuler les personnes fatiguées, elle soulageldeseurs névralgigues mais ne doit jamais

étre utilisée dans un bain, sous peine d’irritaérieuse de la peau.

Outre ces propriétés principales, elles ont toatemoins une vertu (Maach et Jemali,
1986 ; Blayn, 1980) et on peut citer certaineseded propriétés :

- Antibactérienne : Les phénols (carvacrol, thymol) possédent lefaoeft antibactérien le
plus élevé, suivi des monoterpénols (géraniol, h@nterpinéol), aldéhydes (néral, géranial)
(Charchari etl., 1996 ; De Billerbeck2007 ; Satrani &l., 2007 ; Amarti etl., 2010).

- Antivirale : Les virus donnent lieu a des pathologies trés gartont certaines posent de
sérieux problemes de nos jours. Les HE constitug@ aubaine pour traiter ces fléaux
infectieux, les virus sont tres sensibles aux mao&sc aromatiques (Shukla at., 1989 ;
Salah-Fatnassi el., 2010 ; Tkachenk®006).

- Antifongique : Un grand nombre de composés volatils ont été&desontre une large
gamme de champignons Candida (C. albicans), Aspergillus (A. niger, Aavilis, A.
fumigatus), Penicillium chrysogenuiikalemba et Kunicka, 2003). D’autre études ont trén
I'effet antifongique des huiles essentiell& Ajjouri et al., 2008 ; Ghfir et Dargent, 1995 ;
Garg et Siddiqui, 1992).

- Antiparasitaire : Le groupe des phénols posséde une action puissaniie les parasites.
(Tchoumbougnang etl., 2009).

- Antiseptique : Les aldéhydes et les terpénes sont réputés pous lpropriétés
désinfectantes et antiseptiques et s’'opposenpildération des germes pathogénes (Lacoste
etal., 1996 ; Caillard, 2003).



[1I- Activités biologiques des extraits des plantes

Parmi les ressources naturelles, les plantes nmédiési et aromatiques jouent un role
non négligeable dans I'économie au Maroc. Les #stde ces plantes ont toujours fait I'objet

de plusieurs études vues leur réle dans I'acthitéogique.

Une étude faite par Sibirina (2010) a montré quexdextraits naturels du Poivrier de
Guinée Kylopia aethiopici ont été évaluém vitro et in vivo pour tester leurs efficacités
fongicides sur le mycopathogéReasarium oxysporurf sp radicis-lycopersiciLes résultats
obtenus ont montré que la croissance radiale neyu@i et la reprise de la pastille mycélienne
ont été totalement inhibées par la poudre naturelige extraite des fruits d¥ylopia

aethiopica

Dans une autre étude présentée par Dohal,€2004), les extraits : éther de pétrole,
chloroforme, acétate d’éthyle et méthanol des esm;ides écorces, des feuilles, des fleurs et
des fruits d&rhymelaea lythroide®nt été testés cont@urvularia lunatg Helminthosporium
oryzaeet Pyricularia oryzae champignons pathogénes du riz. La croissance lragoé de
Curvularia lunataa 1000 ppm a été inhibée respectivement de 7&,3,8t%% pour les extraits
chloroformiques des fleurs et des fruits. Pour éedraits des autres organes étudiés,
I'inhibition est moins importante avec des poureges allant jusqu’a 62 %. Ce sont surtout
les fleurs, les fruits (extraits a I'acétate d’'dd)yet les feuilles (extraits au chloroforme et a

'acétate d’éthyle) qui présentent le plus d’a¢évavec des inhibitions dépassant les 40 %.

Les biotests de toxicité de I'extrait méthanoliqdes feuilles deCestrum parqui
Liherit a montré une mortalité totale des jeunes crigpetsrin Schistocerca gregarjaau
stade L5 dans un délai de 2 a 4 jours (Barboudd@])2 De méme les extraits &@ganum
harmalaprovoquent une mortalité importante chez les kes criquets pélerins due a une
lésion de la muqueuse intestinale et un blocageé&keloppement ovarien chez la femelle
adulte (Idrissi Hassani et Hermas, 2008 ; Idrississani 2000). Dans une autre étude
présentée par Idrissi Hassaniat, (2002), les extraits de feuilles de la plaRteganum
harmala provoquent une modification du comportement dasek du criquet pelerin
(Schistocerca gregar)aet une diminution de la prise de nourriture merganne diminution

de poids.



Concernant l'activité antibactérienne des extraés plantes, Moroh ai., (2008) ont
évaluéin vitro le pouvoir antibactérien de I'extrait acétatique Morinda morindoides
(Baker) Milne RedheatRubiaceag sur huit souches Hscherichia coli Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Escheriatoéi 2361, Escherichia coli O26 H6,
Escherichia coli 0142 K86 et Escherichia coli OBH5. Toutes ces souches bactériennes

testées se sont révélées sensibles a I'extraiigétud

Ali-Emmanuel etal., (2002) ont étudié l'activité antibactérienmevitro des extraits
agueux et alcooliques deassia alata de Lantana camaraet deMitracarpus scaberCette
activité antibactérienne a étbmparée avec celle de loxytétracycline et de laiciéne
procaine sur une bactérie Gram-positiDermatophilus congolensisagent de la
dermatophilose bovine. Les deux extraitdviescaberont montré une activité antibactérienne
plus élevée sub. congolensisqueeux deC. alataetdeL. camara L’activité antibactérienne
des extraits alcooliques bruts e scaber in vitrosur D. congo-lensisa 500 mg/ml, a été
équivalente a celle de la pénicilline procaine édiacentration de 800 mg/ml et environ 10 a

15 fois moindre que celle de loxytétracycline.

V- Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont biosynthétiséartir ple métabolites primaires et
jouent un réle majeur dans les interactions deldatp avec son environnement, contribuant
ainsi a la survie de I'organisme dans son écosygstBtus de 8500 métabolites secondaires sont
déja connus. Les plus grands groupes sont lesoalesl les terpénoides, les stéroides et les
composés phénoliques. lls présentent une énormeurv@conomique (en particulier pour

I'industrie pharmaceutique et la cosmétique).

IV-1- Les tanins (groupe des polyphénols)

Etant des polymeres phénoliques, les tanins somhé® de nombreuses unités
flavonoides et ne sont hydrolysés qu’en présenaeidis forts. lls servent de défense contre
les micro-organismes et sont utilisés par 'Homnegpuds I'antiquité pour le tannage des
peaux basé sur leur aptitude a se combiner augipest

Leur intérét médicinal réside essentiellement di@us caractére astringent : leur

propriété de coaguler les albumines des muquetisies ¢issus, en créant ainsi une couche de



coagulation isolante et protectrice, ayant poueteffe réduire lirritabilité et la douleur et
d'arréter les petits saignements. Les décoctiomsseautres préparations a base de drogues
riches en tanins sont employées le plus souveatiextement contre les inflammations de la
cavité buccale, les catarrhes, la bronchite, leadné@agies locales, sur les brdlures et les
engelures, les plaies, les inflammations dermiques, hémorroides et la transpiration

excessive (Peeking at., 1987).

Les tanins sont rangés en deux principaux groupestsraux (Ribéreau —Gayon, 1968) :

-Tanins galliques

Ce sont des tanins hydrolysables résultant deélifisation d'un ose par l'acide
galliqgue ou I'un de ces dérivés. A ce groupe otachie les tanins résultant de la condensation

de l'acide gallique comme les acides ellagiqueshébuliques.

-Tanins catéchiques

Ce sont des tanins non hydrolysables (Dits condeas@roanthocyaniques) . lls sont
plus complexes que les tanins galliques, ils paggedn squelette phényl-2-chromane de
flavonoides. Il est admis aujourd’hui que ces tasiont constitués par le mélange de produits
de polymérisation oxydative de catéchines (flavanis} et de proanthocyanes (flavan-3,4-

dioles), on peut les qualifier encore de taningdiaques.

IV-2- Les composés cyanogénétiques

lIs sont caractérisés par leur toxicité vis-a-vis loétail, des insectes et méme de
’'Homme. Cette toxicité est due au groupe cyanwief@me un complexe avec cytochrome

g3 qui se trouve dans la chaine respiratoire.

IV-3- Les flavonoides (groupe des polyphénols)

Les flavonoides sont des métabolites secondaigitasdX. lls constituent un des plus
vastes groupes de polyphénols naturels et présemterarge champ d’activité biologique
aussi bien chez les animaux que chez les végéRiaktér, 1993 ; Syevens al., 2007). Ce
sont des substances colorées (Guinard, 1979) resples de la coloration de nombreux

fruits, légumes et fleurs.



D'un point de vue biochimique, les flavonoides appanent a la famille des
benzopyrones, sous-classe des gamma-benzopyroesstlavonoides sont des composés
phénoliques dont le squelette de base est composguitize carbones avec deux cycles
aromatiques reliés par un pont de trois carboneas. r€yroupe dans cette classe les

anthocyanes et les aglycones qui sont tres vaisimsiquement.

Il y a quelques années, les flavonoides était soupgs comme étant des substances
nocives puisqu’ils se sont révélées mutagenes [@subactéries et génotoxiques pour les
cultures de foie de rat (Nugon-baudon, 1994) ; majsurd’hui, des études montrent qu’ils
présentent un grand intérét dans beaucoup de demaiindustrie agroalimentaire,

pharmaceutique (antioxydants), cosmétique (antiigseement), etc. (Diallo, 2003).

Aujourd’hui, on ne dénombre pas moins de 4000 ca@pet ils sont présents partout
dans la plante : racines, tiges, feuilles, flepddlen, fruits, graines et bois. Certains sont plus
spécifiques de certains tissus ; les chalconeaednt plus fréquemment dans les pétales de
fleurs (Adrian etl., 1995).

-Propriétés biologiques

Les flavonoides constituent un groupe de substanegsmportantes qui présentent un
grand intérét dans beaucoup de domaines. Leursri@égp anti-oxydante, inhibitrice,
antivirale, anti-bactérienne, tinctoriale, ... leggestinent & des utilisations dans les industries

pharmaceutiques, agroalimentaires, cosmeétiquegHadiorne eal., 2000 ; Pietta, 2000).

Les flavonoides sont essentiellement des médicamdmtlinsuffisance veineuse ;
leurs actions se situent au niveau des petiteseseou des capillaires provoquant une
diminution de la perméabilité et augmentation deélsistance des capillaires (action de la

vitamine P). Ce sont des toniques veineux et deegteurs capillaires (Diallo, 2003).

Les anthocyanes induisent une augmentation degéanétation physiologique du
pourpre rétinien. Par éléctrorétinographie, desratters ont montré qu’ils accéléerent

'adaptation de la rétine a la vision nocturne {®at Hurabielle, 1981).

Les flavonoides comme la quercétine du vin et de@, timhibent I'agrégation

plaquettairein vitro (Blache, 2001). Les flavonols et les catécholsfer@mt au thé des



propriétés vitaminiques P. Certains flavonoided si@s puissants inhibiteurs de I'oxydation

des particules lipoprotéines ; ce qui permet dairédes risques coronariens (Gibault, 2001).

Une étude eépidémiologique indique une relation rs@eentre le niveau de

consommation de flavonoides et le taux de canceeKketal., 1997).

Les flavonoides sont des molécules atoxiques, alted donc bien tolérés chez
’Homme mais leur action est lente (Paris et Hullbhel981). Elles ne sont absorbées par la

mugqueuse intestinale qu’en faible proportion (Adrgal., 1995).

Les isoflavones possédent une activité oestrogénidnsecticide et fongicide.

Certaines d’entre elles sont des poisons potenais les poissons (lkan, 1969).

Dans lindustrie alimentaire, les flavonoides sartlisés comme colorants et
édulcorants, certains anthocyanes sont des codorarfigétaux autorisés a usage
pharmaceutique et alimentaire (E163). lls sontsésl dans les produits de charcuterie, dans
les produits laitiers, glaces et cremes glacéasarves de fruit et Iégumes (Moll M et Moll
N, 1998).

En phytogéographie, les flavonoides sont utilipésir séparer partiellement des
populations en groupes géographiques (Shal.ef1998), et pour délimiter des taxons (ldrissi
Hassani, 1985 ; Min-Ha al., 2000).

En agriculture, des expériences ont montré quaiosrteprésentants de la famille des
flavonoides, notamment le flavonol et la flavonentsefficaces pour la lutte contre les

champignons pathogenes des grains de céréales ZBaQ).
IV-4- Les terpénes

Ces substances appelées également terpenoidetuemisune importante classe de
produits secondaires, hydrophobes quelquefois il®ktt unis par une origine commune. lls

sont formés d’'unités de cing carbones, unité isupribérée a haute température.

Les lactones sesquiterpéniques sont des métabgpiitssents chez de nombreuses
familles de plantes, de champignons et de bryoghelées ont été mises en évidence chez les
Angiospermes Apiaceae, Lauraceae, Menispermaceae) et tres abondamment chez les

Asteraceaa'ou l'intérét de ce travail.



IV-4-1- Les saponines (groupe des stéroides)

Les saponines sont sous forme d’hétérosides a héatarel, dont I'aglycone peut étre
de nature triterpénique ou stéroidique. Les progsiéphysico-chimiques les plus
caractéristiques des saponines sont les modifitatie la tension superficielle et le pouvoir
moussant. Elles sont largement répandues dans neengégétal, ces composés assurent la

défense du végétal contre I'attaque microbiennfongique.
IV-4-2- Les sesquiterpénes lactones

Les sesquiterpénes lactones représentent un eressembplortant en nombre de
substances naturelles avec plus de 3000 structuntesté isolées. Différents composés de
type sesquiterpenes lactones peuvent étre distridags les différentes tribus de la famille
desAsteraceadTableau 2) (Seaman, 1982). L'isolation et I'éabment de leurs structures
remontent a plus d'un siécle. En effetg-fantonine a été isolé pour la premiere fois er9193
(Kahlek,1830) (Figure 4).
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Figure 4 : Structure de-santonine

Les lactones sesquiterpéniques sont en généraksisdas parties aériennes et
localisées dans les poils sécréteurs situés aauniges feuilles, des tiges et des bractées de
I'inflorescence. Elles sont par contre rares dassphrties souterraines d’ou quelques rares
structures ont été isolées, notamment la lactudeseracines de chicorée et I'hélénaline de

l'aunée.

La particularité structurale des sesquiterpendsmas leur confere des possibilités de
réactivité biologique incontestables compte tend'atechainement-méthyleney-lactone et
des fonctions époxydes fréquentes dans les majparties de ces molécules. Ces fonctions

constituent des sites réactifs vis-a-vis des nytides biologiques principalement le groupe



thiol des amines de diverses enzymes (glycogenthasy®, ADN polymerase, thymidylate

synthase, ...) donnant ainsi des alkylations irrébkys d’ou une gamme trés importante

d'activité biologique (Brunetoi993).

Tableau 2 : Distribution des différents types degséerpenes lactones dans les différentes

tribus de la famille deAsteracea¢Seaman, 1982).

Tribu (nombre de genre)

Nombre de genres des
sesquiterpenes lactones

Types de lactones présentes

Germacranolides
Elemanolides

Eup(a5t(c)>)r|eae 4 Guaianolide_s
Ambrosanolides
Seco-Ambrosanolides
. Germacranolides
Vernonieae .
(50) 4 EIemanohdes
Guaianolides
Germacranolides
Asteraceae . .
(100) 1 Gua|anol|_des
Elemanolides
Guaianolides
Xanthanolides
Ambrosanolides
Inuleae )
(100) 5 Helenanolides _
Sesco-Eudesanolides
Seco-Ambrosanolides
Germacranolides
Elemanolides
Guaianolides
Eudesmanolides
Xanthanolides
Heliantheae 24 Ambrosanolides
Helenanolides
Seco-Eudesmanolides
Seco-Ambrosanolides
Seco-Helenanolides
Germacranolides
. Xanthanolides
Senecioneae . .
(50) Eremophllgnolldes
Helenanolides
Bakkenolides
Germacranolides
Elemanolides
Anthemideae 10 Guaianolides
(50) Helenanolides
Cadinanolides
Chrymoranolides
Arcototeae-Calenduleae . .
1 Guaianolides
(50)
Germacranolides
Cyanareae 8 Elemanolides
(50) Guaianolides
Eudesmanolides
Mu(t5|sé|)eae 1 Eudesmanolides
Germacranolides
Lactuceae .
(75) 7 Eudesmanolides

Guaianolides




a- Nomenclature des lactones sesquiterpeniques

Elle consiste a ajouter le suffixe «olide » au ndm squelette sesquiterpenique
indiquant le caractere lactonique, ou un nom trilgaplus souvent inspiré par l'origine
botanique de la structure. On peut citer a titrexeimple le guaianolide chlorojanerin (1)
extrait de Centaurea janeriet I'eudesmanolide malacitanolide (lI) extrait @entaurea

malacitana(Figure 5).

OH

OH

I I1

Figure 5 : Structure des Guaianolides chlorojaseflinet I'eudesmanolide malacitanolide (I1)

b- Structures des sesquiterpenes lactones

Les structures des lactones sesquiterpeniquesvemigéies mais, dérivent toutes du
produit de cyclisation cyclodécadiénylique du 2E, €rnésyl pyrophosphate. Bien que les
preuves expérimentales soient rares, il est admig des principaux squelettes
sesquiterpeniques se forment via les germacrasobd@ mémes issus de la cyclisation du
cation cyclodecadiénylique. Logiquement, la streestdu produit de cyclisation dépend de la
conformation initiale adoptée par le macrocyclelatposition des doubles liaisons qui
permettent des cyclisations intramoléculaire variden fait, I'enzyme impliqgué dans cette
réaction doit en principe conditionner la stéréofmié du processus (Brunetoi993)
(Figure 6).

Les variations structurales secondaires sont nambeeet portent :
- Sur le cycle lactonique, en général de typaéthyleney-lactone et dans tous les cas (sauf
chez les lactones issues des bryophytes) ;
- Sur les groupes méthyles (Gt Gs) souvent fonctionnalisés (alcool, acide carboxdig
époxyde, ester...) ;



- Sur les instaurations qui peuvent étre réduitasomydées (époxydes, hydroxyles et

frequemment esters).

frans-farnesylpyrophosphale
germafuranalide

2
| |
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(=]
(=]

(=] —y ——
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pseudoguaianolide modilis

Figure 6 : Principaux squelettes de lactones seggeniques via un germacranolide

c- Origine biogénétique des sesquiterpenes lactones

En 1887, Wallach envisageait la construction dgsetees a partir de la condensation

téte a queue d'un nombre variable d'unités isogueési (Figure 7).



Figure 7 : Condensations téte a queue des unit€s @Wallach, 1887).

Cette hypothese sur la biogenése des composésitprpg a été transformée en regle
générale par Ruzickd953) puis, plus tard par Hendrickson (1959) quiitaenvisageé toutes

les étapes possibles de la biosynthese, notamnpamtiddes unités acétates :

- Initialement, le marquage isotopique permet dentneo que le squelette carboné des
terpenes provenait de l'acétate ;
- Ultérieurement, il fut démontré que l'acide méwddjue était un précurseur universel de ces

composés terpéniques (Figure 8).

Le farnesylpyrophosphate (FPP), précurseur uniVdesesesquiterpenes lactones peut
exister sous quatre isomeres géométriques. Ceseissnformés a la base de germacra,
1(10),4(5)-diéne6, 12-olide ont une structure qeuitpétre déduite de lisomere géométrique
de FPP correspondant, apres cyclisation, oxydadian groupe méthyle de lisopropyle,

oxydation du carbone 6 et fermeture sur I'oxygen&adonction hydroxyle.

Un grand nombre de sesquiterpenes lactones casae®ipar le groupglactonique
en 6 et 8 proviennent de la cyclisation du FPPexiste d'autres groupes de lactones
sesquiterpeniques dont les drimanolides et lemautolides ou la fonction oxo du groupe
lactonique est formée a partir des autres groupghyiiques du squelette sesquiterpeniques.
Les autres structures sesquiterpénigues sont ferpeedes réactions intra moléculaires de

cyclisation, ruptures de liaisons, de réarrangemetat...
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Figure 8 : Biosynthése des germacranolides a phesirunités acétate via l'acide mévalonique

La biogenése du cyclelactonique renferme plusieurs possibilités (H&&77). L'une
d'elles montre I'oxydation sur;Cpar l'intermédiaire de la fonction époxyde, uné&repar
I'hydroxyperoxyde, les derniéres font apparaitregooupe aldéhyde ou carboxyle qui se
lactonisent dans les positions 6 ou 8 ou était dgaent le groupe hydroxyle par oxydation

enzymatique (Figure 9).
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Figure 9 : Différentes voies de biogenése du cydéetonique.

Une autre hypothése concerne le groupe furaniqupaguxydation donne le groupe
y-actoniquen, B insaturé (Figure 10) (Doskotchadt, 1957).

Cette hypothése est confirmée par le fait que uesnberémofilanes sont facilement

oxydés par I'oxygene de l'air pour former les éfdarwlides (Elferaly etl., 1977).

o D

Figure 10 : Formation des érémofilanolides a pddifuranoerémofilanes.



Les composés intermédiaires tres importants dansiogynthése sont surtout des

composés avec des groupes époxydes. lls donnenrédetions de cyclisation et des
hydropéroxydes.

d- Synthése totale des sesquiterpénes lactones

Ces dernieres années, les sesquiterpenes lactohdaitol’'objet de réelles études
synthétiques. En effet, les travaux antérieursé&@tconsacrés a la synthése des squelettes
typiques ou analogues simples. Actuellement, destrx de synthese totale de ces produits

utilisant des réactifs sélectifs et stéréospéaifigsont mis au point (Marchal et Wuts, 1978).

On peut citer a titre d’exemple la synthese du geranolide « isabeline » (Wender et

Lechleiter,1980) et de I'élémanolide « zempoaline A et B »r{@laet Bohimann, 1989)
(Figures 11 et 12).
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Figure 11 : Synthése de I'isabeline par Wendereghleiter (1980).
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Figure 12 : Synthese de la zempoaline A et B pateBat Bohimann (1989).

e- Intérét médical et biologique

Une grande attention est donnée a [lactivité amtmorale des lactones
sesquiterpeniques (Goetz, 2004 ; Zhen@let1992). Cette activité est liee au groupe
méthyleney-lactone (Kupchan «dl., 1970). La recherche de I'activité biologique @esones
sesquiterpeniques a toujours été d'actualité. Ailes propriétés inhibitrices des
germacranolides sur la croissance des tissus ariroau fait des 1948 l'objet de revues

(Kupchan eal., 1971).



Dans ce domaine, la recherche a été axée pringipatesur la chimiothérapie du
cancer. Certains de ces produits y jouent un rajgortant (Barluenga etl., 2008), on peut
citer a titre d'exemple les résultats sur le méthare d'acétate d'érioflorine (Hartwell et
Abbott, 1969).

Des travaux de recherche systématique d'activitélodigue de lactones
sesquiterpeniques, ont montré que 52 produitssnptvenant de la famille désstéracées
sont des allergenes forts (Kupcharalet 1971). D’apres ces auteurs, cette activitéiéstdux
mémes facteurs structuraux conditionnant l'actiey@toxique. D’autres études d'activité
biologique ont montré que certaines lactones sesgeniques sont antibactériennes a
I'encontre des germes Gram positif. C'est le cdhéeélanine de l'aunégla helenium L)
et de la cnicine du chardon béfiinjcus beniductus.). (Bruneton, 1993). De méme, il a été
prouveé que certaines lactones sesquiterpeniquésistiiongiques et d’autres antiparasitaires.
L'artémisinine est un anti malarique qui a done&akllents résultats sur 'Homme, tandis que

I'ambrosine, un pseudoguaianolidArdbrosia maritima Lest anthelminthique et molluscide.

V- Plantes étudiées

V-1- Asteriscus graveolens Subsp. odorus

a- Aspect botanique :

Asteriscus graveolens subsp. odoass un buisson de la région du Sud du Maroc
(Figure 13 et 14). C’est une plante et médicinatace a odeur forte (Benabid, 2000 ; Chebli,
2003), pouvant atteindre 60 cm et formant des ésufiien étalées sur le sol. Les feuilles sont
a pilosité trés canescente soyeuse corimaka conyza(Deysson, 1954) avec des nervures
saillantes a la face inférieure et un parenchyntérbgene. Les feuilles florales sont plus
larges que les caulinaires. Les inflorescences atorigées plus au moins espacées a la base
et les fleurs jaunatres sont de petites taillegteQalante est abondante dans les paturages

rocailleux, en particulier dans les dépressiongas@pblonneuses.



Figure 13: Photo dun buisson Figure 14: Photo dune fleur
d’Asteriscus graveolens subsp. odorus d’Asteriscus graveolens subsp. odorus
prise dans la région d’Agadir prise dans la région d’Agadir

L’anatomie des tiges et des feuilled\dteriscus graveolens subsp. odomusntre une
structure classique des dicotylédones. En effehiaeau de la tige, on observe un suber, un
collenchyme suivi de parenchyme et de faisceauswaises superposés en pachytes continu
au niveau du parenchyme cortical. On observe geslgqellules sécrétrices ce qui est en
concordances avec I'anatomie des tiges de certaoreposées comnidelianthus tuberosum
(Deysson, 1954). Il est important de noter que tige contient des poils tecteurs qui

pourraient étre des poils sécréteurs.
b- Synonymes dAsteriscus graveolens subsp. odorus

Les synonymes acceptésAdteriscus graveolens subsp. odomesns la base de
données des Plantes Africaines de la famille Alsteraceaesont (Dobignard et Chatelain,
2010-11):

Asteriscus cavanillesCaball ;

Bubonium odorunfSchousb.) Maire var. eriactinum Maire ;

Bubonium odorunfSchousb.) Maire var. paui (Caball.) Maire ;

Bubonium odorungSchousb.) Maire var. fruticosus Maire ;

Asteriscus pauCaball ;

Odontospermum odoruf®chousb.) Sch.Bip. var. angustifolium Ball;

Bubonium odorunfSchousb.) Maire ;



Asteriscus graveolens subsp. odof@shousb.) DC ;

Buphthalmum odorur8chousb ;

Nauplius graveolen@~orssk.) Wiklund subsp. odorus (Schousb.) Wiklund

Bubonium graveolen@-orssk.) Maire subsp. odorum (Schousb.) Wiklund ;

Odontospermum odoruf®chousb.) Sch.Bip;

Asteriscus stenophyllykink) Kuntze var. villososericeus Kuntze ;

Bubonium odorun{Schousb.) Maire forma forma condensatum Maire ;

Bubonium odorun{Schousb.) Maire var. cavanillesi (Caball.) Maire.

c- Systématique

Domaine: Eukaryota
Uni: Plantae
Regne:Viridaeplantae

Embranchement: Tracheophyta
Sous-embranchementEuphyllophytina

Infraphylum : Radiatopses
Classe:Magnoliopsida

Sous-classeAsteridae

Super-classe Asteranae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Genre: Asteriscus

Epithéte spécifique:graveolens subsp. odorus

Nom botanique: Asteriscus graveolens subsp. odorus

d- Noms vernaculaires

taffsa (!) (Sahara occidental), (Monteil, 1953) ;

kerkaba(Sousy (Boulet etal., 1991) ;

tadgut (Tissint), (Bellakhdar edl., 1987) ;

amayo0, tamayonSahara central) : c'est aussi le nom de diversksapes, (Bellakhdar et
al., 1987) .



e- Usages en médecine traditionnelle

A Tissint, I'infusion (une poignée de plante damsverre d’eau) de la plante entiere
est utilisée, en gargarisme, pour calmer les maudents et de gencives, dans le méme but,
on mastique des feuilles fraiches. La poudre ddldsu prisée par le nez, est indiquée
contre les migraines. La décoction (une poignéeldete dans une théiere) de la plante est

employée par les femmes pour combattre la stéfBiglakhdar etl., 1987) .

Cette plante a été utilisée dans la médecine imaditlle au Sahara pour traiter la
fievre, les déséquilibres des tractus gastro-imask, les douleurs céphaliques, la bronchite

et comme anti-inflammatoire (Cheriti, 2000).

Selon Le Floc’H (1983), la plante est utilisée dEngraitement de la blennorragie et
dans le traitement des coliques et des gastralgetse espéce est trés appréciée des ovins et

des dromadaires.

V-2- Asteriscus imbricatus

a- Aspect botanique:

Asteriscus imbricatusst un buisson (Figure 15 et 16) endémique détaroarocaine
austro-occidentale depuis Essaouira jusqu’au sulioded Noun. C’est une espece vivace
hémisphérique, elle peut atteindre jusqu’a 30 arB@le longueur. C’est une plante ligneuse a
feuilles denticulées luisantes et persistantesediteptaille avec des fleurs de couleur jaune.
Cette espéece végétale est tres répandue dansnes, dables et falaises maritimes du littoral
atlantique (Benabid, 2000).

L’anatomie des tiges et des feuillesAdteriscus imbricatusnontre une structure
similaire d’Asteriscus odorystout comme I'anatomie des dicotylédones. Sauaguiiveau
de la feuille, on observe des nervures moins sédifaavec un épiderme sans poils. Elle est
caractérisée par un mésophile avec un parenchyméaa qui ne présente presque pas de
lacune et un faisceau criblo vasculaire rappelahii cdes dicotylédones.



Figure 15: Photo des plantes Figure 16: Photo d'un buisson
d’Asteriscus imbricatusprise dans la d’Asteriscus imbricatusprise dans la
région de Cap Ghir (a 60 km au Nord région de Cap Ghir

d’Agadir)

b- Synonymes dAsteriscus imbricatus

Buphthalmum imbricatum Cav.
Buphthalmum chrysanthemoides
Bubonium imbricatum (Cav.) Litard.
Nauplius imbricatus (Cav.) Wiklund.

c- Systématique

Domaine : Eukaryota

Uni : Plantae

Regne :Viridaeplantae
Embranchement : Tracheophyta
Sous-embranchement Euphyllophytina

Infraphylum : Radiatopses
Classe :Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Super-classe Asteranae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Asteriscus

Nom botanique : Asteriscus imbricatus



VI- Champignons étudiés
VI-1- Botrytis cinerea

Botrytis cinereaest un champignon phytopathogéne capable d’infecte tres large
gamme d’hotes (polyphagie) et ainsi de s’attaqudivarses plantes des que les conditions
climatiques lui sont favorables (Elad at, 2004). La maladie se développe principalement
sur les grappes de raisins, les petits fruits reugertains légumes (concombres, tomates) et
les fleurs d’'ornement (Coley-smithadt, 1980).

a- Pathologie causée paBotrytis cinerea

Botrytis cinereaest I'agent causal de la pourriture grise (Figlife Ce pathogéne est
connu par I'importance de dégats économiques @cdasionne, son cosmopolistique, sa
polyphagie, sa variabilité génétique et le dévedmppnt rapide de souches résistantes.
L’'acquisition de cette résistance entraine danspratique des pertes importantes de
productivité et peut, ainsi, étre a l'origine défidultés économiques et sociales (Schwinn,
1982 ; Koller et Scheinpflug, 1987).

Figure 17 : Fraises infectées [Batrytis cineregAjouz, 2009)
b- Position systématique ddotrytis cinerea
Botrytis cinerease classe comme suit :
* Regne : Fungi
» Division : Ascomycota
» Classe : Leotiomycetes
* Ordre : Helotiales
* Famille :Sclerotiniaceae
» Genre Botrytis

» Espéce Botrytiscinerea



c- Cycle biologique deBotrytis cinerea:

Ce champignon se manifeste dans la nature souynsigormes différentes (Figure
18) : mycélium, conidies (macro et microconidiesglérotes et apothécies (forme

ascosporeées).
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Figure 18 : Cycle biologique dg&otrytis cineregGindro, 2000)

La forme asexuée est la plus fréquente dans laendte mycélium se présente sous
forme d’une toile blanchatre et grisatre comprerdad filaments articulés dont le diametre
varie en fonction des conditions de développemestttyphes. Quand ce mycélium devient
fructifere (au bout d’'un certain temps d’incubati@i?j) sur milieu nutritif, il développe des
touffes de conidiophores dressés grisatres (gusdtre ou gris cendré) et présentant des
ramifications a leur sommet. L’émission de conidiébute sur la partie terminale puis sur les
rameaux latéraux du conidiophore. Les macroconidiest ovoides contrairement aux
microconidies (encore appelées spermaties) quis,efle présentent sous forme sphérique et
de plus petite taille (2 a 4um). La production de dernieéres, sur des microconidiophores, est
un phénomeéne concomitant a la production des maeidies. Ayant perdu totalement leur
pouvoir germinatif, ces structures ne joueraiemtodaucun réle dans la vie des champignons
si ce n'est qu’'un réle de cellules males lors deef@oduction sexuée (Ghaleb, 1990). Dans
certaines conditions de son développement, le clgnop est capable de produire des

sclérotes. La taille et la formation de ces stmagudans la nature dépendent de la



température, du milieu et du pH (Coley-Smitlaket 1980). Les sclérotes assurent la survie du
champignon pendant I'hiver et leur activité se rfeste naturellement au printemps par la
réapparition du mycélium fructifere (conidiophoresonidies) (Figures 19 (A) et 19 (B). De
plus, ils jouent un role fondamental dans la repotidon sexuée.

L’apparition de la forme sexuée est assez rare ldanature (Polach et Abawi, 1975)
car elle a besoin de conditions climatiques précig@ ne sont pas toujours réalisées au

moment opportun.

Figure 19 (A) : Photographies prises au Figure 19 (B) : Photographies prises au
microscope électronique des conidies sur un  microscope électronique des conidiophore
conidiophore (Gindro, 2000) ramifié (Gindro, 2000)

Les conidiophores ramifiés sont des conidies atadesde développement homogéne
(Gindro, 2000).

d- Moyens de lutte contreBotrytis cinerea

Le contréle de la maladie de la pourriture griséngipalement basé sur I'utilisation
des fongicides, souléve, de nos jours, beaucouqudstions quant a I'efficacité des produits
utilisés, les risques de développement de souchsistantes, les dommages portés a
'environnement ou encore le taux de résidus toesguans les denrées alimentaires.
L’application de mesures plus saines semble alomgppgser. Les épidémies causées par
Botrytis cinereasont initiées en grande partie par les conidiesdytes localement a
l'intérieur de la culture (Miller et Jeves, 197Qr champignon infecte ainsi les différentes
parties de la plante y compris les fruits (Bristetval., 1986). L’élimination des restes
végétaux est une pratique culturale de base quirggbwéduire I'importance de l'inoculum
(Sutton, 1990). Outre cela, l'application de ceraigents antagonistes, utilisés comme



moyen de lutte biologique, a permis de réduirediemtiel d’infection et de sporulation de ce
pathogéne sur plusieurs plantes hotes (Peng eirSut®91 ; Elad eal., 1994 a et b). Les
résultats obtenus sont certes prometteurs maisntedtune efficacité pratique inférieure a

celle des fongicides.
d-1- Lutte chimique contre Botrytis cinerea

Différents types de fongicides ont été utilisésrpoambattre la pourriture grise ; les

fongicides de contact, les fongicides translamesaeét les fongicides systémiques.

L’action multisite et multicible de fongicides deortact perturbe de nombreux
mécanismes cellulaires chez le champignon. De ig ITfficacité de ces produits est
potentiellement peu sujette & des résistances (RoretmLorenz, 1987). En revanche, les
fongicides de surface ont parfois des effets imdbks (Carlile, 1988 ; Hassall, 1990). De ce
fait, 'usage de ces molécules dans la pratiquesesvent restreint. De plus, étant donné

'absence d’effet curatif, ils ont été rapidemeétrdnés par les fongicides systémiques.

Actuellement, les fongicides restent des outilsispensables pour lutter contBe
cinerea en pré- et post-récolte et assurer une productiofiisante (Leroux, 2004).
L'utilisation de produits phytopharmaceutiques peapendant, entrainer le développement
de souches résistantes a ces fongicides (Latoak, @002 ; Leroux, 2004 ; Sergeevaabt
2002).

d-2- Lutte biologique contreBotrytis cinerea

En ce moment, la lutte contre la pourriture grise duBotrytis cinereademeure
difficile et le contréle, méme partiel, de ce paéoe ne se fait souvent que par l'utilisation
répétée de fongicides. Toutefois, nombreux sontreagaux faisant état des possibilités de
lutte biologique contre cette maladie a l'aide damismes antagonistes (Tronsmo, 1980 ;
Janisiewiez et Roitman, 1988 ; Peng et Sutton, 19®dbert, 1990). L'application pratique
d’agent de biocontrole contre la pourriture grisetnme pour presque toutes les maladies
foliaires, n’a pas donné des résultats escomptadrévs, 1992). Ceci est probablement lié a
la méconnaissance des modes d’action et des faa&ternes influencant 'efficacité de ces

agents (Blakeman et Fokkema, 1982).



VI-2- Penicillium digitatum

La pourriture verte causée Renicillium digitatumest la maladie des agrumes la plus
fréequente en post-récolte dans plusieurs pays agoies (Palou eal., 2002) (Figure 20).
Généralement cette maladie est contrbélée par aegcfdes synthétiques comme I'lmazalil et
le Thiabendazole (Holmes et Echert, 1999).

Figure 20 : Clémentine infectée gaenicillium digitatum(Tagarort, 2008)

a- Pathologie causée paPenicillium digitatum

Penicillium digitatumest un parasite de blessure trés ubiquiste qtriosee dans le
sol et dans I'eau et infecte principalement leggrd’agrumes et les jus de fruits (Domsch et
al., 1980).

Les colonies ddPenicillium digitatumsur le milieu de culture artificiel (PDA) sont
similaires a la pourriture développée sur un finfiécté (Brown et Eckert, 1988). La couleur

des spores est verte d’ou le nom de la pourritaree\donnée a la maladie (Figure 21).

Figure 21 : Différents stades de la pourritureevsrr fruits d’agrumes (Taqarort, 2008)



b- Position systématique déenicillium digitatum

Penicillium digitatumappartient a la subdivision des Deuteryomycettasse des
Hyphomycetes et a la série des Phialidospores. ye&liam est constitué d’hyphes ramifiés

(3 a 7um de diametre) inter et intracellulairesr{i3oh etl., 1980).

c- Symptémes de la pourriture verte

Les étapes préliminaires du cycle de croissancia geurriture verte c'est-a-dire les
symptémes apparus sont identiques a celles deulaifpoe bleue Penicillium italicun) et de
la pourriture amere@eothrichum candidujn Dans les étapes avanceées, le site infecté se
tache en surface et devient mou et humide avedametre de 6 a 12 mm. Apres 24 a 36
heures et a une température de 24°C, la tacherdelee? a 4 cm de diamétre. Un mycélium
blanc se développe et le diametre devient aloi®dire de 2,5 cm tandis que des spores de
couleur vert-olive sont produites. La zone verddtda pourriture, correspondant a une forte
sporulation, est entourée d'une large zone compdsémycélium blanc et d’'une surface
molle de l'extérieur. Sur le fruit entier, une magde spores vertes est étalée sur toute la
surface qui se disperse facilement si le fruitdegilacé, agité ou exposé a un courant d’air
(Brown et Eckert, 1988).

d- Cycle biologique et épidémiologie

Penicillium digitatumse conserve sous forme de spores (xérosporesggosnr les
fruits pourris a la surface du sol des vergers ansdes stations de conditionnement. Le
déplacement de ces spores se fait par des cowfairtainsi que par les caisses de ramassage
contaminées vers les fruits sains. Aprés un couliaett sur les blessures causées au cours du
transport, les spores pénetrent dans l'albédo ehalmaissance a une irréversible infection
dans les 48 heures qui suivent la pénétration. temgérature de 20 a 25°C et une humidité
relative saturée sont des conditions nécessaires lao croissance du champignon. La
croissance est faible lors de I'entreposage a ftBrdwn et Eckert, 1988). Le champignon
envahit la peau du fruit dans les jours qui suiyvents la sporulation a lieu aboutissant a la
formation d’'une masse poudreuse de couleur vereoRour prévenir ce type de pourriture,
les traitements doivent étre appliqués avant I'equissement du processus infectieux (24-
48h a 20-25°C) (Eckert, 1982).



e- Méthodes de lutte

La lutte chimique en post-récolte est courammeiliség dans les stations de
conditionnement, on peut citer : les benzimidazdlesnomyl, thiabendazoles et méthyl-
thiophanate), I'imazalil et la guazatine. En effets benzemidazoles et l'imazalil sont
spécifiques et efficaces confPenicilliumspp (Prusky, 1985).

L’intervention au champ consiste a réduire les amimations, a éviter toute sorte de
blessures (Tuset etl., 2003) et a récolter par temps sec en éliminamtfiuits chutés ou
blessés (Castro-Lopezait, 1981).

VI-3- Penicillium expansum

a- Pathologie causée paPenicillium expansum

La pourriture bleue causée pBr expansunest la maladie la plus répandue des
pommes en post-récolte (Janisiewicalet2003 ; Sholberg et Conway, 2004) (Figure 22). Ce
champignon ne cause pas seulement des pourrituaés peut également produire une
mycotoxine « la patuline » qui est dangereuse pausanté humaine (Immunotoxique,
neurotoxique, néfaste sur I'appareil gastro-inted}i(Roussel atl., 2007). Cette mycotoxine
peut réduire considérablement la valeur des fraftaqués et les rend inacceptables au

commerce.

Figure 22: Fruits de pommes infectées gamnicillium expansurfRoussektal., 2007)



b- Position systématique déenicillium expansum

v Régne: Fungi

v" Division : Ascomycota

v' Classe : Eurotiomycetes
v' Sous-classe : Eurotiomycetidae
v" Ordre : Eurotiales

v' Famille : Trichocomaceae
v Genre: Penicillium

v' Espece: P. expansum

c- Symptomes de la pourriture bleue

Les symptomes typiques de la pourriture bleue slest [ésions humides de forme
généralement circulaire avec un contour net et al@ear brun-claire. La surface des
pourritures agées peut étre couverte par des sptaeshatres qui deviennent vert-bleuatres,
d’ou le nom de la maladie. Cette pourriture est@udion rapide sur les fruits mars et elle est
plus lente sur ceux qui n'ont pas encore atteiniteclimactérique. Elle est généralement
distinguée par une odeur de moisi (Janisiewiczognkan, 1998).

d- Cycle biologique et épidémiologie

Les spores deenicillium expansurmpeuvent se conserver d’'une saison a l'autre dans
les caisses de stockage ou le champignon peuteceditse multiplier. La contamination de
celles-ci par les spores peut se faire par diftésesources a savoir le sol des vergers, les
fruits infestés ou via I'air (Janisiewicz et Roitma 998 ; Sanderson, 2000). Il est remarqué
gue la contamination des fruits destinés au stackssy produit principalement lors du
traitement au drencher avec I'antioxydant diphemytee (DPA) qui est utilisé pour la
protection contre I'’échaudure superficiel (aux UB# exemple). Ainsi, la concentration en
spores dans la solution augmente successivementhague caisse et peut atteindre des taux
élevés si la solution n'est pas changée réguliememeginoculation peut également se
produire par les eaux utilisées pour le traitentest fruits contre les maladies de post-récolte
avant leur stockage. Les spores produites suesris de pourriture des fruits peuvent étre
disséminées dans les chambres de stockage paenétateurs de réfrigération et peuvent

contaminer de nouveaux fruits (Sanderson, 2000).



Penicillium expansurast nécrotrophe et présente une phase saprophyitzusurface
des fruits avant de développer une structure iifiest. Cette phase est possible grace a la
présence de nutriments libérés par les fruits dwswant a leur surface (Blakeman et Brodie,
1977). Ainsi, l'infection primaire de la maladiemmence par les blessures qui constituent la
porte d’entrée du pathogene. Ces blessures soséemprincipalement par des accidents lors
de la cueillette ou par les piglres d’insectestdPgrl’'infection peut se produire a travers les
lenticelles, particulierement quand elles sont téek par un hydrocraquage pendant une
période humide qui suit directement une périoddesams quand les fruits deviennent trés

mars (Janisiewicz et Roitman, 1988).

e- Méthodes de lutte

Actuellement la lutte chimique reste la principaiesure de contrdle existante pour
combattre les maladies des pommes en conservatiéanmoins, plusieurs facteurs ont
conduit a rechercher d’autres méthodes de lutteniRaes facteurs, nous pouvons citer entre
autres l'apparition de phénomeéne de résistancelebgathogenes, la détection de résidus sur
les denrées alimentaires, les exigences du constaunst le retrait de I'agréation de certains

fongicides efficaces destinés a cet usage comnigetomyl et le Carbendazime (Fitter,
1986).

Parmi les alternatives développées en vue de coenmlé de remplacer partiellement
'usage des fongicides synthétiques, la lutte biglee s'avére une mesure trés prometteuse,
spécialement dans le domaine de post-récolte. Bimignombre de levures et de bactéries ont
été rapportées comme des agents biologiques efficeontre les maladies de post-récolte
(Jijakli et Lepoivre, 1998 ; Punja et Utkhede, 2Q(&padaro et Gullino, 2003 ; Fravel, 2005 ;
Yu etal., 2008 ; Mikani etal., 2008). Parmi ces agents biologiques, plusiewstses de la
pseudo-levurdureobasidium pullulanent montré un niveau élevé de protection vis-adeis
plusieurs pathogenes de post-récolte (et notamBunytis cinereaet Penicillium expansujn
chez plusieurs cultures importantes comme les panlee raisins et les fraises (Limaaét
1999, 2003 ; Ippolito eal., 2000, 2005 ; Castoria @i., 2001 ; Adikaram etl., 2002).
Récemment, une nouvelle souche potentiele dullulans(Achl-1) a été isolée a partir de la
surface des pommes et a été sélectionnée pourrspsépes antagonistes vis-a-vis des

pathogeneBotrytis cinereaet Penicillium expansurAchbani etal., 2005).



B- MATERIEL ET METHODES



I- Matériel végeétal

Les feuilles et les fleurs ASsteriscus graveolens subsp. odorets d’Asteriscus
imbricatusont été récoltées respectivement des régions diAgade Cap Ghir (a 60 km au
Nord d’Agadir) durant le mois d’Avril (2004) de miare aléatoire (Figures 23 et 24). Ces
plantes constituent un patrimoine local floristiques important qui n'est en grande partie
décrit que d’un point de vue botaniquesteriscus graveolens subsp. odoauété identifiée
par le Professeur Ouyahya A. a l'Institut Scieqtii (Rabat, Maroc). Quant Asteriscus
imbricatus,elle a été identifiée par le Professeur Chebli B. d&I&A (Agadir, Maroc). Un
spécimen de chaque plante a été déposé a I'hetbida Faculté des Sciences d’Agadir

(Université lbn Zohr, Agadir, Maroc).

Une partie du matériel végétal a été conservé&agdelques heures apreés la récolte
pour I'analyse des composés cyanogénétiques etdf@antuelles études ultérieures. L'autre
partie a été séchée a 'ombre, a I'abri de 'hubéiét stockée soigneusement. Les plantes ont

été ensuite broyées au moulin électrique jusqu@ntibn d’'une poudre.
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Figure 24 : Feuilles et fleursAsteriscus imbricatus




[I- Screening phytochimique et caractérisation spedcoscopique des
métabolites secondaires dsteriscus graveolens subsp. odoresAsteriscus

imbricatus

1- Les alcaloides

La présence des alcaloides a été mise en évidemceofs tests différents : les tests
d’lodoplatinate, de Mayef et de Dragendorff(Randerath, 1971) car certains alcaloides

peuvent étre sensibles a certains tests et nootdBles par d’autres.
% Test d'lodoplatinate :

L'extrait a tester est déposé sur couche mincejplae silice) le chromatogramme est
développé dans le solvant suivant : (AcEt / MeQMH,OH) (9/1/1), puis séché sous la hotte.
Les bandes de migration sont repérées et délinst@eslumiere UV a 365nm.

L'application du réactif d'lodoplatinate par puigétion permet de révéler la présence
d'alcaloides. Ceux-ci se révélent par une coulkuwrebsur le chromatogramme.

« Test de Mayer :

A une quantité de 0,5 g du matériel végétal segdyron ajoute 15 mL d’éthanol (70%) et
dans le but de détruire les parois cellulaireghérér toutes les constituants qui baignent dans la
vacuole, une sonication est effectuée pendant 15 Ensuite, les extraits sont laissés en
agitation magnétique pendant toute la nuit. Apms décantation compléte on filtre sur papier
filtre. L'extrait est évaporé a sec dans le rotavape résidu récupéré dans quelques mL de
HCI (50%) est ensuite transvasé dans deux tubesai el'un est utilisé comme témoin et a
lautre on ajoute le réactif de Mayer. L'apparitide précipité blanc traduit la présence des

alcaloides.

“Voir annexe



+ Test de Dragendorff :

Il repose sur le méme principe que le test d'loalite sauf que la révélation se fait par
la pulvérisation au réactif de Dragendorff. La prése d'alcaloides se révele par une couleur

orange vive sur le chromatogramme.

2- Les coumarines

Les coumarines sont détectées par deux testsatiftér

« Le premier test :

Une quantité de 2 g de matériel végétal sec breydlacé dans 10 mL de GEl,. Le
tout est chauffé pendant quelques minutes pure filtl'aide du papier filtre. La migration de
cette solution a été faite sur couche mince darsolant : toluéne /acétate d’éthyle (93/7).
Apres un séchage sous hotte ventilée, la révélatien faite a I'aide de NH$ous UV a 365nm
(Ribéreau-Gayon et Peynaud, 1968).

% Le deuxieme test :

On péese 1 g de matériel végétal sec broyé et ptade dans un tube a essai, couvert par
du papier filtre imbibé avec NaOH dilué. Le tubé@ssuite placé dans un bain marie bouillant
pendant quelques minutes. Le papier filtre est i@sexaminé sous lumiére UV. Une

fluorescence jaune indique la présence des couesafiRizk, 1982).

3- Les saponosides

Dans un bécher, on ajoute 100 mL d’eau distilléeequantité de 2 g de matériel végétal
sec, puis la solution est portée a ébullition pen@® min. Apres refroidissement, on filtre la
solution sur papier filtre, et on ajuste le filteal00 mL avec de I'eau distillée. Une série de 1 a
10 mL de filtrat est placée dans 10 tubes a essadditionnée de 10 mL d’eau distillée. Une
agitation violente et horizontale a été faite pend#® secondes pour chaque tube. Aprés 15 mn
de repos on mesure la hauteur de mousse résidereltan) dans chaque tube.

La présence des saponines est indiquée par ureimdicmousse supérieur a 100. Ce
dernier est calculé selon la relation suivante :

| = La hauteur de la mousse dans le 9éme tube x Q9

Remarque: Saponaria officinaliest utilisée comme témoin positif.



4- Les tanins

JW4

Une quantité de 1,5 g du matériel végétal sec platee dans 10 mL de méthanol 80%

est agitée durant 15 mn puis filtrée sur papiéefil

On ajoute quelques gouttes du chlorure ferriqu€ldFel% a I'extrait méthanolique déja
préparé. En présence de tanins galliques et ellagjcpn observe une coloration bleue noire,

alors qu'en présence de tanins catéchiques cétiaion est brune verdatre (Rizk, 1982).

5- Les terpénoides

A une quantité de 1 g du matériel végétal broyéamute 5 ml d’hexane, puis une
sonication pendant quelques minutes a été faiteesApne agitation de 30 min et une filtration,
la migration du filtrat a été effectuée sur uneqpka préparative de gel de silice, le solvant
utilisé est le benzéne. Apres migration, la plagsepulvérisée avec le chlorure d'antimoine
puis mise a l'étuve a 110°C pendant 10 min. Touierdscence décelée apres ce traitement

prouve que le matériel testé contient des terp@s@Rhnderath, 1971).

6- Les composeés cyanogeneétiques

Une quantité de 1 g de matériel végétal frais aniilé avec quelques gouttes de CEICI
dans un tube a essai ou est insérée une bandigeapi@pier filtre imprégnée avec du picrate de

sodium. L'ensemble est chauffé dans un bain m8% @ pendant 3 heures.

Le papier vire au rouge apres production de HCNotgnant de la présence des

composeés cyanogénétiques (Al-Yahya, 1986).

7- Les quinones libres

Une quantité de 0,5 g du matériel végétal sec lesepdans 5 mL d'éther de pétrole.
Aprés quelgues minutes d'agitation, le mélangdagsté au repos pendant toute la journée.
Apres la filtration de ce mélange, il est conceatnéotavapor.

Le virage de la couleur de la phase aqueuse aw,jaonge ou violet apres ajout de
guelques gouttes de NaOH (1/10), témoigne de lsepae des quinones (Ribéreau-Gayon et
Peynaud, 1968).



8- Les flavonoides
a- Dosage des flavonoides totaux

A 1 g du matériel végétal sec sont ajoutés 100 smmdthanol 80%. L'ensemble est agité
pendant 15 mn, puis porté au sonicateur durant ri.5ba quantification des flavonoides dans
les parties aériennes par spectrophotométrie aiséé en mélangeant 2 mL de cet extrait
meéthanolique avec 100 ul du réactif (NEU* a 1% deansiéthanol). La lecture des résultats a
été faite a 409 nm. L'absorption de l'extrait a é@éparée a celle de la quercétine (0,05
mg/mL) traitée avec le méme réactif dans les méeoeslitions. Les flavonoides totaux sont

calculés selon la formule suivante (Hariraét 1991) :

F%= Aext x 0,05 x 100 / Ag x Cext

Aext : Absorption de I'extrait.
Aq : Absorption de la quercétine (a concentratie 0,05 mg/mL).

Cext : Concentration de I'extrait en mg/mL.

b- Extraction des aglycones et anthocyanes

L’extraction des aglycones et des anthocyanesréseptée dans la figure 23 :
- Hydrolyse acide

2 g de poudre de matériel végétal ont été ajoutB80amL de HCI 2N froid, puis
portés au bain marie bouillant pendant 40 mn awsafilation d'air et agitation réguliére
toutes les 10 minutes. Apres refroidissement @afibn, la solution acide est transférée en
ampoule a décanter. L'hydrolyse acide permet lastoamation des proanthocyannes en
anthocyanes et la libération des aglycones de filgides de leurs formes O-hétérosidiques.

L’extraction est faite selon le protocole de Lebregtal., (1967).
- Extraction

Elle se fait successivement :
- Par I'éther éthylique (2 fois 20 mL) : les comgmphénoliques, sauf les anthocyanes et les
C-glucosides quittent I'hypophase acide au prdit'épiphase éthérée. Les extraits réunis et
évaporeés sous hotte ventilée sont repris par 1@'dthanol 95°;



- Par le n-butanol (2 fois 20 mL) : cette phaseaiktes anthocyanes et les C-glycoflavones.
Ce solvant entraine les anthocyanes colorés enerqugvenant de l'oxydation des
proanthocyanes.

c- Examen chromatographique

Apres récupération des aglycones par 10 mL d’éth@sfodans une fiole jaugée de 10
ml, la séparation des molécules est effectuée idel’d’'une chromatographie sur papier
Whatman n°1. Le solvant utilisé est I'acide acé&i@% qui permet la migration des acides
phénols vers le front. Les chromatogrammes sontitenexaminés sous UV (356 nm) et les
bandes observées ont été entourées. La couleupasheles sous UV est notée et le front

servira pour calculer les Rf (rapport frontale).

Les bandes observées sont découpées et éluéeke adaéthanol afin de les identifier
au spectrophotometre UV-visible (HP Vectra, progreemChemstation software). Les

mesures sont effectuées entre les longueurs d’dtlest 600 nm.

Quand aux flavonoides, la migration est effectusgesd’acide acétique 60% pour la
séparation des molécules et une chromatographipaguer Wattman n°1 est effectuée pour

leur purification.
d- Dosage des flavones-flavonols

Le dosage différentiel des flavones et flavonotsbasé sur la chélation spécifique des
flavonoides par les ions Al
- Dans la cuve de référence est placée la solatamolique convenablement diluée.
- Dans la cuve de mesure est placée la solutiayokdgie amenée a la méme dilution mais
avec une solution alcoolique d'AKZ 1%. Aprés 10 mn de contact, le spectre est istieg
au spectrophotométre UV-visible entre 380 et 460pwmur les aglycones. La présence des
flavonols est indiquée par un pic entre 420 et dd0et celle des flavones par un maximum
d'absorption entre 390 nm et 415 nm. La hauteupiduifférentiel est proportionnelle a la
concentration en aglycones flavoniques (Jayalet 1975). Ainsi la teneur en aglycones
exprimée comme quercétine (flavonol témoin) estudake selon la formule suivante :
T aglycones = (DO4). M. V.d/p
T aglycones : teneur en aglycones (en % ou en mg/qg)

DO : Densité optique du pic différentiel ;



¢ . Coefficient d'absorption molaire de la quercgija 23000) ;
M : Masse molaire de la quercétine (= 302) ;

V : Volume de la solution éthanolique d'aglycones ;

d : Facteur de dilution ;

p : Poids sec de matériel végétal hydrolyse.

Pour les anthocyanes, la phase aqueuse acide elfsidgt extraite 2 fois par le n-
butanol. Ce solvant entraine les anthocyanes lkemérouge provenant de l'oxydation des
proanthocyanes. Ces anthocyanes sont dosées maroppetométrie entre 480 et 600 nm
(Lebreton etal., 1967 ; Porter, 2001). La teneur en proanthocydlesendement de la
transformation des proanthocyanes en anthocyarsg ptatiquement constant dans des

conditions standardisées) exprimée comme procyanilt donnée par la formule suivante :
Tanthocyanes = (DOg). M. V.d / p

T anthocyanes : teneur en anthocyanes (en % owgAy) m

DO : Densité optique a la longueur d'onde d'absmrphaximale ;
e . Coefficient d'absorption molaire de la cyanidir84700) ;

M : Masse molaire de la procyanidine (=306) ;

V : Volume de la solution butanolique ;

d : Facteur de dilution ;

p : Poids sec de matériel végétal hydrolysé.

e- Analyse par CCM

Chromatographie sur couches minces (CCM) :
Nous avons utilisé le papier Wathman n°1 pour {meation des aglycones flavoniques dans

les solvants acide acétique 2 % et 60 %.

Les flavonols et flavones sont visibles sous UVguaepermet d'en relever les Rf. Les
spots sont récupérés et élués par le MeOH. Desrawoelographies avec des substances
témoins sont réalisées. Les comportements chromagbigiues notés pour I'identification des
molécules majoritaires des feuillesAdteriscus graveolens subsp. odoreis Asteriscus
imbricatussont :

v Les fluorescences visualisées a I'oeil nu ;

v Les fluorescences visualisées et apres pulvénsptole NEU ;



v Les colorations des bandes révélées sont visusliségs lumiéere ultra violette
(UV).
Les relevés de Rf, ont été faits sur papier Whatm&h et sur gel de silice.
L’identification a nécessité une comparaison aesaonnées de la littérature.
La figure 25 résume les différentes étapes du @ostde I'étude spectroscopique des
flavonoides, des acides phénols, des anthocyangssedglycones majoritairesAsteriscus
graveolens subsp. odoresAsteriscus imbricatus.
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Figure 25 : Schéma explicatif de I'étude spectrpgpee des flavonoides, des acides phénols,
des anthocyanes et des aglycones majoritair@steliscus graveolens subsp. odorts

Asteriscus imbricatus.



[ll- Extraction et analyse des huiles essentiellesl’ Asteriscus graveolens

subsp. odoru®t Asteriscus imbricatus

[1I-1- Extraction des huiles essentielles par hydrdistillation

L’extraction des huiles essentielles des partigiemges (séchées et découpées) de
I'Asteriscus graveolens subsp. odores Asteriscusimbricatusa été réalisée a l'aide d’'un
appareil appelée Clevenger décrit a la pharmacdpgecaise (1984). Il s’agit d’'une
hydrodistillation des parties aériennes effectuée gntrainement a la vapeur d’eau. La
distillation est conduite en utilisant 300 g depkatie aérienne de chaque plante et 1000 mL
d’eau distillée pendant un temps bien défini estapés une étude cinétique de la durée de

I'extraction par hydrodistillation.

llI-2- Analyse par GC-MS des huiles essentielles Asteriscus graveolens subsp. odorets

Asteriscus imbricatus

L’analyse des huiles essentielles des plantes édadia été effectuée par
chromatographie phase gazeuse couplée a la spéttimigie masse GC-MS au Département
de Pharmacologie de la Faculté de Pharmacie dexs&gl&spagne.

L’analyse GC-MS a été faite sur un spectrometrehéumomass (modele trio 1000)
couplé a un chromatographe en phase gazeuse (mg@@0®. L'appareillage utilisé est de
marque Hewlett-Packard. Le chromatographe est églijme colonne capillaire (25 m long
x 0,25 mm). La colonne est programmeée a une terysérde 60°C pendant 6 min, avec 5 °C
d’augmentation par min puis porté a 150 °C; il@maintenu pour 10 min. Le gaz vecteur est
I'hélium pulsé a la vitesse de 2 mL/mn. Les tentpéea de détecteur et de l'injecteur ont été
maintenues respectivement a 250 et 225 °C. Le rgpeetre de masse a été réalisé en
utilisant la gamme 28-400 amu,savec un voltage ionisant de 70 eV et un courant d

l'lonisation de 150pA.

Les composés ont été identifiés par MS et leursitites ont été confirmées en
comparant leurs indices de rétention relative a038-n-alkanes selon Kovats (1958) et en
comparant leurs spectres de masse et le tempsteletiod avec ceux de produits de
différences ou avec les données déja décrites ldabibliotheque NIST ou la banque de

donnée informatisée (Adams, 2001).



IV- Extraction, séparation, purification et identification des lactones

sesquiterpéniques majoritaires dAsteriscus graveolens subsp. odorus

IV-1- Extraction de la plante
a- Extraction par soxhlet

1 kg de matériel végétal sec finement broyAsteriscus graveolens subsp. odoeus
été mis dans une cartouche et extrait a I'aide ldaraforme en utilisant le soxhlet comme
matériel d’extraction. Nous avons utilisé $exhlet pour I'extraction d’'une quantité plus
importante de poudre seche en vue de fractionneptgiibchimique. La durée d’extraction

est estimée a 16 h.
b- Décirrage de I'extrait

Apres extraction par soxhlet, une évaporation doroforme a été faite a I'aide du
rotavapor (Heidolph VV 2000) pour calculer le remaéat de I'extrait obtenu. L’ajout de 150
mL de chloroforme (CHG) et de 650 mL de méthanol bouillant de I'extraitpermis

d’éliminer les cires. Le décirrage a été effectudma température de -20°C pendant une nuit.
c- Extraction du produit de décirrage

L’extrait a été filtré, évaporé, pesé et solubilisins le dichlorométhane. Ensuite, un
lavage de (820 mL) a été effectué en utilisant une solutioNa@gCOs; a 10%. L’extraction a
été faite a 'aide d’'une ampoule a décanter poderobune phase organique et une phase
aqueuse.

La phase aqueuse a été acidifiée jusqu’a pH=2iksant une solution de HCl a 50%
puis, extraite par Cil, (3x20 mL) pour avoir une phase aqueuse et une phasaique.
Cette derniere a été lavée avec NagDHséchée avec N&O, et évaporée pour avoir une
phase organique acide. La phase organique a &gél@auésultat du lavage par }eO;a 10%.
Cette phase a subit le méme protocole de la phgsaique acide. La phase organique neutre
obtenue de cette derniere extraction a I'aide daldiométhane a été pesée avant de passer
au fractionnement par chromatographie sur colonne.

La figure 26 résume les différentes étapes d'etitnaales lactones sesquiterpéniques

majoritaires dAsteriscus graveolens subsp. odorus.
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Figure 26 : Protocole d’extraction des lactonegjsiésrpeniques majoritaires Ateriscus

graveolens subsp. odorus.



IV-2- Séparation de I'extrait organique neutre

a- Chromatographie sur couches minces

Une étape préliminaire a été effectuée en utilisan€CM a base de silice d'une
épaisseur de 0,25 mm dans le but de choisir leesurleilleurs solvants de séparation de

I'extrait neutre.

La CCM a été aussi utilisée lors de la séparatamcplonne afin de rassembler les
fractions obtenues. La visualisation de ces plaguéte faite sous lampe UV (365 nm et 254
nm) apres un chauffage a une température de 1Q@°@actif utilisé pour la révélation des

bandes est une solution de I'acide phosphomolybdate

b- Fractionnement par chromatographie sur colonne

L’extrait neutre (37 g) a été fractionné sur unroe ouverte de gel de silice aprés
élution par un mélange hexane-acétate d'éthyleldgitg croissante. La chromatographie sur
colonne a donné quatre fractions importantes :rd&tibn 1 (1,37 g) a été éluée avec
CH.CI/EtOAC (9:1), donnant le composé C1 (20 mg) etdmposé C3b (11,6 mg). De la
fraction 2 (1,5 g), les composés C2 (62,9 mg) & (53,3 mg) ont été isolés apres CC avec
I'éther de pétrole/RO (3:2). La fraction 3 (3,5 g) éluée avec I'hnex&tg (1:1) a donné le
composé C3c (345,4 mg). Enfin, la fraction 4 (Og5a été séparée avec LHY/EtOAC
(4.95:0.05) pour donner le composé C3d (111,7 frigufe 27).

[ Extrait organique neutre (37 Q) ]

A 4 A 4

[ F1(1,37g)] [ F2 (1,5 9) ] F3(@59) ] [ F4(Ov85g)]

A\ 4 \4

[ C3b (11,6 mg)][ Cvl (20 mg)] [ C3a (59,3 mg)] [ C2 (2‘2,9 mg)] [ C3c (345,4 mg)] [ C3d (111,7 mg)]

Figure 27 : Fractionnement de l'extrait organiqueutne dAsteriscus graveolens subsp.

odorus.



IV-3- Identification spectrale des produits isolés
a- Spectroscopie infrarouge (IR)

Les spectres infrarouges ont été effectués apres mélangé les produits purifiés
dans des plaques de NaCl, par un spectrophotod@tyge Génisis Series FTIR de Mattson.

b- Spectroscopie de masse (MS)

Les caractéristiques de MS sont déja présentées ldapartie de la composition

chimique des huiles essentielles.
c- Spectroscopie de résonance magnétique nucléafRMN)

Les spectres RMN ont été enregistrés sur Variani®@&00 et Varian Inova 400. Les
déplacements chimiques sont référencés au sigsidust CHC} ad 7,26 ppm. Les spectres
RMN *3C ont été référencés a la créte centrale de ¢BEF7,0 ppm. Les spectres HMBC et

COSY ont été enregistrés avec des séquences \&aiadard gradient d'impulsion.

V- Activité antifongique des extraits d’Asteriscus graveolens subsp. odorts
Asteriscus imbricatussur la croissance mycélienne dPenicillium digitatum

et Penicillium expansum

Il est important de noter que le choix de ces chgngms est principalement di aux

dégats causés dans les stations de conditionneptdatsserres de la région d’Agadir.
a- Préparation des extraits des plantes

Une quantité de 50 g de matiere séche des feeilldss fleurs de chaque plante a été
finement broyée et extraite par soxhlet selon la méthodeomiéée par la Pharmacopée
francaise (1984). En utilisant trois solvants d@apt croissante : I'éther de pétrole, I'acétate
d’éthyle et le méthanol. Chaque solvant permet téére un ensemble de composés

secondaires (Cowan, 1999).

Apres évaporation des solvants d’extraction, déstisos meres de 1000 mg/L pour

chaque extrait ont été préparées en utilisant ikstillée stérile (Khalil eal., 2003).



b- Isolement de I'agent pathogene

L’isolement de l'agent pathogene a été effectué astirpdes fruits d’agrumes
présentant les pourritures causées Pamicillium digitatumet Penicillium expansumCes
derniers ont été isolés a partir des fruits infecté la station Soussia (Tassila, Agadir). Des
morceaux d’écorce infectés sont détachés a l'aideedaiguille stérilisée par flambage et
apres trempage dans l'alcool. Chague morceau ese phu centre d’'une boite de pétri
contenant le milieu de culture Potato-Dextrose-A@dDA"). Les boites ainsi préparées sont
incubées a 25°C pendant sept jours. Apres putibicgdar des repiquages successifs sur PDA,

le champignon est isolé puis conservé a 4°C saélme milieu de culture.
c- Tests d’activité antifongique des extraits

L’étude de I'activité antifongique des extrait@\dteriscus graveolens subsp. odoetis
Asteriscus imbricatua été effectuée sur un milieu solide en prenant @e la solution mére
de chaque extrait. Apres autoclavage a une temyérale 120°C pendant 20 min d’une
solution de 39 g de PDA dans 1 | d’eau distillée agitation pendant quelques minutes a été
effectuée pour homogénéiser la solution. Les dsti@t été pesés et dilués avec le DMSO
(Dimethylsulfoxide) et ajoutés au milieu de culti?®A déja acidifié (en utilisant HCI et
NaOH pour avoir le pH souhaité). Aprés refroidissatde ce dernier, un disque de 0,5 cm
de chaque champignon testé a été déposé sur kundid culture pour suivre la croissance
mycélienne déPenicillium digitatumet Penicillium expansumL'’incubation a été faité une
température de 25°C pendant 7 jours. Les manipusitont été faites dans des conditions

d’asepsie. Trois répétitions ont été effectuées pbaque test.

d- Calcul de pourcentage d’inhibition
Les pourcentages d'inhibition ont été calculés pmmparer I'efficacité des extraits
en utilisant la formule suivante :
Pl=[(A-B)/A]x100
Pl : Pourcentage d’inhibition des champignons se@&&nicillium digitatumet Penicillium
expansumn;
A : Diametre moyen de la croissance mycéliennengstiu champignon sur milieu témoin ;
B : Diametre moyen de la croissance mycélienneméstiu champignon en présence de

I'extrait a tester.

“Voir annexe



e- Etude statistique

Les analyses statistiques ont été effectuées @el'dil logiciel Statistica 6.0. Lors de
ces analyses nous avons fait appel a 'analysevarée de variance ANOVA 2 et ANOVA
3 pour étudier les différentes interactions en&e parameétres étudiés. La plus petite
différence significative a été déterminée en wtilisle test de Duncan.

VI- Activité antifongiqgue des huiles essentielles tedes produits purs
d’Asteriscus graveolens subsp. odorust Asteriscus imbricatus sur

Penicillium digitatum, Penicillium expansumet Botrytis cinerea

VI-1- Testsin vitro

Apres I'hydrodistillation de la partie aériennédteriscus graveolens subsp. odogtis
Asteriscus imbricatysdes essais préliminaires ont été effectués dammtl de chercher les
concentrations des huiles essentielles a étudésr pkoduits purs ont subit des tests similaires
apres leurs seéparations, purifications et idemtifoms. En effet, I'acide caféique, la
névadensine, la lutéoline, I'artemétine , le naligle et I'asteriscunolide 3c ont été purifiées,
identifiées et testées pour leur activité antifoogi surPenicillium digitatum Penicillium
expansumet Botrytis cinerea Quant aux molécules majoritaires de [I'huile etsde
d’Asteriscus imbricatugle thymol isobutyrate, le 2,5-dimethoyyeymene, la-pinéne et le
cis-chrysanthenyle acétate), elles ont été achetéaskhka (France). Une série de dilutions
de ces concentrations a été effectuée dans I'estillédi stérile en utilisant 2% de Tween 80
pour la dissolution de ces composés. Le mélangerestite soumis a une ultrasonication
pendant 5 secondes en maintenant chaque tube aaglace. Le PDA a été autoclave,

refroidi et acidifié.

Une solution mére des huiles essentielles et dedujis purs a été préparée pour
obtenir les concentrations finales 0, 50, 100, 1&, 200, 250, 500, 1000 et 2000 ppm qui
ont été ajoutées au milieu PDA stérile. 20 ml desdéution a été coulée, sous agitation
magnétique, dans les boites de pétri. Un disqué den de diametre de culture jeune de 7
jours de chaque champignon a été déposé au centacboite de pétri contenant le milieu de
culture et les différentes concentrations des Buissentielles et des produits purs.
L’incubation a été effectuée a une températuresd€ 2 1°C pendant 7 jours. Le diametre de

disque des champignons utiliséBenicillium digitatum Penicillium expansunet Botrytis



cinerearefléte la croissance mycélienne du champignomgeinles 7 jours d’'incubation. En
effet, le pourcentage d’inhibition (P1) a été céécen utilisant la formule suivante :

(C-T)
Pl = x 100
C

C : Diamétre moyen de 3 répétitions de la croissangcélienne estimé du champignon testé
ou de colonie des spores sur milieu témoin (Cm)
T . Diametre moyen de 3 répétitions de la croissangcélienne ou de colonie des spores de

boite, traitées avec I'une des concentrationshiid' essentielle (Cm).

Pour distinguer entre l'effet fongistatique et farde de I'huile essentielle sur
'organisme cible, un transfert de disque de chgngm, totalement inhibé, a été fait.
L'objectif est d’évaluer la viabilité de ces champdns aprés une exposition a I'huile a 25 °C
pendant 1, 3, 6 et 12 jours.

VI-2- Testsin vivo

La méthode utilisée est celle décrite par Wilsoralet(1977) Iégerement modifiée.
L'huile essentielle extraite de la partie aériemies plantes étudiées a été testée sur les
Clémentines Citrus reticulata cv Blanco. Nules), provenant du verger de la Gazal
Taroudant, contre la sporulation @enicillium digitatum Le choix de ce dernier est di a
I'efficacité remarquable de I'huile essentielle fcroissance mycélienne de ce champignon.
Ainsi, on a jugé important de chercher son effet wu autre stade de développement du
champignon qui est la sporulation. Les fruits étd choisis de méme calibre et uniformes,
dépourvus des symptbmes de maladies et jamaiéstiaitr des pesticides. Les fruits ont été
trempés dans une solution d’eau de javel 10 % per@ianin, rincés trois fois avec de 'eau
de robinet et séchés a I'air libre. Des tests piékires ont été effectués pour déterminer les
conditions de travail et les concentrations aséili Les fruits ont été blessés a l'aide d’'une
aiguille stérile au niveau de quatre sites équatariéquidistants sur le fruit a une profondeur
de 2mm et une largeur de 4 mm. Une solution merétéapréparée pour avoir des
concentrations finales de 500, 1000 et 2000 ppithdée essentielle de la plante étudiée. 20
puL de chaque concentration de I'huile essentieigdadéposé dans chaque emplacement de la
blessure en utilisant I'eau distillée stérile pdes fruits témoins. Apres 30 mn, 20 uL de
suspension des spores Benicillium digitatum(10® spores nit) a été ajouté dans chaque

blessure. La concentration des spores a été dégenen utilisant une cellule de Thoma. Les



fruits ont été incubés a une température de 25°Qge 10 jours (10 répétitions par
traitement). Le nombre de sites inoculés a lésmiveest dénombré quotidiennement sur une

période de 10 jours et ceci a partir du troisieou d’'incubation.



C- RESULTATS ET DISCUSSIONS



C-1- PREMIERE PARTIE

Etude phytochimique d’Asteriscus
graveolens subsp. odorue Asteriscus

Imbricatus



CHAPITRE |

Screening phytochimique et caracterisation
spectroscopigue des extraits disteriscus
graveolens subsp. odorue Asteriscus

Imbricatus



I- Introduction

Dans le but de rechercher les difféerentes clasesssdbstances secondaires dans les
extraits dAsteriscus graveolens subsp. odoeti#steriscus imbricatysous avons effectué
un screening phytochimique par la mise en placen dansemble de réactions de
caractérisation de différents composés chimiquesvair : les flavonoides, les saponines, les

tanins, les alcaloides, les anthocyanes, les tegpéinles composés cyanogénétiques.

Le screening phytochimique a porté sur les feudleses fleurs des deux plantes afin
d’identifier le maximum de composés phénoliquesiisant le spectrophotomeétre UV ainsi

gue différentes techniques d’analyse.

De plus, une étude qualitative et quantitative y@ghes, anthocyanes et flavonoides
totaux) ayant pour but principal de définir lesdgmles polyphénols existant dans les feuilles

des deux plantes étudiées a été effectuée.

[I- Screening phytochimique des extraits des feuils et des fleurs

d’ Asteriscus graveolens subsp. odomisAsteriscus imbricatus
[I-1- Alcaloides :

+ Test d'lodoplatinate :
On note la présence des taches bleues apres pahli@nidu réactif lodoplatinate, ce qui
traduit la présence des alcaloidiesis les feuilles et les fleursAdteriscus graveolens subsp.

odoruset Asteriscus imbricatus
% Test de Mayer :

La présence de précipité blanc révele la préseesaldaloides dans les feuilles et les

fleurs des deux plantes.

+ Test de Dragendorff :
Apres pulvérisation de la plaque au réactif de Pralgrff et visualisation en lumiere
naturelle on a obtenu des taches marron orangéemfevuilles et les fleurs des deux plantes :

on confirme ainsi la présence des alcaloides.



Les résultats des trois tests confirment la préseles alcaloides dans les feuilles et

les fleurs dAsteriscus graveolens subsp. odoetidsteriscus imbricatus

I1-2- Coumarines :

< Premier test :

L'exposition du chromatogramme a la vapeur de I'amague et sa visualisation sous
UV nous a donné des taches fluorescentes violettieginatres qui sont caractéristiques de la
présence des coumarines chez les feuilles etdessftles deux plantes.

% Test confirmatif :

L'apparition de la fluorescence jaune sur le fiireuve que les feuilles et les fleurs des

deux plantes contiennent les coumarines.

[I-3- Saponines:

Au cours de I'expérience, on a mesuré la hauteundesse (Tableau 3) pour calculer
'indice de mousse (Tableau 4). Les résultats al#ent montré la présence des saponines
chez les fleurs &steriscus graveolens subsp. odoet#steriscus imbricatusEn outre, les

feuilles des deux plantes sont dépourvues des &N

Tableau 3 : Hauteur de la mousse pour les extdassfeuilles et des fleurs ABteriscus

graveolens subsp. odoresAsteriscus imbricatus

Hauteur de la mousse en (Cm)
Tubes Asteriscus graveolens subsp. odorus Asteriscus imbricatus
Fleurs Feuilles Fleurs Feuilles
Tube n° 1 0,6 0,5 0,7 0,6
Tube n° 2 0,5 1,2 0,5 0,6
Tube n° 3 0,7 1,2 0,7 0,9
Tube n° 4 0,6 1,6 1 1,8
Tube n° 5 0,7 1,9 0,9 1,6
Tube n° 6 1,2 1,8 1 2
Tube n° 7 0,8 1,6 1,3 2,2
Tube n° 8 0,4 1,3 1,2 2
Tube n° 9 0,8 2,1 0,7 2,4
Tube n° 10 0,2 1,3 2 2,3




L'indice de mousse est calculé a partir de la féersuivante :
I= Hauteur de mousse dans le §™tube x 10 / 0.09

Exemple de calcul :
Hauteur de mousse dans 18™tube des fleurs dsteriscus graveolens subsp. odorus
=0,8cm
I= 0,8 x 10/0,09 = 233,33
I= 88,88 <100 ) Absence des sapEs.

Tableau 4 : Indices de mousse sur les extraitéetddtes et des fleurs Asteriscus graveolens

subsp. odorust Asteriscus imbricatus

Parties des plantes étudiées Indices de mousse Rr&se/absence de
saponines

Feuilles dAsteriscus graveolens subsp. odorus 88,88 Absence

Fleurs dAsteriscus graveolens subsp. odorus 233,33 Présence

Feuilles dAsteriscus imbricatus 77,77 Absence

Fleurs dAsteriscus imbricatus 266,66 Présence

l1-4- Tanins :

Le test des tanins a montré la présence d’'uneat@arbrune verdatre, ce qui signifie
que les feuilles et les fleursAkteriscus graveolens subsp. odoaiAsteriscus imbricatus

contiennent les tanins catéchiques.

[I-5- Terpénes :

Apres pulvérisation de la plaque CCM au chlorurantimoine et chauffage a I'étuve
(110°C/10 min), on a obtenu une fluorescence blget donc on note la présence des

terpénes dans les feuilles et les fleurs des dizumtgs étudiées.

[I-6- Composés cyanogénétiques :

Pour ce test et en comparaison avec des extragsailees d’abricots qui sont de bons
témoins riches en composés cyanogénétiques, omstat® I'apparition d’'une coloration
rouge sur le papier filtre. Les parties des plaétesliéesse sont révelés contenir ce type de

composés avec des quantités variables selon l'ergaalysé.



[I-7- Quinones libres :

Le virage de la couleur au jaune de la phase aquewle la présence des quinones
libres dans les fleurs Asteriscus graveolens subsp. odoatAsteriscus imbricatusQuant

aux feuilles, les quinones libres ne sont pas titeaans les deux plantes (Tableau 5).

Tableau 5 : Récapitulatif des résultats des tstsaractérisation des quinones libres dans les
extraits des feuilles et des fleursAdteriscus graveolens subsp. odorets Asteriscus

Parties des plantes étudiées Couleur Présence/absence
des quinones
Feuille dAsteriscus graveolens subsp. odorusPhase aqueuse claire Absence
' Phase aqueuse qui vire ]
Fleur d’Asteriscus graveolens subsp. odorus _ Présence
au jaune
Feuille d’Asteriscus imbricatus Phase aqueuse claire Absence
' o Phase aqueuse qui vire ]
Fleur d'Asteriscus imbricatus _ Présence
au jaune
imbricatus.

lll- Dosage et caractérisation spectroscopique deffavonoides des extraits

des feuilles dAsteriscus graveolens subsp. odomtsAsteriscus imbricatus

llI-1- Dosage des flavonoides totaux, des aglyconggvoniques et des anthocyanes

Le dosage de différents composés phénoliques déke$edes deux plantes a révélé
une teneur importante en aglycones flavoniquesméstia 3,34 mg/g pouAsteriscus

graveolens subsp. odores a 2,75 mg/g pouksteriscus imbricatus

On note que les flavonoides sont abondants darextests des feuilles Asteriscus
imbricatusplus que chez celles Asteriscus graveolens subsp. odords outre, le taux des
flavonoides des deux plantes reste minime par rapa feuilles de I'arganier qui est riche
en flavonoides (Tahrouch, 2000), surtout la querediutilisees comme témoin). Quant aux

anthocyanes, elles présentent une trés faible tehea les deux plantes (Tableau 6).



Tableau 6 : Teneurs en flavonoides, en anthocyaines aglycones des extraits des feuilles

d’Asteriscus graveolens subsp. odogtidsteriscus imbricatus.

Teneur en mg/g

Asteriscus graveolens subsp. odorus  Asteriscuscaths

Aglycones 3,34 2,75
Anthocyanes 0,02 0,1
Flavonoides 1,62 2,05

llI-2- Fractionnement de I'extrait éthéré et caractérisation des acides phénols et des
flavonoides aglycones des feuilles Asteriscus graveolens subsp. odoresd’Asteriscus

imbricatus

L’étude qualitative a permis de caractériser lesggraux composes phénoliques des
feuilles dAsteriscus graveolens subsp. odoaigl’Asteriscus imbricatusUne diversité du
pool phénolique a été observée chez les deux plaeur cette raison, une étude
spectrophotométrique basée sur les caractéristigpestrales et chromatographigues a été
nécessaire pour l'identification des différentedénoles phénoliques. Deux grandes familles
des composés phénoliques ont été mises en évidéesecides phénols et les aglycones

flavoniques en utilisant les solvants : acide ac&ti2% et 60%.

Les analyses effectuées ont montré différentesdiaences sous UV correspondant a
des hétérosides flavoniques, entre autres lesrfesvet les acides phénols. En présence des
témoins on pourrait caractériser les fractions mie, et ce en comparant leur

comportements chromatographiques.

llI-2-1- Caractérisation des molécules majoritairesdes feuilles dAsteriscus graveolens

subsp. odorus
a- Groupe des acides phénols

Apres une premiére séparation par CCM de I'exéthiéré dans I'acide acétique a 2%,
les bandes ont été découpées et mises dans lenolétbaux composés ont été isolés B
B,). Une chromatographie bidimensionnelle a été rs@paspour la vérification de la pureté

des fractions.



Le premier composéBest incolore a I'ceil nu, 8e présente sur le chromatogramme
sous forme d’une tache bleue sous UV, d’'une coyéeure verdatre aprés pulvérisation par le
NEU, son Rf est de 0,30 et son spectre d’absorpt@niongueur d’'ondemax de : 234nm —
298nm — 325nm (Figure 28). D’apres la littératurebfeton etl., 1967; Voirin, 1983; Jay et
al., 1975 ; Idrissi-Hassani, 1985; Touati, 1985), desinées du composé Bont les mémes

que celle de I'acide caféique (Figure 29).
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Figure 28: Spectre d’absorption du composéid®lé de I'extrait dAsteriscus graveolens
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Figure 29 : Structure de I'acide caféique.

subsp. odorus.

Le deuxiéme composé.Bourrait étre un acide benzoique puisqu’il présdate
caractéristiques suivantes (Figure 30) :
- Incolore a I'ceil nu, de couleur jaune sous UV ehgclaire aprés la pulvérisation
par le réactif du NEU
-Rf=0,84
- Amax : 222nm — 279nm
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Figure 30 : Spectre d’absorption du composéilé de I'extrait dAsteriscus graveolens
subsp. odorus.



b- Groupe des aglycones flavoniques

Dans notre étude, la purification des aglyconegofteques sur papier Whatman n°1
en utilisant comme solvant de migration : l'acideéteque 60%nous a permis d’isoler
différentes molécules. Ainsi, en comparant leuréfédintes propriétés physiques et
spectroscopiques avec celles de la littératures mwans pu identifier trois flavondsa bande
B1 correspondrait a la névadensine (Figure 31) ameclongueur d’onde demax : 286nm-
328nm (Figure 32), incolore a I'ceil nu, de coulmauve sous UV et un Rf= 0,74. La bande
B2 correspondrait a la lutéoline (Figure 33) avee Uongueur d’onde deémax : 254nm-
267nm-347nm (Figure 34), incolore a I'eeil nu, delear brune foncée sous UV et un Rf=
0,59. Quant a la bande B3, il représenterait Irnéne (Figure 34) avec ummax : 274nm-
339nm (Figure 35), de couleur jaune claire a lwaikt brune sous UV et un Rf=0,69.

On note que les feuilles Alsteriscus graveolens subsp. odosst dépourvues des
proanthocyanes. Cela est confirmé par I'absenceette famille des composés secondaires
lors du dosage de cette plante par le spectroplatterV.

Figure 31 : Structure dévadensine.
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Figure 32 : Spectre d’absorption du composé Bledérait Asteriscus graveolens subsp. odorus
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Figure 33 : Structure Id&oline.
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Une CCM bidimensionnelle a montré que la bandedfancée migre en un seul spot : la

molécule est supposée étre pure.
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Figure 35 : Structure ditemétine.
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Figure 36 : Spectre d’absorption du composé B3ekérait d’Asteriscus graveolens subsp. odorus
Aprés une CCM bidimensionnelle on a trouvé quealade brune migre toute seule : la

molécule est supposée étre pure.



[lI-2-2- caractérisation des molécules majoritairesdes extraits des feuilles disteriscus

imbricatus

Il est important de noter qu’'une seule moléculeté identifiee pourAsteriscus
imbricatus (artemétine).Quant aux autres molécules, elles sont purifiéeseretcours
d’identification. Ainsi, nous avons obtenu 5 banakEs acides phénols et 3 bandes des
aglycones flavoniques avec ces caracteristiquasraitographiques (Rf, couleur a I'ceil nu et
couleur en utilisant 'UV). Ces caractéristiquestsarésentées dans les tableaux 7 et 8. Quant
a leurs spectres d’absorption, ils sont transféo&sannexes.

Tableau 7 :Caractéristigues chromatographiques de I'extrais deuilles dAsteriscus

imbricatusaprés migration dans I'acide acétique 2%.

Bandes Rf | Couleur & I'eeil nu|  Fluorescence sous v Longueur d'onde des
pics maxima en nm

B1 0,75 Jaune Jaune verdatre 291-342

B2 0,48 Incolore Verdatre claire 289-369

B3 0,42 Jaune Vert foncé 290-265

B4 0,37 Incolore Bleu a marron 293-429-485
B5 0,24 Jaune bleu 324-296-432

(artemétine)
Tableau 8 : Caractéristiques chromatographiquesl’aldrait des feuilles dAsteriscus

imbricatusapres migration dans I'acide acétique 60%.

Bandes | Longueur d’'onde
s Fluorescence sous . .
Rf Couleur a I'ceil nu UV des pics maxima
ennm
B1 0,53 Incolore Jaune a incolore 274-332
B2 0,45 Incolore Bleu 271-340
B3 0,69 Jaune clair Brune 275-338

On note la présence de l'artemétine dans les e&xtides feuilles dsteriscus
imbricatus (Figure 37), tout comme chez les extraits desllésud’Asteriscus graveolens
subsp. odorusCeci pourrait étre expliqué par le rapprochemenamique des deux plantes

constituant le genrasteriscus.
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Figure 37: Spectre d’absorption du composé B3aarhit d’Asteriscus imbricatus

V- Evaluation des potentialités des plantes étudés a la lumiere des

composes réveélés suite au screening et a la caraisi#tion phytochimique

Le screening phytochimique des feuillesAsteriscus graveolens subsp. odomus
montré la présence des alcaloides, des flavonoigsstanins catéchiques, des terpenes, des
coumarines et des composés cyanogéenétiques. Quarsaponines et les quinones libres, ils
sont absents dans les feuilles et se sont révglgesents dans les fleurs Adteriscus
graveolens subsp. odoresAsteriscus imbricatus.

Cette étude a été effectuée pour la premiére fions de prospecter les différents
métabolites secondaires existants chez ces deumeplalu Sud du Maroc. En effet, les
flavonoides jouent un réle important dans la cdiorades végétaux (Ribéreau-Gayon et
Reynaud, 1968). lls sont utilisés dans la chimiotemie végétale (Idrissi Hassani, 1985 ;
Swain, 1963 ; Alston et Turner, 1963 ; LebretonMineret, 1964). lls jouent le rdle des
marqueurs de la maturation des fruits (Macheixietrit, 1993). Les polyphénols ont aussi le
réle de la protection contre les agressions biesget abiotiques, de I'activité antifongique
(Swiader et Lamer-Zarawska, 1996), de l'activitéivarale (Ono etal.,, 1990 ; Ono et
Nakane, 1990), de l'activité anti-oxydante (De Wihat al., 1990 ; Oyama edl., 1994 ;
Wedworth et Lych, 1995 ; Morel ai., 1998 ; Miura etal., 1995, 1998 ; Duthie et Dobson,
1999) et de I'activité anti-inflammatoire (Hiermaatal., 1991, 1998).

Le groupe des acides phénols a un réle tres imptaditans la pigmentation des fleurs
et des fruits et la protection des plantes comsenkerbivores et les radiations UV. De plus, ce
sont des antihépatotoxiques, anti-allergiques oaptiants, anti-inflammatoires, anti-virales,
anti-tumorales, anticancéreuses et anti-spasmasli(@ege-Smith, 1954 ; Asad aL, 1998 ;

Di Carlo etal., 1999).



La présence des alcaloides peut expliquer desitéstiviologiques diverses (Milcent
et Chau, 2003). Quant aux terpénes, ils serventnmmrdes additifs dans les industries
alimentaires et cosmétiques (Tsao et Coats, 199pJusieurs d’entre eux possédent des
activités biologiques: antimicrobienne, insectigidamti-carcinogénique, anti-inflammatoire
(Murakami etal., 2004 ; Griffin etal., 1999), anesthésique et antihistaminique (des nebno
sesquiterpenes), diurétiqu@-€éudesmol) (Velickovic etal., 2003 ; Hsiou etal., 2000),
neuroprotectived-terpineney-terpinéne, et trans-caryophyllene) (Hyuraket2007).

On peut citer également les propriétés anti-tunesralt cytotoxiques des diterpénes
(taxol), et des activités anti-oxydantes attribusegout aux diterpenes phénoliques (Hill,
1993).

La présence des coumarines explique l'effet angiffue (Sardari etal., 1999),
antibactérien (Kwon edl., 1997, Kayser et Kolodziej, 1997), antiviral (Fullet al., 1994),
antimalarial (Yang eal., 1992), anti-inflammatoire (Chen at, 1995 ; Okada edl., 1995 ;
Lino et al., 1997 ; Hiermann et Schlantl, 1998 ; Garcia-argeeal., 2000), anti-tumoral
(Seliger, 1997 ; Kofinas edl., 1998 ; Fujioka etl., 1999) et anticoagulant (Egan &,
1990).

Cliniguement parlant, la lutéoline est reconnuer@aucapacité de stimuler certaines
hormones estrogenes (Zandadt, 2000), d’inhiber la croissance des cellules causes
(Matsukawa etl., 1993) et la tumorogénese (Elangovamlet1994) et également de piéger

I'action nocive des radicaux libre au niveau delM (Qiuyin etal., 1997).

La lutéoline est une substance antibactérienne rizapie (Askun et al., 2009) et elle
pourrait aussi étre responsables de I'effet antaxy (Vagi et Rapavi, 2005).

Dans d’autres études présentées par Lex. gt1995) et Materska edl., (2003), les
flavonoides extraites des fruits @apsicumsont constitués principalement de quercétine et
de lutéoline.

Quant a la névadensine, elle a été isolée pouelaipre fois a partir de I'espédea
ajugapar Farkas edl., (1966). Cette molécule a été aussi le sujet deigqalus études (Du et
Gao, 1992; Chidiak «il., 2007; Feresin al., 2003; Greenham etl., 2001; Barros-Filho et
al., 2007; Kukongviriyapan etl., 2007; Brahmachari ei., 2006).



La névadensine présente une large activité biolegign effet, elle a été connue par

son activité antioxydante (Ganapatyatt 2008),antitumorale (Chung et Geahlen, 1992),

anticancereuse, antiinflammatoif@eddy etal., 1991), Hypotensive (Sonet al., 1985) et

antimicrobienne (Brahmachari, 2008).

Une étude présentée par Bayewalkt (2002) a montré que l'artemétine, isolée de

Cordia curassavicgBoraginaceag et testée chez les souris males, presente unartenpe

activité antieodematogenique.

Les tableaux 9 et 10 récapitulent les résultatsralst aprés le screening phytochimique et

l'identification spectroscopique A5teriscus graveolens subsp. odore$ Asteriscus

imbricatus.

Tableau 9 : Différents groupes des métabolitesrakaioes existants chez les feuilles et les

fleurs d’Asteriscus graveolens subsp. odoetidsteriscus imbricatus.

Alcaloides| Coumarines Saponings Tanins Terpenes Composés | Quinones
catéchiques cyanogénétiques libres
Feuilles +
d’Asteriscus + + - + + -
graveolens subsp.
odorus
Fleurs dAsteriscus +
graveolens subsp. t + + + + +
odorus
Feuilles + +
d’Asteriscus + + - + -
imbricatus
Fleurs dAsteriscus + + + + + + +
imbricatus
+ : Présence ; - : Absence




Tableau 10 : Récapitulation des comportements gpEactpiques des molécules identifiées
des feuilles dAsteriscus graveolens subsp. odorus.

Classe des . Lumiére | Fluorescence Couleure PicsA max
polyphénols Molecules RI naturelle| sous UV aprés NEU (nm)
ACldeS Acide caféique 0,30 Incolore Bleue Jaupe 234-298-325
phénols verdatre
Acide benzoique 0,84 Incolore Jaune Jaune claire 22-279
Flavone 5,7-dihyfjroxy-6,8,4‘- Jaupe
méthoxy 0,74 | Incolore Mauve verdatre 286-328

Névadensine

Flavone Ttr-5,7,3',4"-hydroxy- Incolore Jaune
3',4',5'-méthoxy 0,59 Brune 254-267-349
Lutéoline
5-hydroxy-3,3',4',6,7- . Jaune claire
Flavone pentamethoxy 0,69 jaune Brune 274-339
o clair
Artemétine

V- Conclusion

Malgré l'importance biologique et médicinaleAdteriscus graveolens subsp. odorus
et Asteriscus imbricatysces espéces n'‘ont auparavant été étudiées qumoidu de vue
botanique et écologique. Pourtant, la présenteeéudémontré la grande richesse de la plante

en polyphénols, produits naturels a intérét comalilé dans le domaine pharmacologique.

Ce travail apporte, donc, une contribution phytothue a la connaissance
d’Asteriscus graveolens subsp. odortsAsteriscus imbricatugt permet ainsi, de mieux
comprendre les propriétés pharmacodynamiques deaitexde deux plantes précitées. I
serait, donc, trés intéressant d’exploiter cestpkapour la recherche de leurs principes actifs,

responsables de leurs propriétés pharmacologiques.

Le screening phytochimique a montré la présencealdadoides, des coumarines, des
tanins, des terpénes et des composeés cyanogenretiflueutre, les saponines et les quinones
libres sont présentes chez les fleurs des deuxeslatudiées et absentes chez les feuilles de

ces deux plantes.

Quant a I'éetude spectrophotometrique de la fracttinérée, elle nous a permis
d’identifier les différents composés phytochimiquassavoir: un acide phénol (acide
caféique), un acide benzoique et trois flavonesaaeénsine, lutéoline et artemétine) chez les
feuilles d’Asteriscus graveolens subsp. odorus



Il est important de noter qu'on a identifié la nole d'artemétine chez les feuilles

d’Asteriscus imbricatust que le reste des molécules est en cours difidation.



CHAPITRE Il

Composition chimigue des huiles
essentielles dAsteriscus graveolens subsp.

odoruset Asteriscus imbricatus



I- Introduction

La valorisation des huiles essentielles, considéogenme des ressources naturelles
importantes, peut avoir des retombées économicuesidérables pour notre pays. En effet,
différentes plantes contiennent des huiles esdiestieomposées de molécules ayant des

activités biologiques et ayant de fortes valeuositgées.

Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huilessentielles, dont 300 environ
sont réellement commercialisées, destinées prileecigt a I'industrie des arbmes et des

parfums (Essawi et Srour, 2000).

Ce chapitre résume I'étude qualitative et quaniiatdes huiles essentielles
d’Asteriscus graveolens subsp. odorisAsteriscusimbricatus En effet, une analyse par
chromatographie phase gazeuse couplée a la spéttimrmde masse (CPG-MS) a été faite
pour la premiére fois sur les huiles essentiellesab deux plantes dans le but de déterminer
la nature et les quantités des composeés.

lI- Etude de la la cinétiqgue d’extraction et de lacomposition chimique de

I’huile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorus

lI-1- Cinétique de I'extraction de I'huile essentidle par hydrodistillation

Apres hydrodistillation de I'huile essentielleAdteriscus graveolens subsp. odogus
I'aide du clevenger, le rendement d’extractionaleartie aérienne a été estimé a 0,3 mL pour
100 g du matériel végétal. L’'huile essentielle @dtec plante présente une couleur jaune

verdatre et une odeur agréable et forte.

Dans un premier temps et dans le but d’optimisdulge d’extraction, nous avons étudié
la cinétique du rendement en huile essentiellergpport a la matiére seche. La figure 38
montre que le rendement d’extraction augmente pssjvement jusqu’'a 4 heures pour
atteindre un plateau. Le temps optimum de cetteduaystillation est d’environ 4 heures.
Ainsi, nous proposons de fixer la durée d’hydroliiéton d’Asteriscus graveolens subsp.
odorusa 4 heures.
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Figure 38 : Cinétique de l'extraction par hydratl&ton de I'huile essentielle &steriscus
graveolens subsp. odorus.

lI-2- Analyse chimique de I'huile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorus

L’analyse de la composition chimique de I'huile exgtelle dAsteriscus graveolens
subsp. odorus été réalisée pour la premiére fois en utilidanthromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. &wtgse a révélé la présence de 28
composés chimiques, soit 69,14% de la compositidmique totale de I'huile essentielle de
cette plante (Tableau 11)



Tableau 11 : Composition chimique de I'huile eswdliet de la partie aérienne Abteriscus

graveolens subsp. odorus

Composés RT RI Pourcentage (%)
a-pinéne 939 7.04 4.22
Camphene 954 7.60 0.03
Sabinene 975 8.65 tr
B-Pinene 979 8.69 0.03
6-Methyl-5-Hepten-2-One 979 9.36 0.03
Myrcene 991 9.51 0.11
p-Cymene 1025 11.04 0.04
Limonene 1029 11.23 0.02
1,8-Cineole 1031 11.33 0.02
Benzenacetaldehyde 1042 12.01 0.04
a-Camphenol 1122 15.99 0.04
Trans-Verbenol 1145 16.88 0.09
Myrtenol 1196 19.39 0.30
trans-Chrysanthenyl acetatg 1238 22.52 2.00
Myrtenylacetate 1327 2541 2.54
B-Caryophyllene 1419 29.37 0.25
a-lonone 1428 30.27 0.06
a-Humulene 1452 30.86 2.41
allo-aromadendrene 1460 31.11 0.14
dehydro-aromadendrane 1462 31.26 0.03
y-Cadinene 1514 33.30 0.35
5-Cadinene 1523 33.69 0.40
6-oxocyclonerolidol - 35.91 30.72
Humulene epoxyde Il 1604 37.15 3.50
epia-Cadinol - 38.40 14.50
a-Bisabolone oxide - 41.14 3.56
Zerumbone - 41.58 0.21
Bisabolone 1742 42.21 3.50
Total 69.14

tr : trace <0.01. Rl : Indices de Rétention. RT: Tenp&Rétention

Les sesquiterpénes de I'huile essentielfestriscus graveolens subsp. odosessont
révélés tres abondants, soit 59,63% du total desposés identifiés de l'huile. Le 6-
oxocyclonerolidol et Epra-cadinol constituent les composés majoritaires dheiilé
essentielle de cette plante, soient respectivendmnt 30,72% et 14,50%. D’autres
sesquiterpenes sont considérés comme des produitsitaires : bisaboloney-bisabolone
oxide, humulene epoxyde Il et-humulene, représentant respectivement 3,50%, 3,56%
3,50% et 2,41%Quant aux monoterpénes, ils ne représentent que&®dont 7,42% de
monoterpéenes hydrocarbures et 2,09% de monotermxyggnésL’ a-pineneest considéré
comme le produit majoritaire des monoterpénes 4)22 e myrtenylacetate et le trans-
chrysanthényle acétate présentent des quantitésledaide monoterpénes, soient

respectivement 2,54% et 2%.



Le 6-oxocyclonerolidol est aussi présent cAsteriscus graveolersvec une quantité
importante estimée a 66,7% de la quantité totakkhdée essentielle de cette plante (Znini et
al., 2011). Quant a Jakupovic &t, (1987), ils ont identifié le méme composé par Rbhéz

Asteriscus sericeus

L’ a-pinéne est le produit majoritaire de I'huile edsdle de plusieurs plantes
comme :Cinnamomum brenes#t Cinnamomum costaricanu(aoit respectivement de 14,7%
et 8,7%), Pleurothyrium palmanum(39,7%), les feuilles et les racinesEdpeletiopsis
angustifolia (soient respectivement de 29,9% et 27,9%) (Mectial.e 2007), Cupressus
dupreziana(11,2%) (Ramdani el., 2011) etFerulago Bernardii(17%) (Khalighi-Sigaroudi
etal., 2005).

Des quantités similaires dexfhumulene ont été retrouvées dans I'huile esséntiel
la planteEugenia sp. noW2%) (Stokes edl., 2007) et dans les feuilles &emodia maritima
(2,1%) (Arriaga efal., 2007). Quant aux huiles de feuilles Barsera simarubaHumulus
lupulus et Humulus lupulus, I'a-humulene a été trouvé comme un produit majoritaire
représantant respectivement 13,25%, 22,7%, et 1{4eestre eal., 2007, Nance et Setzer,
2011).

Il est important de noter que I'humulene epoxyda été observé des doses difféerentes
chez les huiles essentielles des plantéspris heteropyllg1,6%),0cimum basicum L. cv.
(1,8%), Valeriana alliariifolia (3,6%), Humulus lupulusHallertauer (4%) et Perovskia
scrophulariifolia (7,9%) (Ngassoum etl., 2007, Sajjadi, 2006, Bardakci &t, 2011, Nance
et Setzer, 2011 et Nuriddinovadt, 1997).

La présence de I'epi-cadinol a été notée chez les huiles de plusiclarstgs telles
gueOcimum basilicuni.. cv. Purple (5,9%)Anacardium occidentalk. (4,7%),Uvaria ovate
(13,2%), Angelica urumiensig5,76%) (Sajjadi, 2006, Kossouohadt, 2008, Muriel etal.,
2011. Mohammadi edl., 2010).

Contrairement a I'huile essentielle Adteriscus graveolens subsp. odomisi ne
représente que 3,56% de-bisabolone oxide, la plant&hamomilla recutitaprésente une

guantité élevée de la composition totale de I'hagdémée a 13,9% (Raalat, 2011).

Dans d’autres études de recherche, le trans-chihesayle acétate a été noté abondant

chez l'huile essentielle Artemisia sagebrust{12,76%), deChrysanthemum coronarium



(13,2%) et deTanacetum partheniurt®22,1%) (Nezhadali et Parsa 2010, Bastalet2007,
Polatoglu etl., 2010).

[ll- Etude de la cinétique d’extraction et de la canposition chimique de

I'huile essentielle dAsteriscus imbricatus

llI-1- Cinétique de I'extraction de I'huile essentille par hydrodistillation

Le rendement de [l'huile essentielle Adteriscus imbricatus, apres une
hydrodistillation a I'aide du clevenger, a été mgtia 0,16 ml pour 100 g du matériel végétal.
Ce rendement, qui dépend de nombreux facteurs e(stdel croissance, conditions
pédoclimatiques, technique d’extraction, etc.) patiétre nettement supérieur chez d’autres

Astéracéesdes Anthémidées comme I’Armoise (Sefidkon, 2001).

La cinétigue du rendement en huile essentiellerdufeheures d’extraction a montré
gue le temps optimum de I'hydrodistillation durdetjuel la vitesse d’extraction augmente
progressivement pour atteindre un plateau est d@m® heures. L’augmentation de la durée
d’extraction peut engendrer des pertes de comppsé&ont sensibles a la température (Morin
et al., 1985). Pour cela nous avons jugé important dérenén a I'hydrodistillation de
I'appareil végétatif dAsteriscus imbricatua la fin de la 8" heure (Figure 39).
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Figure 39 : Cinétique de l'extraction par hydratl&ton de I'huile essentielle &steriscus

imbricatus.

[1I-2- Analyse chimique de I'huile essentielle dAsteriscus imbricatus
L’huile essentielle dAsteriscus imbricatugst de couleur jaune claire. L'analyse de

cette huile par GC/MS a révélé la présence de Biposés, soient 59,82% de la composition



chimique totale de I'huile essentielle. 24 de caposés sont des hydrocarbures et 27 sont
des composés oxygénés. On note la présence dastprowjoritaires et d’autres en petites
guantités. Le thymol isobutyrate et le 2,5-dimetfpata cymeéne sont les composés les plus
dominants dans cette huile, représentant respauive(18,32%) et (16,21%). d-pinéne et

le cis-chrysanthenyle acétate présentent des gemntiodérées estimées respectivement a
8,22% et 5,53%. D’autres composés en faibles gqéantint été révélés tels que I'épi-
cadinol (2,53%), lk-cadinol (1,54%) et §-cadinéne (1,20%) (Tableau 12).

Il est important de noter que la fraction monotargée s’est révelée présente en
grande quantité (75%). Le thymol isobutyrate, le-airysanthenyle acétate et le 2,5-
diméthoxy-p-cymeéne sont les composés les plus amsaddes monoterpenes oxygeénés,
soient respectivement 18,32%, 8,22% et 16,21%. Qauanmonoterpéenes hydrocarbures (
pinene 5,53%), ils ne représentent que 0,02% 24, DBailleurs, Hatanaka &tl., (1987) ont
montré que les constituants principales des hades des monoterpénes et des sesquiterpénes
de formule générale (Eg)n.

20 sesquiterpénes ont été identifiés et représquaéd’épia-cadinol (2,53%)06-
cadinéne (1,20%), d-cadinol (1,54%). Les sesquiterpénes représentest que 1% de la
guantité totale de I'huile essentielle. On notesals présence de 12 composeés oxygenes

représentant 35% du total de I'huile.

D’aprés I'étude présentée par Cheritiakt (2007), il est important de noter que les
huiles essentielles des deux espéasteriscusimbricatus et Asteriscus graveolens subsp.
Stenophyllusappartenant au genfesteriscuscontiennent des composés similaires, a savoir

I’ a-pinéne le chrysanthenyle acétate, le cadinol efdinene

Il est important de noter que le cis-chrysantheradétate a été trouvé en grande
guantité chez plusieurs plantes. En effet, I'nwekesentielle dAnthriscus cerefolium var.
trichocarpaprésente plus que 74% de la quantité totale déd’l{Chizzola, 2011). Les huiles
essentielles drtemisia absinthiumet de Stachys piliferaprésentent aussi des quantités
élevées estimées respectivement de 17,6% et 2le88&admposition totale des huiles de ces
plantes (Sharopov, 2011, Javidnia &it, 2006). Quant a I'huile de Chrysanthemum

coronaium, elle ne dépasse pas 9,9% (Bastd.e2007).



Tableau 12 : Composition chimique de I'huile eswdlet de la partie aérienne Abteriscus

imbricatus.

Composés Kl Pourcentage (%)
a-pinéne 939 5,53
Camphene 954 0,13
Benzaldehyde 960 0,02
Verbenene 968 0,04
Sabinene 977 0,05
B-Pinene 980 0,16
B-Myrcene 992 0,06
a-Phellandrene 1006 0,05
A>-Carene 1010 0,04
a-Terpinene 1019 0,02
Limonene 1032 0,02
y-Terpinene 1063 0,02
Linalol 1100 0,02
Nonanol 1102 0,02
cis-p—Meth-2-en-1-ol 1124 0,12
a-Campholenal 1128 0,02
transPinocarveol 1140 0,02
cisVerbenol 1142 0,09
p-Menth-1,5-dien-8-ol 1170 0,12
Terpinen-4-ol 1177 0,02
a-Terpineol 1192 0,02
Thymol, methyl ether 1235 0,90
Carvotanacetone 1247 0,12
cis-Chrysanthenyl acetate 1265 8,22
Bornyl acetate 1289 0,35
Thymol 1290 0,08
Carvacrol 1302 0,02
a-Copaene 1380 0,08
-Bourbonene 1388 0,02
Methyl eugenol 1404 0,02
B-Caryophyllene 1419 0,17
2,5-dimethoxyp-Cymene 1427 16,21
cis-Muurola-3,5-diene 1452 0,10
9-epif3-Caryophyllene 1466 0,11
cisMuurola-4(14), 5-diene 1467 0,18
trans-Cadina-1(6), 4-diene 1477 0,16
y-Muurolene 1481 0,11
Germacrene D 1486 0,38
Thymol isobutyrate 1492 18,32
epiCubenol 1495 0,43
a-Muurolene 1500 0,77
a-Cubenol 1515 0,02
d-Cadinene 1525 1,20
a-Cadinene 1539 0,10
a-Calacorene 1546 0,08
Nerolidol 1566 0,08
ar-Tumerol 1583 0,42
epia-cadinol 1644 2,53
a-Muurolol 1648 0,40
a-cadinol 1654 1,54
Manoyl oxide 1998 0,11
Total 59,82

Kl : Les indices de Kovats calculés par rapport@28 n-alcanes sur la colonne HP OV-17



IV- Comparaison de la cinétique d’extraction et dda composition chimique
des huiles essentielles Asteriscus graveolens subsp. odores Asteriscus

imbricatus

IV-1- Comparaison de la cinétique d’extraction deswuiles essentielles

Le rendement de I'huile essentielleAdteriscus graveolens subsp. odoassimé de
0,3 ml pour 100 g du matériel végétal est relateetrplus important que le rendement de
I'huile essentielle dAsteriscusmbricatusestimé de 0,16 ml pour 100 g du matériel végétal
(Figure 39).

L’étude de la cinétiqgue du rendement en huile essdknapres une hydrodistillation a
montré que le temps d’extractionAdteriscus imbricatugst plus long (5 heures) que celui

d’Asteriscus graveolens subsp. odofiheures) durant 7 heures d’extraction (Figune 40
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Figure 40 : Cinétique de I'extraction par hydrataton des huiles essentiellesAdteriscus

graveolens subsp. odoresAsteriscus imbricatus.

IV-2- Comparaison de la composition chimique des hies essentielles @steriscus

graveolens subsp. odort Asteriscus imbricatus

En comparant la composition chimique des huilesrgsdles dAsteriscus graveolens
subsp. odoru®t Asteriscusmbricatus,on constate une différence aussi bien dans laeatur

gue la teneur des composés des huiles essentielafeux plantes.



En outre, le pool chimique de I'huile essentiell@steriscusimbricatus est tres
diversifié et présente un grand nombre de compok#éniques estimé a 51 quoiqu’il ne
représente que 59,82% du total de I'huile. Quanfpaol chimique de I'huile essentielle
d’Asteriscus graveolens subsp. odomus, représente 69,14% du total de 'huile, il menpte
seulement que 21 composés chimiques. En outradégbrésentée par Cheritiadt, (2007) a
montré que le pool chimique de [I'huile essentiel&Asteriscus graveolens subsp.
Stenophylluseprésente 97,3% du total de I'huile, et ne compt43 composés chimiques.

Le rapprochement botanique des deux esplstsiscus graveolens subsp. odoetis
Asteriscusmbricatusappartenant au genfsteriscuspeut expliquer la présence de certains
composés communs dans les deux huiles essentigtiesffet,le camphene, le myrcene, le
limonene, le verbenol, |IB-caryophyllene et le cadinene sont présents dansgldax huiles
essentielles, mais ils ne représentent qu'une dadliise de la quantité totale des huiles
essentielles. Quant I'huile essentielldsteriscus graveolens subsp. odorelte contiennent
presque la méme quantité deu-pinéne, que celle Asteriscus imbricatus (estimé
respectivement a 4,22% et 5,53%h outre, il est important de noter que I'huilsatielle
d’Asteriscus graveolens subsp. odoass plus riche en epi-cadinol que I'huile essentielle

d’Asteriscusmbricatus,soient respectivement des teneurs de 14,5% e¥2,35

La comparaison entre les huiles essentielles dag giantes a montré que celle
d’Asteriscusmbricatuscontient des quantités élevées et tres différatganonoterpenes, soit
de 75%, contrairement aux monoterpénes des huikstatiscus graveolens subsp. odorus
gui ne dépassent pas 9,51%. Quant aux sesquitst@Esieriscus graveolens subsp. odorus
en est riche, soit de 59,63%, contrairemetséeriscusmbricatusqui n’en représente que

1% de la quantité totale de I'huile essentielle.

De grandes quantités de monoterpénes et de sepguiks oxygenés ont été trouvees
dans la plantésteriscus graveolens subsp. stenophyBognt respectivement &s8,70% et
21,4% Cheriti etl., (2007).

La composition chimique totale des huiles essdesietécupérées présente une
différence, aussi bien quantitative que qualitatigatre les deux plantestudiées. Cette
différence peut étre expliquée par plusieurs phé&mas physico-chimiques et facteurs

altérant les huiles essentielles a savoir :



» La matiere chimique présente dans le végétal Talijdt de réactions chimiques
diverses : hydrolyses, déprotonations, hydratatiehscyclisations pouvant étre
catalysées par des métaux présents a |'état dest@dans la plante, provoquant des
transformations chimiques des constituants (Koed®82) ;

> L’hydrolyse d’esters est souvent la premiere réactqui se produit durant le
chauffage du végétal. Elle conduit a la formati¢ercidies organiques, qui a leur tour
catalysent les réactions de cyclisation et de dfsitgtion. La dégradation du
sabinene donne un exemple des transformations qirmide I'huile essentielle lors
de I'hydrodistillation (Koedam «dl., 1980) ;

> Les traitements survenus avant ou pendant I'hydtitldiion (broyage, dilacération,
dégradation chimique, pression, agitation) congitiLa la variation du rendement et

de la qualité de I'huile essentielle.

Les étapes successives conduisant a lisolememedessence et les diverses
transformations susceptibles de 'accompagnenagkiisent par la modification de la teneur
en certains constituants ou par la formation deveaux composés, d'ou une grande
variabilité de sa composition. De profondes modifmns de I'huile essentielle peuvent
intervenir lors de I'exploitation des végétaux dspeur collecte jusqu’a leur transformation

industrielle.

V- Conclusion

Dans le présent travail, nous avons effectué unéeéjuantitative et qualitative des
huiles essentielles Asteriscus graveolens subsp. odomisAsteriscusimbricatus L'étude
guantitative a montré que I'huile essentielleAsteriscus imbricatugprésente un faible
rendement estimé de 0,16 ml pour 100 g du mategigétal. Quant Asteriscus graveolens
subsp. odorus,le rendement est relativement plus important giseiilé d’Asteriscus
imbricatus, soit de 0,3 ml pour 100 g du matériel végésahsi, I'extraction de I'appareil
végétatif dAsteriscus imbricatusdemande 5 heures d’hydrodistillation contrairemant

Asteriscus graveolens subsp. odogus nécessite uniquement 4 heures.

Cette étude a révélé la présence des produits itaies et d’autres en faibles
guantités des huiles essentielles des deux platetiées. En effet, I'huile A'steriscus
imbricatusprésente une grande quantité de thymol isobutgtadie 2,5-dimethoxp-cymene

estimeés respectivement de 18,32% et de 16,21espibene et le cis-chrysanthenyle acétate



présentent des quantités modérées, soient respmetnt de 8,22% et 5,53%. Quant a
Asteriscus graveolens subsp. odoresg-oxocyclonerolidol et €pra-cadinol constituent les
composés majoritaires de I'huile essentielle deegatante, soient respectivement de 30,72%
et 14,50%. Les composeés : bisabolondjisabolone oxide, humulene epoxyde Il cet
humulene, présentent une quantité modérée estespeativement a 3,50%, 3,56%, 3,50% et
2,41%. L’ a-pinéne le myrtenylacetate et le trans-chrysanthenyle adeéprésentent les

monoterpénes majoritaires de cette huile, soiaueastivement 4,22%, 2,54% et 2%.

L’exploitation des résultats phytochimiques a éef dans le but de valoriser les
huiles essentielles Asteriscus graveolens subsp. odoetidsteriscusmbricatuspar le biais
de l'activité antifongique contre quelgues champimggqui attaquent les fruits et légumes en
post-récolte. En effet, I'identification de la coasgition chimique de ces huiles essentielles,
est considérée comme une étape préliminaire espgedsable pour dévoiler les matieres

actives pouvant contribuer a expliquer leur effdgtfangique.



CHAPITRE Il

Extraction, separation, purification et
identification des lactones
sesquiterpenigues majoritaires

d’ Asteriscus graveolens subsp. odorus



I- Introduction

De nos jours, les produits naturels sont une soump®rtante pour la recherche de
nouveaux composés actifs contre de nombreuses iemlddutilisation thérapeutique des
plantes est partie intégrante des traditions deesdes cultures. La valorisation médicinale de

ces pratiques passe notamment par I'isolemendentification de nouvelles molécules.

Ce travail est une contribution dans la recherchepdncipes actifs dsteriscus
graveolens subsp. odorydante médicinale endémique du Sud du Maroc.

L’objectif principal de cette étude est I'extractjola séparation, la purification et
I'identification par les différentes méthodes spastopiques, de la structure chimique des

lactones sesquiterpéniques majoritairessteriscus graveolens subsp. odorus.

[I- Identification des lactones sesquiterpeniques ajoritaires d’ Asteriscus

graveolens subsp. odorus

En utilisant les solvants hexane-acétate d'éth@echromatographie sur colonne
ouvert de silice a fourni quatre fractions impotéa les différents composés obtenus ont été
séparés en utilisant des solvants appropriés. féf) &f composé C1 et C3b ont été obtenus en
séparant la fraction 1 [GEI/EtOAc (9:1)]. La fraction 2 a donné les compos@set C3a
[Ether de pétrole/RO (3:2)]. Quant a la fraction 3, elle a donné lemposé C3c
[Hexane/E4O (1:1)]. Enfin, la fraction 4 a été la source cdamposé C3d [CKCI./EtOAC
(4.95:0.05)].

Dans la présente étude, nous rapportons l'isolerdamie nouvelle molécule de
lactone sesquiterpeneAsteriscus graveolens subsp. odongnmeée naupliolide (C1), ainsi
gue plusieurs composés connus tels que le 6,7t8tk@lehydroasteriscanolide (C2) et les
asteriscunolides (C3a, C3b, C3c et C3d) (Figurg8ain Feliciano atl., 1985a, EI-Dahmy et
al., 1985).

[I-1- Identification du nouveau composé C1

Les différentes étapes d’identification du nouveamposé C1 sont les suivantes :



Le composé C1 se présente sous forme de poudrehkelamorphe. Il a un pouvoir
rotatoire pi]p= +80 (c=0.11 ; CHG). La formule moléculaire de ce composé a éte nhinere
comme GsH1503 par HREIMS, m/z 246,13 indiquant 7 degrés d'insattans. Le spectre
infrarouge a montré une bande d'absorption & 1768 correspondant & la bande
d’absorption du groupement carbonyle (C=0) du sjte}-lactone et une deuxiéme bande

d’absorption 1660 crhcorrespondant au groupe cétorm,@ insaturés.

Le spectréC RMN (Tableau 13) du composé C1 montre la présdeck5 signaux,
dont chacune représente le signal de résonance aditbone. La présence d’'une double
liaison trisubstituée qui peut étre établie parxcaul36,2 ppm (singulet) et 138,7 ppm
(doublet).

Les signaux restants, présentent une multiplicitbrespondante a deux GHrois
CH,, cinq CH et un carbone quaternaire. Leur valeu$ dst caractéristique du carboné sp
non fonctionnalisé. Ainsi, le composé 1 contienfoBctions insaturées et posséde quatre

cycles dans sa structure.

Le spectréH RMN présente des signaux : a 6,34 ppm (1H, dd®.9, 7.7, et 1.3 Hz)
caractéristique d’'une double liaison trisubstitaéajuguée par le groupe cétone, a 1,84 ppm

(3H, s) et 1,34 ppm (3H, s) caractéristiques dx dgaupements méthyle.

Tableau 13 : Spectrésl RMN et**C RMN DEPT du composé C1 (CDLCTMS).

No. OH dc DEPT
la 4.66 (1H, d,J= 4.2 Hz) 87.7 CH

2 2.59 (1H, dddj = 9.9, 6.7, 4.2 Hz) 45.2 CH
3o 2.94 (1H, dddJ = 6.6, 6.4, 4.2 Hz) 47.9 CH
40, 1.79 (1H, dddd) = 15.0, 10.3, 6.2, 6.2 Hz) 23.9 CHR
4B 2.39 (1H, dddd) = 15.0, 9.0, 4.0, 1.3 Hz)

Sa 2.30 (1H, dddd] = 15.5, 9.0, 8.9, 6.2 Hz) 30.8 CH2
56 2.54 (1H, ddddq] = 15.5, 10.2, 7.5, 1.3, 1.3 H2)

6 6.34 (1H, dddddl = 8.9, 7.7, 1.3 Hz) 129.7 CH
7 - 138.4 C

8 - 198.7 C

B 3.66 (1H, ddj = 9.9, 4.2 Hz) 135.0 C
108 1.61 (1H, dddJ = 8.1, 4.0, 4.0 Hz) 150.9 CH
11 - 49.1 C

12 - 176.9 C

13 1.84 (3H, sa) 26.7 GH
14o, 0.57 (1H, ddJ = 6.0, 4.0 Hz) 20.7 CH
148 0.64 (1H, ddj = 7.9, 6.0 Hz)

15 1.34 (3H, s) 22.6 GH




Par ailleurs, un signal a 4,66 ppm (1H. d. J=4,2 &lété attribué a un proton lié a un
carbone oxygéné. D’autres signaux a savoir 0,57 gy dd, J =6.0 et 8.0 Hz), 0,64 ppm
(1H, dd, J =6.0 et 4.0 Hz), et 1,61 ppm (1H, ddd8.2 et 4.0 Hz) ont été attribués a un cycle
cyclopropane. L'interprétation des signaux restanété faite a I'aide de 2D-RMN, HSQC et
'H-'HCOSY permettant d’établir la structure partielle @1. Tous les protons sont liés avec

une corrélation directe & I’exception de groupermeéthyle a 1,34 ppm dafid RMN.

Les corrélations HMBC (Figure 41) permettent dengoe le composé C1 au
groupement méthyle et de déterminer les liaisotie da reste des fragments structuraux de

ce composé. Ainsi, la structure carbonatée du cegnd a été établie.

La stéréochimie de la double liaison a été détekmpar la corrélation NOE observée
pour H et Me-G en spectre 1D-NOESY. La configuration relative si@ carbones
stériogéniques ont également été établies par déetrgp 1D-NOESY (Figure 42) ety
Ho=9.9Hz, confirmant qu’il N’y a pas de relation entres protons. En outre, les corrélations
NOE observées poursBHy et Hi3Hg sont en accord avec la conformation bateau potaida
cyclooctene. Ainsi, la caractérisation structurdle composé C1 a montré que c’est un

nouveau squelette tetracycliqgue sesquiterpénigoeméonaupliolide (Figure 43).

C1
Figure 41 : Structure partielle et les corrélatieiBC du composé C1



Figure 43 : Structure de naupliolide : 14,15-dinyeth13-dioxotricyclic[6.4.0.8"Ydodeca-
12,13-olide.

[I-2- Identification du composé C2

Le produit C2 (Figure 43) est un composé solide aeas cristaux blancs. Il présente
un pouvoir rotatoired]p= +30 (c=0.16 ; CHG). Le spectre de masse de ce produit montre

un pic ioniqgue m/z = 246,12 compatible avec la falerbrute GsH150s.

Le spectre infrarouge a montré une bande d’absworpdi 1780 cifl indiquant la
présence du groupement carbonyle (C=0) du squejdtetone. Une deuxieme bande
d'absorption & 1665 cihcorrespondante au groupement cétone,Binsaturés a été

observée.

Le spectre’®C RMN (Tableau 14) du composé C2 étale 15 raiest d¢bacune
représente le signal de résonance d’'un carbonecdraestéristiques de ce spectre montrent la

présence de deux doubles liaisons trisubstituae®ffiet, la premiere est constituée de deux



carbones établis respectivement a 138,7 ppm (ddiB&1 ppm. Quant a la deuxieme, elle

est constituée de deux carbones établis respeaived?28,4 ppm (dd) et 51,9 ppm.

Les signaux restants, présentent une multiplicitérespondante a trois GHdeux
CH,, trois CH et un carbone quaternaire. Leur valeu$ @st caractéristique du carboné sp
non fonctionnalisé. Ainsi, le composé C2 contienfodctions insaturées et posséde trois
cycles dans sa structure.
Tableau 14 : Spectrésl RMN et**C RMN DEPT du composé C2 (CDLCTMS).

No. OH dc DEPT
1 4.55 (1H, ddJ=5.5, 1.5 Hz) 98.1 CH
2 4.04 (1H, ddd) =9, 5.5, 1.5 Hz) 42.0 CH
3 2.72 (1H, ddd) = 12, 5.2 9Hz) 43.4 CH
40, 2.30 (1H, dddJ =12, 5.2 Hz) 23.0 GH
4B 1.65 (1H, dddJ = 12 Hz)

Sa 2.21 (1H, mJ=4,1, 20, 12 Hz) 25.3 £H
56 2.63 (1H, br dJ = 4, 1, 20 Hz)

6 5.76 (LH, ddq) = 4, 1 Hz) 138.7 CH
7 - 136.1 C

8 - 203.8 C

9 - 51.9 C

10 6.51 (1H, dd)= 1.5 Hz) 28.4 CH
11 - 25.3 C
12 - 177.0 C
13 1.83 (3H, ddd] = 1, Hz) 21.0 GH
14 1.10 (3H, s) 13.2 CH
15 1.23 (3H, ) 16.1 GH

Le spectreéH RMN présente des signaux & 5,76 ppm (1H, ddg4, 1 Hz) et 6,51
ppm (1H, ddJ = 1.5 Hz). Chaque signal est caractéristique ddmeble liaison trisubstituée
conjuguée par le groupement cétone. Des signaugGpbm (3H, s), 1,23 ppm (3H, s) et
1,83 ppm (3H, ddd] =1, Hz) ont été observés, indiquant trois groupamaréthyle. Quant
au signal 4,55 ppm (1H, dds5.5, 1.5 Hz), il a été attribué a un proton li@racarbone

OXygene.

Figure 44 : Structure de 6,7,9,10-tetradehydrosstanolide.



[1-3- Identification des asteriscunolides 3a, 3b,8et 3d

Dans notre étude, nous avons déterminé la stryctiareconfiguration et la
conformation de ces quatre asteriscunolides (FigB)epar les analyses spectratesRMN
et>C-RMN.

Les résultats obtenus ont montré que les quateFis@inolides se présentent sous
forme de cristaux blancs. Au niveau du spetittd)RMN, on observe deux doublets & 5,29 et
6,16 ppm pour l'asteriscunolide 3a, deux doublet4® et 6,17 ppm pour 'asteriscunolide
3b et deux doublets a 5,74 et 6,10 ppm pour I'estenolide 3d, respectivement proposés
pour o et B des protons (klet Hy). Ces doublets correspondent a des doubles Igison

disubstituées conjuguées a un groupement carbonyle.

Les déplacements chimiques prévus dans le cas slessaunolides 3a et 3b ne
peuvent pas étres expliqué seulement par la coat@m(Z,E) et la coplanarité du systeme
a-B insaturés, mais aussi par la présence et la digpospatiale de/-lactone,a-f insaturés
de la double liaison®. En effet, dans le cas de I'asteriscunolide 3dli$position relative de

Hio par rapport aux doubles liaisoa$et A® peut expliquer le décalage par rapportsa H

Ainsi, les spectred®C-RMN, *H-RMN des asteriscunolides 3a, 3b, 3c et 3d sont

présentés dans les tableaux 15 et 16.

3a(Z,2) 3b (E,2) 3¢ (ZE) 3d (E,E)

Figure 45 : Structure des sesquiterpenes lactos@gsi dAsteriscus graveolens subsp.

odorus.



Tableau 15: Données spectralelssRMN des asteriscunolides 3a, 3b, 3c et 3d.

Asteriscunolides H Hio Hia His

3a (Z,2) 6.16d 5.29d 1.41 1.20
(J=13.9)

3b (E,2) 6.17 d 5.49d 1.38 1.04
(J=14.1)

3c (Z,E) 5.91 6.27 d 1.36 1.28
(J=16.5)

3d (E,E) 6.10d 5.74d 1.28 1.30
(J=16.5)

Tableau 16 : Données spectrdi&s -RMN des asteriscunolides 3a, 3b, 3c et 3d.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1B 14 1
3a| 88.1| 147,9| 138,8 23,0 29/9 138{3 133,7 1985 1331B6,5| 42,5 173,5 21,83 300 24
3p| 88,7| 153,1] 138,3 23, 21,7 1516 131,8 19p,7 133186,8| 42,7/ 1735 10,p 31{1 23
3c | 85,6 149,7| 138,64 22,8 33]9 1284 1356 202,6 12956,4| 40,7 173,7 21,1 246 21
3d|87,3| 150,3| 139,3 24,b 22,8 1452 1339 20,9 1291853 | 41,00 1725 12,6 24]2 21

La présence des asteriscunolides (3a 3b, 3c etade} la structure voisine des
sesquiterpenes lactones, naupliolide et 6,7,9tt@dehydroasteriscanolide, A$teriscus
graveolens subsp. odorgemble indiquer leur relations biosynthétiques.

La cyclisation induite par l'acide d’asteriscun@id3c conduit au carbocation
intermédiaire 1l qui peut évoluer en produits 1 D@en perdant respectivemeng blu H.
Ainsi, la présence de composé 1 constitue une preakde de la relation biogénétique entre
les asteriscunolides et les lactones sesquiterpesityicycliques tels que les composeés liés

aux asteriscanolides (Figure 46).

< o © ~ O



Figure 46: Voies de biosynthése du composé 1 (Gaypliolide.

Au cours des vingt derniéres années, une attentinsidérable a été donnée au genre
Asteriscuset principalement aux sesquiterpénes lactonesakesiscunolides (3a- 3b, 3c et
3d) ont été isolés a partir des parties aérienhasteriscus aquaticuéSan Feliciano edl.,
1982, 1984, 1985a el,bAsteriscus graveolen&l-Dahmy etal., 1985, Asteriscus sericeus
(Jakupovic efal., 1987) etAsteriscus vogeli(Rauter etal., 2001). Les asteriscunolides et
leurs hydroxyacides libres ont été aussi obtenusl'adrait de Nauplius intermedius
(Bohlmann etal., 1992). D’autres lactones sesquiterpenes comrasteliscanolide et
'aquatolide ont été obtenus a partir de I'extddAsteriscus aquaticuéSan Feliciano eal.,
1985 a et b, 1989Asteriscusgraveolensa été reconnu pour son activité antimicrobienne et
hypoglycémiante (Ahmed, 1992). C’est dans les mépsspectives et dans le but de la
valorisation des composés majoritairedsteriscus graveolens subsp. odopas le biais de
l'activité antifongique, qu’on a jugé important sbiler les composés sesquiterpéniques de

cette plante.

Dans une étude présentée par Rautel.e{2001), les asterisunolides 3a, 3c et 3d
présentent une activité phytotoxique supérieurf% 8ontreLemna paucicostatda méme
étude a montré que l'asterisunolide 3a est corgsidémme le produit le plus toxique contre
Scenedesmus acutu@uant aux produits 3b et 3d, ils présentent wiwi cytotoxique

remarquable.



I1l- Conclusion

A l'issu de ce chapitre on a pu extraire, sépatedentifier plusieurs molécules a
partir d’Asteriscus graveolens subsp. odorli&xtrait organique neutre a donné quatre
fractions importantes qui nous ont permis d’isalee nouvelle lactone sesquiterpene a partir
de la partie aérienne Adsteriscus graveolens subsp. odonemmeée naupliolide (C1). La
principale nouveauté de ce composé est la prés#noenouveau squelette tetracyclique
possédant dans sa structure un cyclopropane. Alfasitres composés connus ont été isolés :
le 6,7,9,10-tetradehydroasteriscanolide (C2) etalgeriscunolides (3a, 3b, 3c et 3d). Les
structures de ces composés ont été établies soasa de méthodes spectroscopiques en
interprétant les spectres RMAH( 3C, COSY, HMQC, HMBC et NOESY) et les spectres IR.
Il est important de noter que les asteriscunol@es3b, 3c et 3d ont été déja décrits dans la
littérature (San Feliciano etl., 1985a, EI-Dahmy eal., 1985), c’est pour cette raison que
nous avons présenté uniquement les caractéristapeesrales les plus important3q-RMN
et'H-RMN) .



C-2- DEUXIEME PARTIE

Etude antifongique d’Asteriscus odorugt

Asteriscus imbricatus



CHAPITRE |

Activité antifongique des extraits
d’ Asteriscus graveolens subsp. odorts
Asteriscus imbricatusur la croissance
mycélienne dePenicillium digitatum et

Penicillium expansum



I- Introduction

C’est dans la perspective de I'exploration d’'unréuel potentiel antifongique que nous
avons testé les extraitsA$teriscus graveolens subsp. odoetidsteriscus imbricatusur la
croissance mycélienne de deux champignons quiletades fruits et Iégumes en post
récolte :Penicillium digitatumet Penicillium expansunCeci s’inscrit également dans le
cadre de la recherche d’une démarche préventiligttéentégrée visant a la réduction

significative de l'utilisation des pesticides etparticulier les fongicides.

Nous avons été encouragés dans cette démarchd eppésration de leurs

compositions phytochimiques riches et variées.

II- Rendement des extraits des feuilles et des fleud’ Asteriscus graveolens

subsp. odoru®t Asteriscus imbricatus

L’extraction des feuilles et des fleursAdteriscus graveolens subsp. odorets
Asteriscus imbricatugffectuée dans trois solvants a polarités crotesaféther de pétrole,
acétate d’éthyle et méthanol). Une différence deleenent de ces extraits a été ainsi notée
(Tableau 17). Cette différence pourrait étre due éapacité d’extraction de chaque solvant.
Chacun de ces derniers peut extraire des famiilas @éfinies de métabolites secondaires
existants dans les différentes parties des plattetees. En effet, selon Cowan (1999) I'éther
de pétrole pourrait extraire les alcaloides, lgseieoides et les coumarines. Quant au solvant
d’acétate d'éthyle, il permet d’extraire les hésides. Le méthanol, solvant le plus polaire
des trois, permet I'extraction des tanins, des sies, des terpenoides, des anthocyanines,
des xanthoxylines, des quassinoides, des lactatess, flavones, des phénones et des
polyphénols.



Tableau 17 : Rendement des feuilles et des fleuksteriscus graveolens subsp. odorus et

Asteriscus imbricatuapres extraction par I'éther de pétrole, 'acétbéthyle et le méthanol.

Plantes Partie utilisée Quantité de Solvants Rendement de
poudre d’extraction I'extraction (g)
Ether de pétrole 0,2
_ Feuilles 509 Acétate d'éthyle 0,3
Asteriscus ,
Méthanol 0,6
graveolens
Ether de pétrole 0,35
subsp. odorus
Fleurs 50g Acétate d'éthyle 0,3
Méthanol 0,8
Ether de pétrole 0,3
Feuilles 509 Acétate d'éthyle 0,4
Asteriscus Méthanol 1
imbricatus Ether de pétrole 0,25
Fleurs 509 Acétate d'éthyle 0,3
Méthanol 0,7

lll- Etude de l'activité antifongique des extraits des feuilles et des fleurs

d’ Asteriscus graveolens subsp. odorus

llI-1- Evaluation de I'activité antifongique des exraits du méme organe sur le méme

champignon

Les analyses statistiques ont montré que les nesfiiectuées sur les diameétres des
disques duPenicillium digitatumse sont révélées significativement discriminamqges les

extraits des deux organes (Figure 47, 48).

Les extraits d’éther de pétrole et d’acétate dléttsemblent avoir la méme activité
contrePenicillium digitatumpuisqu’ils présentent des taux d’inhibition reggseae 100% et
98,5% (Figures 49 et 50) s’ils sont issus des ezt de 95,8% et 89,3% s'ils sont issus des
fleurs. Cependant, les diametres que préseatecillium digitatumsous leur action, restent
significativement moins élevés que celui qu’il mnée sous l'action du méthanol. Les
alcaloides, les terpenoides et les coumarinesitsxpar I'éther de pétrole ainsi que les
hétérosides extraits par I'acétate d’éthyle setaiensupport argumentatif fiable pour cette

différence (Cowan, 1999). En effet, le screeningt@thimique a montré la présence des



coumarines, des terpenes et des alcaloides dassedscus graveolens subsp. odorDe
méme, comme nous I'avons publié dans un travadrentr, I'identification par RMN de cette
plante a révélé la présence dune nouvelle moléalite naupliolide et d’autres
asteriscunolides faisant partie des lactones seesganiques (Akssira ell., 2006). Ceci est
susceptible d’expliquer l'inhibition de la croissgnmycélienne des champignons testés en

utilisant I'extrait éther de pétrole.

Toutefois, il est a signaler que les trois extraitsntribuent a une réduction

significativement importante de diamétres des disquar rapport au témoin.

Contrairement a la réponse Benicillium digitatum Penicillium expansum’affiche
pas autant de sensibilité vis-a-vis des effets @egraits, quoiqu’ils aient réduit

significativement le taux de croissance du changigwar rapport au témoin.
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Figure 47 : Reéponses dPenicillium digitatum et Penicillium expansumau pouvoir

antifongique des extraits des feuillesAi#eriscus graveolens subsp. odorus.
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Figure 48: Réponses dPenicillium digitatum et Penicillium expansumau pouvoir

antifongique des extraits des fleurgsferiscus graveolens subsp. odorus.

Figure 49: Test antifongique de I'extrait acétate Figure 50: Test antifongique de I'extrait

d’éthyle des feuilles @steriscus graveolens éther de pétrole des feuillesAdteriscus

subsp. odorugontre la croissance mycélienne graveolens subsp. odoruscontre la

du Penicillium digitatum. croissance mycélienne duPenicillium
digitatum.

llI-2- Spécificité antifongique

Les résultats relevés lors de l'analyse statistigémoignent d’une différence
significative entre les réponses des deux champgn@-a-vis des extraits étudiés, quelque
soit 'organe d’extraction. En effet, paradoxalet&ia vitesse de croissance, qui s'avere plus
élevée chePenicillium digitatumque chez I€enicillium expansungous I'action des extraits
d’éther de pétrole et d’acétate d’éthyle c’estrienpier champignon qui présente les diameétres

les plus significativement faibles. Ceci indiqueaiment une activité inhibitrice



préférentielle de ces deux extraits vis-a-visP@micillium digitatum Ce constat est ratifie, en
fait, par les taux d'inhibition élevés que présantees deux extraits chez Renicillium
digitatum alors qu’ils sont de 42,8% et de 36,3% chePdmicillium expansumL’extrait
meéthanolique, quant a lui, affiche une situationpagge puisque c’est I€enicillium
expansumqui présente le diametre le plus faible sous sotiorma Cependant, cette
constatation ne permet aucune conclusion puisqdéféaence des taux de croissance entre

les deux champignons pourrait en étre la cause.

[1I-3- Evaluation de I'effet des extraits en foncton de I'organe d’extraction

Les trois extraits témoignent d’'un pouvoir antifapge important sur les deux
champignons étudiés. Toutefois, une forme d’int@vacentre I'organe d’extraction et le
champignon utilisé semble définir un schéma pdidcul’efficacité (Figures 51 et 52). En
effet, sur lePenicillium digitatumles extraits d’éther de pétrole et d’acétate glétme
présentent aucune différence d’effet selon I'orgdiegtraction. Cependant, surBenicillium
expansuml’extrait d’éther de pétrole présente signifigathent plus d'efficacité s'il est issu
des fleurs. L'extrait d’acétate d’éthyle, par cengst plutdt plus efficace s'il est issu des
feuilles. Quant a I'extrait méthanol, il présentesefficacité significativement plus élevée s'il

est issu également des feuilles, et cela sur kes degampignons étudiés.

La purification de certaines molécules des feuillie&steriscus graveolens subsp.
odorus a montré la richesse de cette plante en acidasofs) en aglycones flavoniques et en
polyphénols a grand intérét médicinal et biologiq@es métabolites ont des rdles trés
importants dans la coloration des fleurs et de#sfret la protection des plantes contre les
ravageurs. De plus, ce sont des antioxydantsjrdtgmmatoires, antiviraux, anticancéreux et

anti-spasmodiques (Asadadt, 1998).
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Figure 51 : Efficacité des extraits s®enicillium digitatum en fonction des organes

d’extraction dAsteriscus graveolens subsp. odofiesiilles et fleurs).
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Figure 52 : Efficacité des extraits s@enicillium expansumen fonction des organes
d’extraction dAsteriscus graveolens subsp. odofiesiilles et fleurs).

IV- Etude de l'activité antifongique des extraits @& l'appareil végétatif

d’ Asteriscus imbricatus

L’étude statistique a montré que les deux champigna&tudiés répondent
differemment a I'effet antifongique des trois eksale la plante étudiée (Figure 53). En effet,
alors quePenicillium expansunme semble étre objet d’aucun effet inhibiteur dggaits

étudiés, Penicillium digitatum semble réagir significativement a leur effet amtdique.



Toutefois, une différence significative a été slgraentre les effets des extraits sur
Penicillium digitatum L’'acétate d’éthyle semble avoir I'effet inhibitele plus élevé contre
Penicillium digitatum(98,14% alors que I'éther de pétrole présente I'effet lesplaible des
trois extraits (55,55%). Quant a I'extrait méthaaqoé, il souligne un effet significatif moyen

(63,33%)contre le méme champignon (Tableau 18).
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Figure 53: Réponses dPenicillium digitatum et Penicillium expansumau pouvoir

antifongique des extraits de I'appareil végétdtfsteriscus imbricatus.

Tableau 18 : Pourcentage d’inhibition des extrdifssteriscus imbricatusontrePenicillium

digitatumet Penicillium expansum.

Champignon Extraits Pourcentage d’inhibition (%)
Ether de pétrole 31.29
Penicillium expansum Acétate d'éthyle 8.39
Méthanol 23.66
Ether de pétrole 55.55
Penicillium digitatum Acétate d'éthyle 98.14
Méthanol 63.33

L’étude effectuée par Attrassi ak, (2007) sur I'effet d'un fongicide de synthése su
Penicillium expansura montré des résultats similaires que ceux reé®aans notre étude en
utilisant les extraits des plantes. En effet, liaopyrimidine a marqué une sensibilité au
Penicillium expansumavec une Gh<400 ppm Ce fongicide ne permet pas, avec une

Clgo>800 ppm, de contrer totalement la croissance rigyug de ce champignon. Ce qui est



toujours le cas en utlisant I'azoxystrobine comm@ngicide (Ck< 625 ppm et
Clgo>1250 ppm).

Toutefois, la méme étude a rapporté @emnicillium expansunest tres résistant au
bénomyl (Céo > 600ppm, G > 300ppm) qu’au Thiabendazole {&+ 1500 ppm, Gb >
1500 ppm).

La lutte intégrée, en utilisant un antagoniste ceratiernative de I'utilisation des
produits chimiques, a été présentée par Bencheqi@®d9). En effet, ['utilisation
d’Aureobasidiumpullulans comme antagoniste favorise une activité fongigptetiplus que
fongicide vis-a-vis déenicillium expansuni.’antagoniste agit par une compétition efficace
pour les éléments nutritifs des blessures des pensares affecter la viabilité des conidies du
pathogene. Ainsi, les acides aminés (la séringlylzine et I'acide glutamique) semblent étre

parmi les éléments les plus limitants dans le méoande la compétition.

V- Comparaison de I'effet antifongique des extraitsl’ Asteriscus graveolens

subsp. odoru®t Asteriscus imbricatus

L’étude multivariée a révélé une interaction tresitkment significative entre les
différents parametres introduits dans I'analyseafgpignon, plante, extrait) (Figure 54). En
effet, Penicillium digitatumsemble étre plus sensible a I'effet des extratsdakux plantes par
rapport auPenicillium expansumPar ailleurs,’Asteriscus graveolens subsp. odosemble
avoir un effet plus significatif que Asteriscusimbricatus Cette différence entre les deux
plantes est d’autant plus accentuée lorsqu’il s’dgil’effet de I'extrait d’éther de pétrole et
celui méthanolique sur Benicillium digitatumet I'effet de I'extrait d’acétate d’éthyle sur le

Penicillium expansum
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Figure 54 : Réponses dPenicillium digitatum et Penicillium expansumau pouvoir
antifongique des extraits de I'appareil végétatifsteriscus graveolens subsp. odoeris

d’Asteriscus imbricatus.

VI- Conclusion

Dans le présent travail, nous nous sommes int&ressd’étude de Iactivité
antifongique des extraits des feuilles et des $fl@lhsteriscus graveolens subsp. odoetisie
'appareil végétatif dAsteriscus imbricatusontre la croissance mycélienne des champignons
ravageurs des serres de la région du Sud du Mdeaicillium digitatumet Penicillium
expansumEn effet, I'étude statistique a montré que lesaits éther de pétrole et acétate
d’éthyle ont une spécificité trées marquée pdeenicillium digitatum plus que pour
Penicilliumexpansunaussi bien pour les feuilles que pour les fleusteriscus graveolens

subsp. odorus

Les extraits éther de pétrole et acétate d'éth\Aeteriscus graveolens subsp. odorus
ont présenté des pourcentages d’inhibition, reffped¢ 100% et 98,5% s'ils sont issus des
feuilles et de 95,8% et 89,3% s'ils sont issus fliesrs sur la croissance mycélienne du



Penicillium digitatum Cetteinhibition est minime par rapport &enicillium expansurnpour

les mémes extraits (soient 42,8% et 36,3%, resfangént).

En outre, l'effet antifongique des trois extraitsAsteriscus imbricatuetudiée ne
montre pas une inhibition deenicillium expansumcontrairement aPenicillium digitatum
qui semble réagir significativement a leur effetifangique. Toutefois, I'acétate d’éthyle
semble avoir 'effet inhibiteur le plus élevé canRenicillium digitatum Quant a I'éther de
pétrole, il présente l'effet le plus faible desigraxtraits. Ainsi, on note que Iextrait

meéthanolique a marqué un effet moyen contre le n@rampignon.

La comparaison de l'effet antifongique entre legats des deux plantes et les deux
champignons a révélé une sensibilitéRdmicillium digitatuma I'effet des extraits des deux
plantes par rapport a@enicillium expansumOn note aussi gAsteriscus graveolens subsp.
odorus semble avoir un effet plus significatif s@enicillium digitatumque [I'Asteriscus

imbricatuslorsqu’il s’agit de I'extrait d’éther de pétrole.

L’efficacité des différents extraits Alsteriscus graveolens subsp. odoaifAsteriscus
imbricatus sur la croissance mycélienne des deux pathogéResicillium digitatum et
Penicillium expansum pourrait présenter une éventuelle alternative dorgicides

synthétiques peu biodégradables.



CHAPITRE Il

Activité antifongique des huiles essentielles
d’ Asteriscus graveolens subsp. odomis
Asteriscus imbricatusur Penicillium
digitatum, Penicillium expansunet Botrytis

cinerea



I- Introduction

De nos jours, la médecine moderne utilise les sethérapeutiques des huiles
essentielles et de leurs constituants. En effehoebreux composés volatils sont aujourd'hui
des ingrédients courants des préparations phariiqees. Pour tenter de trouver de
nouveaux remedes aux fléaux actuels, la commursaigdtifique s'est récemment tournée
vers les constituants des huiles essentiellesusanombre non négligeable de composés
volatil, tels que les sesquiterpenes, ont montgabtivités pharmacologiques remarquables
contre les maladies comme le cancer (Modzelewséh, &005).

Les huiles essentielles sont des produits du migat® secondaire des plantes
(Hatanaka etal., 1987). D'autres composés incluent des phénydmep et des composés

spécifiques contenant le soufre ou l'azote (Svolbddampson, 1999).

Dans la recherche de molécules bioactives, leghessentielles constituent donc une

source intéressante de nouveaux COMpOSES.

Dans le cadre de la recherche sur des procédéstediologique basés sur I'action de
nouvelles molécules naturelles, et suite a I'@&tlen excessive des substances synthétiques
qui ont des effets néfastes sur les plantes entitde, nous avons opté pour I'exploitation des
huiles essentielles extraites a partiAsteriscus graveolens subsp. odorisd’Asteriscus
imbricatus. L'étude de l'effet des huiles essentielles des delaates a été faite sur trois
champignons qui attaquent les fruits et légumesp@st récolte :Penicillium digitatum,

Penicillium expansurat Botrytis cinerea.

Pour apprécier la variabilité et I'évolution de J&ntuel effet antifongique des
différentes doses des huiles essentielles de cespl@ntes sur les trois champignons choisis,
nous avons effectué un suivi sur une période dhation de 7 joursn vitro sur les trois
champignons et 10 jours vivo mais uniquement sW®. digitatum Un transfert d’expérience
a été fait dans le but d’évaluer l'effet fongicida fongistatique des huiles essentielles des

deux plantes contre les trois champignons testés.



[I- Etude de [lactivité¢ antifongique de [I'huile es®ntielle d'Asteriscus

graveolens subsp. odorus

[I-1- Test in vitro de I'huile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorgsir

Penicillium digitatum

Les résultats relevés swRenicillium digitatum soulignent un effet antifongique
significatif pour les différentes doses testéed’lagile essentielle dAsteriscus graveolens
subsp. odorugFigure 55). Cet effet est d’autant plus importqné la durée d’incubation est
plus longue. Toutefois, une variation significatev@té notée entre les différentes doses quant
a l'intensité et la rapidité de I'effet antifongigTableau 19). Ainsi, alors que les doses 125,
150, 200, 250, 500, 1000 et 2000 ppm présentermdffen inhibiteur atteignant 100% des le
premier jour d’incubation, les doses 50 et 100 pencommencent a prendre effet qu’au-dela
du troisieme jour pour atteindre un pouvoir intebit d'a peine 21,43% et 75,82%

respectivement, en termes du test (Tableau 22).

Vu cette inhibition totale dePenicillium digitatum le transfert de disque de
champignon, totalement inhibé, vers un autre mitlewculture a été nécessaire pour évaluer
la viabilité de ce champignon. Les résultats obdemnt montré que la croissance mycélienne
réapparait aprés que le disque ait été exposdaiiéelbssentielle pendant 1, 3, 6 et 12 jours.

Ainsi, I'effet que représente I'huile essentielle sorganisme cible est un effet fongistatique.
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Figure 55 : Evolution de la croissance mycélienadPdnicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations de I'huile essentiellssteriscus graveolens subsp. ododusant

7 jours d'incubation.

Tableau 19 Variabilité de la croissance mycélienneRlenicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations de I'huile essentielldstieriscus graveolens subsp. ododusant

les 7 jours d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour b Jour Jour 7
Témoin 0,60a 1,25ac 1,68a 2,67a 3,53a 5,17a 6,67a
50 ppm 0,60a 1,17bc 1,68a 2,18b 2,90b 3,68b 5,37b
100 ppm 0,60a 1,18c 1,78a 1,82c 1,88c 1,97c 2,07c
125 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d
150 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d
200 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d
250 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d
500 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d
1000 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d
2000 ppm 0,60a 0,60d 0,60b 0,60d 0,60d 0,60d 0,60d




[I-2- Test in vitro de l'huile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorssir
Penicillium expansum

Ce qui a été rapporté powrenicillium digitatum est valable pourPenicillium
expansumavec la seule difféerence qu’au niveau de la d@egpbm l'effet antifongique ne
commence gque lors du troisieme jour avec un potagend’inhibition de 67,53% (Figure
56). Les deux premiéres doses ne semblent pas amopouvoir antifongique significatif
important étant donné que leurs effets inhibitevexcedent pas 2,21% pour la dose 50 ppm

et 12,92% pour la dose 100 ppm (Tableaux 20 et 22).

Wilk= 0.000075 F(18;34.42641)= 53.11 P<0.001
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Figure 56 : Evolution de la croissance myceélienad’dnicillium expansunen fonction de
différentes concentrations de I'huile essentiellesteriscus graveolens subsp. ododusant

7 jours d'incubation.



Tableau 20 : Variabilité de la croissance mycéledaPenicillium expansuren fonction de

différentes concentrations de I'huile essentielldstieriscus graveolens subsp. ododusant

les 7 jours d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour b Jour Jour 7
Témoin 0,60a 1,22a 2,50a 2,87a 3,57a 4,78a 5,12a
50 ppm 0,60a 1,29a 1,95b 2,53b 3,50b 4.53b 5,02a
100 ppm 0,60a 1,23a 1,68c 2,18c 2,87¢c 3,72¢c 4,53b
125 ppm 0,60a 1,20a 1,73c 1,77d 1,85d 1,97d 2,07c
150 ppm 0,60a 0,60b 0,60d 0,60e 0,60e 0,60e 0,60d
200 ppm 0,60a 0,60b 0,60d 0,60e 0,60e 0,60e 0,60d
250 ppm 0,60a 0,60b 0,60d 0,60e 0,60e 0,60e 0,60d
500 ppm 0,60a 0,60b 0,60d 0,60e 0,60e 0,60e 0,60d
1000 ppm 0,60a 0,60b 0,60d 0,60e 0,60e 0,60e 0,60d
2000 ppm 0,60a 0,60b 0,60d 0,60e 0,60e 0,60e 0,60d

[I-3- Test in vitro de l'huile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorsisr Botrytis

cinerea

Une différence significative a été relevée entaenbleur et I'évolution des effets des

différentes doses testées Batrytis cineregFigure 57 et Tableau 21). L'intensité de cet effet

dépend étroitement de la dose utilisée et de laged’incubation. Ainsi, alors que les doses

500, 1000 et 2000 ppm affichent un pourcentagehibition de 100% deés le premier jour,

I'effet inhibiteur des autres doses oscille enBéolet 72% en termes du test. Les doses 200 et

250 ppm tout comme les doses 125 et 150 ppm nerisfg aucune différence significative

en termes de pourcentage d’inhibition (Tableau 22).
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Evolution de la croissance mycélienmeBwtrytis cinereaen fonction de

différentes concentrations de I'huile essentiellesteriscus graveolens subsp. ododusant

7 jours d'incubation.

Tableau 21 : Variabilité de la croissance mycélgeme Botrytis cinereaen fonction de

différentes concentrations de I'huile essentielldstieriscus graveolens subsp. ododusant

les 7 jour d’'incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour b Jour Jour 7
Témoin 1,17a 2,05a 2,63a 3,22a 4,08a 4,58a 4,95a
50 ppm 0,60b 1,23bc 1,58b 2,43b 2,62b 3,13b 4,23b
100 ppm 0,60b 1,17bc 1,70b 2,13bc 2,58b 2,80b 3,05¢c
125 ppm 0,60b 1,40b 1,72b 1,92¢ 2,09¢c 2,33c 2,68d
150 ppm 0,60b 1,25bc 1,48b 1,78cd 1,88cd 2,25¢ 2,67d
200 ppm 0,60b 0,98¢c 1,17¢c 1,42de 1,68de 1,83d 2,05e
250 ppm 0,60b 0,88c 1,07¢c 1,18e 1,42e 1,75d 1,83e
500 ppm 0,60b 0,60d 0,60d 0,60f 0,60f 0,60e 0,60f
1000 ppm 0,60b 0,60d 0,60d 0,60f 0,60f 0,60e 0,60f
2000 ppm 0,60b 0,60d 0,60d 0,60f 0,60f 0,60e 0,60f




Tableau 22 Pourcentages d’inhibition de la croissance mynékedePenicillium digitatum
Penicillium expansuret Botrytis cinereaen utilisant les différentes concentrations deiléh

essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorus.

50 ppm | 100ppm| 125ppm 150ppm 200ppm 250gpm  500ppn@OpHin gg?ﬂo
Botrytis 16.48%| 43.68% 52.11% 52,490 66,67% 71.65%  100%  100960%
cinerea
Penicilium| . /o0l 75800 1000 1009 10006  100%  100%  100%  100%
digitatum
Penicilium| 0/l 159200 67530  100% 10006  100%  100%  100%  100%
expansum

En général, I'étude statistique a montré que I&@rdntes concentrations de I'huile
essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odopuésentent une activité antifongique efficace
sur les trois champignons testBenicillium digitatum Penicillium expansunet Botrytis
cinerea En effet, cette efficacité peut étre due au mBerdes composés phénoliques et
terpéniques de cette plante. Dans ce sens, une ptuadiée par Valnet (2005) a montré que
les composeés chimiques ayant une efficacité ari@baone et antifongique a large spectre
sont les phénols, les aldéhydes, les alcools etdiemes terpéniques. Les meilleures activités
ont été observées pour les huiles de thym, d’origanclous de girofle, d’armoise blanche,

tous riches en composés phénoliques (thymol, ceslateugénol) (Agnihotri, 2003).

La richesse dA. odorusen 6-oxocyclonerolidol représentant 30,72% de lantjté
totale de I'huile essentielle pourrait expliquensactivité antifongique sur les champignons
étudiés. En effet, Znini etl., (2011) ont montré que I'huile essentielleAsferiscus
graveolensa un effet fongicide suPenicillium expansuna 80 pL et suAlternaria sp.a

0,2%. Cette plante est riche en 6-oxocyclonerolidptésentant 66,7%.

Une autre étude présentée par Melekmalgt(2006) a montré I'effet antibactérien

des huiles essentielles Babonium graveoleng-orssk.).



lI-4- Test in vivo de I'huile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorssr la

sporulation du Penicillium digitatum

Le test réalisén vivo surPenicillium digitatuma révelé un effet significatif des trois
doses testées de I'huile essentidl&steriscus graveolens subsp. odorisce le long de la
période d’incubation (Figure 57). Toutefois en tesndu test, c’est la dose 2000 ppm qui

donne le pourcentage d’inhibition le plus signifreament élevé.

La figure 58 montre une réduction significative dp®res deéPenicillium digitatum
sur les clémentines (p < 0,001) en comparaison kveanoin pendant 10 jours d'incubation.
Une augmentation considérable durant les 10 joursubation a été observée pour le

témoin.

On note que l'huile essentielle ABteriscus graveolens subsp. odomsnduit un
pourcentage d’inhibition trés important apres #gode stockage. Cette inhibition est estimée
respectivement a 77,50%, 85,83% et 93,33% pouwdesentrations 500, 1000 et 2000 ppm.
En outre, apres 10 jours d’incubation, une réductitu pourcentage d’inhibition de
Penicillium digitatum a été notée. Le pourcentage de cette inhibitiorété& estimé
respectivement a 75,83%, 77,50% et 92,50% powdesentrations 500, 1000 et 2000 ppm.
Cette diminution du pourcentage d’inhibition poitrére expliquée par I'effet fongistatique

de I'huile essentielle &steriscus graveolens subsp. odosusPenicillium digitatum.

L’efficacité de I'huile essentielle Asteriscus graveolens subsp. odopmirrait étre
due au pool phénolique et sesquiterpénique de pketitée. Plusieurs auteurs ont montré que
les huiles essentielles et leurs constituants ptéseun potentiel important en tant gu’agents
antimicrobiens et antifongiques dans plusieurs doesaindustriels et médicaux (Basemakt
2002 ; Dorman et Deans, 2000). Une autre étudeepirés par Wilson &ll., (1977) a montré
gue des composés fongitoxiques des huiles esdestigburraient étre une alternative au

bromure de méthyle en tant que des fumigants dassl|
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Figure 58 : Activité antifongiquen vivo de différentes concentrations de 'huile essdetiel
d’Asteriscus graveolens subsp. ododusant 3, 5, 7 et 10 jours d’incubation genicillium

digitatum.

lll- Etude de lactivité antifongique de I'huile essentielle dAsteriscus

imbricatus

[lI-1- Test in vitro de I'huile essentielle dAsteriscus imbricatusur Penicillium digitatum,

Penicillium expansumet Botrytis cinerea

L’huile essentielle dAsteriscus imbricatua été testée sur la croissance mycélienne de
trois champignons phytopathogeénes dans le but tendiéer son activité antifongique. En
effet, différentes concentrations ont été testés®; :100, 125, 150, 200, 250, 500, 1000 et
2000 ppm (Tableau 23).

Tableau 23 : Pourcentages d’inhibition de la cemse mycélienne deenicillium digitatum
Penicillium expansunet Botrytis cinereaen utilisant les différentes concentrations deiléh

essentielle dAsteriscus imbricatus.

50 ppm| 100ppm 125ppm  150ppm 200ppm 250ppm 500ppn®0pphtn| 2000ppm
2?:3’;‘;‘ 27.57%| 3043% 3529% 36,710 42.86% 48.86% 51.43% 0098  100%
gg‘t:t'ﬂ'rim 2427%| 27,41% 29,92% 39,750 49,79% 52,30% 67,15% ,1280|  100%
Penicillium |/ ca001 47 8204 51269 53560 67.13% 71.26% 71.72% 8287 97,01%
expansum

Dans son aspect global, les résultats ont revé&eaativité antifongique efficace de

I'huile essentielle sur tous les champignons tefésr différencier les concentrations par



rapport a leurs effets, nous avons fait un suiviaderoissance myceélienne pendant les 7 jours
d'incubation. Une évolution hétérogéne entre |&eréintes concentrations a été constatée le
long de la période d’incubation (Figures 59, 60g6Tableaux 24, 25, 26).

Les concentrations 1000 et 2000 ppm se présentemine étant les plus efficaces en
termes d’inhibition durant toute la période d’inatibn et pour les trois champignons testés.
Toutefois, il est a signaler que seule la dose 280® a permis une inhibition de 100%
depuis le premier jour et jusqu'a la fin de l'ination. Cette inhibition compléete a été
constatée uniquement pourBetrytis cinereaet le Penicillium digitatumqui semble étre les
champignons les plus sensibles aux doses 100@6t#in de I'huile essentielleAsteriscus

imbricatus.

Par ailleurs, si a une concentration de 2000 pprhildition complete est atteinte, il
était important de savoir si l'huile essentiellaitéfongistatique ou fongicide a cette
concentration. En effet, le transfert des disque®ehicillium digitatumet Botrytis cinerea
sur milieu PDA frais a montré que linhibition coleie est atteinte apres 12 jours
d'incubation. Nous avons noté, alors, que I'hwskeeatielle dAsteriscus imbricatua un effet
fongicide sur la croissance mycélienne Rienicillium digitatumet Botrytis cinereaa une

concentration de 2000 ppm.

L’efficacité de cette huile peut étre expliquée [aaprésence de la grande quantité de
thymol isobutyrate, 2,5-dimethoxy-p-cymemnepinéne et cis-chrysanthényle acétal. En effet,
les champignons ont une sensibilité au carvacraughymol mais plusieurs auteurs se sont
concentrés sur l'activité antibactérienne du thyfkemn et al., 1995 ; Curtis etl., 1996).
Cela est expliqué, selon Lahlou (2004), par lawatke cette huile qui tient & son « totum » ;
c'est-a-dire, I'intégralité de ses composés majoes. D’autre part, ces composés peuvent
agir en synergie, comme il a été suggéré par kifigp etal., (2003). On peut dire, donc, que
cette synergie peut étre, aussi, responsable duopoantifongique de I'huile essentielle

d’Asteriscus imbricatus
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Figure 59 : Evolution de la croissance mycélienaé’dnicillium digitatumen fonction de

différentes

d'incubation.

concentrations de [I'huile essentiell@&steriscus imbricatusdurant 7 jours

Tableau 24 : Variabilité de la croissance mycéledaPenicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations de l'huile essentiell@stieriscus imbricatusiurant les 7 jours

r7

Oa

7b

7b

Bc

3c

d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour b Jour|6 Jou
Témoin 0,63a 1,72a 2,95a 3,83a 4,83a 5,63a 7,0
50 ppm 0,62a 1,68a 2,67b 3,474 4,65ab 5,07b 5,6
100 ppm 0,62a 1,37b 2,60b 3,30k 4,53p 4,97pc 54
125 ppm 0,60a 1,28b 2,13c 3,02¢ 3,97¢C 4,71c 5,1
150 ppm 0,63a 1,12c 1,78d 2,730 3,45d 4,05d 5,0
200 ppm 0,60a 1,12c 1,67de 2,07¢ 2,90e 4,08de 4.6
250 ppm 0,62a 1,08c 1,60e 1,93e 2,52f 3,93de 4,1
500 ppm 0,60a 1,03c 1,60e 1,88e 2,029 3,80e 4,0
1000 ppm 0,60a 0,60d 0,60f 0,60f 0,60h 0,63f 0,67f
2000 ppm 0,60a 0,60d 0,60f 0,60f 0,60 0,60f 0,60f

»Od
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Wilk= 0.000001 F(54;35.18)= 19,2 P<0.001
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Figure 60 : Evolution de la croissance mycélieneeBatrytis cinerea enfonction de
différentes concentrations de I'huile essentielldsteriscus imbricatudurant 7 jours

d'incubation.

Tableau 25 : Variabilité de la croissance mycélemte Botrytis cinereaen fonction de
différentes concentrations de I'huile essentiell@steriscus imbricatuslurant les 7 jours

d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7

Témoin 1,33a 2,07a 2,63a 3,48a 4,05a 4 58a 4,95a

50 ppm| 0,62b 1,23chd 2,08b 2,20b 2,77b 2,93b 3,10b

100 ppm| 0,60b | 1,08cbde| 1,82bc 2,18bc 2,52bc 2,67b 2,87b

125 ppm| 0,60b l1le 1,75bcd | 1,85bcd | 2,25bcd | 2,40bc 2,72b

150 ppm| 0,60b 1,27c 1,55cde | 1,73cde | 2,07cde| 2,30bcd | 2,62bc

200 ppm| 0,60b 0,95e 1,35def | 1,37de 1,67de 1,80cd 2,03cd

250 ppm| 0,60b 0,92e 1,17ef 1,22ef 1,58e 1,73cd 1,85d

500 ppm| 0,60b 0,97e 1,03fg 1,13ef 1,50e 1,65d 1,83d

1000 ppm| 0,60b 0,6f 0,729 0,85f 0,88f 0,95e 1,13e

2000 ppm| 0,60Db 0,63f 0,639 0,63f 0,67f 0,68e 0,73e
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Figure 61 : Evolution de la croissance myceélienaddnicillium expansuren fonction de

différentes concentrations de I'huile essentiell@&steriscus imbricatusdurant 7 jours

d'incubation.

Tableau 26 : Variabilité de la croissance mycéleedaPenicillium expansuren fonction de

différentes concentrations de I'huile essentiell@stieriscus imbricatusiurant les 7 jours

d’'incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour b Jour| 6 Jour 7
Témoin 0,68a 1,30a 1,72a 2,97a 3,60@ 4,67a 5,38a
50 ppm 0,63a 0,93b 1,35b 2,834 3,22p 3,85b 4,2Pb
100 ppm 0,60b 0,88bc 1,27b 2,80a 3,27b 3,68b 4,017c
125 ppm 0,60b 0,85bc 1,07c 2,82a 2,97c 3,43c 3,95¢
150 ppm 0,60b 0,82bc 1,02c 2,70ab 3,02c 3,17d 3,48d
200 ppm 0,60b 0,77c 0,97cd 2,481 2,83d 2,98de 3,00e
250 ppm 0,60b 0,60d 0,80d¢ 1,92¢ 2,53e 2,7%e 2,88e
500 ppm 0,60b 0,60d 0,73ef 1,574 2,02f 2,07f 2,17f
1000 ppm 0,60b 0,60d 0,63ef 0,70e 0,98g 1,129 1,1Pg
2000 ppm 0,60b 0,60d 0,60f 0,60¢ 0,60h 0,60h 0,60h




llI-2- Test in vivo de l'huile essentielle dAsteriscus imbricatussur la sporulation de

Penicillium digitatum

Le testin vivo de I'huile essentielle d\steriscus imbricatusur les clémentines
inoculées artificiellement par les spores Benicillium digitatuma été réalisé afin de

confirmer les résultats précédemment obtenus dsnestsn vitro.

La figure 62 montre I'apparition des symptomes lssrfruits traités des le troisieme
jour de stockage pour le témoin et tous les tragtes) a I'exception de la concentration
2000 ppm pour laquelle I'apparition de l'infectitomgique reste minime jusqu’alf”'oejour.
On note que pour le témoin, il y a une augmentatimrsidérable des symptdmes entrel& 7

et le 16™jour.

En outre, le pourcentage d’infection des clémestipar les spores deenicillium
digitatumest significativement plus faible en comparaiseacde témoin, et ce durant les 10

jours d’incubation (Tableau 27).

En effet, un pouvoir inhibiteur important de |'reugssentielle é&steriscus imbricatus
est constaté apres 10 jours de stockage avec umbition remarquable estimée
respectivement a 50%, 73,33% et 81,66%, pour laesecdrations 500, 1000 et 2000 ppm.
Une importante réduction de la croissance mycédiede Penicillium digitatuma été
également notée aprés 7 jours de stockage. Le gntage de cette inhibition a été estimé
respectivement a 53,78%, 74,78% et 89,91%, powdesentrations 500, 1000 et 2000 ppm.

Nous rappelons que I'analyse de I'huile essentitAsteriscus imbricatua montré la
présence d’'un pourcentage élevé de monoterpén@%)>&n effet, les monoterpénes isolés
de plusieurdAsteraceagosseédent un large spectre d'activité biologiduarles etal., 1995)

et semblent jouer un réle trés important dans lésamismes de la défense de la plante.

Wilson etal., (1997) a montré que les composés antifongigesshdiles essentielles

des plantes peuvent étre utilisés pour controlema@adies fongiques des fruits et légumes.
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Figure 62 : Activité antifongiquen vivo de différentes concentrations de I'huile essdetiel

d’Asteriscus imbricatudurant 3, 5, 7 et 10 jours d’incubation Sanicillium digitatum.

Tableau 27 : Effet de différentes concentration$hdele essentielle dAsteriscus imbricatus

en fonction de I'infection sur des clémentineslparspores dBenicillium digitatum.

Jour 3 Jour 5 Jour 7 Jour 10

Témoin 5,66a 25,00a 39,66a 40,00a
500 ppm 2,33b 15,33b 18,33b 20,00b
1000 ppm 1,66b 8,00c 10,00c 10,66¢C
2000 ppm 1,00b 4,00d 5,00d 8,66¢C

I\VV- Conclusion

Cette étude a démontré que les huiles essentidlfesteriscus graveolens subsp.
odorus et Asteriscus imbricatusnt une activité antifongique intéressante surrtassance
mycélienne des trois champignoRenicillium digitatum Penicillium expansunet Botrytis

cinerea.

Il est important de noter quduile essentielle dAsteriscus graveolens subsp. odorus
a inhibé completement la croissance mycéliennBehicillium digitatumdés la concentration
125 ppm. Ainsi, on note une {gd (concentration causant un pourcentage d'inhibitienla
croissance mycélienne de 100%) estimée a 125 ppmA®micillium digitatum Quant aux
Penicillium expansunet Botrytis cinereails ont révélé des G estimées respectivement a
150 et 500 ppm.

Contrairement aAsteriscus graveolens subsp. odorilss résultats obtenus avec

Asteriscus imbricatuent révélé une Gdpa 2000 ppm uniquement poRenicillium digitatum



et Botrytis cinerea.Quant auPenicillium expansumle pourcentage d’inhibition de I'huile

essentielle de la plante étudiée a été estimétd @/pour une concentration de 2000 ppm.

On note l'effet fongistatique de I'huile essentelli’Asteriscus graveolens subsp.
odorussurPenicillium digitatumQuant d’huile essentielle dAsteriscus imbricatuglle a un

effet fongicide suPenicillium digitatumet Botrytis cinerea.

Le test réalisén vivo sur Penicillium digitatuma réevélé un effet trés significatif des
trois doses testées de l'huile essentiellsstiriscus graveolens subsp. odortsAsteriscus
imbricatusapres 7 jours de stockage.



CHAPITRE I

Activité antifongique des produits purs

d’ Asteriscus graveolens subsp. odomis

Asteriscus imbricatusur la croissance
mycélienne dePenicillium digitatum,

Penicillium expansumet Botrytis cinerea



I- Introduction

Plusieurs plantes locales marocaines sont utilipéeda population comme remedes
antifongiques. La plupart de ces plantes possadenaractére aromatique et contiennent des
huiles essentielles qui peuvent étre responsatdesed activités (El Mahi edl., 1998 ;
Khalouki etal., 2000 ; Hmamouchi atl., 2001 ; Lahlou e&l., 2001 a et b ; Arras et Usali,
2001).

Dans le but de rechercher les composés actifs detgsopriétés antifongiques, nous
avons étudié dans les chapitres précédents lesas@spnajoritaires A'steriscus graveolens
subsp. odorust Asteriscus imbricatudl nous a semblé intéressant de tester les pogurs
de ces plantes afin de mieux cerner leurs effetslesu champignons pathogenes de post
récolte. A cet effet, de nombreuses molécules tintestées a savoir les flavones, un acide
phénol et les sesquiterpénefsteriscus graveolens subsp. odorisles produits purs de

I'huile essentielle dAsteriscus imbricatus

[I- Activité antifongique des produits purs d’Asteriscus graveolens subsp.

odorus
lI-1- Activité antifongique de I'acide caféique dAsteriscus graveolens subsp. odorus

Neuf concentrations de l'acide caféique (50, 1T#5, 150, 200, 250, 500, 1000 et
2000 ppm) ont été utilisées pour tester la répatese trois champignons étudiéBotrytis
cinerea, Penicillium digitatum et Penicillium exsam). Les pourcentages d’inhibitions ont
éte calculés pour déterminer les concentrationsae#s de I'acide caféique pour I'inhibition
des trois champignons testés (Tableau 28).
Tableau 28 : Pourcentages d’inhibition de la camsge mycélienne deenicillium digitatum
(PD), Penicillium expansuntPE) etBotrytis cinerea(BC) en en fonction des différentes

concentrations de I'acide caféiqué\dteriscus graveolens subsp. odorus

50ppm| 100ppm| 125ppm| 150ppm| 200ppm| 250ppm| 500ppm| 1000ppm| 2000ppm

PIBC)en% | 32,20 43,56| 49,24 53,03 64,39 70,83 7348 84,85 96,97
PI(PD)en% | 11,57| 23,14 29,07 30,85 36,76] 41,90) 47,56 84,83 100
PI(PE)en% | 12,41] 21,53] 29,20 46,35 4891| 50,00f 63,87 82,12 100

Pl : Pourcentage d'inhibition




a- Testin vitro de I'acide caféique dAsteriscus graveolens subsp. odosis la croissance

mycélienne duBotrytis cinerea

Une différence significative a été enregistrée ¢adrampleur et I'évolution de l'effet
des différentes doses de I'acide caféique (Fig@etéTableau 28) contrigotrytis cinerea
Les doses 50 et 150 ppm présentent une méme allacedes valeurs semblables. Ceci est le
cas des doses 200 et 500 ppm tandis que les do@@sL 2000 ppm affichent une inhibition
élevée plutdt différente. La dose 2000 ppm restiéefois la meilleure quant a la rapidité et

l'intensité et la stabilité de I'activité antiforggie (Tableau 29).

Wilk=0,000003 F(60;31,25208)=5,55 p<0,001
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Figure 63: Evolution de la croissance mycélienne Betrytis cinereaen fonction de
différentes concentrations de l'acide caféiquAstériscus graveolens subsp. ododigant
les 7 jours d’incubation.



Tableau 29 : Variabilité de la croissance mycélgeme Botrytis cinereaen fonction de

différentes concentrations de I'acide caféiquAstériscus graveolens subsp. ododigant

les 7 jours d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7
Témoin 1,464 2,23a 2,75a 3,25a 4,263 4,664 5a
50 ppm 0,60b 1,41b 1,83b 2,41b 2,75b 3,21b 3,58b
100 ppm 0,60b 1,41b 1,91b 2,33b 2,53b 2,70c 3,08c
125 ppm 0,60b 1,41b 1,83b 2,15b 2,26bc 2,50c 2,83c
150 ppm 0,60b 1,35b 1,66bc 2b 2,13cd 2,31c 2,66¢
200 ppm 0,60b 0,96¢ 1,23cd 1,41c 1,66de 1,81d 2,16d
250 ppm 0,60b 0,88c 1,10d 1,36¢ 1,58¢ 1,71d 1,88d
500 ppm 0,60b 0,88c 1,08d 1,23cd 1,43¢ 1,56d 1,76d
1000 ppm 0,60b 0,60d 0,70d 0,78de 0,88f le 1,26e
2000 ppm 0,60b 0,60d 0,61d 0,63e 0,66f 0,68e 0,73f

b- Testin vitro de I'acide caféique dAsteriscus graveolens subsp. odois la croissance

mycélienne duPenicillium digitatum

La réponse duwPenicillium digitatumest trées semblable a celle 8atrytis cinerea

(Figure 64 et Tableau 30). En effet, les differentses présentent toujours le méme

comportement précédemment décrit avec un rendemletdt inférieur pour toutes les

concentrations a I'exception de la dose 2000 ppmt ¢k pourcentage d’inhibition atteint

pratiguement 100% (Tableau 28).
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Figure 64: Evolution de la croissance mycélienne Rienicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations de l'acide caféiquAstieriscus graveolens subsp. ododigant

les 7 jours d’incubation.

Tableau 30 Variabilité de la croissance mycélienneRinicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations de l'acide caféiquastiériscus graveolens subsp. ododigant

les 7 jours d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7
Témoin 0,60a 1,584 2,404 3,50a 4,664a 6,314 7,084
50 ppm 0,60a 1,50ac 2,51a 3,66a 4,514 5,26b 6,33b
100 ppm 0,60a 1,41ab 2b 2,83bc] 3,85bc 4,91bc 5,58¢c
125 ppm 0,60a 1,504 2,58a 3,25ab 4,21ab 4,73c 5,41c
150 ppm 0,60a 1,33ab 1,66¢ 2,66¢d 3,53cd 4,58c 5,08cd
200 ppm 0,60a 1,10b 1,58c 2,25d 3,08d 3,91d 4,70de
250 ppm 0,60a 1,18bc 1,61c 1,96d 2,83d¢ 3,76d 4,36ef
500 ppm 0,60a 1,16b 1,58c 1,95d 2,58e 3,66d Af
1000 ppm 0,60a 0,60d 0,60d 0,60e 0,76f 0,91e 1,58¢g
2000 ppm 0,60a 0,60d 0,60d 0,60e 0,60f 0,60e 0,609

c- Testin vitro de I'acide caféique dAsteriscus graveolens subsp. odomsis |la croissance

mycélienne duPenicillium expansum

Une hétérogénéité significative caractérise leetefdes différentes doses sur le

développement duPenicillium expansumaussi

bien en termes d’intensité que de

comportement au cours de la période d’incubatiogufe 65 et Tableau 31). Les doses 50-



125 ppm présentent des comportements semblablesi est le cas des doses 150-250 ppm.

Toutefois, en termes de pourcentage d’inhibitiarrélponse d®enicillium expansurast tres

semblable a celle dBenicillium digitatum La dose 2000 ppm reste toujours la plus efficace

et atteint, depuis le premier jour d’incubationeunhibition de 100% (Tableau 28).
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Figure 65: Evolution de la croissance mycélienneRiicillium expansunen fonction de

différentes concentrations de l'acide caféiquAstieriscus graveolens subsp. ododigant

les 7 jours d’incubation.

Tableau 31 : Variabilité de la croissance mycéledaPenicillium expansuren fonction de

différentes concentrations de l'acide caféiquAstieriscus graveolens subsp. ododigant

les 7 jours d’incubation.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7
Témoin 0,60a 1,58ab 1,984 2,66a 3,504 4,804 5,16a
50 ppm 0,60a 2,58a 2,08a 2,96b 3,43a 3,88b 4,60b
100 ppm 0,60a 0,96b 1,50b 2,66a 3,15b 3,58¢c 4,18c
125 ppm 0,60a 0,90b 1,50b 2,68a 3,03bc 3,41c 3,83d
150 ppm 0,60a 0,80b 1,55b 2,55a 2,80cd 2,88d 3,05e
200 ppm 0,60a 0,76b 1,41b 2,53a 2,68d¢e 2,78d 2,93e
250 ppm 0,60a 0,60b 0,90c 1,78c 2,48¢e 2,70d 2,88¢e
500 ppm 0,60a 0,60b 0,73c 1,43d 1,83f 2,05e 2,25f
1000 ppm 0,60a 0,60b 0,63c 0,80e 1,03¢g 1,33f 1,419
2000 ppm 0,60a 0,60b 0,60c 0,60e 0,60h 0,609 0,60h




L’étude menée sur I'activité antifongique de I'azichféique sur les trois champignons
Penicillium digitatum Penicillium expansurnet Botrytis cinereaa montré une efficacité
remarquable aux différentes concentrations de l@écnte étudiée. En effet, les doses 50-125
ppm présentent une faible inhibition avec des valsamblables contienicillium digitatum
et Penicillium expansunmPour les mémes doses, I'étude a montré un effeend suBotrytis
cinerea.Les mémes résultats ont été observés pour les d@ise et 500 ppm. Quant aux
doses 1000 et 2000 ppm, elles affichent une inbibitompléte contr@enicillium digitatum
et Penicillium expansumEn outre, en termes d’efficacit®otrytis cinereareste le plus

sensible aux différentes concentrations de I'acaféique.

L’effet antifongique de I'acide caféique pourraitre2dd au groupement hydroxyle
présent dans cette molécul&acide caféique a une structure tres proche dieléacinnamique
dont il dérive. Comme lui il présente un groupeybgue en bout de chaine, mais s'en
différencie par la présence de deux groupes hydmaxyle phényle qui lui donne des
propriétés propres aux polyphénols. En effet, lenlm@ et les sites des groupements
hydroxyle sont les deux facteurs responsables doX&ité envers les microorganismes
(Cowan, 1999). Ce méme auteur a montré que l'autatien de I'hydroxylation induit
laugmentation de la toxicité, d’'ou le réle antifpgue joué par cette hydroxylation.
D’ailleurs, selon Cowan (1999), l'acide caféiquet e®nnu pour son grand pouvoir

antifongique.

L’explication du mécanisme d’action responsable laetoxicité antifongique des
acides phénols tient peut étre a I'inhibition peg tomposés oxydés des enzymes fongiques a
travers une réaction avec les groupements sulfhyalrybien avec des interactions non

spécifiques avec les protéines fongiques (Cowa®9)19
[I-2- Activité antifongique des flavones dAsteriscus graveolens subsp. odorus

Neuf doses de trois flavones (névadensine, lutéatinartemétine) ont été utilisées
pour tester la réponse des trois champignons é8airytis cinerea, Penicillium digitatum

et Penicillium expansujnLes pourcentages d’inhibition figurent dans le ¢alol 32.



Tableau 32 : Pourcentages d’inhibition de la camsge mycélienne deenicillium digitatum

(PD), Penicillium expansumPE) et Botrytis cinerea (BC) en utilisant les différentes

concentrations des flavonesAgdteriscus graveolens subsp. odorus

50ppm | 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250gpm 500ppm Oppd@| 2000ppm
PérgBo/((.):) 22,51 39,48 53,14 57,20 66,79 69,00 71,%9 80,07 3089,
Névadensine PL,SPO/E))) 10,03 20,31 30,85 35,48 38,3( 43,44 46,27 57,58 8083,
Pelrslz/f) 11,89 18,44 2541 44,26 51,23 63,11 72,95 81,56 1188,
PérgBo/((.):) 0,74 11,44 | 28,41 41,33 47,60 52,03 59,78 69,74 74,17
Lutéoline Pér(1P°/E))) 10,54 31,88 46,27 52,70 65,04 73,01 77,12 90,49 100
Pti,rEF‘:/I(f) 11,89 | 20,08 | 28,69 | 4057 | 51,23 | 58,61 | 65,16 74,59 84,84
P(IEI,(]EL/CO:) 3,32 6,27 17,71| 30,26 | 33,95 | 43,17 | 47,60 59,78 67,16
Artemétine Pér(]iz) 2159 | 29,31 | 43,70 | 48,07 | 50,64 | 59,13 | 70,18 81,75 91,00
PelrEF;/E) 14,75 25,41 50,41 61,07 75,41 81,15 85,25 94,26 97,95

Pl : Pourcentage d'inhibition

a- Testin vitro des flavones dAsteriscus graveolens subsp.

myceélienne duBotrytis cinerea

odorssar la croissance

Les trois produits testés semblent avoir des effetsbiteurs significativement

différents (Figure 66 et Tableau 33). En effenéxadensine présente I'effet le plus élevé des

produits testés avec des pourcentages d’inhibéiteignant 80,07% et 89,30% pour les doses

1000 et 2000 ppm. L'artemétine est la moins efficdes trois produits avec une valeur

maximale a peine de 67,16% pour la dose 2000 ppranta la lutéoline, elle présente un

effet intermédiaire entre les deux autres molécale=c un taux estimé de 74,17% pour la

concentration 2000 ppm (Tableau 32).



Wilk= 0.001813 F(120; 270.8458)= 2.83 P<0.001
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Figure 66: Evolution de la croissance mycélienne Betrytis cinereaen fonction de
différentes concentrations des flavoneégiériscus graveolens subsp. ododigant les 7

jours d’incubation.

Tableau 33: Variabilité de la croissance mycélienne Betrytis cinereaen fonction de
différentes concentrations des flavoneégiériscus graveolens subsp. ododigant les 7

jours d’incubation.

50 100 125 150 200 250 500 1000 | 2000
Témoin| ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Névadensine| 3,374 240a 2,1ba 1,/5a 1,68a 1,25a%al,21,2a| 0,949 0,76a;
Lutéoline 3,37a| 3,56bh 3,04b 2,48b 2,0/b 1,95b 1,84K58b| 1,32b| 0,99
Artemétine 3,37a| 3,28¢ 2,96b 2,.8Yc 2,43c 2,27c cl/,94,75c| 1,43b| 1,29¢

b- Test in vitro des flavones dAsteriscus graveolens subsp. odorssr la croissance

mycélienne duPenicillium digitatum

La réponse dwPenicillium digitatuma l'effet antifongique des trois produits testés
différe significativement (Figure 67 et Tableau.343 lutéoline présente I'effet le plus élevé
des trois produits avec des pourcentages d’inbibititteignant 90,49% pour la dose 1000
ppm et 100% pour la dose 2000 ppm. La névadensinend&ré un faible effet siRenicillium
digitatumestimé a 83,80% pour la concentration 2000 ppran®Qa I'artemétine, elle marque

un effet intermédiaire allant jusqu’a 91% pour dacentration 2000 ppm (Tableau 32).



Diameétre (cm)
B O B N WA OO N ® ©

Diameétre (cm)
B O B N WA OO N ® ©

Wilk=0.000229

F(120; 270.8458)=4.39

P<0.001

Jour1l  Jour2

Jour3  Jour4

Nevadensine (ppm)

Jour 5

Jour 6

Jour 7

Jour 1 Jour 2

Jour 3 Jour 4

Artemetin (ppm)

Jour 5

Jour 6

Jour 7

Jourl  Jour

2

Jour 3

Jour 4

Lutéoline (ppm)

=5 temoin

=iz - 50 ppm

=% 100 ppm
=F 125 ppm
=% 150 ppm
=& - 200 ppm
== 250 ppm
=E- 500 ppm
~1-- 1000ppm

=,- 2000ppm

Jour5  Jour 6

Jour 7

Figure 67 : Evolution de la croissance myceélienadPdnicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations des flavoneégiériscus graveolens subsp. ododigant les 7

jours d’incubation.

Tableau 34 : Variabilité de la croissance mycéledePenicillium digitatumen fonction de

différentes concentrations des flavoneégiériscus graveolens subsp. ododigant les 7

jours d’incubation.

=]

Témoin| 50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppm p@A0 1000ppm  2000ppr,
Névadensing 4,303 4,17p 3,92a 3,7ba 3,05a 2,88a la 2,7 2,39a 1,90a 0,91a
Lutéoline 4,30a| 4,159 3b 2,62l 2,03b 1,59b 1b 274, 0,76b 0,6b
Artemétine 4,30a| 4,15a 3,84 2,90c 2,7%9c 2,6Pc 2,17d,49c 1,03c 0,77c

c- Testin vitro des flavones dAsteriscus graveolens subsp. odorssr la croissance

mycélienne duPenicillium expansum

A l'instar des autres champignons, les trois prtedigistés sur IBenicillium expansum

présentent des effets inhibiteurs significativemdiftérents (Figure 68 et Tableau 35).

Toutefois, contrairement aux deux autres champighoest I'artemétine qui affiche I'effet le

plus élevé des trois produits avec des valeurs4q26% pour la dose 1000 ppm et 97,95%

pour la dose 2000 ppm (Tableau 32).
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Figure 68: Evolution de la croissance mycélienne Rimicillium expansunen fonction de
différentes concentrations des flavoneégiériscus graveolens subsp. ododigant les 7
jours d’incubation.

Tableau 35 Variabilité de la croissance mycélienneRinicillium expansuren fonction de
différentes concentrations des flavoneégiériscus graveolens subsp. ododigant les 7

jours d’'incubation.

Témoin | 50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppm p@Hd 1000ppm| 2000ppn

=)

Névadensine 2,58a 2,228 2,05a 1,93a 1,68a 1,62a 6a 1,2 0,98a 0,85a 0,72a

Lutéoline 2,58a 2,34b, 2,19bh 2,02 1,81p 1,5%a 1,37b1,14b 0,93b 0,76a

Artemétine 2,58a 2,223 2,06a 1,45¢ 1,14c 0,89b c0,83 0,76¢C 0,65c 0,61b

En général, les trois flavones ont montré un edfdétfongique trés important sur les
trois champignon8otrytis cinerea, Penicillium digitaturet Penicillium expansunkn effet,
Botrytis cinereaest tres sensible a la névadenslae?enicillium digitatumest sensible a la

lutéoline, quant alenicillium expansunil, marque une sensibilité a I'artemétine.

Bruneton (1999) et Kurkin (2003) ont montré que psnols simples, les acides
phénoligues et les flavonoides possédent des ptépri anti-inflammatoires et
antihémorragiques, des propriétés antibactérieehemtifongiques, en particulier a I'égard

des organismes phytopathogénes.

Dans d'autres études de recherche, les flavonodthsdes activités antivirales,
antibactériennes, antifongiques, anti-inflammaireantiallergiques et anti-tumorales
(Harbone et Williams, 2000 ; Wangadt, 1999 ; Middleton et Kardasnami, 1993).



Kalt (2000) a montré que les flavonols et les flaa® sont efficaces pour la lutte
contre les champignons pathogénes des grains éalegr Quant a Goutam (2008), il a

montré que la névadensine a un effet anti-inflamimatcytotoxique et antituberculeux.

Cushnie et Lamb (2005) ont montré I'efficacité dagonoides (flavones, isoflavones,
flavonols...) dans l'activité antifongique, antivieabt antibactérienne.

Dans une étude présentée par Serti@let(1990), I'artemétine extrait a partir de
Cordia verbenace®C (Boraginaceaga montré une activité anti-inflammatoire chezrhgs.
Quant aux De Souzt al., ils ont ontré que cette molécule isoléeAtshillea millefoliuma

réduit la pression artérielle moyenne des rats.

[I-3- Activité antifongique des sesquiterpénes disteriscus graveolens subsp. odorus

Neuf concentrations de deux sesquiterpénes naigigliet asteriscunolide 3mnt été
utilisées pour tester la réponse des trois champgretudiégBotrytis cinerea, Penicillium
digitatum et Penicillium expansuijn Une augmentation des doses des deux produits
sesquiterpeniques a été accompagnée par une aagioende pourcentage d'inhibition
(Tableau 36).
Tableau 36 : Pourcentages d’inhibition de la camsgs mycélienne deenicillium digitatum
(PD), Penicillium expansum(PE) et Botrytis cinerea(BC) en utilisant les différentes

concentrations de deux sesquiterpendsidriscus graveolens subsp. odorus

50ppm | 100ppm| 125ppm 150pp|Ln 200pgm  250ppm  500ppm Oppd® | 2000ppm
PI
(BC) 50,00 60,34 63,74 71,98 81,03 85,34 92,67 9%,26  ,0D00
en %
Naupliolide Pl
(PD) 25,46 36,60 52,25 68,9[7 76,13 80,64 89,39 92,84 ,0000
en %
PI (PE)
en % 29,32 39,36 53,01 65,46 72,69 85,64 93,17 98,39 ,0D00
Pl
(BC) 24,14 36,21 45,64 81,08 84,48 92,p4 97,41 100,00 0,000
en %
Asteriscunolide Pl
3c (PD) 27,06 39,26 45,04 53,58 70,03 87,00 89,92 92,57 1098,
en %
Pl (PE) 13,65 31,73 37,75 43,78 53,82 64,26 76,71 88,76 7894
en % ' ' " ' ' ' [ ' =

Pl : Pourcentage d'inhibition



a- Testin vitro des sesquiterpenes ésteriscus graveolens subsp. odorsws la croissance

myceélienne duBotrytis cinerea

Les deux produits testés naupliolide et asteridamo3c ont affiché des
comportements différents en fonction des conceamrstutilisées. En effet, si le naupliolide
présente de meilleurs résultats en termes d’inbibide la croissance dBotrytis cinereaa
des doses de 50, 100 et 125 ppm, I'asteriscun8tigdquant a lui, se présente plus efficace a
des doses de 150 a 1000 ppm. Toutefois, a 2000I|gpractivités antifongiques des deux

produits sont similaires (Figure 69 et Tableaue887).

Lambda de Wilk =0,001, F(54, 106,57)=5,24, p<0,001

== Témoin

-&- 50 ppm

~-3- 100 ppm
51 =5 125 ppm
=3 150 ppm
—#- 200 ppm
== 250 ppm
4T ZE- 500 ppm

=~ 2000ppm

Diamétre (cm)
w
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Naupliolide Asteriscunolide 3c

Figure 69 : Evolution de la croissance mycélienmeBatrytis cinereaen fonction de
différentes concentrations de deux sesquiterpendstatiscus graveolens subsp. odorus
durant les 7 jours d’incubation.

Tableau 37: Variabilité de la croissance mycélienne Betrytis cinereaen fonction de
différentes concentrations de deux sesquiterpendstatiscus graveolens subsp. odorus
durant les 7 jours d’incubation.

Témoin| 50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppnDpEa | 1000ppm  2000ppr]

=

Naupliolide 3,01a 1,694 1,154 1,10a 1,02a 0,85a 6a0,Y 0,66a 0,64a 0,6a

3c

Asteriscunolide| 54515 | 295h|  1.8b|  1,58b 08lb 07%b 066 06l  0b 06




b- Testin vitro des sesquiterpenes ésteriscus graveolens subsp. odois la croissance

mycélienne duPenicillium digitatum

Penicillium digitatumsemble répondre sensiblement aux deux produitsstéBigure
70). Toutefois, cette sensibilité est significathant plus accentuée vis-a-vis du naupliolide
gue de l'asteriscunolide 3@ ableau 38). L'effet amplifié en fonction de lancentration

utilisée est toujours remarquable (Tableau 36).

Lambda de Wilk =0,0009, F(60, 104,602)=4,83, p<0,001

=5 Témoin
=H- 50 ppm
7 =3F- 100 ppm
=<~ 125 ppm
=% 150 ppm
6 =&- 200 ppm
== 250 ppm
=F- 500 ppm

= =1~ 2000ppm
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B
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Figure 70 : Evolution de la croissance mycélienadPdnicillium digitatumen fonction de
différentes concentrations de deux sesquiterpériéstatiscus graveolens subsp. odorus

durant les 7 jours d’incubation.

Tableau 38 Variabilité de la croissance mycélienneRnicillium digitatumen fonction de
différentes concentrations de deux sesquiterpériéstatiscus graveolens subsp. odorus

durant les 7 jours d’incubation.

Témoin | 50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppm p@H0 1000ppm| 2000ppn

=)

Naupliolide 3,45a 2,4a 2,164 1,86a 1,453a 1,24a la ,77a0 0,69a 0,6a

ASte”Sg‘é””O"de 345a | 2,96b| 2,51b| 2,364 2,06 1,560 0,78  0,72b 9a0,d 0,68b




c- Testin vitro des sesquiterpénes ésteriscus graveolens subsp. odosis la croissance

mycélienne duPenicillium expansum.

A l'instar du Penicillium digitatum,le P. expansumiépond sensiblement aux deux

produits testés, avec une inhibition plus accentsées l'effet du naupliolide que de

I'asteriscunolide 3¢Figure 71 et Tableaux 36 et 39).

Lambda de Wilk =0,0013, F(60, 104,602)=4,46, p<0,001

=5 Témoin
—F - 50 ppm
=% 100 ppm
| =E 125 ppm
=¢_ 150 ppm
=& - 200 ppm
| = 250 ppm
=k 500 ppm
~1-- 1000ppm
=L~ 2000ppm

Diameétre (cm)
w
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Naupliolide
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Figure 71 : Evolution de la croissance myceélienaddnicillium expansunen fonction de

différentes concentrations de deux sesquiterpériéstatiscus graveolens subsp. odorus

durant les 7 jours d’incubation.

Tableau 39 Variabilité de la croissance mycélienneRinicillium expansuren fonction de

différentes concentrations de deux sesquiterpériéstatiscus graveolens subsp. odorus

durant les 7 jours d’incubation.

Témoin | 50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppm p@dAd 1000ppm| 2000ppm
Naupliolide 2,70a 2,223 1,994 1,55a 1,13a 0,95a 6a0,f 0,66a 0,61la 0,6a
Asteriscunolidel 5 70a | 250b| 21b| 18| 167 142 1206 0986  0,7Db0,64b

L’étude de lactivité antifongique des deux sesgiénes dAsteriscus graveolens

subsp. odorug montré une meilleure efficacité sur les troiarnpignons testés. En effet, le

naupliolide, la nouvelle molécule identifiée, a ma& une forte inhibition contrBotrytis

cinereaa des doses de 50, 100 et 125 ppm et une inmbitionpléte a la concentration



2000 ppm. Cette méme molécule a montré une maillefficacité suPenicillium digitatum
et Penicillium expansumQuant a la molécule asteriscunolide 3c, elle a oéangn effet
remarquable suBotrytis cinereaa des doses de 150 a 1000 ppm et une inhibitiompléte a
la dose 2000 ppm. Toutefois, cette molécule pamayennement efficace stenicillium

digitatumet Penicillium expansum

La recherche de l'activité biologique des lactoeesquiterpéniques a toujours été
d'actualité. Ainsi, les propriétés phytotoxiques aftotoxiques (due a I'existence du
groupementi-méthyléney-lactone) des asteriscunolides ont fait I'objetne’létude publiée

par Rauter eal., (2001).

Bruneton (1993) a montré que certaines lactonegugegoeniques ont une activité
antibactérienne contre des germes Gram positiit @ecas de I'hénélanine de 'auneile
helenium et de la cnicine du chardon bé@injcus beniductys

De méme, il a été prouvé que certaines lactonegigegeniques sont antifongiques
(Mitscer et Hasennhuettl, 1975). L'artémisine estanti malarique qui a donné d'excellents
résultats sur 'Homme, tandis que I'ambrosine,sgugoguaianolide Aimbrosia maritimagest

anthelminthique et molluscide (Bruneton, 1993).

[lI- Activité antifongique des produits purs de [I'huile essentielle

d’ Asteriscus imbricatus

Quatre produits purs de l'huile essentiell@steriscus imbricatuga-pinéne, cis-
chrysanthenyl acétate, 2,5-dimethg«gymene et thymol isobutyrate) ont été utiliseseanf
concentrations pour tester la réponse des troisnpigmons étudiéqBotrytis cinerea,
Penicillium digitatumet Penicillium expansujn

Les pourcentages d'inhibition représentés dans aldedau 40 ont donné plus
d’'informations sur le comportement de ces compesesrs les différentes doses des produits

testés.



Tableau 40 : Pourcentages d’inhibition de la camsgs mycélienne deenicillium digitatum
(PD), Penicillium expansumPE) et Botrytis cinerea (BC) en utilisant les différentes

concentrations des produits majoritaires de husleestielle dAsteriscus graveolens subsp.

odorus
50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppm 500ppm Oppd@| 2000ppmn]
PIBC) | 3877| 4819 5036 5688 6594 6884 7210 7536 7884,
en %
a-pinéne PIPO) | s07| 870 1151 184l 2281 2092 3478 4852 4D,62
PI(PS) | 1603 2557 2077 3898 41,98 5000 5534 5954 4166,
PLOO | 707| 1150 2428 2825 3587 4688 5181 5362  7B7
cis- PI (PD)
chrysanthenyl 0 4,09 9,97 12,53 17,14 24,04 33,60 43|22 50,13 79,80
acetate P?“P/E
1O8) | 305| 1183 2137 2638 3893 4504  48lss 6641 &4
PO | 507 1159 1920 2391 2572 2085 3877 5807 816
2,5 PI (PD)
dimethoxy-p- ) 563| 1432 17,014 2404 4435 761  86/45 94,37  ODOD,
cymene PelnP/I;
108 | 305 1641 25908 335 4381 5344 6908 8130  49D8
PIOO) | 1377) 2428 3049 4058 5036 5688 6522 80,80 0000
Thymol Pl (PD) 4
oorae | enoe | 742| 2072 3683 5931 7289 7545 sojs2 9437  amop,
PP | 649 1527 3168 3435 4427 54P0 6603 86,64 000D,

Pl : Pourcentage d’Inhibition

a-Test in vitro des produits purs de I'huile essentielle &steriscus imbricatussur la
croissance mycélienne diotrytis cinerea

La comparaison entre les effets des différents ptedsurBotrytis cinereamontre
gue l'a-pineéne présente le meilleur effet inhibiteur plmsr concentrations de 50 jusqu’a 1000
ppm, suivi du thymol isobutyrate puis dis-chrysanthenyle acétate (Figure 72 et Tableau
41). Le 2,5-dimethoxyp-cymene présente I'effet antifongique le plus fillloutefois, a 2000
ppm le thymol isobutyrate se présente comme legfficsace des produits testés, suivi du 2,5-
dimethoxyp-Cymene puis ded-pinéne (Tableau 40).



Lambda de Wilk =0,00028, F(180, 434,1854)=3,705, p<0,001
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Figure 72: Evolution de la croissance mycélienme Bibtrytis cinereaen fonction de

différentes concentrations des produits purs deildéhessentielle @dsteriscus imbricatus

durant 7 jours

d'incubation.

Tableau 41 : Variabilité de la croissance mycéleente Botrytis cinereaen fonction de

différentes concentrations des molécules majoetaide I'huile essentielle Asteriscus

imbricatusdurant les 7 jours d’incubation.

=}

Témoin | 50ppm| 100ppm 125ppm 150ppm 200ppm 250ppmOp@a@| 1000ppm 2000ppr
a-pinéne 3,35a 2,173 1,954 1,89 1,52a 1,31a 1,5a,19a1| 0,9l1a 0,8la
Zféf:tg’samhe”y' 335a | 3,34b| 317b| 2,710 2,54b  235b  1.84b  1,69b 3bld 1,37b
25-dimethoxy-p- | 5355 | 334p| 3130 2934 2.62b 242  219c 1,99 2c1.3 073c
cymene
Thymol 335a | 2.87c| 256c| 217d 2,03¢ 16lc 144d 1,27a 1a09 0,6d
isobutyrate

b- Test in vitro des produits purs de l'huile essentielle dsteriscus imbricatussur la

croissance mycélienne denicillium digitatum

Le 2,5-dimethoxyp-cymene et

le thymol

isobutyrate présentent desetseff

antifongiques similaires sWenicillium digitatum(Figure 73 et Tableaux 40 et 42). L’effet

inhibiteur de ces deux produits est en fait le lmeil des produits testés. A 2000 ppm

I'inhibition causée par Hi-pinéne est classée la deuxieme apres le 2,5-dimgflrcymene et

le thymol isobutyrate dont le taux d’inhibition atte dose est tres stable le long de la période

d’incubation.



Lambda de Wilk =0,000008, F(180, 434,1854)=6,78, p<0,001
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Figure 73: Evolution de la croissance mycélienne Rinicillium digitatumen fonction de
différentes concentrations des produits purs deildéhessentielle dsteriscus imbricatus

durant 7 jours d'incubation.

Tableau 42 : Variabilité de la croissance mycéledaPenicillium digitatumen fonction de
différentes concentrations des molécules majoetaide I'huile essentielle Asteriscus

imbricatusdurant les 7 jours d’incubation.

Témoin | 50ppm| 100pprh 125ppm 150ppm 200gpm 250pp®OpEm| 1000ppn] 2000ppy

>

a-pinéne 3,56a 3,383 3,25a 3,15a 2,95a 2,71a 2,48a,26a2| 19la 1,74a

Cis-
chrysanthenyl 3,56a 3,45a 3,31a 3,2a 3,07p 2,84b 2,58b 2,34a bl1,83 0,95b
acetate

2,5-dimethoxy-

3,56a 3,36a 3,13b 2,81h 2,46¢ 1,99c¢ 1,2Pc 0,85b 7c0,6 0,6c
p-cymene
Thymol
. 3,56a 3,25b 3,04b 2,54¢ 1,91 1,28d 1,12d 0,91b  5c0,§ 0,6¢
isobutyrate

c- Testin vitro des produits purs de I'huile essentielle &steriscus imbricatussur la

croissance mycélienne denicillium expansum

Les résultats de la croissance mycéliennePduicillium expansunmontre que la
différence entre les effets des quatre produitésesst tres significative (Figure 74 et Tableau
41 et 43). Ce sont toujouls thymol isobutyrate et le 2,5-dimethogyeymene qui présentent
respectivement les meilleurs effets inhibiteursi-hinéne présente par contre I'effet le moins
efficace pour la dose la plus concentrée (2000 pprakt intéressant de noter que I'effet du

thymol isobutyrate et le 2,5-dimethopyeymene a la concentration 2000 ppm est tres stable



le long de la période d’incubation, ce qui n’'ests da cas pour d-pinéne et lecis

chrysanthenyle acétate.

Lambda de Wilk =0,0003, F(180, 434,1854)=3,527, p<0,001
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Figure 74 : Evolution de la croissance mycélienad”dnicillium expansunen fonction de
différentes concentrations des produits purs deildéhessentielle dsteriscus imbricatus
durant 7 jours d'incubation.

Tableau 43 : Variabilité de la croissance mycéledaPenicillium expansuran fonction de
différentes concentrations des molécules majoetaide I'huile essentielle Asteriscus

imbricatusdurant les 7 jours d’incubation.

Témoin | 50ppm| 100pprh 125ppm  150ppm 200dpm 250pp®@OpEn| 1000ppn] 2000ppin

a-pinéne 2,73a 2,363 2,17a 1,95 1,78a 1,62a 1,47a,27al 1,2a 1,10a
C'S'Cg::y;z?éhe”y' 273a | 255b| 239b| 2,240 2,080 1,77b  1.60b  1,47b 4b1,1l 0,87b
25-dimethoxy-p-| 5 25, | 285n 2320 213d 1,95¢ 168a 15Pa  1.d4c 9c0.8 0,67c
cymene
_ Thymol 2,73a | 2,53b| 2,33b| 2,024 1,858  1,67a  1,36c  1,13c 4d0,7 0,6d
isobutyrate

La richesse de I'huile essentielle en composés tegmeniques (75% du total de
'huile) pourrait étre responsable de l'effet amtiffigue de cette huile sur les trois
champignons testés. En effet, plusieurs travaux éuadié l'efficacité des monoterpenes
oxygénés dans l'activité antifongique (Pattnaillet1997 ; Edris et Farrag, 2003 ; Kordali et
al., 2005 ; 2007 ; Salamci at., 2007).



L’ a-pinéne, monoterpéne hydrocarbure qui représeri8%b,du total de I'huile
essentielle disteriscus imbricatuprésente le meilleur effet inhibiteur pour les @amtrations
allant de 50 jusqu’a 1000 pprsur Botrytis cinerea. Quant authymol isobutyrate,
monoterpene oxygene, qui est le composé le plusdad représentant 18,32% du total de
'huile essentielle, il est le plus efficace a lancentration 2000 ppm contre le méme
champignon. Ce méme composé avec le 2,5-dimethaxynene (16,21%) sont les plus

efficaces suPenicillium digitatum

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé€peabli (2003) qui a montré que le
thymol et le carvacrol ont une importante activat@ifongiquein vitro. Ces derniers ont
affiché une inhibition complete de la croissance rdycélium de Botrytis cinerea,de
Phytophtora citrophthorage Penicillium digitatumet de Geotrichum citri-aurantiiet ceci a
150 ppm apres sept jours d’'incubation. En plusadivité antifongique du thymol, celui-ci

est un antioxydant fort (Jukié et Milos, 2005).

L’étude réalisée par Bourkhiss (2007) a montrélguehesse de I'huile essentielle en
a-pinéne peut conférer un pouvoir antifongique sautles champignons comnR&nicillium
parasiticus et Aspergillus nigerainsi qu’une activité antibactérienne dtscherichia coli,

Bacillus subtilis Staphylococcus aurews Micrococcus luteus

Une autre étude dictée par Pauli (2001) a montedlgihymol est employé aussi en
soins dentaires pour ses propriétés antiseptiques.

Le carvacrol et le thymol possedent une activitibantérienne et antifongique sur les
myceétes phytopathogenes (Schwammlalet2001). L’huile essentielle de la menthe pouliot
dont le composé majoritaire est la R (+) PulégoB2dq) est dotée également d’'un fort

pouvoir antifongique sur IBenicilliumet leMucor (Belghazi egl., 2002).

I\VV- Conclusion

Les études effectuées pour I'évaluation de l'aiantifongique des produits purs
d’'Asteriscus graveolens subsp. odomisAsteriscus imbricatu®nt montré une différence
d’efficacité aussi bien pour les produits pursisé et les champignons testés que les

différentes concentrations étudiées.



Tous les produits purs Asteriscus graveolens subsp. odooas montréune variation
d’efficacité sur les trois champignons testés, iabieh pour les flavones et I'acide caféique

gue pour les produits majoritaires des sesquit@péder cette plante.

L’acide caféique extrait ésteriscus graveolens subsp. odoraste un composé a
efficacité variable selon les concentrations @és. En effet, une inhibition modérée a été
remarquée contr@otrytis cinereapour les concentrations 50-500 ppm. En outre,d&ac
caféique a présenté une faible inhibition coRteaicillium digitatumet Penicillium expansum
pour les mémes doses. Toutefois, les concentrati®®® et 2000 ppm affichent une
inhibition compléte contr@enicillium digitatumet Penicillium expansunOn peut conclure
gue, en termes d’efficacité, les différentes cotregions de I'acide caféique se sont montrées

tres efficaces suBotrytis cinerea

Les trois flavones ont révélé une importante effilgasurBotrytis cinerea, Penicillium
digitatum et Penicillium expansumEn effet, Botrytis cinereaest tres sensible a la
névadensineJe Penicillium digitatumest sensible a la lutéoline, quant Benicillium

expansumi] marque une sensibilité a I'artemétine.

L’étude de l'activité antifongique des deux seseppénes dAsteriscus graveolens
subsp. odorugestés sur les trois champignons a révélé une fatibition du naupliolide
contreBotrytis cinereaPenicillium digitatumet Penicillium expansumQuant a la molécule
asteriscunolide 3c, elle a marqué un effet remdnigusurBotrytis cinerea.Toutefois, cette
derniere molécule semble étre moyennement effisacenicillium digitatumet Penicillium

expansum.

Le testin vitro de l'activité antifongique des produits purs deuild essentielle
d’Asteriscus imbricatua montré que di-pinene présente le meilleur effet inhibiteur ptas
concentrations de 50 jusqu'a 1000 ppur Botrytis cinereaQuant authymol isobutyrate, il
est le plus efficace a la concentration 2000 ppmesméme champignon. Ce méme composé
avec le 2,5-dimethoxg-cymene, sont les plus efficaces Benicillium digitatum

L’efficacité des produits purs pourrait étre le etud’une investigation et une
exploitation dans la lutte intégrée contre lesstafiampignons testés qui causent beaucoup de
dégats sur les fruits et légumes en post-récdBetrytis cinerea, Penicillium digitaturat

Penicillium expansum



D- CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES



I- Conclusion générale

Le present travail a porté sur I'étude phytochineiagu antifongique de deux espéeces
meédicinales et aromatiques de la famille deteraceaeendémiques du Sud du Maroc :
Asteriscus graveolens subsp. odoetigsteriscus imbricatusCes deux plantes sont utilisées
dans la pharmacopée traditionnelle marocaine ftraitement de la fievre, des désordres
des tractus gastro-intestinaux, des douleurs tiépka, de la bronchite, des coliques, des
gastralgies et de la blennorragie. Elles sontsé#s aussi comme anti-inflammatoires et

indiquées contre les migraines et pour calmer lasxne dents.

L’étude bibliographique préalable réalisée sur desix plantes a montré que I'on
disposait de peu d’'informations sur ces especesecoant leur composition chimique. Pour
cette raison, nous avons analysé ces plantes etmésidence la présence des flavonoides et
des lactones sesquiterpeniques dans le gesteziscusDans une deuxiéme étapeus avons
jugé important de contribuer a la valorisation @s cleux plantes par le biais de I'étude

phytochimique et antifongique.

Pour ce faire, nous avons au préalable effectu&iblage préliminaire des différentes
familles de métabolites secondaires majoritairesdieix especes citées en question. En effet,
le screening phytochimique des feuilles et deg$letAsteriscus graveolens subsp. odoetis
Asteriscus imbricatusa montré la présence des alcaloides, des flavesoides tanins
catéchiques, des terpenes, des coumarines et dgsosés cyanogénétiques. Quand aux
saponines et les quinones libres, ils sont présdams les fleurs deAsteriscus graveolens
subsp. odorugt Asteriscus imbricatust ils sont absents dans les feuilles des deux plantes
L’identification des molécules par spectrophotométdV a montré la présence de l'acide
caféique, la névadensine, la lutéoline et I'arténeéthez les feuilles A'steriscus graveolens
subsp. odorusQuant a IAsteriscus imbricatusyn note la présence de I'artemetin tandis que

d’autres molécules sont purifiées et en cours diifieation.

L’identification de I'huile essentielle Asteriscus imbricatupar GC-MS a montré la
présence des produits majoritaires : le thymol usgiate et le 2,5-dimethoxy-p-cymene
estimeés, respectivement, a 18,32% et 16,21%:piriéne et le cis-chrysanthenyl acétate
présentent des quantités modérées estimées, lgepemit, a 8,22% et 5,53%. Quant a
Asteriscus graveolens subsp. odorite présente une quantité élevée en 6-oxocyatidel
et epia-cadinol estimée respectivement a 30,72% et 14,3@%bisabolone, -bisabolone



oxide, I'numulene epoxyde II, d-humulene, lx-pinéne le myrtenylacetate et le trans-
chrysanthenyle acétate sont considérés comme aeklifyr de quantité modérée estimée
respectivement a 3,50%, 3,56%, 3,50%, 2,44.22%, 2,54% et 2%.

En utilisant les différentes techniques de la gpscbpie de résonance magnétique
(RMN) et de linfra-rouge (IR), une nouvelle lactorsesquiterpene a été isolée nommée
naupliolide (C1) avec un nouveau squelette téttapye. De méme, plusieurs composeés
connus mais décrits pour la premiere fois dansespgces étudiées ont été isolés : il s’agit de

la molécule 6,7,9,10-tetradehydroasteriscanolijiet(@es asteriscunolides (3a, 3b, 3c et 3d).

Dans la partie biologique de notre travail, I'étistiatistique de I'effet antifongique des
extraits des feuilles et des fleurs des deux ptaétediées a montré que les extraits « éther de
pétrole » et « acétate d’éthyle » ont une spétdfites marquée potenicillium digitatum,
beaucoup plus que poBenicilliumexpansunaussi bien pour les feuilles que pour les fleurs
d’Asteriscus graveolens subsp. odorli;s comparaison de l'effet antifongique entre les
extraits des deux plantes a révelé une sensillgitgenicillium digitatuma I'effet des extraits

des deux plantes par rapportRenicillium expansum.

Par ailleurs, nous avons montré que le itestitro de I'huile essentielle &steriscus
graveolens subsp. odorywésente un effet fongistatique deenicillium digitatum Cette
huile a inhibé complétement la croissance mycééemtu méme champignon dés la
concentration 125 ppm. Quant a l'huileAdteriscus imbricatusglle présente un effet
fongicide surPenicillium digitatumet Botrytis cinerea.Le testin vivo sur Penicillium
digitatum, a montré un effet trés significatif de I'huile esfielle d’Asteriscus graveolens

subsp. odorustAsteriscus imbricatuaprés 7 jours de stockage.

Les études effectuées pour I'évaluation de l'amiantifongique des produits purs
d’Asteriscus graveolens subsp. odomtsAsteriscus imbricatusa montré une inhibition
compléte dePenicillium digitatumet Penicillium expansunpar I'acide caféique en utilisant
les concentrations 1000 et 2000 ppm. On peut comdjue, en termes d'efficacité, les
différentes concentrations de l'acide caféique @@t snontrées tres efficaces dBotrytis

cinerea



L’activité antifongique des trois flavones respeetnent, la névadensine, la lutéoline
et l'artemétine semble étre démontrée Rotrytis cinerea Penicillium digitatum et

Penicillium expansum.

Le naupliolide a révélé une forte inhibition contBetrytis cinerea Penicillium
digitatumet Penicillium expansumQuant a la molécule asteriscunolide 3c, elle a ndomh

effet remarquable suBotrytis cinerea.

On note que b-pinéne présente le meilleur effet inhibiteur pées concentrations
allant de 50 jusqu’a 1000 ppoontreBotrytis cinereaQuant authymol isobutyrate, il est le
plus efficace a la concentration 2000 ppm sur lenméhampignon. Ce méme composé avec

le 2,5-dimethoxyp-cymene, sont les plus efficaces Banicillium digitatum

Cette étude a permis de mieux connaitre la phytuehdes deux plantes du Sud du
Maroc : Asteriscus graveolens subsp. odoaisAsteriscus imbricatusElles ont, en outre,
démontré I'intérét de ces plantes comme sourceodeaaux produits naturels et de composés
a activités biologiques et pharmacologiques prognsts. Les sujets d’étude dans ce domaine
sont fertiles et chaque plante représente un résepotentiel de métabolites avec des
caractéristiques phytochimiques et pharmacognosiquéinales. Ainsi, l'efficacité des
différents extraits des feuilles et des fleurs, tesles essentielles et des produits purs
d’'Asteriscus graveolens subsp. odoetig\steriscus imbricatusur la croissance mycélienne
des trois pathogénesPenicillium digitatum, Penicilliumexpansumet Botrytis cinerea

pourrait présenter une éventuelle alternative angitides synthétiques.

lI- Perspectives

Le présent travail nous a permis de contribuenalarisation dAsteriscus graveolens
subsp. odorugt Asteriscus imbricatupar le biais de I'étude phytochimique et de I'até
antifongique. Cette étude nécessite d’étre complgtd un certain nombre de travaux. Ainsi,

on se propose de :

* Poursuivre I'étude phytochimique et continuer lghexche sur les deux espéces
etudiées afin d'isoler, de purifier et didentifiefautres métabolites secondaires
contenus dans ces deux plantes.

» Elargir I'étude du spectre de I'activité biologiqdes deux plantes (contre d’autres

champignons, contre les insectes, contre les hestér)



» Etude de faisabilité de la commercialisation desdpits antifongiques a base des
huiles essentielles, des extraits et des produits [solés dAsteriscus graveolens
subsp. odorust Asteriscus imbricatuette étude nécessite un suiviivo de I'effet
antifongique a grand échelle.

* Culture en masse en utilisant la cultumevitro des deux plantes pour amplifier la
quantité des huiles essentielles extraites et quisttue un reservoir riche en

molécules. La recherche d’un milieu et des conaiitide culture sont indispensables.
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F- ANNEXES



|- Réactifs utilisés

* Mayer :
0.5g de I'iodure de potassium
1.369g de bichlorure de mercure
Eau distillée (QSP 100 ml)

* Dragendorff :
0.85g de sous nitrate de bismuth
40 ml d’eau distillée
10 ml d’acide acétique

* lodoplatinate de potassium
8g d’iodure de potassium
20 ml d’eau distillée

* NEU : 2 aminoéthyl-diphénylborate
95 ml de Diphenylboric éthanolamine
5 ml de méthanol

II- Groupe des acides phénols des feuilles Alsteriscus imbricatus
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llI- Groupe des aglycones flavoniques des feuilled Asteriscus imbricatus
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IV- PDA : Potato Dextrose Agar

Extrait de pomme de terre  4g
D-glucose 20g
Agar bactériologique 15¢g
Eau distillée 1000ml



