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Avant-propos

Une partie des travaux relatés dans ce manuscrit de these a donné lieu a la
publication de deux articles scientifiques dans des journaux internationaux a comité de
lecture. Ces travaux ont également été valorisés scientifiqguement par communications

par affiche.
Publications

Zeraib A., Ramdani M., Boudjedjou L., Chalard P., Figuredo G., 2014. Chemical
composition and antibacterial activity of Juniperus thurifera L. essential oils. J. BioSci.
Biotech., 3(2): 147-154

Zeraib A., Ramdani M., Boudjedjou L., Chalard P., Figuredo G., 2014. Characterization and
chemosystematics of Algerian thuriferous juniper (Juniperus thurifera L.). Journal of
Applied Botany and Food Quality, 87:249 — 255.

Communications scientifique

ZERAIB Azzeddine, RAMDANI Messaoud, LOUGRADA Takia, BOUDJEJOU Lamia,
CHALARD Pierre, FIGUEREDO Gille; la composition chimique et activité

antimicrobienne de Thuile essentielle de Juniperus thurifera L. var. africana (Maire).

Le Premier Séminaire international sur les Foréts et les Steppes des milieux Semi-
Arides. 28-30 Novembre 2011, Djelfa —Algérie.

Zeraib _A., Boudjedjou L., et Ramdani M., Activit¢ antifongique des huiles essentielles de
Juniperus thurifera L. var. africana. Séminaire national de Biotechnologie,

Biodiversité et Développement durable. 27-28 Février 2013, Khenchela, Algérie.

Zeraib _A., Ramdani M., Boudjedjou L., Typification de la thurifere Algérienne (Juniperus
thurifera L.). 2¢MeSéminaire National; Eau, Environnement et Biodiversité. 27-28
Mai 2014, Khenchela, Algérie.



Résumeé

Les huiles essentielles des feuilles de Juniperus thurifera, récoltées de six localités de
’Aurés, ont été analysées par CPG et par CPG/SM. Les hydrocarbures monoterpéniques
représentent la fraction majoritaire dans HE de J. thurifera (29,39%), suivis par les
sesquiterpénes oxygénés (27,15%). Trois chimio-types sont identifiés en se basant sur les
composes majeurs qui sont: le sabinéne (11,95%), I'a-cadinol (10,10%) et le terpinéne-4-ol
(7,37%).

Les analyses statistiques des résultats ont révélé des différences significatives entre les
populations de Juniperus thurifera, et confirmé la nette séparation des populations algériennes
des populations européennes et marocaines. La composition chimique des HE de Genévrier
thurifére algérienne est plus similaire aux populations marocaines, et différentes de celle des
populations européennes. Nous soutenons la proposition de nommer la population Algérienne:

Juniperus thurifera var. aurasiaca, Vela et Schafer dans le clade variétal.

L'activité¢ antimicrobienne des HE de J. thurifera extraites des individus males et
femelles a été évaluée contre 14 bactéries. L’action bactéricide des huiles essentielles testées
dépend de la souche bactérienne et de type d’huile testée (extraite d’individu méle ou
femelle).

Mots clés: Juniperus thurifera L.; huiles essentielles; Chimio-systématique; Algérie.



uadla

e Leaaa 5 Al Juniperus thurifera e ) B s e Aaliiidl Al gl Julas ~
@ el o Jal) A 55 sall i S 5 yuel) Jisi . GC/MS s GC ddausl 5 oalosY) s & &8s A
A aad (5 (27,157 )hskimanS ) iy fisd] Lol 3 (29,307 )alivioal ) i1 1S

a-cadinol «sabinene (11.95%) : & 5 4lul) s 3l A jll i Sl e slaie YU 43S ¢ il
. terpinen-4-ol (7.37%).5(10.10%)

Juaiil 3Ty e pall jilie (u ddlas) AVa QI3 358 25y ClSS plill dplanl cdlall
Gl sl o Aaliiouall L) g3 el S G A jaall s A s sY) iRl e & el 8 kel
2B 5 A W) gl S i e Calida g A paall SilEal) g Gleslh Sl Jiles e al)

.Juniperus thurifera var. aurasiaca L WS 4l ol jiliall Cauiias

& 514 2 Y HSA A B (e daliionall Al @ 3 Gl s Suall Cilabiae Sl agi o
ol s Ay Sl AL Glaty Lpale) gl (5 il e Bl G ) deagil 3 LSl (e
(OS3  &l) al a1 ez adiall) sl

Chimio-systématique 3 jall 4l & s 31 Juniperus thurifera : dsabidal) cilalsy



Abstract

Leaf essential oils of Juniperus thurifera L. collected at six locates from Aures
Mountains in Algeria, were analyzed by GC and GC/MS. Monoterpene hydrocarbons
represent the major fraction in the EO of J. thurifera (29.39%), followed by oxygenated
sesquiterpenes (27,15%). Three chemo-types are identified based on the major components
which are: sabinene (11,95%), , a-cadinol (10,10%) and terpinene-4-ol (7,37%).

Statistical analysis of the results revealed significant differences between Juniperus
thurifera populations, and confirmed the clear separation of Algerian populations to the
European and Moroccan populations. Algerian thuriferous juniper is more similar to J.
thurifera from Moroccan populations, and different from that of essential oils obtained from
European populations. We support the proposal to name the Algerian population: Juniperus

thurifera var. aurasiaca, Vela and Schéfer in varietal clade.

The antimicrobial activity of male and female J. thurifera essential oils was evaluated
against 14 bacteria. The results showed a variable degree of antibacterial activity depending

from the type of the oil (extracted from male or female trees). Essential oils of female trees

were most effective.

Key words: Juniperus thurifera L.; Essential oils; Chemo-systematic; Algeria.
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CPG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie.de masse.
HP : Hewlett-Packard.
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INTRODUCTION GENERALE

Le Genévrier thuriféere, Juniperus thurifera L. (Cupressaceae), est un arbre endémique
de quelques pays riverains de la Méditerranée : Algérie, Maroc, Espagne, France (Corse
comprise) et Italie (Gauquelin et al., 1988).

Depuis 260 ans de la description de J. thurifera, des dizaines de publications, des theses
d’état, des projets de recherche et des colloques faisant I’objet des études morphologiques,
phytochimiques, biogéographiques, génétiques, cytogénétiques, ...etc, sont dédiés
spécifiquement a cet arbre, mais sa variabilité intra-spécifique ne semble pas définitivement
acquise. Si cette espéce a fait I’objet de nombreuses études dans différents domaines en

Europe et au Maroc, cependant il n’en est pas de méme en Algérie (Gauquelin et al., 2012).

Les populations algériennes de Juniperus thurifera des Aures sont rares et tres peu
étudiées. Malgré qu’elles sont situées a plus de 1000 km a I’est de celles du Maroc, ces
populations sont souvent assimilées de maniére péremptoire aux populations marocaines en
leur appliquant ainsi sans vérification les conclusions taxonomiques et biogéographiques s’y
rapportant (Véla et Schafer 2013).

L’étude génétique menée par Terrab et al. (2008), suivie par une synthese
taxonomique, complétée d’une bréve étude morphologique des galbules sur des échantillons
d’herbier réalisé par Véla et Schafer (2013), concluent a la distinction souhaitable d’un
taxon marocain (var. ou subsp. africana) et d’un taxon algérien nommé var. aurasiaca Véla

& P. Schaf., var. nova. Ces auteurs ont proposé de le classer au rang variétal.

La question qui se pose : quel est donc le statut taxinomique de cette variété:
appartient-elle au sous ensemble Européen (subsp. thurifera), ou elle est

incluse au sous ensemble marocain (subsp. africana)?
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Les systématiciens font de plus en plus appel a la chimie afin de résoudre certains
problémes taxonomiques. En effet I'étude des composés chimiques des végétaux permet
d'établir des différences intra et interspécifiques qui ne peuvent étre mises en évidence par des

méthodes classiques basées sur la morphologie, la cytologie ou méme I'écologie.

Il a été montré que la synthese des différents composés monoterpéniques et
sesquiterpéniques est contr6lée de facon monogénique (Marpeau et al., 1975; Baradat et
Marpeau, 1988; Bernard-Dagan, 1988).

Les métabolites secondaires comme les terpénes, ont été utilisés comme marqueurs
génétiques dans plusieurs travaux (Baradat et Yazdani, 1988; Hanover, 1992; Raffi et al.,
1996; Echeverrigaray et al., 2001; Keskitalo et al., 2001; Ramdani, 2002; Ramdani et al.,
2007, 2008, 2011 , 2012; Boszorményi et al., 2009; Mendes et al., 2009; Djabou et al., 2011,
2012a, 2012b; Rodrigues et al., 2013; Martinez-Natarén et al., 2014; Tikhonova et al., 2014).

Le travail entrepris dans le cadre de cette these se propose de rechercher le
statu taxonomique du taxon Algérien, en se basant sur les marqueurs

phytochimiques.

Notre contribution se veut constituer un point de départ pour la compréhension de la
taxonomie de cette espece dans la région de I’Aurés, et de combler le retard dans I’étude de
celle-ci.

Le but de ce travail est donc la caractérisation du genévrier thurifere de I'Algérie a
travers la composition chimique de I’huile essentielle des feuilles. Pour cela, nous avons

réalisé:
+ L'extraction et I’analyse des échantillons d’huiles essentielles.

+ Les résultats ont été soumis a un traitement statistique (ACP et UPGMA), en vue de
mettre en évidence une homogéneéité ou une éventuelle variabilité de la composition

chimique de I'espece étudiée.

+ Une comparaison entre la composition de ces huiles et celles du Maroc et de I’Europe

décrites dans la littérature a été effectuée pour identifier la variation infra-spéecifique
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de I’espéce, et determiner les relations entre le taxon Algérien et ceux de I’Europe et

du Maroc.

+ Une partie de ce travail est consacrée a I’étude de I’activité antibactérienne des HE
extraites a partir des feuilles des individus males et autres femelles, dans le but de
valoriser I’espéce J. thurifera.

Ce manuscrit comprend : un premier chapitre bibliographique consacré a la botanique,
la systématique et la répartition géographique des différents taxons en question (la famille des
Cupressaceae, le genre Juniperus, et I'espéce Juniperus thurifera), nous nous pencherons
ensuite sur les méthodes d'extraction et d'analyse des huiles essentielles, ainsi que leur
composition chimique et activité biologique, puis un recueil des principaux résultats
phytochimiques antérieurs relatifs a I'espéce Juniperus thurifera L. Enfin, ce chapitre sera

cléturé par un apercu sur la zone d'étude.

Le deuxiéme chapitre sera consacré au protocole expérimental. Alors que le troisiéme

chapitre regroupe les résultats ainsi que leur discussion.

A la fin de ce manuscrit, nous présenterons une conclusion générale. En annexe, seront
donnés un certain nombre d’éléments intéressants mais qui, a notre avis, auraient rendu la

lecture moins aisée s’ils avaient été insérés dans le manuscrit.
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I- ASPECTS BOTANIQUES

1-1 Généralités

Les gymnospermes représentent un des embranchements taxonomiques les plus
anciens du globe, apparu au Paléozoique, précisement au Dévonien, il y a 300 millions
d’années. Néanmoins, son épanouissement évolutif s’est produit au cours du Mésozoique,
principalement au Jurassique, il y a 150 millions d’années. Durant cette période, 10 000
especes environ de gymnospermes sont différenciées (Villar, 2013). Cette importante
diversité a été plus tard affectée par les événements géologiques et changements
climatiques divers jusqu’au point de perdre 90% de ses effectifs. Cependant, dans
I'hnémisphére nord, un arbre sur deux est un conifére. Il ne reste plus aujourd’hui
gu’environ 1000 espéces vivantes de gymnospermes (Ruiz de la Torre, 2006;
Christenhusz, 2011), réparties sur 14 familles. Au total, une espece représente les Ginkgo,
68 représentent les Gnetophytes, 289 sont des Cycadophytes, et le reste des especes sont
des coniferes, ces chiffres de taxons sont discutables a + 5-10% (Earle, 2012). De

nombreux problemes de classification sub-familiale et tribale complexes restent a résoudre.

Les Gymnospermes les plus familiéres sont les coniféeres (Figure 1), avec les pins,
les sapins, les epicéas, les cedres, les Tsuga, les ifs, les mélézes et les cypres (Raven et al.,
2011; Gaussen, 2014).

Figure 1: Répartition mondiale des coniféres, extraite de Farjon (2010).

(La surface en noir représente I’aire de répartition des coniferes).
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I-2- Les Cupressaceae Bartlett (Famille des Cypres)

La famille des Cupressaceae regroupe vingt-neuf genres et plus de 130 especes.
(Gadek et al., 2000; Little et al., 2004 ; Farjon, 2005; Adams et al., 2009; Debreczy et al.,
2009; Christenhusz et al., 2011). C’est la plus grande famille des coniféres en termes de

genres, et la troisiéme en termes d'espéces (Earle, 2010; Farjon, 2010).

La famille a longtemps été scindée en Cupressaceae s.s. et Taxodiaceae (Pilger,
1926; Gadek et al., 2000), en raison de différences dans les feuilles, qui sont soit opposées
et écailleuses, soit verticillées et linéaires chez les Cupressaceae s.s., alors que celles des
Taxodiaceae sont alternes et linéaires (Judd et al., 2002; Earle, 2010). Mais cette
distinction a été largement remise en cause par la suite de l'analyse phénétique
d’Eckenwalder (1976). En effet, il existe de nombreuses similitudes (et des
synapomorphies potentielles) réunissant ces deux familles: soudures des écailles et des
bractées du cone; ailes latérales sur la graine dérivant du spermoderme; plus de deux
microsporanges par microsporophylle; plus de deux graines par écaille du cone; grains de

pollen non ailés;.... (Judd et al., 2002).

D'autres études; des analyses cladistiques (Hart, 1987); immunologiques (Price et
Lowenstein, 1989); morphologiques (Farjon, 2002, 2005); anatomiques (Schulz et Stitzel,
2007), ainsi que des enquétes moléculaires (Brunsfeld et al., 1994; Tsumura et al., 1995;
Chaw et al., 1997, 2000; Stefanovic et al., 1998; Gadek et al., 2000; Kusumi et al., 2000;
Quinn et al., 2002; Rydin et al., 2002; Schmidt et Schneider-Poetsch, 2002; Rai et al.,
2008; Pittermann et al., 2012; Yang et al., 2012) soutiennent d'une fagcon cohérente la

fusion des deux familles.

Concernant la classification sub-familiale de la famille des Cupressaceae s. |., Gadek
et al. (2000); et Pittermann et al. (2012) divisent les Cupressaceae en sept sous-familles
qui sont:  Cunninghamioideae, Taiwanioideae, Athrotaxidoideae, Sequoioideae,
Taxodioideae, Callitroideae et Cupressoideae (Figure 2). Cette division est basée

essentiellement sur la morphologie et des analyses de I'ADN chloroplastiques.
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I-2-1- Description morphologique

Arbres ou arbustes, généralement résineuses et aromatiques monoiques (les espéces
du genre Juniperus généralement sont dioiques). Ecorce de troncs souvent fibreuse, se

desquament en longues lanieres sur les troncs adultes (Judd et al., 2002; Earle, 2010).

Branches latérales bien développees, semblables a des rameaux principaux, des
brindilles cylindriques, angulaires, ou aplatis (avec des surfaces structurellement distinctes
inférieures et supérieures dans Thuja, Calocedrus, Thujopsis, Fokienia, Libocedrus,
Papuacedrus, et dans une moindre mesure, dans d'autres genres) (Earle, 2010).

Les feuilles sont persistantes (caduques chez trois genres), simples, alternes et
disposées autour du rameau, ou repliées a la base et apparaissant alors distiques, opposees
ou verticillées, écailleuses, étroitement apprimées sur le rameau et ne dépassent pas 1 mm,
ou linéaires et atteignant alors 3 cm de long, a canaux résiniferes, tombant avec les
rameaux latéraux; feuilles écailleuses souvent dimorphes, feuilles latérales carénées et
enveloppant le rameau, et feuille du sommet et de la base du rameau aplaties (Judd et al.,
2002).

Microstrobiles et microsporophylles alternes ou opposées; microsporanges 2-10 sur
la face abaxiale des microsporophylles; grains de pollen dépourvus de ballonnets, sans
cellules prothalliennes. Cone atteignant sa maturité en 1-3 ans, a écailles peltées ou fixees
par leur base et aplaties, charnues chez Juniperus, soudées ou bractées persistantes
(caduques chez Taxodium); ovule 1-20, portées par la face adaxiale, dressés (le micropyle
oppose a l'axe de cone; les ovules pouvant parfois étre renversés); archégones en nombre
fort variable par ovule, agglomeérées. Graines 2-3 courtes ailes latérales (ailes absentes chez

certains genres) embryon droit, cotylédons 2-15 (Figure 3) (Judd et al., 2002; Earle, 2010).
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Figure 2: Arbre phylogénétique de la famille des Cupressaceae (Pittermann et al., 2012).
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Figure 3: Morphologie des Cupressaceae, (Judd et al., 2002).

(A-J) Juniperus virginiana; (A) Jeune rameau a feuilles écailleuses; (B) Jeunes rameaux a feuilles en écailles et
en aiguilles; (C) détail d'un jeun rameau a feuilles en aiguille; (D) microstrobile avant la pollinisation; (E)
Microsporophylle (vue abaxiale); (F) Jeune rameau avec mégastrobile au moment de la pollinisation; (G) écaille
du cbne (vue adaxiale) avec deux ovule dressée, proches de la pollinisation; (H) mégastrobile a maturité, a
écailles soudées; (1) coupe transversale d'un cdne mdr, avec deux ovules atteignant la maturité; (J) graine; (K-Q)
J. communis; (K) rameau montrant les feuilles ternées et les mégastrobiles axillaires; (L) détail d'une portion
détachée d'une feuilles en vue adaxiale; (M) microstrobile ayant émis son pollen; (N) microsporophylle en vue
abaxiale; (O) rameau axillaire montrant de jeunes mégastrobiles & son sommet: trois ovules sont préts a la
pollinisation; (P) portion d'un rameau portant un mégastrobile mdr; (Q) vue apicale d'un cdne, montrant les
lignes de suture de trois écailles.

I-2-2 Distribution géographique et écologique

La famille des Cupressaceae est cosmopolite (Farjon, 2010), elle préfére des climats
tempérés chauds a frais (Judd et al., 2002). Les trois quarts des espéces habitent I'némisphére
nord. Environ 16 genres ne renferment qu'une seule espece et beaucoup d'entre eux montrent
un endémisme étroit. Les membres de cette famille fréquentent des habitats variés, depuis les
sols gorgés d'eau jusqu'aux substrats secs, et depuis le niveau de la mer jusqu'a des altitudes
élevées dans les régions montagneuses. Les deux espéces de Taxodium du sud-est des Etats-
Unis se rencontrent fréquemment dans des eaux stagnantes (Judd et al., 2002).
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1-3- Les genévriers

Les genévriers (Juniperus L.) occupent une place importante dans le paysage nord-
africain, essentiellement en raison de leur rusticité et de leur dynamisme; ce sont en effet des
especes pionnieres peu exigeantes du point de vue écologique, elles sont présentes depuis le
bord de mer jusqu’aux sommets des Atlas. Leur rusticité leur permet de résister aux
agressions humaines intenses dont elles sont I’objet car dans de nombreuses régions, elles
représentent le seul élément arboré ou arbustif susceptible d’étre exploité pour le bois ou le
feuillage, voire a des fins industrielles ou médicinales (Quézel et Gast, 1998). Ce genre est
composé d'environ 75 especes (Adams et Schwarzbach, 2013; Adams, 2014), il est le
deuxiéme plus grand genre de coniféres en nombre d’espece apres le genre Pinus (Miller,
1977; Farjon, 2010).

Le genre Juniperus est caractérisé par des cones trés particuliers, appelés «galbules»,
comportant des écailles plus ou moins complétement soudées entre elles. Beaucoup d'especes

sont dioiques (Rameau et al., 2008).

La position phylogénétique des Genévriers indique qu'ils occupent le clade terminal et
c'est I'un des genres les plus évolués des coniferes (Figure 4). L’arbre phylogénétique du
genre Juniperus montre les trois sections qui sont en clades bien distincts (Figure 5).

+ La section Caryocedrus Endlicher, 1847, représentée par une seule espéce J. drupacea
Labill., est confinée a la région de la Gréce et la Turquie (Figure 6), elle est considérée

comme la section la plus ancestrale du genre (Adams et Schwarzbach, 2013).

J. drupacea sont des arbres dioiques a 30 m ou plus de hauteur, de feuilles larges aciculaires
(2- 3,5 mm de large; 10- 25 mm de long), les feuilles en écailles sont absentes, cones
axillaires, cones femelles 18-25 mm a maturité avec 3 écailles de cone visibles, trois grains
fusionnés ensemble pour faire une drupe, les cones femelles atteignent la maturité entre 18
mois a 2 ans (Adams, 2014).

+ Section Juniperus (= Oxycedrus; espéce type J. communis) regroupant 14 especes,
caractérisées par des cones bleus ou rouges, souvent avec 3 graines (Adams et
Schwarzbach, 2013).
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Figure 4: Position du genre Juniperus sur I’arbre phyllogénétique des coniféres, adapté par

Adams (2014).

10



Premier Chapitre

Syntheése bibliographique

I- Aspects botaniques

— Hesp. arizonica
— Hesp. baker

QOutgroup (Hesperocyparns)

—-L_Es"

des
b!ew 1]
navn’.‘uians

Sect. Juniperus

n:.rs \r ox ycedn..ls

-

!ﬂ%mosana
oA Bhigida v.,con!erra
a3 rigida v. rigi R N
. ! com. rm?h%nca
EP v. saxalills, Spain
@ olfia
! lutchuens,
ngmv vm%,%a lottensis
. USA
94 com v. de, ssa?.ga‘h%éj
eam. v, nipporics, Japs
7 amc ensrs

com . ‘saxatilis’, Japan
Dm v, saxarrns M “geo a

M%'fafags; ffcg"a
enicea v. fUF nata
califormica

anzonica

monosperma

coahuilensis

angosturana

pinchotii

Mdt

Juniperus Phylogeny
Bayesian tree

nrDNA (ITS), petN-psbM,
trnSG, trnDF, trnLF

4411 bp

durangensis
*uobrarra
monticola

Sect. Sabina
sfand!syr

ashei v. ashei

deppeana v. daé:peana NM
_o‘epgoana\r n? usta T
bt ety A
HC deppana v. deppeana, AZ
HC deppeana v. patoniana
dep v. deppeana, El Chico

deppeana v. gamboana
g deppeana v. robusta

dep v. deppeana, El Chico

-

@

d’_?ppsrana f. zacatecensis

-
)
.
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
.
.
)
)
.
'
'
'
'
'
'
'
'
'
: 1 marrisonicola
' tibetica
' 1 squamata
'
'
.
.
.
.
.
.
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
.
.
.
'
.
)
.
'
'
'
'
'
'

psevdosabina

fargesii

saltuana, o

pingii v. p_ar?ar_
i

indica v. caespitosa
recurva

rushforthiana
1 po.rgcargos V. polycarpos

excelsa
polycarpos V. lurcomanica
seravschanica

87

foelidissim,
‘era v. J'huafera
urifera v. africana

.89
§Ssev arke ggnsas
Se%’rr . nug

Cgfﬂ V. procum.bens

53 g5 ?ncr%‘vvrg hue??ensas
-I‘I ma
0.5 virg. v. virginiana

.
.
"
"
.
.
.
.
.
.
.
.
"
"
.
.
"
"
"
.
.
.
.
"
.
"
"
.
.
.
"
.
.
"
.
"
"
.
.
.
"
.
"
.
.
"
.
.
.
"
"
.
.
.
.
.
.
.
.
"
.
.
"
.
.
"
"
.
.
"
.
.
.

'pseudoserrate’ 7 E. hemisphere

red, 1-3 seeded cones,
E. hemisphere

blue, 1-3 seeded cones,
E. hemisphere,

J. communis in E. and
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blue, red-copper,

rose, brown cones,

1-13 seeds.

smooth leaves, E. hemisphere,
turbinate, 1 seeded cones

excelsa gp., smooth leaves,
E. hemisphere,
ovoid, multi-seeded cones

chinensis gp., smooth leaves,
E. hemisphere, ovoid,
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sabina gp., smooth lvs, E. hemi.,
ovoid, multi-seeded cones
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W. hemisphere,

ovoid - bilobed, 1 - 3 (4) seeded
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Figure 5: Arbre phylogénétique du genre Juniperus L, (d’apres Adams et Schwarzbach,

2013).
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= Section Sabina, la plus importante, comprenant soixante especes, caractérisées par des
cones avec 1 a 13 graines, bleus, rouge-cuivres ou bruns. La section Sabina est divisée en
trois grands clades (Mao et al., 2010; Adams et Schwarzbach, 2013; Adams, 2014):

Section Sabina

vy, . .
.+ Section Sabina clade Il

[
Feus

"""~ Section Sabina clade Il
%eoa? New Waorld species

Section Juniperus
excluding J. communis

. Juniperus communis
D Section Caryocedrus

Figure 6: Aire de répartition du genre Juniperus L. (Mao et al., 2010).

En Algérie, le genre Juniperus est représenté par deux sections et cing especes; Sect.
Oxycedrus (J. communis L., J. oxycedrus L.), et la section Sabina (J. thurifera L., J. phonicea
L., J. sabina L.) (Quézel et Santa, 1962; Maire, 1967).
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J. comsmenis
subsp. communis subsp. hemisphaerica

1. phoenicea

J- thurifera

Figure 7: Les espéces du genre Juniperus de I’ Algérie.
I-4- L'espéce Juniperus thurifera L.
I-4-1-Description morphologique

Le genévrier thuriféere (Juniperus thurifera L.) (Nom commun "berbere": Aywel;
Thazenzna), est un arbre ou arbuste dioique, bien que la présence de quelques individus
monoiques ait été mentionnée dans les Alpes francaises et en Corse (Borel et Polidori, 1983;
Conrad, 1986); de méme en Espagne, au Maroc dans le Haut Atlas (Badri, 2003), et en
Algérie (les Aurés) dans la population de T kout plus précisément dans la localité dite Malou

de T’kout (Observation personnelle) (Figure 8).
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Chatons « organes males »

Figure 8: Echantillon récolté d’un individu monoique. Photo Zeraib A., 10/04/2015.
« L’association des galbules qui sont le résultat de développement des fleurs femelles et les chatons

qui portent les grains de pollens sur le méme individu »

J. thurifera possede un port tres variable, il peut atteindre 20 métres de hauteur, avec un
tronc tres ramifié montrant une structure « troncs multiples » ou multicaule. Les feuilles en
écailles, entieres ou faiblement denticulées, a dos plus ou moins caréné (Bertaudiere, 1999,
Badri, 2003). La forme plus ou moins tétragones des ramules est due a la disposition des

écailles (disposées par quatre) opposées décussées (Maire, 1952; Rameau et al., 1993).

A I’état juvénile, les feuilles ne sont pas sous forme d’écailles mais de petites feuilles en
alenes (formes de jeunesse), semblables a celles du genévrier oxycedre ou commun, especes

qui appartiennent au méme genre (Badri, 2003).

Les cones femelles (galbules) sont charnus, subglobuleux, de couleur noir bleuatre, et
contiennent 2 a 4 graines suivant la variété, bien que selon Gauquelin et al. (1988), les
Thuriferes du Maroc ne contiennent généralement qu'une seule graine, dont la maturité est

atteinte au bout de deux ans.
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Les fleurs males sont réunies en chatons terminaux sub-globuleux d’une taille
moyenne de 5 mm, situées sur des courts ramules dressés. Leur floraison se déroule de février
au mois d’avril (Montés, 1999; Badri, 2003).

1-4-2- Systématique

La classification botanique de I’espéce J. thurifera est résumée dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 1: La position systématique de Juniperus thurifera L., d’aprés Mao et al. (2010).

Regne Plantae
Sous-régne Pracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Sous-famille Cupressoideae
Genre Juniperus L
Section Sabina

Espece Juniperus thurifera L.

Classiquement Juniperus thurifera L. comprend trois varietes: la varieté gallica De
Coincy correspondant aux peuplements européens (Alpes, Corse et Pyrénées); la variété
hispanica Miller regroupant les peuplements de la péninsule Ibérique, et la variété africana
Maire, pour les individus d'Afrique du Nord (Maroc et Algérie) (Montes, 1999), cette section
présente deux sous espéces sur la base du nombre de graines par galbule (Gauquelin et al.,
1988; Adams, 2014).

J. thurifera var. africana Bull., [synonymes : J. thurifera var. africana Maire, J.
africana (Maire) Villar, J. thurifera subsp. africana (Maire) Gauquelin], dont I’aire de

répartition se limite au Nord d’Afrique.
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J. thurifera var. thurifera, qui est présente de maniere localisée en Espagne, dans les
Pyrénées, dans les Alpes francaises et en Corse. Selon Montes (1999) et Adams (2014), on le
trouve sous de nombreuses appellations : J. bonatiana Vis., J. cinerea Carriere, J. hispanica
Mill., J. sabinoides Endl. Syn. Conif., J. thurifera L. var gallica (Coincy), J. thurifera L. ssp.
gallica (Coincy) Rouy, J. thurifera L. ssp. gallica (Coincy), Sabina foetidissima (Willd.), S.

thurifera (L.), S. pseudothurifera Antoine.

L’eétude menée par Terrab et al. (2008), concerne toute I’aire de répartition J. thurifera,
a montré que le polymorphisme génétique de type AFLP (polymorphisme de longueur de
fragments amplifiés) permettait de rapprocher partiellement la population algérienne des
populations européennes, tandis qu’elle confirmait la nette distinction des populations
marocaines, non seulement des populations européennes, mais aussi des populations
algériennes (Figure 9). Par contre, I’étude menée par Véla et Schafer (2013) a montré que les
individus de la population Algérienne présentent une ressemblance morphologique avec la

sous-espéece africana des Atlas marocains.

Populations
Euroneennes

037

027 o n&'qﬁo %0
]
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3
2 00
)
(4]
%-0.1 .
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0
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o \ 4
- . Populations
Populations putati
031 A - Marocaines
A Aloériennes
04 : . . . Y Y . .
03 92 01 00 01 02 03 04 05

factor 1 (7.88%)

A: ACP des individus et des populations de | B: arbre consensus de I’lUPGMA (enracinée

J. thurifera avec J. foetidissima) des données AFLP de

20 populations de J. thurifera.

Figure 9: Résultats de I’étude basée sur le polymorphisme de longueur de fragments

amplifiés de J. thurifera menée par Terrab et al. (2008).
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I-4-3- Répartition géographique
1-4-3-1- Dans le monde

Le Genévrier thurifére est une espéce oroméditerranéenne, affectionnant un climat
semi-aride, sec, froid en hiver et trés expose a I’ensoleillement. 1l se rencontre en Espagne, en
France, au Maroc, en Algerie et en Italie (Figure 10) (Gauquelin et al., 1988, 1999; Farjon,
2005; Romo et Boratynski 2007; Adams, 2014).

Cet arbre présente non seulement une distribution trés morcelée, mais également tres
inégalitaire: suivant les pays, les surfaces occupées par le Genévrier thurifére varient de
quelques centaines d'hectares (En Algérie et en Italie) a environ 150 000 ha (en Espagne et au
Maroc). Les peuplements de Genévrier thurifere occupent généralement des superficies

restreintes, accentuant de ce fait le caractere fragmenté de sa répartition (Montes, 1999).
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Figure 10 : Aire de répartition de Juniperus thurifera (Montés 1999), modifiée.
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I-4-3-2- En Algérie

En Algérie, J. thurifera se rencontre dans le massif de I'Aures, sous forme de
peuplements trés ouverts, dégradés et paraissant relictuels (Lapie Maige, 1914; Boudy, 1952;
Tamagoult, 1988).

La thurifére dans les Aures est distribuée en 3 blocs d’inégale importance: le premier est
situé dans la région de T kout, le second, dans la vallée de I’Ouled Abdi alors que le troisiéme
est localisé dans le lieu dit Tibhirine (Figure 11). Les deux autres endroits ou se situe le
Genévrier thurifere sont dominés par d’autres essences forestieres. Il n’arrive pas a
individualiser des formations distinctes. Il s’agit de la cédraie de S’gag et de Chelia.
Cependant, des sujets isolés éparpillés, peuvent se rencontrer ¢a et la dans les Aurés (un pied

au village d’Ich Moul, quelques sujets au niveau de la zone d’Inoughissene) (Beghami, 2013).
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Figure 11: Répartition de J. thurifera en Algérie (Beghami, 2013).
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II- LES HUILES ESSENTIELLES

11-1- Généralités sur les huiles essentielles
11-1-1- Définition

Chaqgue fois qu’on écrase un pétale de fleur, une branchette, ou une quelconque
partie d'une plante, un parfum se dégage, cela signifie qu'une huile essentielle (HE) s'est
libérée (Padrini et Luncheroni, 1996). Les huiles essentielles, appelées communément
essences végétales, sont des produits huileux, odoriférants et volatils contenus dans les
différentes parties des végétaux (Bruneton, 1999; Guestem et al., 2001). Les HE sont des
produits du métabolisme secondaire des végétaux. Obtenus soit a partir des matieres
premieres naturelles par distillation a I’eau, soit a partir des fruits de citrus par des
procédés mécaniques et qui sont séparées de la phase aqueuse par des procédés physiques
(Afnor, 2000).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables pouvant contenir
plus de 300 composés différents (Sell, 2006), appartenant principalement a deux groupes
chimiques qui se caractérisent par des origines biogénétiques distinctes. Il s'agit des
composés terpéniques, les plus volatiles, tels les monoterpenes qui constituent 90 % des
huiles essentielles d'une espece; et les sesquiterpenes. Les composés aromatiques dérivés
du phénylpropane, sont beaucoup moins fréquents (Guignard et al., 1985; Bruneton, 1999;
Guestem et al., 2001). Les huiles essentielles peuvent également renfermer divers produits

issus des processus de dégradation (Bruneton, 1999; Guestem et al., 2001).

Généralement, seuls les terpenes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse
moléculaire est faible (de 10 a 20 atomes), y sont rencontrés soit les monoterpénes et les
sesquiterpenes (Bruneton, 1999). Exceptionnellement, quelques diterpénes (CzoHs2)

peuvent se retrouver dans les huiles essentielles (Vila et al., 2002).
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11-1-2- Répartition et localisation des huiles essentielles

Il'y aurait 17500 espéces aromatiques (Lawrence, 1995), distribuées sur 60 familles
(Raut et Karuppayil, 2014). Les especes capables d'élaborer les constituants qui composent
les huiles essentielles d’une valeur médicinale et industrielle sont réparties dans un nombre
limité de familles, par exemple: Alliaceae, Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae,

Poaceae et les Rutaceae (Vigan, 2010; Hammer et Carson, 2011).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes: les sommités
fleuries (Lavande, Menthe), les écorces (Cannelier), les racines (Vétiver), les rhizomes
(Gingembre), les fruits (Anis, Fenouil, Badianier), le bois (Camphier), les feuilles
(Citronnelle, Eucalyptus), les graines (Muscade) et les boutons floraux (Clou de Girofle)
(Bruneton, 1999; Guestem et al., 2001).

La synthese et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de
la surface de la plante: cellules a huiles essentielles des Lauraceae ou des Zingiberaceae,
poils sécréteurs des Lamiaceae (Svobodak, 2000, 2003), poches sécrétrices des Myrtaceae
ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae (Bruneton, 1999;
Guignard, 2000).

11-1-3- Obtention des huiles essentielles

La distillation est le procédé le plus utilisé par I’industrie, le principe de cette
technique est basé sur la volatilité des huiles essentielles sous l'effet de la chaleur. Les
cellules éclatent et I’essence est entrainée avec la vapeur d’eau. On assiste a une
transformation de phase: les molécules volatiles, initialement a I’état liquide, passent a
I’état vapeur (Besombes, 2008). Aprés condensation, I’essence se sépare du distillat par
décantation (Bruneton, 1999).

a- Hydrodistillation simple

Elle se produit dans I’appareil de Clevenger et consiste a immerger directement le
matériel végeétal a traiter (entier, coupé ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli
d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une

surface froide. En effet, les vapeurs ascendantes provenant de I’alambic ou du réacteur
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progressent dans la partie A puis se condensent dans la partie B. Le condensat est récupéré
dans la partie C ou I’huile se separe de la phase aqueuse. L’eau en exces retourne dans
I’alambic par la partie D (Figure 12). Dans une variante du procédé, le matériel vegétal est

broyé in situ.

S 150 %
2 |
i |
| |
I
B ey
| Ji| 10 =
B
A 4 /aa! § > 4
‘ __-__ - __b -
' a-———NFom —
L | ]
-
L | |
=]
| 15 |
- 1 § C
} |

I X 7 mit—
oz ‘
1 o - D ~ 7
¢
R
Les dimensions sont exprimees en mm

Figure 12: Appareil pour la détermination des huiles essentielles dans les drogues

végetales.
b- Distillation a vapeur saturée

Dans la distillation a vapeur saturée comme produite avec I’appareillage de Kaiser
Lang, le végétal n’est pas en contact avec I’eau: la vapeur d’eau est injectée au travers de la
masse végétale disposée sur des plaques perforées. Pour raccourcir le temps de traitement,
limiter I’altération des constituants de I’huile essentielle et économiser I’énergie, il est
possible de travailler en surpression modérée (1 a 3 bar). La conseéquence de la surpression
étant une augmentation de la température, la qualité de I’huile essentielle obtenue peut étre

modifiée.
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Figure 13: Montage pour I'entrainement a la vapeur d'eau et I'hydrodiffusion.

c- Hydrodistillation assistée par micro-ondes

L’hydrodistillation assistée par micro-ondes est un procédé développé par Stashenko
et al. (2004a, b). Ce procéde, basé entierement sur le principe de I’hydrodistillation
classique, consiste a placer une partie du montage d’hydrodistillation dans le four a micro-
ondes (Figure 14). Le matériel végétal est donc placé en présence d’une quantité d’eau
suffisante dans un réacteur disposé dans I’enceinte du four a micro-ondes. Le systéme de
réfrigération ainsi que la partie prévue pour la récupération des essences sont situés a

I’extérieur du four.

Cette technique a été appliquée pour I’extraction des huiles essentielles a partir de
plusieurs plantes aromatiques et épices. Plusieurs études ont montré que le procédé
MAHD, comparé a I’hydrodistillation classique (HD), permet un temps d’extraction plus
court pour un rendement et une composition chimique de I’huile similaire. (Stashenko et
al. 2004a, b; Kosar et al., 2005; Iriti et al. 2006; Golmakani et Rezaei, 2008a, b;
Rezvanpanah et al., 2008; Thi et al., 2008; Farhat, 2010 ; Bahri et al., 2013). Cette
technique rapide apparait compatible avec I’environnement et offre une économie en

énergie par rapport a I’hydrodistillation classique (HD).
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Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction

Micro-Ondes ———s

Figure 14: Montage d’une distillation par micro-ondes.
11-1-4- Analyse des huiles essentielles

De maniére schématique, il existe deux types de démarches analytiques. La premiére
est la méthode chromatographique procédant par individualisation des composés du
melange. L’identification est realisée a I’aide des indices de rétention, d’une part, et des
spectres de masse, d’autre part. C’est la méthode conventionnelle d’analyse des huiles
essentielles, mais aussi la méthode de référence du marché. La seconde méthode est le
recours a la RMN (résonance magnétique nucléaire) du carbone C13 des mélanges ne
nécessitant pas d’individualisation préalable, mais ne pouvant étre appliquée que sous
certaines conditions (Darriet-Giudicelli, 2011). La RMN peut étre couplée ou non a une
CPG, mais une des difficultés majeures de cette technique est I’obtention d’une quantité de

compose pur de I’ordre de 10 & 100 mg (Figuredo, 2007).

Le laboratoire ou nous avons réalisé les analyses des huiles essentielles a opté pour la
premiere démarche, c'est-a-dire I’usage de la chromatographie en phase gazeuse associée a
une détection par ionisation de flamme (CPG-FID) et de la chromatographie en phase

gazeuse couplée en ligne avec la spectrométrie de masse (CPG/SM).
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11-1-4-1- La chromatographie en phase gazeuse

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’appliqgue aux composés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition (Arpino et al.,
1995). C’est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles
essentielles, car elle permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir
d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du microgramme. Les progres
technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires
et des détecteurs (FID) ont contribué a rendre la CPG incontournable pour I’analyse des
huiles essentielles (Matovské et Lehotay, 2004).

La CPG est une chromatographie de partage, la phase stationnaire étant un liquide
non volatil réparti ou greffé sur un support inerte. La phase mobile est constituée de gaz
inerte (Hz2, N2, He). La solution est injectée au moyen d'une seringue soit manuellement,
soit avec un injecteur automatique qui permet d'obtenir une meilleure reproductibilité. La
chambre d’injection est maintenue a une température telle que la vaporisation de
I’échantillon se fasse dans un temps le plus court possible. La séparation des composés

dépend du type de colonne utilisée et de la polarité de la phase stationnaire (Figuredo,

2007).
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Figure 15: Schéma descriptif de la chromatographie en phase gazeuse (CPG).
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11-1-4-2- L’indice de rétention

L’un des probléemes de la CPG est le manque de reproductibilité des temps de
rétention d’un appareil a I’autre ou d’une colonne a I’autre, méme si elles sont de nature
identique. Pour résoudre ce probléme lié aux phénomenes complexes qui interviennent
pendant I’élution (variation des conditions opératoires), Kovats a proposé I’utilisation d’un
indice de rétention (IK), en considérant que la montée de température du four est linéaire
sur la plage de température étudiée. Van Den Dool et Kratz ont donc utilisé ces indices qui

sont indépendants des conditions chromatographiques (Figuredo, 2007).
11-1-5- Composition chimique des huiles essentielles
11-1-5-1- Terpénes

Les terpénes constituent une famille importante de molécules naturelles, relativement
simples et trés abondantes, ce qui rend leur disponibilité assez aisée (Breitmaier, 2006).
Historiquement, les terpenes ont été tres employés pour I'embaumement, d'ou le qualificatif

de balsamique donné aux plantes et aux huiles qui en contiennent.

Le nom de terpénes a été forgé a partir de la térébenthine, matiére de base de leur
obtention, et de la racine «éne» pour rappeler qu'il s'agit de composés insaturés. Le terme
terpénoides désigne un ensemble de substances naturelles construites a partir d’unités
isopréniques (Figure 16). Isolés du regne végétal, ils possédent des propriétés
pharmacologiques, d'autres ont généralement des fonctions fongicides, insecticides ou

attractives.

A

Figure 16: Représentation de I’isopréne, le 2-méthyle-1,3-butadiéne.
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Ils peuvent étre acycliques (myrcéne, ocimene etc...), monocycliques (a- et y-
terpinene, para-cymene, o-élémene,...), bicycliques (a- et B-pinéne, 8-3-caréne, camphene,

[-caryophyllene, etc...),

- cétones : acycliques (tagétone), monocycliques (menthone, carvone, etc...), bicycliques
(verbénone, thuyone, etc....),

- aldéhydes : le plus souvent acycliques (géranial, néral, citronellal, etc...),

- esters : acycliques (acétate de linalyle, acétate de citronellyle), monocycliques (acétate de

menthyle, d’a-terpényle, etc...), bicycliques (acétate de bornyle, etc...),
- éthers : 1,8-cinéole,
- peroxydes : ascaridol, CH3

- phénols : thymol, carvacrol (Figueredo, 2007; Bekkali et al., 2008).

La diversité des structures terpéniques naturelles rend délicate, sinon difficile, toute
tentative de généralisation, a I’heure actuelle, on en décompte environ 30000 (Connolly et
Hill, 1991). Le chimiste Ruzicka (1953) proposa une nomenclature pour les dérives
isopréniques en fonction du nombre d'unités d'isoprene qui les constitue (Tableau 2).

Tableau 2: Les différentes classes des terpénes.

Classe des terpenes Nombre d’unités  Nombre de  structure détaillée
isopréniques carbones

Hémiterpénes (50 molécules) 1 5C CsHs

Monoterpenes (1500 molécules) 2 10C C1oH16
Sesquiterpénes (10000 molécules) 3 15C CisHos
Diterpénes (5000 molécules) 4 20C C20H32
Sesterpénes (150 molécules) 5 25C CasHao
Triterpénes (5000 molécules) 6 30C C30H4s
Tétraterpenes (200 molécules) 8 40C CaoHea4
Polyterpénes (non renseigne) N 5nC n(CsHs)
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Figure 17: Structure chimique de certains composés des huiles essentielles (Bekkali et al.,

2008).
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11-1-5-2- Les dérivés du phénylpropane

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin, 2003). Cette classe comporte
des composes odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et
bien d'autres. 1ls sont davantage fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil,
anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, la vanille, la

cannelle, le basilic, I'estragon, etc. (Bruneton, 1999).

Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la
dégradation, de terpénes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent
de l'auto-oxydation des carotenes) et d'acides gras (les petites molécules odorantes, comme
par exemple le (3Z)- hexén-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides

linoléique et ot-linolénique) (Bruneton, 1999).

11-2- Biosynthése des constituants volatils et odorants
11-2-1- Biosynthése du motif isoprénique

L’unité de base des biosyntheses est I’isopentényl diphosphate (IPP) et son isomere
le diméthylalyl-diphosphate. Ces deux composés sont associés en géranyl diphosphate
(précurseur des monoterpénes), en farnésyl diphosphate (précurseur des sesquiterpénes et
des triterpenes) et en géranyl-géranyl diphosphate (précurseur des diterpénes et des
tetraterpénes) par des isoprényltransférases. Deux voies de biosynthese conduisent a ces

unités de base a 5 carbones.

La premiére est la voie du mévalonate. Elle débute par la condensation de 3 unites
acétyl CoA, passe par un composé en C6 (le mévalonate) et débouche sur I’IPP
(Schéma 1).

La seconde voie — voie du MEP ou encore nommée voie indépendante du
mévalonate est spécifique des végétaux et se déroule dans les plastes. Elle débute par la
condensation d’une unité pyruvate (C3) avec une unité glyceraldéhyde 3-phosphate (C3) et
conduit au methylerythritol phosphate (MEP) un composé intermédiaire en C5. Plusieurs
étapes enzymatiques conduisent ensuite a la synthese de I’IPP. Cette voie n’a été mise en
évidence qu’a la fin des années 90, il s’est rapidement avéré qu’il s’agit de la voie

majoritaire pour la biosynthése de la majeure partie des terpénes (Schéma 2).
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Schéma 1: Biosynthése de I’isopentenyl diphosphat selon la voie mévalonate, d’apres
Dewick (2002).
(i) : acétoacétyl-coenzyme A thiolase
(ii) : hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A synthétase
(iii) : hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A réductase
(iv) : mévalonate kinase
(v) : phosphomévalonate kinase
(vi) : mévalonate-5-diphosphate décarboxylase

(vii) : isopentényl diphosphate-D-isomérase
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Schéma 2: Biosynthese de I’isopentenyl diphosphat selon la voie MEP.

Enzymes: 1, 1-désoxyxylulose 5-phosphate synthase ; 2, 1-désoxyxylulose 5-phosphate isoméroréductase ; 3, 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidyltransférase ; 4, 4-
diphosphocytidyl-2-C-méthyl-Dérythritol kinase ; 5, 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase ; 6, (E)-4-hydroxy-2-méthylbut-2-ényl diphosphate synthase ; 7,
isopentényle diphosphate/diméthylallyle diphosphate synthase
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11-2-2- Biosynthese des précurseurs des terpenoides

Le premier terme de la série est le diméthylallylpyrophosphate (DMAPP). L'addition
du DMAPP sur la double liaison de I'lPP est catalysée par une GPP synthétase et conduit
au pyrophosphate de géranyle (GPP), précurseur des monoterpenes (Schéma 3).

La réaction implique I’ionisation du pyrophosphate d’allyle et le départ du groupe
pyrophosphate qui permet [’attaque électrophile simultanée et stéréoselective du
carbocation allylique formé sur la double liaison du pyrophosphate d’isopentényle.

Le processus s’accompagne de I'élimination d'un proton H 2-pro-(R) de I'IPP,
conduisant a la formation d'une double liaison trans, dans la biosynthése du GPP.

L'élimination d’un proton H 2-pro-(S) conduirait a la formation de l'isomére cis.
1 G @ 1
PP ‘C\)\(‘ OPP ———» CHQJ\'/\ OPP
H 4 H

+
1! 1 o
<@
DMAPP 2 N OPP —"4_)\,;0"'2 OoPP
H H

H+
® !
= E
4
= e { H

Shéma 3: Biosynthese du diphosphate de geranyle (GPP) (Lamarti et al., 1994).

Cette réaction de prénylation peut se poursuivre par l'addition de I'lPP sur le GPP et
conduire au pyrophosphate de farnésyle (FPP), précurseur des sesquiterpénes ; une
condensation ultérieure de I'IPP sur le FPP conduira au pyrophosphate de géranylgéranyl
(GGPP), precurseur des diterpenes et ainsi de suite pour former la série de pyrophosphates
de prénols allyliqgues homologues (Schéma 4). L’allongement de la chaine est catalysé par

des prényl-transférases dont certaines sont spécifiques pour une chaine donnée.
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Schéma 4: Biosynthese des précurseurs des différentes classes des terpenes (Mann, 1987).

11-2-3- Biosynthese des monoterpéenes

Selon leurs caractéristiques géométriques, les différents types de monoterpénes
acycliques rencontrés sont susceptibles de dériver "directement™ du géranylpyrophosphate
qui a une forme cationique trés probablement stabilisée. Ce cation évolue par cyclisation
électrophile; la suite de réactions se termine par I’élimination d’un proton ou par addition

d’une molécule d’eau (Schéma 5).
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Schéma 5: Voies biosynthétiques des principaux monoterpenes acycliques (Degenhardt et
al., 2009)

Chez les plantes, les cyclisations sont catalysées par des enzymes appelés cyclases. A

partir d’un méme précurseur acyclique, ces cyclases spécifiques produisent différents
squelettes.

Le cation terpinyle provient du GPP aprés cyclisation et devient ainsi le précurseur
de la plupart des composés cycliques terpéniques (Schéma 6)

11-2-4- Biosynthése des sesquiterpenes
Le pyrophosphate de farnésyle, sous deux configurations (2Z, 6E) et (2E, 6E), est a

I'origine de la quasi-totalité des composés sesquiterpéniques. On retrouve les réactions

d'isomérisation analogues a celles décrites dans l'inter-conversion GPP, NPP, LPP
(Schéma 7).

Les sesquiterpénes acycliques sont donc directement issus de ces précurseurs, ou
formés par transformation des carbocations correspondantes
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Schéma 7: Biosynthese des sesquiterpénes acycliques (Mann, 1987).

Les sesquiterpenes cycliques sont supposés étre formés par cyclisation des
carbocations issus des 2 isoméres géométriques du FPP (Schéma 8). Les voies
biosynthétiques proposées sont inspirées du schéma proposé par Mann (1987) qui tient
compte de la stéréochimie des précurseurs potentiels (2Z, 6E-FPP et 2E, 6E-FPP) des

différentes structures cycliques rencontrées
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Schéma 8: Biosynthese des sesquiterpénes cycliques (Mann, 1987).
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11-3- L’utilisation des terpenoides comme des marqueurs génétiques
11-3-1- Marqueurs génétiques

Les marqueurs génétiques sont par définition des caractéres héritables (Tagu, 1999),
qui doivent permettre la caractérisation du génotype et ceci, de préférence a tout moment et
indépendamment des facteurs environnementaux. 1ls permettent de décrire et quantifier la

variabilité genétique ou évaluer des distances entre les taxons (Prat et al., 2006).

D’apres Bretting et Widrlechner (1995), les marqueurs génétiques doivent réunir les

caractéristiques idéales suivantes:

=

Etre des caractéres mendéliens a hérédité simple;

Avoir plusieurs alléles;

Etre co-dominants;

Ne pas avoir d’effet pléiotropique;

Etre dispersés le long du génome;

Ne pas étre lier entre eux;

Etre stables a tous les stades du développement;

Ne pas avoir d’effet sur la croissance, ou la reproduction sexuée;
Etre sélectivement neutres;

Etre facilement observables et sans ambiguité;

- F

Etre d’un colt modeste.

Les marqueurs sont classeés en différentes catégories en fonction des molécules
utilisées pour réveéler le polymorphisme. Les marqueurs largement utilisés a ce jour
concernant directement I’information portée par les acides nucléique ou les produits de

traduction des genes (Santoni et al., 2000).

De nombreux auteurs distinguent les marqueurs biochimiques, issus de I’expression
des genes, y compris les produits du métabolisme secondaire et les marqueurs
moléculaires, directement issus du polymorphisme existant au niveau de I’ADN (Prat et
al., 2006).
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11-3-2- Marqueurs biochimiques

Les séquences exprimées du génome codent des protéines dont une partie assure les
réactions enzymatiques du métabolisme. Les alléles d’un méme locus codent des protéines
qui peuvent présenter des déférences de séquences et éventuellement d’activité. La quantité
d’une substance peut ainsi révéler des variations des enzymes responsables de son
accumulation. Les produits du métabolisme secondaire qui est tres actif chez les arbres
forestiers sont utilisables dans certains cas comme marqueurs. Les protéines enzymatiques,
provenant directement de la traduction du génome, sont des marqueurs moins soumis a
I’influence du milieu et de I’ontogenese surtout si elles interviennent dans le métabolisme
primaire: il s’agit des isoenzymes. Leur polymorphisme peut révéler de nombreux alleles.
Ces marqueurs correspondent uniquement a des séquences traduites. Les protéines totales

sont aussi parfois utilisées comme marqueurs génétiques (Prat et al., 2006).
11-3-3- Les terpenes comme marqueurs génétiques

L'utilisation des marqueurs biochimiques (izoenzymes, protéines, tannins et les
terpénes) est apparue dans les années 1970, elle a été développée principalement aux Etats-

Unis pour les pins du Sud-Est et & Bordeuax en France pour le pin maritime.

Certains des terpénes de plantes tels que les stérols et les carotenes font une partie du
métabolisme primaire et sont présents essentiellement chez toutes les plantes. Cependant,
la majorité des terpénes présents dans les plantes sont classés comme des composes
«secondaires» dont la synthese a évolué dans les plantes a la suite de la sélection pour une
meilleure condition physique grace a une meilleure adaptation au milieu écologique de
chaque espéce. Des milliers de ces terpenes ont été trouvés dans le regne végeétal, mais
chaque espece est capable de synthétiser seulement une petite fraction de ce total (Chen et
al., 2011).

Pour que les résultats aient une valeur taxonomique Erdtman, in Misset (1975)
suggeére l'emploi des composés qui ne participent pas aux processus principaux du
métabolisme et qui ne soient pas sensibles aux facteurs externes, les terpénes et les
alcaloides peuvent étre considérés comme des produits finaux du métabolisme, donc

utilisables a des fins taxonomiques.
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La synthése des différents composés monoterpéniques et sesquiterpéniques est
contr6lée de facon monogénique, (Baradat et al., 1972; 1975; Marpeau et al., 1975, 1983;
Bernard-Dagan et al., 1988). Ils sont largement utilisés comme des marqueurs génétiques
chez les arbres forestiers (Baradat et Yazdani, 1988; Hanover, 1992; Echeverrigaray et al.,
2001; Keskitalo et al., 2001), et constituent un outil trés puissant pour étudier les
différences chimio-taxonomiques entre deux espéces de la méme famille ou du méme
genre. Et qui ont contribué également a la compréhension de la phylogénie des unités

taxonomiques analysées (Fady et al., 1992).
11-3-4- Travaux phytochimiques antérieurs sur I’espece J. thurifera

La caractérisation phytochimique de genévrier thurifere (Juniperus thurifera L.), a
fait I’objet de plusieurs études, la plupart d’entre elles ont porté sur les populations de

Maroc (Nord d'Afrique), et de I'Espagne en Europe.

Plusieurs acides labdane ont été isolés par Feliciano et al. (1989; 1992a, 1992b,
1993) a partir d'un extrait chloroformique des feuilles de Juniperus thurifera récoltées dans

la région de Pradena en Espagne.

Les travaux de Barrero et al. (1996; 2000), menés sur cette espéece, ont permis

I’identification de nouvelles molécules, notamment dans les huiles essentielles de bois.

L'analyse chimique de I'huile essentielle extraite de bois de J. thurifera a conduit a
I'identification de cinquante-huit composés sesquiterpéniques, le cédrol (41%), le
thujopsene (20%), le widdrol (16%) et I’a- cedréne (12%) sont les composés majoritaires
(Barrero et al., 2005). L’huile essentielle extraite des rameaux de Juniperus thurifera
collecté au Moyen Atlas oriental du Maroc est plus riche en monoterpénes (97,09 %), elle
comprend comme composés majoritaires le B-pinene (36,26 %), le terpin-4-ol (12,76 %),
I’a—oxyde de pinéne (10,89 %), la pipéritone (10 %), le B-E-ocymene (4,38 %), I’a-pinene
(3,14 %) et le myrceéne (3,13 %) (Mansouri et al., 2010).

La substance dominant I'huile essentielle extraite de baies de Juniperus thurifera est
le limonene (ultra-majoritaire avec un pourcentage de 84-88%) (Teresa et al., 1980;
Hernandez et al., 1987).
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La composition chimique des huiles essentielles extraites des feuilles provenant de
différentes régions du Maroc sont riches en sabinéne (de 12.2% a 45.8%), a-pinéne (de 4%
a 17.1%) et terpinene-4-ol (de 2.6% a 16.9%) (Adams et al., 2003; Achak et al., 2008;
2009; Bahri et al., 2013). Tandis que les huiles essentielles des feuilles provenant de
différentes régions de I'Europe (Espagne, Pyrénées, Alpes francaises et Corse) sont riches
en limonéne (de 30 a75%), le pourcentage de sabinéne varie entre 0% et 9,7% (Adams et
al., 2003; Achak et al., 2008, 2009; Ottavioli, 2009).

11-4- Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les propriétés médicinales des huiles essentielles sont nombreuses:
antispasmodique, expectorant, rafraichissant, diurétique, antiseptique...etc. Cependant,
dans ce travail, nous allons nous limiter a I’étude des propriétés antimicrobiennes qui

constitueront I’essentiel de notre étude de recherche.

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20iéme siécle pour que les

scientifigues commencent a s’y intéresser.

Les HE ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement en fonction de leur composition chimique. Elles
agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése de

leurs toxines.

L’activité antibactérienne des HE dépend de deux principaux parameétres: la
composition chimique de I’huile essentielle d’une part, et le micro-organisme (type,
structure, ...) d’autre part (Kalemba et Kunicka, 2003; Raut et Karuppayil, 2014).

11-4-1- Activité liée a la composition chimique de I'HE

Dans la littérature, les HE les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques et leurs modes d’action sur les souches microbiennes appartiennent a la

fimille des lamiaceae.
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Les HE de I’Origan (Origanum vulgare) et de thym (Thymus vulgaris) sont les plus
étudiées présentant une activité antibactérienne contre une large gamme d'especes
bactériennes a Gram positif et Gram-négatif. De méme, les HE extraites d’autres especes
appurtenant aux genres Origanum, Salvia et Mentha ont montré une inhibition de la
croissance bactérienne (Hammer et al., 1999; Dorman et Deans, 2000; Moreira et al.,
2005; Gutierrez et al., 2008). Cette activité est due principalement aux substances
dominant I’HE (terpineol, eugenol, thymol, carvacrol, carvone, geraniol, linalool,

citronellol, nerol, safrole, eucalyptol ...etc) (Bekkali et al., 2008).

De nombreuses études ont mis en évidence une activité antimicrobienne
qualitativement similaire entre les huiles essentielles et leurs composés chimiques testées
isolément. Cependant il existe des différences quantitatives. En effet, il a été prouvé que
I’effet antimicrobien des huiles essentielles est supérieur a celui de ses composés
majoritaires testés séparément (Didry et al., 1993; Lahlou, 2004). Selon I’étude de Lambert
et al. (2001), I’association des principaux composes actifs agirait de facon synergique en

potentialisant I’action antimicrobienne de I’huile essentielle.

Les phénols sont responsables de I’activité bactéricide des huiles essentielles qui en
contiennent (Kim et al., 1995; Helander et al., 1998; Cosentino et al., 1999; Cox et al.,
2000; Lambert et al., 2001; Burt et Reinders, 2003; Trombetta et al., 2005). Ils produisent
des dégats irréversibles au niveau de la membrane (Pibiri, 2006). Cependant, il est a
signaler que les phénols seuls ne sont pas responsables de I’intégralité de I’activité des
huiles essentielles; les autres composeés chimiques doivent également étre pris en compte
(Cosentino et al., 1999).

Les alcools sont généralement plus connus pour leur activité létale que
bactériostatique sur les cellules végétatives, en dénaturant les protéines (Dorman et Deans,
2000).

Les aldéhydes, fortement électronégatifs a double liaison, sont de puissants agents
antimicrobiens en réagissant avec les composes nitrés vitaux (protéines et acides

nucléiques) des bactéries (Desjobert et al., 1997; Dorman et Deans, 2000).
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11-4-2- Activité liée aux microorganismes testés

Une huile essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, biostatique vis-
a-vis d’autres ou encore n’avoir aucun effet. Ceci peut étre lié au type de microorganisme
(@ Gram positif ou a Gram négatif), a sa forme planctonique ou en biofilm, a son

métabolisme et a sa résistance.

Zaika (1988), Hussein (1990), et Santos et Novales (2012), ont montré que les
bactéries a Gram positifs résistent mieux aux huiles essentielles, que les bactéries a Gram
négatifs, ce qui est contraire aux résultats trouvés par Jay (1996), Outtarar et al. (1997),
Smith-Palmer et al. (1998), Hammer et al. (1999), Marino et al. (1999), Mangena et
Muyima (1999), Inouye et al. (2001), Hammer et Carson (2011), qui ont révélé que les
bactéries a Gram positifs sont généralement plus sensibles aux huiles essentielles que
celles & Gram négatifs. De plus, parmi les bactéries Gram positifs une plus grande
résistance a été décelée pour celles qui produisent de I’acide lactique.

Par ailleurs, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles differe selon que la
bactérie croit en forme planctonique ou au sein d’un biofilm bactérien. La résistance
bactérienne aux huiles essentielles, comme pour tout agent antimicrobien, semble étre liée
a la formation du biofilm. En effet, un isolat clinique récent peut montrer une résistance
augmentée, pouvant provenir des interactions avec les cellules de I’hdte (Alviano et
Alviano, 2009), tandis que les microorganismes évoluant sous forme planctonique sont

plus susceptibles (Fine et al., 2001).

11-4-3- Travaux antérieurs sur I’activité antibactérienne des huiles essentielles de

I’espéce J. thurifera
Les travaux focalisés sur I’activité antibactérienne sont tres rares :

L’activité antimicrobienne des sesquiterpénes isolés de I’huile extraite du bois de
Juniperus thurifera a été testée par Barrero et al. (2005) contre neuf micro-organismes
(bactéries Gram-positif et Gram-négatif et des levures). L’a et B-cedrenes et le
sesquithuriférol ont exercé une forte activité avec une concentration minimale inhibitrice

de 3,06 pug / mL contre Bacillus subtilis et Proteus sp.
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Mansouri et al. (2010), ont étudié I’effet antimicrobien des HE extraites du bois de J.
thurifera du Maroc vis-a-vis de sept micro-organismes: Bacteries: Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, et Micrococcus luteus et Champignons:
Aspergillus niger, Penicillium digitatum, et Penicillium expansum. Les huiles se sont
montrées actives et ont inhibé tous les micro-organismes a la concentration de 1/100 V/V.
Le germe le plus sensible etait Penicillium expansum dont la croissance est inhibée a 1/2
000 V/V de I’huile essentielle. Il est a noter que les champignons étaient plus vulnérables

aux huiles essentielles de cette espece que les bactéries.

Bahri et al. (2013), se sont intéressés au pouvoir antibactérien des HE de J. thurifera
obtenues par trois méthodes différentes, contre des bactéries Gram (-) et Gram (+). Les
huiles se sont montrées tres actives contre toutes les bactéries testées, a I’exception des

Pseudomonas qui se sont avérés résistants.

43



ITI- APERCU SUR LA ZONE D ETUDE

Le Genévrier thurifere est extrémement rare en Algérie (Boudy, 1952), il se localise
dans le massif de I'Aures ou il forme des peuplements clairs. Temagoult (1988) établit avec
précision sa biogéographie Aurassiénne ou les premiers peuplements se rencontrent a partir de

1700 m, cependant des pieds isolés peuvent descendre jusqu’a 1300m.
111-1- Milieu physique

111-1-1- Situation administrative

Administrativement, le massif de I'Aures est partagé entre les trois wilayas de Batna,
Biskra et Khenchela, il s’étend sur Quarante-deux (42) communes et occupe une superficie
totale de 9886 Km?; vingt-quatre (24) Communes dans la wilaya de Batna, onze (11)
Communes dans la wilaya de Khenchela et sept (7) Communes dans la wilaya de Biskra (Ben
Messaoud, 2010), proprement dit, il est situé entre trois lignes: la ligne Batna Khenchela, au
Nord, la ligne Khenchela Sidi-Naji, a I’Est, et la ligne Batna Biskra, a I’Ouest (Mitard, 1941,
Ben Messaoud, 2010).

111-1-2- Localisation géographique

Le massif de I'Aures est localisé en Algérie du Nord, a quelques 250 km au sud de la
Méditerranée, dans l'extrémité Est de I'Atlas saharien, et constitué essentiellement par un
ensemble de chainons paralléles dirigés Sud Ouest - Nord Est (Busson, 1900 ; Mitard, 1941;
Gouat et Gouat, 1983; Ballais, 1989; Berkane et Yahiaoui, 2007). Il se place a la charniére des
deux grands ensembles qui forment l'atlas saharien aussi bien en Algérie qu'en Tunisie et qui
s'allonge dans une direction Est-Ouest paralléle a I'atlas tellien lui-méme suit les rivages
méridionaux de la mer Méditerranée (Ballais, 1989; Meharzi, 2010). C'est dans cette partie
méridionale que se situe cette zone, entre 35° 10' — 35° 30' de latitude Nord et 6° 30' — 7° 10'
de longitude (Baghami, 2013).
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111-1-3- Hydrographie

Avec ses 9886 Km? et ses différentes structures, le massif de I’Aurés ne peut qu’avoir
un réseau hydrographique tres dense qui est endoréique ou aréique pour I’ensemble du massif.
Pour les oueds, certains sont sahariens, ils traversent le massif du Nord-est vers le sud-ouest et
constituent des compartimentages dans la structure géographique. lls s’éteignent tous dans les
chotts du sud et de I’ouest (Delartigue, 1904; Ballais, 1981; Abdessemed, 1984).

Les cours d'eau de I'Aurés sont presque secs durant la plus grande partie de I'année,
mais a la saison des pluies ils roulent des eaux torrentielles dont les effets de déblaiement sont
considérables (Beghami, 2013).

111-1-4- Le sol

L'Aurés est formé de calcaire datant du Crétacé et de I'Eocene. Il n'est donc pas
surprenant de constater que, dans la plupart des sites, le sol soit argileux avec des blocs
rocheux constitués de calcaire. Il peut s'agir d'un calcaire homogéne ou coquillier, ou méme
d'un poudingue a gros blocs dont la desagrégation aboutit a un sol argileux avec graviers
(Gouat et Gouat, 1983).

Compte tenu du caractére montagneux de la région, la zone d’étude est soumise a une
érosion intense sur ces pentes, les matériaux des sols évoluent trés peu, c’est pourquoi les sols
des Aurés se caractérisent par I’importance des matériaux grossiers et de ce fait, évoluent
lentement en sous des basses températures qui sévissent, donc nous avons affaire a des sols

non maturés c'est-a-dire des sols jeunes.

Dans les vallees et plaines, les sols sont argilo-calcaires sans éléments grossiers. Ils
contiennent de I’humus en raison de leur destination culturale agricole, fourragere et méme
forestiere (Ben Messaoud, 2010).

111-2- Le climat

Le climat méditerranéen est un climat de transition entre les climats tropicaux et les
climats tempérés avec un été sec et chaud et une période pluvieuse correspondant aux saisons
relativement froides allant de I’automne au printemps, tempéré seulement en bordure de la

mer, I’hiver est trés frais et plus humide. Ce climat est qualifié de xérothermique (Benabadji
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et Bouazza, 2000). Le climat de I'Algérie septentrionale appartient a ceux de la Méditerranée,
il est caractérisé par deux saisons bien séparées, celle des pluies et celle de la sécheresse. La
période des pluies coincide avec celle du froid, alors que la saison chaude correspond a la

période seche estivale (Le-Houerou, 1995).
111-2-1- Preécipitations

Les précipitations exercent une action prépondérante pour la définition de la sécheresse
globale du climat (Le-Houerou et al., 1977). Par rapport a ses environs immédiats et a sa
situation méridionale, le massif de I'Aures est bien arrosé puisque certains sommets
enregistrent plus de 1000 mm/an. C'est le cas du Djebel Chélia et du Djebel Aidel qui arrivent
a 1200 mm/an (Chaumont et Paquin, 1971).

Mais ce massif connait une diversité de climats (si on prend uniquement en
considération les précipitations) assez abondante puisqu'on constate que le total des
précipitations d'une station a l'autre varie de 1 a 4 et ce sur une distance tres courte (Exemple:
El Kantara avec 241 mm/an par rapport au Djebel Mahmel avec 976 mm/an qui ne se trouve
pourtant qu'a 40 km a vol d'oiseau) (Meharzi, 1994, 2010).

Les précipitations dans le massif de I'Aures varient en fonction de Il'altitude; de
I'orientation des chaines montagneuses et de I'exposition. De ce fait, les secteurs les plus
arrosés sont les plus élevés. Ainsi les versants Nord et Nord Ouest recoivent plus de

précipitations que les autres expositions (Meharzi, 1994, 2010; Beghami, 2013).

Suivant ces deux parameétres (lI'altitude et I'exposition), Meharzi (2010) a distingué trois

secteurs de pluviosité:
111-2-1-1- Le secteur humide

Celui-ci correspond aux montagnes et aux sommets dépassant 1800 m d'altitude. Nous
citons le Mahmel, le Chélia, I'lchmoul, I'Aidel. Autrement dit un secteur de direction est-ouest
et se situant au nord du massif. 1l recoit des précipitations oscillant entre 900 et 1200 mm/an
(Meharzi, 1994, 2010).
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111-2-1-2- Le secteur aux précipitations moyennes

Correspond au versant nord du massif, Il s'étale plus profondément a I'ouest pour inclure
le Djebel Ich-Ali et toute la forét de S'GAG dont les sommets culminent respectivement a
1809 m et 2009 m. Dans ce secteur, les précipitations moyennes oscillent entre 400 et 800
mm/an. Elles s'expliquent surtout par leur exposition face aux influences du nord et dans une
situation d'ubac (Meharzi, 1994, 2010).

Figure 18: Les précipitations moyennes dans le massif de I'Aures (1913-1963), d'apres
Chaumont et Paquin (1971).

111-2-1-3- Le Secteur sec

Pour celui-ci, les précipitations moyennes oscillent entre 200 et 400 mm/an et se
répartissent aussi bien a l'ouest qu'au sud du massif. Des considérations géographiques

expliquent la brutalité de ce contraste (Meharzi, 1994, 2010).
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Le secteur ouest

Il intéresse le couloir orienté NE-SW se situant entre les monts de Belezma et le massif
de I'Aurés autrement dit les stations d'El-Kantara (241 mm), Ain Touta (269 mm) ainsi que
Hamia (328 mm) et Batna (346 mm), pourtant se trouvant aux mémes altitudes et latitudes
que Foum EL Gueiss. La faiblesse de leurs précipitations est due essentiellement a I'effet
orographique puisqu'elles sont dominées au NW par les monts de Belezma (Tuggurt 2094 m,
Dj. Kasrou 1803 m) et qui sont de véritables remparts empéchant la majeure partie des pluies
de passer au SE (Figure 19, transect 1) (Meharzi, 1994, 2010).

Le Secteur Est

Il concerne la retombée aurasienne ou la pluviométrie diminue rapidement jusqu'a 200
mm voire 150 mm/an (Biskra). Il est plus continu surtout dans la partie est englobant ainsi la
quasi-totalité de la forét de Béni Imloul. Ceci est dd d'une part, a la diminution du relief ou on
passe de 1800 m au Dj. Taourit a 1290 m au Dj. Berga en passant par le Dj. Toubount (1700
m) et Ras Fourar (1600 m) (Figure 19, transect 2) et d'autre part aux hautes pressions
sahariennes. L'isohyete 300mm pénétre les vallées largement ouvertes de I'Oued EI Abiod et
I'Oued Abdi jusqu'aux environs d'Arris (Meharzi, 1994, 2010).

N NW Dj Mahme! SSE |1200

0 10 20 ) ) 100km

A s |-1200mm

-y

.. Précipitations annuelies moyennes en mm

Figure 19: Précipitations annuelles moyennes du secteur sec (Meharzi, 1994).
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Si les précipitations semblent satisfaisantes dans le massif de I'Aurés ou il tombe une
moyenne de 437 mm/an (Meharzi, 2010), qu'en est-il de leur répartition saisonniere?

Le climat méditerranéen particulierement sur sa frange méridionale, est connu pour son
irrégularité. Les précipitations connaissent de grandes fluctuations d’un mois a I’autre et
d’une année a une autre (Ballais, 1981; Ben Messaoud, 2010). De ce fait, de nombreux
contrastes ont été décelés dans le massif de I'Aurés ou le classement suivant : automne-hiver-

printemps-été n'est toujours pas respecté (Meharzi, 2010).

Généralement, I’ Aurés connait une grande concentration des précipitations au cours des
périodes printaniéres (Mars, Avril et Mai) et automnales (Septembre, Octobre et Novembre).
Le mois le moins arrosé coincide généralement avec le mois de juillet avec un été sec (Ben
Messaoud, 2010).

111-2-2- Températures

Avec la faiblesse de la pluviométrie et son irrégularité d’une année a I’autre, et d’un
mois a I’autre, la deuxiéme caractéristique du climat de la région est la température trés élevée
durant la saison séche estivale. Elle peut atteindre 43,5 °C au mois de juillet et descendre a —
4°C au mois de janvier (Ben Messaoud, 2010). Les deux saisons intermeédiaires qui sont le

printemps et I’automne sont relativement courtes.

Cette région présaharienne est caractérisée en premier lieu: par des températures
moyennes annuelles et températures estivales fortes. Les effets de la latitude et de la
continentalité qui sont déterminants pour la chaleur se conjuguent aussi avec ceux de
I'altitude, ceci explique deux originalités du climat des Aures (Figure 20) (Cote, 1974; Anser,
2002; Meharzi, 2010).

Des températures plus froides ou plus fraiches, selon les saisons, que dans les basses
plaines de méme latitude et des amplitudes accentuées. Ces traits généraux évoluent du Nord
au Sud de la région étudiee, globalement vers une moindre rigueur du froid et une réduction

des amplitudes (Ben Messaoud, 2010).
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Figure 20: Températures annuelles dans le massif de I'Aurés (Meharzi, 2010).
111-2-3- Variété d’étages bioclimatiques

La quasi-totalité du massif est située dans I'étage semi-aride avec des quotients oscillant
entre 32 (Ain Touta) et 52 (Foum Toub) mais également dans I'étage sub-humide (S'gag = 53,
Khenchela = 59, Ain Mimoun = 63) ainsi que dans I'humide (Djebel Mahmel= 118) (Figure
21) (Meharzi, 2010).

111-3- Le couvert végétal

Les principales essences du massif de I'Aurés sont du Cedrus atlantica, Pinus
halepensis et Quercus ilex, occupant chacune 80000 ha (Boudy, 1952). La forét de pins
d’Alep occupe encore des espaces considérables, en particulier sur le versant sud et dans I’est
ou le bloc de la forét des Beni Meloul, Pinus halepensis s’associe a Quercus ilex, Fraxinus
xanthoxyloides, Juniperus oxycedrus et Juniperus phoenicea au-dessus d’un sous bois de

Stipa tenacissima et Thymus thymelea (Ballais, 1989).
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Figure 21: Graphique bioclimatique (Meharzi, 2010).

La forét de Juniperus thurifera est un peuplement tres lache de gros individus ages,
dominant un sous-bois de xérophytes épineux. Elle s'étend a exposition sud-sud-est vers
1750-1900 m d’altitude dans ces Aures occidentales plus séches, sur les calcaires des djbel
Mahmel et Ahmar Khaddou (Ballais, 1989).
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Une forét claire de Juniperus phoenicea se localise principalement vers la base de la
forét de chénes verts ou de pins d’Aleps (Ballais, 1989). On peut rencontrer d’autres essences
dans le massif de I'Aurés a savoir; Pistacia atlantica, P. lentiscus, Phillyrea Angustifolia,
Rosmarinus officinalis, Erinacea pungens, Bupleurum spinosum, Ziziphus lotus, Artemisia

campestris, Artemisia herba alba, Tamaryx, Nerium oleander, Atriplex halimus, ...
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I- Matériel
I-1- Matériel végétal

Aprés la localisation et I’identification de I'espéce Juniperus thurifera L. (Figure
22), une récolte globale des échantillons (la partie aérienne) des individus males et des
femelles a été réalisée durant la saison d’automne (Septembre, Octobre et Décembre) de
I’année 2010. Les stations échantillonnées sont choisies en se basant sur la présence de
I’espéce. Le matériel végétal utilisé dans cette étude est récolté de six populations couvrant
presque toute I'aire de répartition de J. thurifera (Figure 23).

Les populations de T’kout et Thniat Elabed ont été représentées par 20 individus,
pour les populations de Chelia et Tibhirine seulement dix individus ont été échantillonnés

en raison de la rareté de I’espéce dans ces localités (Tableau 3).

Figure 22 : L’espece Juniperus thurifera L. dans son milieu naturel, Photo Zeraib A.,
10/2010.
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Figure 23: Localisation des populations échantillonnées.

Tableau 3: Cordonnées géographiques des stations échantillonnées.

Populations Localités Cordonnées Altitude
P Geographiques (m)
T'kout 1 Malou N'Tkout (Tkout) N35°071 E06°210 1510
T'kout 2 Ikhf Nessra (Tkout) N35°071 E06°240 1780
Chelia Chelia (Bouhmama) N35°193 E06°382 2000
Baali Thniat Elabed N35°162 E06°173 1750
Tizi nerrsas  Thniat Elabed N35°214 E06°204 1730

Tibhirine Tibhirine (Ichemmoul) N35°200 E06°250 1450
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1-2- Les souches bactériennes testées

Les huiles essentielles des arbres males et femelles de la population de T’kout 2, sont
testées vis-a-vis de trois bactéries Gram (+); Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus clinique et Staphylococcus aureus résistant a la meéticilline
(SARM), et sept bactéries Gram (-): Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922, Escherichia coli, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Proteus
permeri, Acinetobacter baumannii. Salmonella para, Salmonella spomb, Shignella sp. et
Meningo sp. La gentamicine a été utilisée comme un test positif, et le méthanol comme un

test négatif.
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11- Méthodes
11-1- Méthodes chimiques
11-1-1- Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation, en utilisant un appareil de
type Clevenger (Figure 24). L'hydrodistillation se base sur le pouvoir que posséde la vapeur

d'eau a transporter les huiles essentielles.

Figure 24: Appareil d'extraction des huiles essentielles type Clevenger.

On introduit une quantité suffisante de matériel végétal dans un ballon en verre
contenant une quantité suffisante d'eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter
les débordements a I'ébullition. On chauffe le mélange a l'aide d’une chauffe-ballon. Les
vapeurs chargée d'huiles essentielles passent a travers le tube vertical, puis dans le réfrigérant
ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s'accumulent dans le tube rempli
au préalable d'eau distillée. En raison de la différence de densité, I'nuile essentielle surnage a

la surface de l'eau. L'opération d'extraction dure 3 heures a partir du début d'ébullition.
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L'huile essentielle ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate
de sodium, pour éliminer de I'eau retenue dans I'huile. Les huiles sont conservées a l'abri de la

lumiere a (4°C) jusqu'au moment de l'utilisation.
11-1-2-Analyse chromatographique des huiles essentielles

L'analyse des huiles a été realisee dans le laboratoire de Chimie des Hétérocycles et des
Glucides a I'Université Blaise Pascal de Clermont Ferrand (France). L’identification des
constituants volatiles des huiles essentielles (HE) a été réalisée au moyen de la CPG couplée a
la spectrométrie de masse (GC/SM) et la détermination quantitative a été faite sur un appareil
équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (CG/FID). La quantification des constituants des

huiles essentielles a eété déterminée par la méthode universelle de normalisation.
11-1-2-1- Chromatographie CPG/FID

La technique utilisée est la Chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a
ionisation de flamme CPG/FID (Chromatographe Hewlett-Packard HP 6890 équipé d’un

détecteur a ionisation de flamme).

Conditions opératoires

e Colonne: DB5: 30m x 0,25mm, épaisseur du film 0,25m

e Gaz vecteur: Hydrogene: 1mL/min

e Température de I’injecteur: 280°C

e Température du détecteur: 300°C

e Programmation du four : 50°C pendant 5min, 5°C/min de 50° a 300°C,
5min & 300°C

e Injecteur mode split 1: 60
11-1-2-2- Chromatographie couplée a la spectrométrie de masse CPG/SM

Chromatographe Hewlett-Packard HP 7890 couplé & un spectrometre de masse HP
5975-C.
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Conditions opératoires

e Colonne: DB5: 30m x 0,25mm, épaisseur du film: 0,25m

e Gaz vecteur: Hélium: 1mL/min

e Energie d’ionisation: 70eV

e Température de I’injecteur: 250°C

e Température du détecteur: 280°C

e Programmation du four : 50°C pendant 5min, 5°C/min de 50° & 300°C,
5min & 300°C

e Injecteur mode split 1: 100

L’identification des composés a été réalisée par comparaison de leurs spectres de masse
et de leurs Kl (Indice de Kovats) avec ceux des bases de données Massada (1976), Adams
(2001), NIST (2002), et celle établie par le laboratoire d’accueil.

Le procédé d'identification et de quantification des composés d'une huile essentielle est
résumé dans la figure 25. La quantification a été acquise par le calcul des aires relatives
obtenues par rapport a l'aire totale du chromatogramme a l'aide du logiciel Chemstation de

Agilent Instrument.
I1- Méthodes microbiologiques
11-2-1- Méthode de la diffusion sur gélose

La technique utilisée est celle de la diffusion sur gélose ou méthode des disques. Cette
méthode se base sur la diffusion de I’extrait testé dans la gélose. Elle consiste a déposer a la
surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé par la suspension de germes choisis, des
disques en papier-filtre imprégnés des extraits a tester. Aprés l'incubation, la lecture des

résultats se fait par mesure des diametres des zones d'inhibition en millimetres (Figure 26)
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[ Feuilles séchées ]

Hydredistillation

[ Huile essentielle ]

Chromatographi
e en Phase

gazeuse ﬁ

[ Détecteur Masse]

Quantificationen %

Comparaison
des spectres de

- masse avec des
Composition de banques de

Figure 25 : Synoptique de I'obtention et de I'analyse d'une huile essentielle.

Boite de pétri
Ensemencement de la gélose en

nappe par 1 ml de l'inoculum élose Mueller Hinton

Dépot d'un disque imprégné d'HE

«— 71— Z: zone d'mhibition
Croissance microbienne

Figure 26: Aromatogramme sur boite de pétri a diffusion linéaire a partir d'un disque
imprégné de I’HE.

59



Deuxiéeme Chapitre II- Méthodes

Matériel et Méthodes

11-2-2- Préparation des suspensions bactériennes

Un prélevement des souches tests est effectué, provenant de I'organisme ATCC et autres
provenant de I’hopital Hakime Saddane a Biskra. Ces derniéres ont été inoculées dans un
bouillon nutritif et incubées a 37°C pendant 24h. Les cultures ont été soumises a trois
transferts successifs afin de déterminer la pureté et la viabilité de chaque souche avant emploi.
Seules les souches agées de 18 a 24 h ont été utilisées. Trois & quatre colonies ont été
prélevées a l'aide d'une anse stérile et introduites dans un tube contenant de I'eau
physiologique. Aprés une bonne agitation et homogénéisation a l'aide d'un vortex, nous avons

mesuré la transmission a une longueur d'onde 620 nm.
11-2-3- Mode opératoire

Le test est effectué en cultivant les bactéries sur un milieu Muller Hinton. Chaque boite
de pétri de 90 mm a recu 20 ml du milieu de culture et est ensemencée avec 1 a 2 ml de la
suspension microbienne contenant 107 — 108 cfu/ml. Les disques stériles imprégnés de I'extrait
sont déposés a la surface du milieu. Ensuite ils ont été inversés et incubés a I'obscurité dans

une étuve a une température de 37°C durant 24 h.

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis des HE étudiées est classée selon le
diametre d'inhibition (Ponce et al., 2003).

e Non sensible (-) ou résistante: diametre < 8 mm.
e Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
e Tres sensible (++): diametre compris entre 15 a 19mm.

e Extrémement sensible (+++) diamétre > 20 mm
11-3- Techniques statistiques

L'analyse numérique des données a été réalisée a I’aide du logiciel STISTICA 10.

Tous les tests de I’effet antibactérien des huiles essentielles ont été realisés en triple, les
résultats sont exprimés en moyenne avec I’écart-type. Une analyse de la variance est réalisée

pour tester la différence entre les résultats de I'activité antibactérienne et les huiles testées.

60



Deuxiéeme Chapitre II- Méthodes

Matériel et Méthodes

Pour étudier la variabilité chimique de I’huile essentielle de I’espéce étudiée, il est
indispensable d’effectuer un traitement statistigue de la matrice constituée par les
pourcentages normalisés et standardisés des constituants des mélanges volatils. Pour cela, les
deux outils les plus fréquemment utilisés sont I’ Analyse en Composantes Principales (ACP) et
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means (UPGMA).

Ces deux outils permettent d’avoir une vision synthétique, des similitudes ou des

différences au sein d’un ensemble d’échantillons.
1-3-1- Analyse en composantes principales (ACP)

L'analyse en composantes principales (ACP) est une méthode statistique d'analyse des
données qui consiste a rechercher les directions de I'espace qui représentent le mieux les
corrélations entre les variables aléatoires. Donc le but est de comprendre et de visualiser
comment les effets de phénomeénes a priori isolés se combinent. Lorsqu'on veut compresser un
ensemble de N variables aléatoires, les n premiers axes de I'ACP sont le meilleur choix, du
point de vue de l'inertie expliquée. Si on décide de ne retirer que les deux premiers axes de
I'ACP, on pourra alors projeter notre nuage sur un plan, et le visualiser. Méme si I'ACP est
majoritairement utilisée pour visualiser des données, il ne faut pas oublier que c'est aussi un
moyen de décorréler les données, les axes qui ne sont pas utilisés c'est de l'information

perdue, c'est une classification des données en amas (clusters) corrélés.
1-2-3-2- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means (UPGMA)

L'UPGMA est le nom dun algorithme destiné a la construction d'un arbre
phylogénétique. Cette méthode permet la transformation d'une matrice de distances (entre
différents organismes, populations ou séquences de nucléotides) en un arbre enracine. C'est la
méthode la plus simple de construction d'arbre. A l'origine elle a été développée pour
construire les phénogrammes taxonomiques (arbres qui reflétent les similitudes phénotypiques
entre unités taxonomiques), mais elle est employée aussi pour construire les arbres
phylogénétiques si les taux d'évolution sont approximativement constants parmi les

différentes lignées.
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I-CARACTERISATION PHYTOCHIMIQUE

1-1- Résultats
1-1-1- Rendements en huiles essentielles

Les huiles essentielles de Juniperus thurifera L., ont été obtenues a partir des
feuilles récoltées de six populations (Tkout 1, T'kout 2, Tibhirine, Baali, Tizi
Nerrsase et Chélia), qui couvrent presque la totalité de I'aire de répartition de cette
espece en Algérie. Les huiles essentielles obtenues sont de couleur jaune verdatre

ou vert jaunatre, une odeur forte, et un état laqueux et huileux.

Le rendement moyen en huiles essentielle obtenu est de 0,46 %. Le rendement
le plus élevé a été enregistré chez la population de Tkout 1 (0,53 %), suivie par la
population de Tizi Nerrsas (0,48 %), tandis que le rendement le plus faible est celui
obtenu a partir les feuilles récoltées de la population de Chélia (0,40 %) (Tableau
4),

I-1-2- Composition chimique des huiles essentielles de J. thurifera

L’analyse des huiles essentielles obtenues par chromatographie en phase
gazeuse (CPG) et par CPG couplée au spectrometre de masse (CPG/SM) a permis
I’identification de 79 composants représentant 95,41 % de I'huile essentielle
(Tableau 4).

Dix-sept hydrocarbures monoterpéniques représentant 29,39 % de [I'huile
essentielle ont été identifiés (Figure 27). Le sabinéne (11,95 %), le y- terpinene
(3,25 %) et I’a- pinene (3,17 %) sont les composés majoritaires a coté du myrcene,
limonéne, o- terpinéne, terpinoléne, et le cis-hydrate de sabinene. Les autres

composants ont un pourcentage faible (<1%) (Figure 28, Tableau 4).
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Tableau 4: Composition chimique des huiles essentielles de J. thurifera.

Ki

Tkl

Tk2

Tz

Ba

Th

Ch

Moy

Rendement (%)

053 046 048 045 046 0,40 0,46

Nombre de composants identifies

78

67

66

67

72

58

79

Comgosants

Monoterpenes hydrocarbons (MtH)

V1 a-thujene 924 12 08 11 15 08 05 10,98
V2 a-pinéne 932 33 26 262 35 31 39 |317
V3 Fenchene 946 0,1 Tr 01 01 01 - 0,07
V4  Camphene 947 01 01 01 01 01 Tr 0,08
V5 Sabinene 975 179 83 113 200 90 52 ]11,95
V6 - pinéne 979 03 03 03 03 03 04 ]032
V7 Myrcene 991 28 17 20 33 17 12 |212
V8  A’-caréne 1011 02 15 09 05 10 08 |0,82
V9 a-terpinéne 1018 16 1,3 1,7 1,8 1,9 1,2 |1,58
V10 p-cymene 1026 05 02 03 07 04 05 043
V11 Limonene 1031 14 32 25 20 12 0,7 |1,83
V12 B-phellandrene 1031 0,2 - 02 02 02 02 |0,17
V13 (Z)-B-ocimene 1040 0,10 - - - - - 0,02
V14 (E)-B-ocimene 1050 0,3 - 02 03 02 - 0,17
V15 y-terpinéne 1062 32 27 35 36 39 26 |[325
V16 cis-hydrate de sabinéne 1068 08 08 16 06 23 06 |1,12
V17 terpinoléne 1088 13 12 15 15 15 09 [1,32

Totale (%) 353 24,7 299 400 27,7 18,7 |29,39

Nombre des MtH identifiés 17 14 16 16 16 14

Monoterpenes oxygénes (MtO)

V18 Linalool 109 46 03 04 25 16 04 |1,63
V19 cis-thujone 1100 02 04 - 03 06 - 0,25
V20 trans-thujone 1111 - 03 - - - 0,3 |01

V21 cis-p-menth-2-en-1-ol 1122 04 03 05 04 06 03 042
V22 trans-menth-2-en-1-ol 1141 03 02 03 03 04 03 |03

V23 terpinéne-4-ol 1177 7,2 54 7,6 7,5 9,4 7,1 7,37
V24 a-terpinéol 1195 1,6 0,6 1,1 1,1 1,1 0,9 1,07
V25 verbanone 1206 02 02 03 03 04 03 |0,28
V26 trans-pipéritol 1209 0,1 - - - - - 0,02
V27 nerol (80) 1224 0,3 - 02 02 02 - 0,15
V28 Acétate de linalyle 1249 62 12 34 32 37 09 |31

V30 Acétate de bornyle 1284 0,2 - - 01 01 04 |03
V31 isobutyle de benzéne 1287 0,3 - 03 - 03 - 0,15
V32 decan-2,4-dien-1-ol 1312 03 02 - 05 01 - 0,18
V34 L’acétate de I’a-terpinyle 1343 07 08 17 08 11 10 |1,02
V35 Acétate de néryle 1362 04 - 03 03 03 - 0,22
V36 Acétate de géranyle 1381 10 03 06 08 06 03 |06

Totale (%) 24 10,2 16,7 18,3 20,5 12,3 | 16,98
Nombre des MtO identifiés 16 12 12 14 15 11
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Sesquiterpénes hydrocarbons (StH)
V29 Pregeijeréne 1280 0,1 - - - - - 0,02
V33 &-élémene 1338 02 02 02 01 02 - 0,15
V37 B-élémeéne 1391 03 04 03 04 04 02 ]0,33
V38 B-caryophyllene 1419 09 11 09 10 12 05 ]0,93
V39 y-éléméne 1429 04 04 02 01 04 - 0,25
V40 cadina-3,5-diene 1448 01 01 01 02 01 - 0,1
V41 a-humuléne 1454 06 10 08 09 11 0,7 |085
V42 Cis-muurola-4(14),5-diene 1460 01 05 02 04 07 03 ]0,37
V43 cadina-1(6),4-diene 1460 0,1 0,2 - 02 01 - 0,1
V44  y-muuroléne 1477 03 06 05 05 05 05 ]048
V45 Curcumene 1478 0,2 - 03 - 02 02 |05
V46 germacréne-D 1480 1,9 27 44 3,2 3,3 1,6 2,85
VA7 trans-muurola-4(14),5-diene 1494 02 04 03 05 02 04 ]0,33
V48 a-muroléne 1500 08 11 11 08 07 04 ]0,82
V49 B-curcumeéne 1516 06 02 07 02 04 02 |0,38
V50 vy-cadinene 1514 o7 18 10 15 12 14 |127
V51 &-cadinene 1523 33 61 41 56 39 42 |453
V52 a-cadinene 1539 02 05 02 03 03 03 |03
V54 germacréne-B 1561 25 23 20 12 26 1,2 11,97
V61 Valencene 1619 05 25 31 14 09 66 |25
V69 Gurjunéne 1670 08 11 09 08 16 - 0,87
V70 y-gurjunene 1678 03 06 06 08 04 0,7 |O057
Totale (%) 151 238 219 20,1 204 194 |20,12
Nombre des StH identifiés 22 20 20 20 21 16
Sesquiterpénes oxygénés (StO)
V53 Elémol 1550 47 58 07 39 76 52 |4,65
V55 germacrene-D-4-ol 1576 0,8 1,9 1,1 0,9 1,1 1,1 1,15
V56 Caryophylléne Oxyde 1585 0,1 - 1,1 02 - - 0,23
V57 Cédrol 159 01 01 O01 01 102 08 |0,23
V58 humulene époxyde Il 1607 03 02 01 - - 0,1 ]0,12
V59 pB-oplopénone 1608 05 12 07 06 05 09 |0,73
V60 épi-cédrol 1613 09 - - - - - 0,15
V62 1,10-diepi-cubénol 1627 03 04 02 02 04 03 |03
V63 1-épi-cubénol 1629 11 13 11 18 08 16 |1,28
V64 y-eudésmol 1632 13 21 24 11 20 24 |1,88
V65 épi-a-cadinol 1640 09 29 12 08 12 3,0 |1,67
V66 épi-a-muurolol 1642 09 37 07 08 10 32 |L172
V67 a-cadinol 1663 6,1 135 106 55 92 157 |10,10
V68 Bulnésol 1666 32 18 09 19 20 06 |1,73
V71 epi-a-bisabolol 1686 03 04 04 01 04 06 |0,37
V72 2-pentadécanone 1698 03 04 - - 02 04 ]022
V73 (Z,Z)-farnésol 1714 05 03 04 02 10 09 |0,55
V74 8-a-acétoxyl élémol 1789 0,1 02 - - 01 - 0,07
Totale (%) 22,4 36,2 21,7 18 27,7 36,8 | 27,15
Nombre des StO identifiés 18 16 15 14 15 15
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Diterpenes hydrocarbons (DtH)
V77 Abiétatriéne 2000 03 05 04 02 03 17 |057
\V78 Phytol 2109 02 02 - - 01 - 0,17
Totale (%) 05 07 04 02 04 17 |0.65
Nombre des DtH identifiés 2 2 1 1 2 1
Diterpenes oxygénés (DtO)
V75 manoyl oxide 1989 04 0,2 - - 02 - 0,13
V76 13-épi-manoyl oxide 1992 03 06 01 03 02 - 0,25
V79 4-épi-abiétal 2299 07 11 03 04 06 13 ]0,73
Totale (%) 14 19 04 07 1 1,3 [1,12
Nombre des DtO identifiés 3 3 2 2 3 1

Tk1: T'kout 1; Tk2: T'kout 2; Tz: Tizi Nerrsas; Ba: Baéli; Th: Tibhirine; Ch: Chelia.

StH; 20,12

StO; 27,15

MtO; 16,98

DiY11 %55

MtH; 29,39

Figure 27: Les principales familles de composés de I’HE de J. thurifera L.

Dix-sept monoterpénes oxygenés (16.98 % de I’HE), sont représentés
majoritairement par le terpinéne-4-ol (7,37 %), I’acétate de linalyle (3,1 %),

linalool, I’a- terpinéol, et I’acétate de I’a-terpinyle.

Vignt-deux constituants sont des hydrocarbures sesquiterpéniques (20,12 % de
I’HE) et 18 constituants sont des sesquiterpénes oxygénes (27,15 % de I’'HE),

représenteés principalement par I’a-cadinol 10,10 %, I’elémol 4,65 %, le 5-cadinéne
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4,53 %, le germacréne-D 2,85 %, le valencéne 2,5 %, et autres composes. Parmi les

40 sesquiterpenes identifies, 27 composés ont un pourcentage faible (<1%)

Les diterpenes ne représentent que 1,76 % de I’HE de J. thurifera; deux
constituants sont des hydrocarbures diterpéniques (0,65 % de I’HE), alors que trois
de ces constituants sont des diterpénes oxygénés représentant 1,1 % de I’huile

essentielle.

Les composés majoritaires dans les huiles essentielles des populations étudiees
sont: le terpinéne-4-ol dans la population de Tibhirine, l'a-cadinol dans les
populations de Chélia et de T’kout 2, et le sabinéne dans I’HE de les populations de
T’kout 1, Tizi Nerrsas et Baali. Les trois composés constituent a eux seuls 29,33%

du total de I’essence, présentant des variations inter-populations importantes.
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Figure 28: Les principaux composés de I'huile essentielle de J. thurifera L.

Pour une meilleure compréhension des résultats, la composition chimique de
chacune des huiles essentielles sera visualisee par un graphique représentant les

différentes familles de composés et un autre représentant les composés principaux.
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+ La population de T'kout 1

78 composés ont été identifiés dans I'huile essentielle de la population de
T'kout 1, représentant 98,7 % de I’huile, dont 59,3 % sont représentés par les
monoterpenes (les hydrocarbures monoterpéniques 35,3 % et les monoterpenes

oxygéneés 24 %) (Figure 29).

Diterpenes oxygénés; 1,4
Diterpénes hydrocarbones; 0,5

Sesquiterpenes 0xygenes

plrocarbones; 35,3

1squiterpénes hya

Monoterpénes oxygénés; 24
Figure 29: Repartition des principales familles chimiques de la population de Tkout1.

Deux familles de composés sont présentes en quantité équivalente (les
monoterpenes oxygeénes et les sesquiterpénes oxygeénés). Cing diterpénes ont été
identifiés représentant 2 % seulement, le plus important est le 4-épi-abiétal (0,7 %).
Les principaux composants identifiés dans I'HE de la population T'kout 1 sont: le
sabinéne (17,9 %), le terpinene-4-ol (7,2 %), l'acétate de linalyle (6,2 %), et l'a-
cadinol (6,1 %) (Figure 30).
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Figure 30: Principaux composés de I'HE de J. thurifera L. récoltée de Tkout 1.

+ La population de T'kout 2

67 composes ont été identifiés dans I'huile essentielle de la population de
T'kout 2, représentant 97,3 % de I’huile. L'HE de cette population est caractérisée
par la teneur élevée en sesquiterpenes environ 60 % de I'huile, avec la prévalence
des sesquiterpenes oxygenés (36,2 %). Les hydrocarbures monoterpéniques et
sesquiterpéniques sont présents en quantité équivalente (Figure 31). 2,5 % de
I'huile essentielle de T'kout 2 est représenté par cing diterpénes, dont le plus
important est le 4-épi-abiétal (1,1 %).

Diterpénes oxygénés; 1,8
Diterpéenes hydrocarbones; 0,7

erpénes hydrocarbones; 2¢

Sesquiterpénes’oxygénés; 36,2

Sesquiterpenes hydrocarbones; 23,8

Figure 31: Répartition des principales familles chimiques de la population de Tkout 2.
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L'HE de J. thurifera récoltée de T'kout 2 est caractérisée par la dominance de
I'a-cadinol qui représente 13,5 % de I'huile, suivi par le sabinéne avec un taux de
8,3% (Figure 32). Le terpinéne-4-ol, le 5-cadinéne et I'élémol sont présents en
quantités voisines (5,4 %, 6,1%, 5,8 % successivement).
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Figure 32: Principaux composes de I'HE de J. thurifera L. récoltée de Tkout 2.

+ La population de Tizi Nerrsas

Les analyses ont permis d’identifier 66 composés représentant 91% de la
composition de [Il'huile essentielle de la population de Tizi Nerrsas. Les
hydrocarbures monoterpéniques constituent la majorité de I'huile (29,8 %) suivis
par les hydrocarbures sesquiterpéniques, les sesquiterpénes oxygeénes (21,7 %) et les
monoterpenes o0xygénés avec un pourcentage de 16,7 %. Trois diterpénes (le 4-épi-
abiétal, abiétatriene et oxide 13-épi-manoyl) sont présents a I'état de traces dans
I'nuile essentielle de cette population, et dont le pourcentage n’excéde pas 1 %
(Figure 33).
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Figure 33: Répartition des principales familles chimiques de la population de Tizi Nerrsas.

Les composés dominants I'huile essentielle de la population de Tizi Nerrsas
sont: Le sabinene (11,3 %), l'a-cadinol (10,6 %), et le terpinéne-4-ol (7,6 %)
(Figure 34).
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Figure 34: Principaux composés de I'HE de J. thurifera L. récoltée de Tizi nerrsase.

+ La population de Baali

Les analyses nous ont permis d’identifier 67 composés dans I'huile essentielle
de la population de Baali représentant 97,4 % de I’huile. 16 hydrocarbures
monoterpéniques ont été dénombrés, représentant 40,1 % de I'huile dont le plus

représenté est le sabinéne qui constitue 20 % de I'huile. D'autres hydrocarbures
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monoterpéniques caractérisent cette huile: I’a- pinene (3,5 %), le myrcene (3,3 %),
le limonene (2 %) et y- terpinéne (3,6 %). 14 monoterpenes oxygenés representant
18,3 % de I'huile ont été identifiés dont les plus importants sont: le terpinéne-4-ol
(7,5 %), l'acétate de linalyle (3,1 %) et le linalool (2,5%) (Figure 35 et Figure 36).

19 hydrocarbures sesquiterpéniques et 15 sesquiterpénes 0Xygenés
représentant 20,2 % et 18% de I'huile respectivement sont identifiés, dont les plus
importants sont: le &-cadinene (5,6 %), le germacrene-D (3,1 %), I’a-cadinol (5,5%)
et I'éelémool (3,9 %).

Trois diterpenes sont présents a I'état de traces dans I'huile essentielle des

feuilles récoltées de Baali.
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Figure 35: Répartition des principales familles chimiques de la population de Baéli.
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Figure 36: Principaux composés d’HE de J. thurifera L. récoltée de Baali.

+ La population de Tibhirine

72 composés chimiques ont été identifies dans I'huile essentielle de la
population de Tibhirine, constituant 98 % de la quantité totale de I’HE. La fraction
hydrocarbures monoterpéniques (16 composés) constitue la majorité de la
composition de I’huile essentielle avec 27,9 % de I’HE. Une quantité équivalente a
été enregistrée pour les sesquiterpénes oxygénés (15 composés) puis viennent les
monoterpénes oxygénés (15 composés) et les hydrocarbures sesquiterpéniques (21
composés) qui sont présents a 20,6 % et 20,4 % respectivement (Figure 37).

Diterpénes oxy génés; 1
Diterpénes hydrocarbones; 0,4

hy drocarbones; 27,9

Sesquiterpénes hy drocaltye erpénes oxy génés; 20,6

Figure 37: Repartition des principales familles chimiques de la population de Tibhirine.
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Le terpinene-4-ol (9,4 %), I'a-cadinol (9,2 %), le sabinene (9 %), et I'élémol
7,6 % constituent les composés majoritaires de I'huile essentielle de la population de
Tibhirine. D'autres composés sont présents avec une quantité importante dans I'huile
essentielle des feuilles récoltées de Tibhirine a savoir: le y-terpinéne (3.9 %), le 6-
cadinene (3,9 %), l'acétate de linalyle (3,7 %), le germacrene-D (3.3 %), I’a-pinéne
(3.1 %), et le germacrene-B (2.6 %) (Figure 38).
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Figure 38: Les principaux composés de I'HE de J. thurifera L. récoltée de
Tibhirine.

+ La population de Chélia

58 composés ont été identifiés dans I'HE des feuilles récoltées de Chélia,
constituant 90,2 % de I’huile. L'HE de cette population est caractérisée par une
teneur élevée en sesquiterpénes représentant 57 % de I'huile, avec la prévalence de
sesquiterpenes oxygénés (37 %). Les hydrocarbures monoterpéniques et
sesquiterpéniques sont présents en quantité équivalente (19 % et 20 %
successivement). Les monoterpenes oxygénés ne représentent que 12 % de I'huile.
3% de I'huile essentielle de Chélia est représenté par deux diterpénes: I'abiétatriene

(1.7 %) et le 4-épi-abiétal (1.3 %). Les composés non identifiés représentent 10 %
de I'nuile (Figure 39).
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Figure 39: Répartition des principales familles chimiques de la population de
Chélia.

L'HE de J. thurifera récoltée de Chélia se distingue d’un point de vue
qualitatif par la dominance de I' a-cadinol qui constitue 15,7 % de I'huile, suivi par
le terpinéne-4-ol avec un taux de 7,1 % et le valencene avec un pourcentage de 6,6
%. Le sabinene ne représente que 5,2 %, avec I'élémol (5,2 %). Le 6-cadinéne et 1'a-

pinene sont présents en quantité voisines (4,1 % et 3,9 successivement) (Figure 40).
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Figure 40: Les principaux composés de I'HE de J. thurifera L. récoltée de Chélia.
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I-1-3- Analyse en composantes principales (ACP)

Pour comparer les profils de I’huile essentielle au sein des populations
étudiées, nous avons considéré chague composant comme une variable quantitative
a expliquer. Des différences quantitatives et qualitatives entre la composition des
HE des six populations étudiées ont été mises en évidence. Plusieurs composés ont
montré des variations statistiquement significatives entre les six localités a savoir: le
sabinéne, I’a-cadinol, le valencéne, I’élémol, I’acétate de linalyle, et le linalol
(Figure 41).
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Figure 41: Variation de la concentration des terpénes chez J. thurifera.
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La composition chimique d’HE des populations de T’kout 2 et Chélia, differe
considérablement du celle de reste des populations. Elles sont plus riches en a-

cadinol et moins riches en sabinene.
a- Etude des variables

+ Matrice des corrélations

L’examen de la matrice fait apparaitre des coefficients de corrélation
significatifs, 50,61 % des variables sont significativement corrélées (Annexe A).

Quelques constituants des HE qui ont montré des variations significatives
entre les six populations sont fortement corrélés entre eux. Une corrélation négative
significative a été observée entre le sabinéne et le y- eudésmol (r = -0,927), et le
sabinéne et I’a-cadinol (r = -0,940). Une corrélation positive significative a été
observée entre le sabinéne et le myrcene (r = 0,993), 1' a-cadinol et le valencéne (r =
0,837), le terpinéne-4-ol et le cis-hydrat de sabinene (r = 0,745) (Annexes B-F).

Les valeurs propres représentant la variance des composants chimiques sur les
axes sont élevées, 29,06 % pour le premier axe, 16,49 % pour I’axe deux et 13,11 %
pour I’axe trois, donnant ainsi une contribution trés importante a la variance totale.
L’ensemble de I’information expliquée par les trois premiers axes issus de I’ACP
est de 74,3%.

+ Cercle des corrélations

La représentation du plan formé par les deux premiers axes principaux plan
(1/2) (Figure 42) montre que I’ensemble des composants contribue fortement a la
formation des deux axes. La partie positive de I’axe 1 est expliquée par les variables
var 1 (a-thujéne), var 5 (sabinéne), var 7 (myrcéne), var 9 (a- terpinéne), var 15 (y-
terpinene), var 17 (terpinoléne), var 18 (linalool), var 24 (o- terpinéol), var 28
(I'acétate de linalyle), var 36 (l'acétate de géranyle), et var 68 (bulnésol). Par contre
sa partie négative est expliquée par var 59 (B-oplopénone), var 61 (valencene), var
64 (y-eudésmol), var 65 (épi-a-cadinol), var 66 (épi-a-muurolol), var 67 (o-

cadinol), var 77 (abiétatriene), et var 79 (4-épi-abiétal).

76



Troisiéme Chapitre

- . : I- Caractérisation Phytochimique
Résultats et discussion

) -c?dinene
e-D-401'q o- humul
N4gALOne Q
V4

R Y7o ——\\¥£
| Y-eudsmol_o———

\ Y-eudsmol ¢ ;
\\ G / )

e

Va encers " 3

Abieta g“ V6 @
Q @/

&) .
V30 o- p One \45

Factor 2 : 20,89%

Factor 1 : 36,79%
Figure 42: Projection des variables sur le plan (1x2) des populations de J. thurifera.

La partie positive de I’axe deux est expliquée par les variables; var 8 (A3-
caréne), var 11 (limonéne), var 38 (B- caryophyllene), var 41 (a- humulene), var 50
(y-cadinéne), var 51 (6-cadinéne), var 55 (germacrene-B), et var 69 (gurjunéne). Le

composant var 2 (a- pinene) explique la partie négative de I'axe deux.

Les composantes: var 16 (cis- hydrate de sabinéne), var 23 (terpinene-4-ol),
var 34 (l'acétate de l'a-terpinéne), var 46 (germacréne-D), expliquent la partie
négative de I'axe trois (Figure 43). Tandis que les variables: var 54 (germacrene-B),
et le var 63 (1-épi cubénol), expliquent I’axe quatre ; le premier composant explique
sa partie positive et le deuxieme explique sa partie négative.
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Figure 43: Projection des variables sur le plan (3x4) des populations de J. thurifera.

b- Etude des populations

La superposition du plan (1/2) des variables au plan (1/2) des individus

(Figure 44) montre que trois populations se sont bien séparées;

eLa population de T'kout 1, est localisée sur la partie positive de I'axe 1, et
caractérisée par la composition chimique riche en monoterpénes tels que: 1'a-
thujene, le sabinene, le myrcene, 1'a- terpinéne, le y- terpinene, le terpinoléne, le

linalool, I'a- terpinéol, I'acétate de linalyle, et I'acétate de géranyle.

e La population de Chélia, occupe la partie négative de I'axe 1 et caractérisée
par la prévalence des sesquiterpénes et les diterpenes a savoir: le p-oplopénone, le
valencéne, le y-eudésmol, [I'épi-a-cadinol, I'épi-a-muurolol, 1'a-cadinol,
I'abiétatriene, et le 4-épi-abiétal.
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Figure 44: Projection des populations de Juniperus thurifera sur le plan (1/2).

eDans la partie positive de I'axe 2, on retrouve la population de T kout 2 qui
se caractérise par la teneur importante en A3-caréne, limoneéne, B- caryophylléne, a-

humuléne, y-cadinene, &-cadinéne, germacréne-D-4ol et le gurjunéne.

e La population de Tibhirine s'isole dans la partie négative de I'axe trois, elle
se caractérise généralement par la teneur élevée en cis- hydrate de sabinéne,
terpinéne-4-ol, l'acétate de l'a-terpinyle, et le germacréene-D (Figure 44). Dans la
partie négative de I'axe quatre on trouve la population de Baali caractérisée par

une teneure importante en 1-épi- cubénol et moin riche en germacrene-B (Figure
45).

La population de Tizi nerrsas se localise dans la partie positive de I’axe 5 elle
est riche élémol et I’a-muroléne.

La projection spatiale tridimensionnelle des populations basée sur les trois
principaux axes confirme les résultats de I’ACP (Figure 46).
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Figure 45: Projection des populations de Juniperus thurifera sur le plan (3/4).
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Figure 46 : Projection spatiale des populations de Juniperus thurifera basée sur les

trois principaux axes.
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I-1-4- L'analyse des clusters UPGMA

L'analyse des clusters UPGMA confirme la séparation des populations de
Juniperus thurifera, en trois groupes (Figure 47). Cette séparation est basée sur la
distance du linkage qui indique la présence de variabilit¢ de la composition

chimique des huiles essentielles entre les populations étudiées.

La premiére séparation est faite sur base de la teneur en monoterpenes et
sesquiterpenes, il résulte deux grands groupes. Le premier est caractérisé par la
prévalence de monoterpénes, surtout le sabinene (9-20 %) (T'kout 1, Baali, Tizi
Nerrsas, Tibhirine). A l'intérieur du premier groupe la séparation est faite sur base
de la teneur en sabinéne et l'a-cadinol. Par contre les huiles essentielles du
deuxiéme groupe (Chélia et T'kout 2), sont caractérisées par la prévalence de
sesquiterpéne.

Unweighted pair-group average
City-block (Manhattan) distances

prévalence ge-meneterpenes
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\ ++ sabinéne; + terpinéne-4-ol; - a-cadinol
Baali )
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Tibhirin

Tkout2 > - sabinéne; ++ terpinéne-4-ol; ++ a-cadinol

Chelia

25 30 35 40 45 50 55 60

Linkage Distance
Taux des composes (++: élevé; +: moyen; -: faible; +: variable entre moyen et faible).

Figure 47: UPGMA cluster des six populations de J. turifera.
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La projection spatiale tridimensionnelle des populations basée sur les trois
principaux composeés (le sabinene, le terpinéne-4-ol, et 'a-cadinole) (Figure 48),
confirme les résultats de I’UPGMA et montre la nette séparation de nos populations

en trois sous groupes.

Tizi nerrsase
A

Baa

kout 1
AW‘?

! Tibhirine |
Fan

Figure 48 : Projection spatiale des populations de Juniperus thurifera, basée sur les

trois principaux composés (sabinéne, terpinene-4-ol, et a-cadinol).

e Le premier groupe est composé de la population de Baéli et T'kout 1
caractérisées par le taux élevé de sabinene et un taux faible de I'a-cadinol.

e Les populations de Tizi Nerrsas et Tibhirine forment le deuxieme groupe qui se
caracterise par la teneur faible en terpinene-4-ol et moyenne en a-cadinol et en
sabinene.

e Le troisieme groupe est formé par les populations de Chelia et T'kout 2
caractérisées par la presence de l'a-cadinol et terpinene-4-ol avec une quantité

importante dans leur huiles.
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1-2- Discussion
1-2-1- Rendements en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles obtenu a partir des feuilles de Juniperus
thurifera L. varie entre 0,4 % et 0,53 %. 1l apparait relativement faible par rapport a
ceux obtenus par Achak et al. (2008) qui ont obtenu un rendement de 0,71 % a
partir des feuilles fraiches de J. thurifera var. africana, tandis que les feuilles
séchées de la méme espece ont donné 0,76 % d’huile. Les mémes auteurs,
mentionnent qu’il n’y avait pas de différence entre les populations dans le
rendement en huiles essentielles extraites a partir des feuilles fraiches de J.
thuriefra. Par contre, ils ont remarqué que les rendements en HE obtenus a partir
des feuilles séchées a température ambiante, augmentent avec I’altitude (1,03%, Ait
Lkak, 2900 m; 0,67%, Plateau de Matat, 2200 m; 0,57%, Forét Islane, 2000 m)
(Achak et al., 2008).

La variation inter-population de rendement en huile essentielle est un
phénomeéne assez fréquent, rencontré dans plusieurs autres especes (Zeraib, 2010;
Lograda et al., 2013a, b; Ramdani et al., 2013a, b).

D’aprés Fluck (1963); Powell et Adams (1973) et Adams et al. (1992), la
quantité et la qualité¢ des huiles volatiles refletent l'influence des variables

génétiques ainsi que celle des facteurs climatiques et des conditions édaphiques.

I-2-2- Variabilité intra-spécifique de la composition chimique des HE de J.

thurifera

Les résultats de l'analyse de la composition chimique des huiles essentielle
extraites de J. thurifera montrent la richesse de ces huiles en monoterpenes et

sesquiterpenes, et la présence de diterpénes en quantité plus ou moins faible.
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De nombreux auteurs (San Feliciano et al., 1986; 1991; 19934, b; Barrero et
al., 2000), ont souligné que J. thurifera accumule des terpénoides, des

phénylpropanoides et des lignanes.

Les huile essentielles des populations algériennes montrent une similarité
avec les populations marocaines et des différences dans leurs teneurs en sabinéne,
limonene, et terpinene-4-ol par rapport a celles d'Espagne et autres populations
européennes (Adam et al., 2003; Achak et al., 2008; 2009; Bahri et al., 2013).

Les résultats d’Adams (1999) montrent une grande quantité de limonene
(51.5%) et des quantités modeérées de linalool, piperitone, acétate de lynalil et
I’acétate de I’a-terpinyl dans les huiles essentielles des feuilles de J. thurifera

d’Espagne.

Les études de la variabilitt de la composition chimique des huiles
essentielles des populations marocaines et européennes (Espagne et France) de J.
thurifera, montrent que les populations marocaines sont plus riches en sabinéne, y-
terpinene, cis- hydrate de sabinene et terpinene-4-ol et plus pauvres en limonéne, 6-
2-carene et pipéritone par rapport aux populations européennes. Il est possible que
la divergence dans la teneur en ces composés est contrdlée par seulement quelques

genes mais a effet majeur (Adams et al., 2003).

La variabilitt en Mono et sesquiterpénoides reflete I'hétérogénéité de la
structure génétique de la population (Dodd et Poveda, 2003; Lima et al., 2010;
Shanjani et al., 2010). Hannover (1992) démontre que les chémotypes terpéniques
sont fortement contrdlés par des facteurs génétiques. Il a également signalé des cas
de variation de I'environnement dans l'expression de terpene dans des conditions

extrémes de I'habitat.
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I-2-3- Variabilité interspécifique de la composition chimique des HE de J.

thurifera

L’outil statistique a permis de distinguer deux groupes de compositions
chimiques. Une prévalence des hydrocarbures monoterpéniques comparés a d'autres
composants a été notée dans les populations de Tkout 1, Baali, Tibhirine, et Tizi
Nerrsas, tandis que la tendance inverse pourrait étre observée dans les populations

de Tkout 2 et Chélia, qui ont été dominées par les hydrocarbures sesquiterpéniques.

La méme variabilité a été observée par Achak et al. (2008) dans trois
populations échantillonnées au Maroc. La chimio-variation observée semble étre

déterminée par lI'environnement.

L’ influence des facteurs environnementaux sur la composition chimique des
huiles essentielles ont été également rapportés dans le genre Juniperus (Dodd et
Poveda, 2003; Lima et al., 2010; Shanjani et al., 2010; Loziene et Labokas, 2012;
Lesjak et al., 2013), la famille des Cupressaceae (Ramdani et al., 2007; 2008; 2011,
2012; Ottavioli, 2009), et sont bien connus pour d’autres familles (Haider et al.,
2004; Karousou et al., 2005; Cuardo et al., 2006; Lei et al., 2010; Djabou et al.,
2012a).

Les hydrocarbures Monoterpéniques et sesquiterpéniques sont fortement liés a
la balance chimique dans les sols (matiére organique, du phosphore et de la
saturation de base) (Djabou et al., 2012b; Lesjak et al., 2013).

En effet, les sesquiterpenes (germacréne B, germacréne D, 6-cadinéne et 1’a-
copaene) sont bien corrélés avec les éléments nutritifs dans le sol argileux (Mg, Ca,
K, Zn, Mn, P, la matiére organique, et la capacité d'échange cationique). Alors que
les monoterpénes (B-bourbonene et I’élemol), les phénols totaux, et les tannins sont

bien corrélés aux sols sableux riches en Al et Fe (Duarte et al., 2010).
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Une corrélation positive a été observée entre les sols acides et la concentration
de B-eudésmol dans I’huile essentielle des racines de I’Atractylodes lancea
(Asteraceae) (Yuan et al., 2009), et des feuilles de Myrtus cauliflora (Duarte et al.,
2010).

Les résultats de notre travail confirment I’existence d’une forte relation entre
la concentration des composants dominants qui créent la variabilité entre la
composition chimique des huiles essentielles des populations échantillonnées
(sabinéne et myrcéne; sabinene et y-eudésmol; sabinéne et a-cadinole; cis-hydrate

de sabinéne et terpinene 4-ol...).

La corrélation observée entre ces composants peut étre reliée aux conditions
édaphiques ou les éléments nutritifs jouent un réle des cofacteurs, ils inhibent ou
excitent les enzymes synthétase des mono et sesquiterpenes (Picaud et al., 2005,
2006; Duarate et al., 2012).

La méthode d’extraction peut influencer la composition chimique des huiles
essentielles. En effet, une variabilit¢ importante a été enregistrée dans la
composition chimique des huiles essentielles de J. thurifera var. africana extraites
par trois méthodes différentes. Cette variabilité concerne I’a-pinéne, le B-pinéne,

I’a-phellandréne, le terpinene-4-ol et I’acétate de bornyle (Bahri et al., 2013).

L hydrolyse d’esters est souvent la premiere réaction qui se produit durant le
chauffage du végétal. Elle conduit a la formation d’acides organiques qui a leur tour
catalysent les réactions de cyclisation et de déshydratation. La deégradation du
sabinene donne un exemple des transformations chimiques de I’huile essentielle lors
de I’hydrodistillation. Les fréquentes modifications chimiques du sabinéne ont été
étudiées par Koedam et al. (1980), ils ont constaté qu’en milieu acide dilué ce

composé se transforme en terpinéne-4-ol.
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La matiére chimique présente dans le végeétal fait I’objet de réactions
chimiques diverses: hydrolyses, deprotonations, hydratations et cyclisations
pouvant étre catalysées par des métaux présents a I’état de traces dans la plante,

provoquant des transformations chimiques des constituants (Koedam, 1982).

Plusieurs travaux ont été conduits sur I’effet de séchage sur la composition
chimique des huiles essentielles. Les composés sont remarquablement stables au
cours des essais de séchage et de stockage chez J. thurifera (Achak et al., 2008).
Une différence significative a été enregistrée dans la teneur en a-pinéne, sabinene,
B-phellandrene, terpinéne-4-ol, y-cadinéne, 6-cadinene, élémol, germacrene D-4-ol
et 4-épi-abiétal chez les espéces Juniperus pinchotii, et J. virginiana (Adams,
2010).

D’aprés Teresa et al. (1980), les huiles essentielles des cones de J. thurifera
subsp. thurifera sont dominées par le limonéne (85,5%). Akimov et al. (1976), ont
indiqué que les huiles des feuilles de J. thurifera contiennent une faible teneur en
monoterpénes (<2,6% d’a-pinéne, le composé monoterpénique hydrocarboné

dominant) et 86,7% des mono- et sesquiterpenes 0xygénés.
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CONCLUSION

L'analyse de la composition chimique des huiles essentielles extraites a partir
des feuilles de J. thurifera récoltées dans six localités différentes dans les Aures en

Algérie, par la CPG et par la CPG/SM, a permis I’identification de 79 composés.

Les hydrocarbures monoterpéniques représentent la fraction majoritaire dans
I’huile essentielle de J. thurifera avec un pourcentage de 29%, suivis par les
sesquiterpenes oxygéneés (27,13%), tandis que les diterpenes ne representent que
1,75% de I’huile.

Les composés dominants de I'huile essentielle de Juniperus thurifera different
d'une population a l'autre. Le sabinéne est dominant dans I'huile des populations de
T'kout 1 (17,9%), Tizi Nerrsas (11,3%) et Baali (20%). Le composé majoritaire
dans la population de Tibhirine est le terpinene-4-ol (9,4%), suivi par l'a-cadinol
(9,2%) et le sabinene (9%).

Les deux populations Chélia et T'kout 2 sont caractérisées par la dominance de
I'a-cadinol avec un pourcentage de 15,7% et 13,5 % respectivement, ainsi que par la

présence de sabinéne et de terpinene-4-ol avec un pourcentage élevé.

Cette variabilité a permis la discrimination de deux chimo-variétés principales.
Le premier groupe (T'kout 1, Baéli, Tizi Nerrsas, Tibhirine) est caractérisé par la
prévalence de monoterpenes, surtout le sabinéne (9-20%). A l'intérieur du premier
groupe deux sous groupes sont distingués, la separation est faite sur la base de la
teneur en sabinéne et l'a-cadinol. Par contre les huiles essentielles du deuxiéme

groupe (Chélia et T'kout 2), sont caractérisées par la prévalence de sesquiterpenes.

On peut relier la production des sesquiterpénes et des monoterpénes aux
facteurs environnementaux, tels que le pH et la composition élémentaire du sol sur

lequel le végétal se développe.
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Les huiles essentielles des populations algériennes montrent une similarité
avec les populations marocaines et des différences dans leurs teneurs en sabinene,
limonéne, et terpinéne-4-ol par rapport a celles d'Espagne et autres populations

européennes.

Cette différence reflete I'nétérogénéité de la structure génétique des
populations de I’espece J. thurifera.
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II- COMPARAISON DE £,A COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES DES POPULATIONS DU . THUREFERA

Les composés chimiques sont trés utilisés en systématique des plantes, en
partant d’analyses de la variation infra-specifique pour arriver a la détermination
des relations phylogénétiques entre familles et autres groupes taxonomiques de rang

élevé.

Pour mieux caractériser les populations algériennes de Juniperus thurifera,
nous avons effectué une comparaison entre la composition des huiles essentielles
extraites de déferentes régions et celles déecrites dans la littérature, en se basant sur
les travaux d’Adams (1999), Adams et al. (2003), Achak et al. (2009), Ottavioli
(2009) et Bahri et al. (2013) (tableau Annexe G). Au total, Quatre-vingt seize
composes terpéniques ont eté triés, dont 50 monoterpénes, 36 sesquiterpenes, et sept
di terpénes. Pour comparer les profils terpéniques au sein des populations de J.
thurifera, chaque composant a été considéré comme une variable gquantitative a

expliquer. Puis, soumise a une ACP et une UPGMA.
11-1- Résultats de I'analyse statistique
11-1-1- variabilité en composition chimique

La composition quantitative et méme qualitative des huiles essentielles
utilisées dans cette analyse different considérablement. Le coefficient de variabilité
(CV), montre que tous les composants terpéniques montrent une grande variation

inter population (Tableau 05, Figure: 49).
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Tableau 05: Moyennes des composés de I'essence des populations de J. thurifera L.

code Composants Moyenne | ET CV%
var. 1 tricycléne tr 0,21 | 282,31
var. 2 a-thujene 0,58 0,81 | 138,91
var.3 | - pinéne 5,42 3,72 | 68,63
var. 4 fenchéne 0,11 0,29 | 279,59
var. 5 camphene 0,08 0,20 | 249,47
var.6 | sabinene 9,89 14,18 | 143,41
var. 7 R-pinéne 0,67 1,96 | 29222
var.8 | myrcéne 2,64 0,88 33,36
var.9 | &-2-caréne 1,26 1,24 98,88
var. 10 | a-phellandréne 0,37 1,39 | 380,05
var. 11 | A-3-caréne 2,54 2,66 | 104,70
var. 12 | a-terpinéne 0,69 0,91 | 131,72
var. 13 | p-cymeéne 0,48 0,93 | 193,52
var. 14 | limonene 32,34 25,75 | 79,63
var. 15 | B-phellandréne 0,23 0,23 | 100,27
var. 16 | (Z2)-R-ocimene tr 0,08 | 414,88
var. 17 | (E)-B-ocimene 0,12 0,17 | 142,27
var. 18 | y-terpinéne 1,48 2,50 | 168,79
var. 19 | cis hydrate de sabinéne 0,44 0,72 | 162,44
var. 20 | trans-linalool oxyde (furanoide) tr 0,13 | 395,52
var. 21 | terpinoléne 1,50 1,00 66,54
var. 22 | trans hydrate de sabinéne 0,31 0,87 | 281,71
var. 23 | linalol 3,27 3,53 | 107,94
var. 24 | cis-thujone 0,15 0,44 | 298,40
var. 25 | trans-thujone 0,17 0,45 | 266,96
var. 26 | cis-p-menth-2-en-1-ol 0,16 0,21 | 130,07
var. 27 | cis-p-menthaP,8-dién-I-01 tr 0,01 | 299,67
var. 28 | trans-limonéne oxide 0,15 0,28 | 190,69
var. 29 | trans-menth-2-en-1-ol tr 0,13 | 142,30
var. 30 | camphor tr 0,17 | 475,27
var. 31 | hydrate de camphene tr 0,03 | 624,50
var. 32 | citronellal tr 0,00 | 435,74
var. 33 | sabina kétone tr 0,00 | 624,50
var. 34 | bornéol 0,13 0,24 | 187,29
var. 35 | terpinéne-4-ol 2,33 2,95 | 126,68
var. 36 | m-cymen-6-01 tr 0,00 | 624,50
var. 37 | p-cymen-8-01 tr 0,18 | 253,93
var. 38 | a-terpinéol 0,66 0,42 64,54
var. 39 | verbanone 0,11 0,12 | 110,22
var. 40 | trans pipéritol tr 0,02 | 624,50
var. 41 | trans carvéol 0,11 0,15 | 140,94
var. 42 | nérol 1 (80) tr 0,11 | 141,35




Troisiéme Chapitre:

Résultats et discussion

I1- Comparaison de la composition chimiquesdes HE.

var. 43 | citronéllol 0,11 0,19 | 181,38
var. 44 | acétate de linalyle 2,98 3,55 | 119,31
var. 45 | acétate de bornyle 1,11 3,09 | 279,83
var. 46 | décan-2,4-dién-1-ol 0,33 0,55 | 165,99
var. 47 | A-éléméne tr 0,09 | 251,95
var. 48 | acétate d'a-terpinyle 1,18 0,99 83,45
var. 49 | acétate de néryle 0,10 0,12 | 118,53
var. 50 | acétate de géranyle 0,21 0,25 | 118,91
var. 51 | B-élémeéne tr 0,13 | 209,10
var. 52 | B-caryophyllene 0,18 0,35 | 191,79
var. 53 | y-élémeéne tr 0,11 | 289,86
var. 54 | cadina-3,5-diéne tr 0,06 | 248,56
var. 55 | a-humuléne 0,14 0,31 | 229,45
var. 56 | cis muurola-4(14),5-diene 0,10 0,18 | 189,04
var. 57 | y-muuroléne tr 0,18 | 191,01
var. 58 | germacrene-D 0,51 1,09 | 212,40
var. 59 | trans muurola-4(14),5-dieéne tr 0,15 | 195,71
var. 60 | a- muuroléne 0,27 0,53 | 194,97
var. 61 | B-curcuméne tr 0,18 | 273,70
var. 62 | y- cadinéne 0,56 0,63 | 112,94
var. 63 | é-cadinene 1,19 159 | 133,68
var. 64 | a-cadinéne 0,13 0,24 | 181,12
var. 65 | élémol 3,44 4,33 | 125,75
var. 66 | germacréne-B 0,42 0,74 | 175,92
var. 67 | germacrene-D-4ol 0,57 0,70 | 122,46
var. 68 | cédrol 0,66 1,33 | 200,16
var. 69 | gérayl isovalérate tr 0,07 | 319,86
var. 70 | R-oplopénone 0,36 0,31 86,01
var. 71 | épi-cédrol 0,22 0,67 | 310,94
var. 72 | 1,10-diépi-cubénol 0,20 1,06 | 521,04
var. 73 | 1-épi-cubenol 0,22 0,46 | 211,86
var. 74 | y-eudésmol 0,49 0,81 | 166,09
var. 75 | épi-a-cadinol 0,78 0,79 | 101,48
var. 76 | épi-a-muurolol 0,56 0,77 | 138,36
var. 77 | B-eudésmol 0,33 0,86 | 261,71
var. 78 | a-eudésmol 0,90 1,26 | 139,86
var. 79 | e-cadinol 2,57 3,80 | 147,69
var. 80 | bulnésol 0,31 0,72 | 234,35
var. 81 | gurjunene 0,14 0,37 | 275,06
var. 82 | y-gurjunene tr 0,22 | 249,90
var. 83 | epi-a-bisabolol 0,16 0,31 | 200,26
var. 84 | 2-pentadécanone tr 0,10 | 310,35
var. 85 | (Z,Z)-farnesol tr 0,23 | 275,88
var. 86 | Oplopénone 0,11 0,53 | 494,75
var. 87 | 8-a-acétoxyl élémol 0,11 0,24 | 225,70
var. 88 | oxyde de manoyl tr 0,26 | 281,80
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var. 89 | oxyde de 13-épimanoyl tr 0,12 | 290,44
var. 90 | Abiétatriene tr 0,01 | 299,67
var. 91 | Abiétadiene 0,13 0,32 | 249,82
var. 92 | phytol tr 0,06 | 381,31
var. 93 | abiéta-8(14),13(15)-dién tr 0,00 | 435,74
var. 94 | 4-épi-abiétal 0,12 0,30 | 254,68
var. 95 | trans-tatoral tr 0,02 | 624,50
var. 96 | trans-férruginol tr 0,03 | 624,50
Les composants majeurs des huiles essentielles de J. thurifera sont mentionnés en gras.
tr : les composants qui ont une moyenne inférieurs de 0,1% (<0,1%)

Les principaux constituants responsables de cette variabilité sont: le limonéne,

le sabinene, le limonéne, ‘a-pinéne, 1’élémol et 1I’a-cadinol (Figure 48).
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Figure 49: Variation de la concentration des composés de I’huile essentielle chez J.

thurifera.
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11-1-2- L’analyse en composantes principales

L'ACP effectuée sur la matrice de corrélation de quatre-vingt seize
composants terpéniques est expliquée par 38 facteurs dont les trois premiers axes
représentent 45,54 % de la variance des 39 populations, donnant ainsi une bonne

contribution a la variance totale.

11-1-2-1 Etude des variables

a- Matrice de corrélation

L’examen de la matrice de corrélation fait apparaitre des coefficients de
corrélation un peut faible, 23,43% des variables sont significativement corrélées
(Annexe H).

Les principaux constituants des huiles essentielles semblent étre fortement
corrélés entre eux. Une corrélation négative hautement significative (r = -0,75) a été

observée entre le limonéne et le sabinéne (Figure 50).
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Figure 50: Courbe de corrélation de sabinéne et limonene chez les

populations de J. thurifera.



Troisiéme Chapitre: I1- Comparaison de la composition chimiquesdes HE.

Résultats et discussion

Les populations Européennes sont caractérisées par une forte teneur en
limonéne et faible en sabinéne, s’opposent aux populations Marocaines qui ont le
sabinéne en forte concentration et le limonéne en faible concentration. Les
populations Algériennes s’éloignées un peut de la ligne de régression, elles sont

caractérisées par une teneure moyenne en sabinéne et faible en limonene.

La courbe de distribution de limonéne est asymétrique. Les taxons a faible
concentration (populations Nord Africaines) et a forte concentration (populations
Européennes) sont plus représentés alors que les populations a moyenne teneur en
limonéne sont absentes. La courbe de distribution de sabinene est aplatie et
dissymétrique a gauche. Les populations riches en ce produit sont bien représentées
(populations européennes) par contre les populations a génotypes hétérozygotes
(Algériennes) et les génotypes de pauvretés (Marocaines) sont faiblement

représentés.

La méme relation a été observé entre le sabinéne et 5-2-caraéne avec un r = -
0,65 (Figure 51).

X: Varé

0-2-carbne = 1,8217 -,0569 * sabinBne N =39

Mean = 9,889744

7 = Std.Dv. = 14,18269
Correlation: r = -,6482 Max, = 45.800000

Min. = 0,000000
40 T T T T T T

N =39

Mean = 1,258974
Std.Dv. = 1,244930
Max. = 4,400000
Min. = 0,000000

§-2-caréne

40

sabinéne

| o _95% confidence |

Figure 51: Courbe de corrélation de sabinéne et 6-2-caréne chez les populations de

J. thurifera
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Une corrélation hautement significative (r = -0,76) a été observé entre le

limonéne et le terpinéne-4-ol (Figure 52).
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Figure 52: Courbe de corrélation de terpinene-4-ol et limonéne chez les populations

de J. thurifera

La courbe de distribution de terpinéne-4-ol est aplatie et dissymétrique a
droite, les populations a moyenne teneur en se composé sont trés représentés, mais
il existe une légere dissymétrie dans la distribution des génotypes. On remarque que
les populations pauvres en terpinene-4-ol (les populations Européennes et quelques
populations Nord Africaines) sont plus représentées que ceux riches en ce composé

(les populations Nord Africaines).

Une corrélation positive hautement significative (r = 0,83) a été observée entre
le 5-2- Carene et le limonéne (Figure 53). Les populations Nord africaines sont
caractérisées par une faible teneur en ces composés tandis que le contraire pour les

populations Européennes.
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Figure 53: Courbe de corrélation de limonéne et 5-2-carene chez les populations de

J. thurifera.

On remarque aussi I’existence d’une correlation négative hautement

significative entre le limonéne et y-terpinéne (r = - 0,68) (Figure 54)

La courbe de distribution de vy- terpinéne est trimodale et un peut
dissymétrique a droite. Les populations pauvres et qui ont une teneure moyenne en
ce composé sont bien représentées, par contre les populations riches en y- terpinene

sont faiblement représentes.

Une forte corrélation (r = 0,85) a été observé entre I’a-cadinol et el o-
cadinéne. La courbe de distribution est dissymétrique a droite. Les populations
pauvres en ces produits sont bien représentées (les populations Marocaines et
Européennes) par contre les taxons riches et qui ont une teneure moyenne

(populations Algériennes) sont faiblement représentés (Figure 55).
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Figure 54 : Courbe de correlation de limonéne et y-terpinéne chez les populations

de J. thurifera.
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Figure 55: Courbe de corrélation de a-cadinol et 6-cadinéne chez les populations de

J. thurifera.
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b- Cercle de corrélation

La représentation du plan formé par les deux premiers axes principaux plan
(1/2) (Figure 56) montre que la partie positive de l'axe 1 est expliquée par cis-
hydrate de sabinéne, terpinéne-4-ol, acetate de géranyle, R-caryophylléne, o-
humulene, cis muurola-4(14),5-diene, germacréne-D, a- muuroléne, y-cadinene, A-
cadinene, germacréne-B, B-oplopénone, épi-cédrol, 1-épi-cubénol, y-eudésmol, épi-
a-cadinol, épi-o-muurolol, o-cadinol, bulnésol, gurjunéne, abietadiene, et 4-épi-

abiétal . Alors que sa partie négative est expliquée par les composants: 6-2-caréne et

le limonéne.
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Figure 56 : Projection des variables sur le plan (1x2), des 39 populations de

Juniperus thurifera L.
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La partie positive de I’axe 2 est occupée par les composants: a-thujéne,
sabinéne, a-phellandréne, o-terpinéne, p-cymeéne, y-terpinene, hydrate de trans-

sabinene, et I'acétate de bornyle.

Le linalol, I’a-terpinéol et I’acétate de néryle, occupent la partie négative de

I'axe deux.
11-1-3-2 Etude des populations

La superposition du plan 1x2 des variables au plan 1x2 des individus montre
que nos populations se sont scindées en trois groupes bien distincts (Figure 57). Le
premier groupe, localisé sur la partie positive de I’axe 1, est formé par les
populations algériennes, caractérisées essentiellement par la teneur élevée de
terpinene-4-ol, A-cadinene, et a-cadinol, en s’opposant au deuxiéme groupe,
formé par le reste des populations, qui sont caractérisées par un taux élevé de A-2-
caréne, et le limonene.
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Figure 57: Projection des populations de J. thurifera, sur le plan (1x2) basée sur la

teneur en composes terpéniques.
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Les populations marocaines sont localisées dans la partie positive de I'axe 2,
elles sont caractérisées par la présence de sabinéne, y-terpinene et l'acétate de
bornyle, tandis que les populations européennes sont localisees dans la partie

négative de I'axe 2, caractérisées par un taux éleve de linalol.

La projection spatiale tridimensionnelle des populations basée sur les trois
principaux axes (Figure 58), confirme la nette séparation des populations de J.
thurifera en trois sous groupes, confirmant la distinction des populations
Algériennes des Marocaines.
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4 5%
i 2 Mar FL Mar OM.
g BT M 3
% Mar DL viar TNEP x

Figure 58: Projection spatiale des populations de Juniperus thurifera, basée sur les

trois principaux Axes.
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11-1-4- L’analyse des clusters UPGMA

L analyse des clusters UPGMA confirme la séparation des populations de
Juniperus thurifera L. en deux groupes bien distincts (Figure 59). Le premier
groupe est représenté par les populations Nord africaines, et le second groupe par
les populations européennes. Cette séparation, basée sur la distance du linkage,
révele la présence d’une variabilité importante au sein des populations de J.

thurifera.
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Figure 59: UPGMA cluster des populations de J. turifera basée sur la teneur en
composés terpéniques.
Le clade des populations Nord africaines est subdivisé en deux clades,
confirmant ainsi la nette séparation des populations algériennes du reste des

populations.
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Le clade des populations algériennes est subdivisé en trois branches
correspondant aux trois chimio-variétes distinguées dans la premiere partie de la

premiére analyse.

11-2- Discussion

Juniperus thurifera (L., 1753) appartient a la famille des Cupressacées. La
problématique liée a sa classification est ancienne d’autant plus que le genre
Juniperus est tres diversifié, issu d’une radiation tertiaire et constitue le genre de

Gymnospermes le plus complexe au monde (Gauquelin et al., 2012).

La composition chimique des huiles essentielles des feuilles est tres utile pour
la différentiation des populations, I'nybridation et I'affectation des individus aux
especes (Adams, 2010). Dans cette étude, on s'est basé sur la composition chimique
des huiles essentielles de J. thuriefra récoltée de différentes localités dans les Aurés
en Algérie, dans le but de rechercher leur statut taxonomiques, ainsi que les
relations de corrélation et de distinction avec les populations marocaines et les

populations européennes.

L'analyse statistiqgue (UPGMA) basée sur la composition chimique des huiles
essentielles de trente-neuf populations qui représentent la totalité de l'aire de
répartition de J. thurifera dans le monde, sépare les populations en deux clades: le
clade des populations européennes (Juniperus thurifera subsp thurifera) qui se
caractérisent par la teneur élevée en limonene (30-75%) et faible en sabinéne (0-
9,7%) (Adams et al., 2003; Achak et al., 2008;. Ottavioli, 2009), et le clade des
populations nord-africaines (Juniperus thurifera subsp africana) qui se caractérisent
par une teneur élevée en sabinéne et faible en limonéne (Adams et al., 2003;. Achak
et al., 2008;. Bahri et al., 2013).

Adams et al., (2003), ont démontré que les constituants majeurs des huiles
essentielles confirment la différenciation entre les populations marocaines et
européennes, tandis que les composés mineurs ne montrent pas beaucoup cette

différenciation.
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Cette distinction est accordée par dautres auteurs a partir des études
morphologiques (Maire, 1926 ; Gauquelin et al., 1988; Romo et Boratynski, 2007;
Boratynski et al., 2013; Véla et Schafer, 2013), phytochimiques (Gauquelin et al.,
1988, 1999; Akkad et al., 2001; Adams et al., 2001, 2003) et génétiques (Adams et
al., 2001; 2003; Jiménez et al., 2003; Terrab et al., 2008; Romo et al., 2013;
Teixeira et al., 2014).

Les populations Algériennes trés peu étudiés, ont le plus souvent été
assimilées de maniere péremptoire aux populations marocaines en leur appliquant
ainsi sans Vvérification les conclusions taxonomiques et biogéographiques s’y
rapportant (Véla et Schéfer, 2013).

L'ACP réalisee sur la matrice de corrélation des 39 populations, a montré que
les populations de J. thurifera sont divisées en trois groupes distincts, confirmant la
séparation des populations Algériennes des autres populations. La concentration de
l'a-pinéne et du sabinéne était plus grande dans I'huile des populations Marocaines,
tandis que, les concentrations du A-cadinéne et 1'a-cadinol étaient plus élevées dans

I'nuile des populations Algeériennes.

Deux études seulement concernant les populations Algeériennes, pour
lesquelles les individus présentent une ressemblance morphologique avec la sous-
espece africana des Atlas marocains (Véla et Schafer, 2013), alors que
génétiqguement sont plus proche de la sous-espece thurifera de I'Europe (Terrab et
al., 2008). Dans cet amalgame, la taxonomie du Juniperus thurifera doit ainsi étre

clarifiée.

Terrab et al. (2008) en utilisant les marqueurs moléculaires (AFLP) a I’échelle
des populations, ont pu mettre la population algérienne en position intermédiaire
entre les populations européennes et marocaines, en se rapprochant plus vers les

populations européennes.
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Faut-il reconnaitre que les populations algériennes forment un sous-groupe
distinct des populations européennes et marocaines ou représentent-elles

simplement une variation géographique interspécifique?

Compte tenu des données présentées dans cette étude, il apparait que les
populations algériennes ne sont pas liées a la subsp. thurifera, mais a la subsp.
africana. Cependant, les terpenes ne sont géneralement pas aussi un bon élément

dans la prise de décisions phylogénétiques (Adams, 2010).

Farjon (2005), considere, les terpénoides (chimio-systématique), dans la
classification des especes comme une preuve non concluante, mais les données de
séquences d’ADN peuvent certainement faire la difference (qui est la principale

raison de leur supériorite).

Le nombre et la portée des différences terpéniques entre les populations
algériennes et europeennes indiquent une différenciation consideérable. Des
recherches supplémentaires, en utilisant la variabilitt morphologique, sont

nécessaires pour élucider ces relations inter-populations.
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CONCLUSION

Les populations Algériennes situées a plus de 1 000 km a I’Est de celles du
Maroc, et de 1000 km au sud de celles d’Europe sont souvent exclues des études
menues sur cette espece. Les deux seules travaux concernant les populations
algériennes (Terrab et al., 2008 et Véla et Schafer, 2013), ont montré la distinction

de ces populations, comme intermédiaires entre subsp. africana et subsp. thurifera.

Les résultats phytochimiques confirment la séparation des populations
Algériennes des autres, et qu’elles sont plus similaires aux populations Marocaines.
Donc, un troisieme sous ensemble est né, constitué d’une population trés isolée
géographiquement et en position «intermédiaire», plutdt affine a la sous-espece
marocaine du point de vue morphologique et phytochmique, nettement
intermédiaire avec la sous-espece européenne du point de vue du polymorphisme

géneétique.

Compte tenu des résultats de cette étude, il semble que les populations
algériennes sont beaucoup plus semblables aux populations marocaines, mais il est
encore trop tot pour préciser son statut taxonomique. Par conséquent, nous
soutenons la proposition de Véla et Schafer (2013), et le conflit entre les données

chimiques et génétiques devrait étre résolu sur le plan morphologique.
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ITI- LACTIVITE ANTIBACTERIENNE

111-1 Résultats
111-1-1 Composition chimique des huiles essentielles testées

L'hydrodistillation des feuilles de Juniperus thurifera L., récoltées a partir des
arbres femelles a donné un rendement de 0,45% en huile essentielle, caractérisée
par une forte odeur et une couleur jaune claire. Tandis que, le rendement en huiles
essentielles extraites a partir des arbres males est de 0,53 %, caractérisée par une

couleur verte claire.

L analyse de ces huiles essentielles par la CPG et par la CPG/SM a permis
I’identification de 77 composants représentant 97,71 % de la composition chimique
de I’huile essentielle, dont =~ 80 % est représenté par les monoterpenes, ou les
hydrocarbures monoterpéniques étaient les plus abondants, 63,2 % dans les arbres
femelles (AF) et 58,53 % dans les arbres méles (AM) (Figure 60).

DtH; 0% DtH; 1,31
DIO; 0% DtO; 1,55
StO; 1
5tO; 16%
StH; 2% StH; 2,91
2
Arbre male Arbre femelle

Figure 60: Les principales familles de composés de I'HE des arbres males et

femelles.
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Les hydrocarbures diterpeniques étaient présents en trés faible quantités,
0,28% et 1,31%, les diterpénes oxygenés représentent 0,46 % et 1,51 %, et les
hydrocarbures sesquiterpéniques représentent 1,61 % et 2,91 % de I'huile essentielle

des arbres males et femelles respectivement (Figure 60).

Les sesquiterpénes oxygenés sont présents en quantité importante (15,26 % de
la teneur totale en huile essentielle extraites des feuilles des arbres méles), tandis
que les huiles essentielles des feuilles des arbres femelles en contiennent 11,9 % de
la teneur totale en huile essentielle, dont le composé principal est I'élémol avec un
pourcentage de 8,28 % et 3,27 % de I'huile essentielle des arbres males et femelles

respectivement (Figure 61).
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Figure 61: Principaux composants des HE testeés dans I’activité antibactérienne.
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Les hydrocarbures monoterpéniques sont représentés principalement par le
sabinene (32,11 % dans les arbres femelles et 31,16 % dans les arbres males) et 1'a-
pinene (13,04 % dans les arbres femelles et 7,84 % dans les arbres males), tandis
que le principal monoterpene oxygéné est le terpinén-4-ol (4,91 % dans les arbres

femelles et 11,65% dans les arbres males) (Figure 61).

L’huile des arbres femelle présentent des concentrations plus élevées en a-
thujéne, o-pinéne, a-phellandréne, p-cymeéne, acétate de linalyle, A-amorphene,
germacréne D-4-ol, et le 4-épi-abietal que celle des arbres males. Par contre, cette
derniére est plus riche en a-terpinéne, le y-terpinene, le terpinene-4-ol, 1'é1émol, 1'a-
épi-cadinol et 1'a-eudesmol. Cependant, les tendances de gradient de concentration
pour les arbres males et femelles sont semblables pour le sabinéne, le myrcene, le
linalol, le B-pinene, le limonene, I'hydrate de cis-sabinéne, le terpinoléne, et 1'a-

terpinéol.

Certains composants detectés dans I'huile des arbres femelles sont absents
dans I'huile des arbres méles, y compris le B-phellandrene, I’isobutylbenzéne, I’a-
muroléne, I’époxyde humuléne 11, le valencene, I’a-muurolol, le B-eudésmol et le

phytol.

Le 5-2-caréne, le p-cymeéne-7-ol, la verbénone, pipéritone, le cédrol, le 1-épi-
cubénol, cubénol et y-gurjunene, ont été détectés uniquement dans les huiles des
arbres. Mais tous ces composants sont présents généralement en état de traces ne

dépassant pas 0.7 % de la composition de I’huile.

Tableau 06: Composition chimique des HE des arbres males et femelles de J. thurifera.

Compound Ki Male (%) Female
(%)
a-thujene 924 1,8 2,06
a-pinéne 932 7,86 13,04
Fenchéne 946 0,03 0,1
Camphene 947 0,1 0,15
Sabinéne 973 31,16 32,11
B-pinéne 976 1,18 1,56
Myrcéne 988 3,36 3,26
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d-2-caréne 996 0,13 -

a-phellandrene 1006 0,06 1,06
a-terpinéne 1015 2,72 1,47
p-cymene 1022 0,22 1,13
Limonéne 1027 1,7 11
B-phellandréne 1028 - 0,33
(2)-B-ocimene 1035 0,05 0,11
(E)-p-ocimeéne 1045 0,21 0,4
y-terpinene 1057 4,09 2,24
Hydrate de cis-sabinéne 1069 1,97 1,51
Terpinolene 1083 1,77 1,3
p-cymenéne 1088 0,07 0,13
Linalool 1098 3,14 3,77
cis-thujone 1104 0,17 0,24
trans-thujone 1114 0,17 0,55
cis-p-menth-2-en-1-ol 1123 0,85 0,38
a-comphlenal 1129 0,07 0,22
trans-p-menth-2-en-1-ol 1142 0,52 0,2
Camphor 1144 0,05 0,14
E-tagetone 1147 0,1 0,18
terpinene-4-ol 1181 11,65 491
p-cymeéne-7-ol 1187 0,12 -

a-terpinéol 1195 1,23 1

Verbanone 1205 0,05 -

Trans-pipéritol 1209 0,31 0,2
nérol 1 (80) 1224 0,08 0,12
acétate de linalyl 1250 1,32 3,16
Pipéritone 1255 0,39 -

Pregeijeréne 1280 0,59 0,14
acetate de bronyl 1284 0,15 0,2
isobutyl benzene 1287 - 0,07
2,4-decadien-1-ol 1312 0,45 0,15
acetate de terpényl 1350 0,48 0,58
géranyle isobutyrate 1357 0,11 0,28
acétate de geranyle 1377 0,21 0,63
B-caryophyllene 1418 0,04 0,1
a-humuléne 1457 0,04 0,08
germacrene-D 1482 0,11 0,21
a-muuroléne 1497 - 0,36
y-cadinene 1515 0,07 0,12
A-amorphéne 1517 0,1 1,6
Elémol 1550 8,28 3,27
(E)-nérolidol 1560 0,3 0,33
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germacrene D-4-ol 1579 0,29 1,24
Oxyde de Caryophyllene 1585 0,49 0,83
Aromadendr-9-ene 1592 0,13 0,12
Cédrol 1596 0,16 -
humulene époxyde Il 1605 - 0,7
épi-cédrol 1613 0,2 0,73
Valencene 1618 - 0,15
1-epi-cubénol 1627 0,36 -
y-eudésmol 1630 0,26 0,98
a-épi-cadinol 1635 1,23 0,31
Cubénol 1643 0,26 -
a-muurolol 1646 - 0,42
B-eudésmol 1649 - 0,05
a-eudésmol 1659 2,74 1,76
2,6-Dimethyl-1,5-heptadien-4-ol acetate 1666 0,17 0,58
Gurjunéne 1668 0,24 0,15
y-gurjunene 1678 0,42 -
epi-a-bisabolol 1686 0,3 0,22
2-pentadécanone 1698 0,33 0,1
(Z,2)-farnésol 1714 0,09 0,36
Cyclohexene, 1,5,5-trimethyl-6-(2-propenylidene) 1780 0,52 0,42
sandaracopimara-8(14), 15-diene 1962 0,13 0,59
manoyl oxide 1989 0,05 0,28
Abietatriene 2057 0,05 0,13
Abietatriene 2090 0,1 0,45
Phytol 2109 - 0,14
4-epi-abiétal 2299 0,41 1,27
Hydrocarbures monoterpéniques 58,53 63,2
Monoterpenes 0Xygénés 21,57 16,84
Hydrocarbures Sesquiterpéniques 1,61 2,91
Sesquiterpénes oxygeénés 15,26 11,9
hydrocarbures Diterpéniques 0,28 1,31
Diterpénes oxygénés 0,46 1,55
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111-1-2 L'activité antibactérienne des HE de J. thurifera

L'évaluation de l'activité antibactérienne de ces deux huiles essentielles a été
effectuée par la méthode de diffusion sur disque en papier contre 14 souches
bactériennes (Tableau 07). C’est la technique la plus utilisee dans I’étude de
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles. Elle sert a prédire la sensibilité

d’un germe aux substances étudiées.

Les huiles testées ont inhibées la croissance de la majorité des souches
bactériennes, en produisant un diametre de zone d'inhibition allant de 6 mm (pas
d'inhibition) a 17 mm. La zone d'inhibition maximale a été enregistrée contre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (17 mm) et Escherichia coli ATCC 25922 (16
mm). Par contre la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 est

résistante aux deux huiles testées (Figure 61).

Il parait que I’activité antibactérienne des huiles testées est en fonction de la
bactérie cible et de type de I'huile testée (extraite des arbres males ou femelles);
I'analyse de la variance a fait ressortir une différence significative entre les résultats

des essais antibactériens (Tableau 08).

L'huile essentielle des arbres femelles a montré un large spectre d'activité
antibactérienne contre les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus clinique et MRSA) et a Gram négatif (Escherichia
coli clinique, Serratia marcescens, Proteus permeri, Meningo sp. et Shigella sp).
Par contre, les huiles essentielles des arbres males ont montré un large spectre
d'activité antibactérienne contre Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus

aureus, Salmonella para, et Salmonella spomb.

Genéralement, il semble que les bactéries a gram positif sont plus sensibles

que les bactéries a gram négatif.
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Tableau 07: Zones d'inhibition (en mm) des huiles essentielles de Juniperus thurifera L.

Souches bactériennes HE des Feuille de I'arbre male HE des Feuille de I'arbre femelle
Moyenne £ ET Sensibilité Moyenne + ET Sensibilité Gent
Staphylococcus aureus ATCC 25923 10.33+1.52 + 16+1 ++ 36 +++
Staphylococcus aureus (clinique) 12.66+1.15 + 13.33+£1.15 + 35 +++
SARM 10.33+0.57 + 13.66+1.52 + 35 +++
Escherichia coli ATCC 25922 15.66+0.57 ++ 7+0.57 - 27 +++
Escherichia coli (clinique) 6.00 - 11.33+0.57 + 23 +++
Serratia marcescens 6.00 - 10.33+0,57 + 6 -
Enterobacter cloacae 6.00 - 8.33+£0.57 - 6 -
Proteus permeri 6.00 - 11.33+1,54 + 17 ++
Acinetobacter baumannii 6.00 - 9.66+0.57 + 8 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6.00 - 6.00 - 32 +++
Salmonella para 12.66+0.57 + 9.66+0.57 + 20 +++
Salmonella spomb 13.66+0.57 + 11+0.57 + 16 ++
Meningo sp. 6.00 - 10.66+0.57 + 6 -
Shegnilla sp. 8.33+0.57 - 10+1 + 27 +++

MRSA = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; Gent. = Gentamicine; HE = huile essentielle; ET = Ecartype ;(-) = non sensible; (+)=

sensible; (++) = trés sensible; (+++) = extrémement sensible.
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Figure 61: Diameétres des zones d’inhibition des tests de I’activité antibactérienne.

Tableau 08: L'analyse de la variance des deux facteurs controlés (type de I'huile

essentielle et la souche bacterienne).

ddl SC CM F P
Souche bactérienne 13 476,488 36,653 58,09 0,000
Huile essentielle 1 63,440 63,440 100,55 0,000
Interaction 13 337,726 25,979 41,177 0,000
Erreur 56 35,333 0,631
Total 83 912,988
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111-2- Discussion

111-2-1- Composition chimiques des HE testees

Les individus males ont un rendement plus élevé en huiles essentielles que les
individus femelles. Ce résultat est similaire a celui obtenu par Asili et al. (2008a,
2010) a partir des espéces: Juniperus communis subsp. hemisphaerica, Juniperus
oblonga et Juniperus foetidissima, et les travaux de Zheljazkov et al. (2013), a
partir de lI'espéce Juniperus scopulorum Sarg. Le méme résultat a été trouve a partir
de la partie aérienne des individus males et d’autres femelles de Baccharis trimera
(Less.) DC. (Asteraceae) (Lago et al., 2008). Par contre, le rendement en huiles
essentielles obtenus a partir des feuilles de I'arbre femelle de Juniperus sabina, et de
J. excelsa est supérieur a celui obtenu a partir de feuilles de I'arbre male (Asili et al.,
2008b, 2010).

Les différences dans la croissance et la concentration de métabolites
secondaires liees au sexe ont été documentées dans les plantes dioiques. Les
individus males se développent généralement plus rapidement que les individus
femelles, tandis que les individus femelles consacrent plus de ressources pour la
reproduction et la défense chimique que les individus males, d'ou leur croissance
réduite (McGowan et al., 2004; Massei et al., 2006; Cepeda-Cornejo et Dirzo,
2010).

Les résultats de la présente étude confirment la prévalence dhydrocarbures
monoterpéniques par rapport a d'autres composants. Un résultat qui a été confirmé
par les rares études phytochimiques antérieures menées sur la composition chimique
des huiles essentielles extraites a partir des individus males et femelles des especes
du genre Juniperus L. (Afsharypuor et al., 2007 ; Asili et al., 20083, b , 210; Emami
etal., 2011a).
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111-2-2- L'activité antibactérienne des HE testées

Plusieurs études ont rapporté que les HE de Juniperus thurifera présentent une
importante activité antibactérienne et antifongique (Barrero et al., 2005; Mansouri
et al., 2010; Bahri et al., 2013). Les méme résultats ont été trouvés chez d'autres
especes du genre Juniperus (Angioni et al., 2003; Filipowicz et al., 2003;
Pepeljnjak et al. 2005; Asili et al., 2008a-2008b-2010; Ennajar et al., 2009; Ait-
Ouazzou et al., 2012; Taviano et al., 2013; Lesjak et al., 2014). Alors que les HE
d'autres especes du méme genre n'inhibent pas la croissance des souches

bactérienne (Ex: Juniperus excelsa) (Weli et al., 2014).

Dans la présente étude les huiles essentielles obtenues ont été testées contre 14
souches bactériennes. Les résultats indiquent une action légérement variable. Il est a
noter que les HE des FF, semblent étre préférentiellement plus actives, en exercant
une activité inhibitrice plus grande contre Staphylococcus aureus ATCC 25923, les

mémes résultats sont observes par Balentine et al. (2006).

L’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend
surtout de la nature des bactéries a Gram positif ou a Gram négatif ; les bactéries

Gram+ sont plus sensibles que les bactéries Gram— vis-a-vis des HE testés.

La membrane externe de lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a Gram
négatifs constitue une barriere d'imperméabilité aux substances hydrophobes,
susceptibles d'entrer et d'empécher la croissance des bactéries a Gram positifs. Dans
ces derniéres, la couche peptidoglycane se situe a I’extérieur, permettant ainsi a ces
bactéries d’étre plus disponibles a entrer en contact avec les huiles (Leclerc et al.,
1995; Chao et al., 2000).

Elgayyar et al. (2001) et Delaquis et al. (2002) sont en désaccord avec ce
rapport, car pour ces auteurs, il est tres difficile de faire de telles généralisations du
fait que chaque essence est unique dans sa composition et chaque bactérie a Gram

positif differe considérablement I'une de I'autre en structure et en fonctionnalité.
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Conclusion

L'analyse de la composition chimique des huiles essentielles extraites a partir
des feuilles des arbres males et autres femelles de Juniperus thurifera par la CPG et
par la CPG/SM, a permis d'identifier 77 composés. Les monoterpénes représentent
la partie principale des huiles (=80% d'huile essentielle). Les composés majoritaires

sont le sabinéne, 1'a-pinéne, le terpinéne-4-ol, I'élémol, le y-terpinene et le linalol.

Les huiles essentielles de cette espece ont été testées sur 14 souches
bactériennes. Elles se sont révelées actives contre toutes les souches bactériennes
testées a l'exception de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Les huiles
essentielles extraites des individus femelles ont montré une activité bactéricide
supérieure a celles des individus méles. Ceci confirme que le sexe affecte la

composition chimique des huiles essentielles ainsi que leur activité biologique.
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CONCLUSION GENERALE

Le but de notre travail est la caractérisation du genévrier thurifere de I'Algeérie
a travers la composition chimique de I’huile essentielle des feuilles, la recherche de
leur statu taxonomique on se basant sur les marqueurs phytochimiques et la
valorisation de cette espéce a partir de I’étude de I’activité antibactérienne des HE

extraites des feuilles des individus males et autres femelles.

L'analyse de la composition chimique des huiles essentielles obtenues, par la
CPG et par la CPG/SM, a permis I’identification de 79 composés. Les hydrocarbures
monoterpéniques est la fraction majoritaire dans I’huile essentielle de J. thurifera,
suivi par les sesquiterpenes oxygénés, tandis que les diterpénes ne représentent

qu’une faible quantité.

L analyse statistique a révélé la présence de deux chimio-types principales. Le
premier groupe (T'kout 1, Badli, Tizi Nerrsas, Tibhirine) est caractérisé par la
prévalence de monoterpénes, surtout le sabinéne (9 - 20 %). A l'intérieur du premier
groupe la séparation s’est faite sur la base de la teneur en sabinéne et I'a-cadinol. Par
contre les huiles essentielles du deuxiéme groupe (Chélia et T'kout 2) sont
caractérisées par la prévalence des sesquiterpénes et la dominance de 1’a-cadinol. On
peut relier cette chimio-variabilité aux facteurs environnementaux, tels que le pH et

la composition élémentaire du sol sur lequel le végétal se développe.

D’un point de vue chimio-systématique, la comparaison des profils
chromatographiques des six populations et celles décrites dans la littérature, en
utilisant I’analyse en composantes principales (ACP), suivie d’une analyse des
clusters UPGMA, a révélé des différences significatives entre les populations de
Juniperus thurifera, et confirmé la nette séparation des populations algériennes des

populations européennes et marocaines.
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Les huiles essentielles de cette espéce ont été testees sur 14 souches bactériennes.
Elles se sont révélées actives contre toutes les souches bactériennes testées a lI'exception
de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Les huiles essentielles extraites des
individus femelles ont montré une activité bactéricide supérieure a celles des individus
males.

Nous espérons que les résultats du présent travail contribueront a faire progresser
les connaissances systématiques de I’espece Juniperus thurifera, et la caractérisation
des populations Algériennes qui sont souvent exclues des études menées sur cette
espece.
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Annexes

Annexe A: Matrice de corrélation des composants de I'huile essentielle de six populations Algériennes de J. thurifera L.
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0,73

-0,68

0,07

-0,13

-0,12

-0,74

0,33

-0,10

-0,39

0,00

0,50

-0,24

-0,16

0,15

0,21

0,24

0,59

0,57

0,03

0,69

-0,10

-0,18

-0,10

V74

-0,31

-0,55

-0,05

0,00

-0,30

-0,40

-0,31

0,69

-0,19

-0,63

0,45

-0,72

-0,03

-0,44

-0,18

0,24

-0,03

-0,14

0,71

0,25

-0,03

-0,39

-0,27

-0,39

-0,06

-0,03

-0,28

-0,14

V75

0,14

-0,13

0,34

0,02

0,28

-0,55

0,20

-0,28

0,00

-0,02

-0,08

-0,07

0,85

0,16

0,02

0,04

0,09

0,71

0,28

-0,23

0,15

-0,25

-0,03

0,58

-0,30

0,85

0,54

0,68

V76

0,26

-0,60

0,41

0,01

0,22

-0,83

0,24

0,40

-0,11

-0,34

0,77

-0,76

0,17

-0,08

-0,19

-0,22

0,09

0,12

0,46

0,07

-0,23

-0,75

-0,61

-0,24

-0,59

0,17

-0,04

0,02

V77

-0,74

0,60

-0,86

-0,73

-0,67

0,72

-0,65

0,09

-0,76

-0,01

-0,50

0,01

-0,23

-0,70

-0,71

-0,35

-0,88

-0,46

-0,52

0,79

-0,63

-0,04

-0,20

-0,35

0,01

-0,23

-0,65

-0,63

V78

0,00

-0,34

0,23

-0,08

0,10

-0,64

0,04

0,10

-0,17

-0,29

0,21

-0,44

0,63

-0,10

-0,17

0,00

-0,02

0,44

0,42

0,00

-0,03

-0,49

-0,28

0,22

-0,39

0,63

0,23

0,39

V79

-0,80

0,34

-0,76

-0,76

-0,70

0,35

-0,69

0,37

-0,92

-0,26

-0,22

-0,42

-0,06

-0,89

-0,88

-0,39

-0,93

-0,35

-0,12

0,93

-0,74

-0,43

-0,48

-0,47

-0,23

-0,06

-0,72

-0,61
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V28

V29

V30

V3l

V32

V33

V34

V35

V36

V37

V38

V39

V40

V4l

V42

V43

Va4

V45

V46

Var

V48

V49

V50

V51

V52

V53

V54

V55

V56

V28

1,00

V29

0,79

1,00

V30

-0,23

0,01

1,00

V31

0,72

0,37

-0,29

1,00

V32

0,36

0,32

-0,24

-0,31

1,00

V33

0,52

0,22

-0,82

0,59

0,23

1,00

V34

-0,05

-0,42

-0,23

0,54

-0,68

0,09

1,00

V35

0,86

0,70

-0,64

0,56

0,52

0,80

-0,17

1,00

V36

0,93

0,69

-0,22

0,49

0,59

0,38

-0,13

0,79

1,00

V37

0,30

-0,06

-0,66

0,31

0,41

0,88

-0,08

0,57

0,26

1,00

V38

0,32

-0,03

-0,66

0,30

0,44

0,88

-0,12

0,59

0,28

1,00

1,00

V39

0,49

0,41

-0,60

0,50

0,18

0,90

-0,19

0,74

0,26

0,77

0,77

1,00

V40

0,16

-0,10

-0,62

-0,22

0,82

0,42

-0,22

0,45

0,41

0,58

0,60

0,16

1,00

V4l

-0,46

-0,66

-0,18

-0,30

0,15

0,28

-0,14

-0,22

-0,43

0,65

0,64

0,23

0,35

1,00

V42

-0,34

-0,60

-0,13

-0,10

0,03

0,33

-0,04

-0,19

-0,37

0,69

0,67

0,30

0,22

0,97

1,00

V43

0,05

-0,04

-0,38

-0,37

0,85

0,41

-0,62

0,35

0,21

0,70

0,72

0,37

0,82

0,63

0,52

1,00

Va4

-0,86

-0,87

-0,21

-0,57

-0,14

-0,07

0,10

-0,55

-0,78

0,18

0,16

-0,15

0,22

0,74

0,61

0,29

1,00

V45

0,17

0,05

0,25

0,65

-0,80

-0,17

0,76

-0,17

-0,02

-0,44

-0,46

-0,21

-0,71

-0,54

-0,37

-0,93

-0,38

1,00

V46

0,08

-0,46

-0,69

0,45

-0,14

0,52

0,77

0,20

0,10

0,47

0,45

0,13

0,41

0,24

0,27

0,01

0,28

0,22

1,00

Var

-0,65

-0,62

0,07

-0,86

0,38

-0,44

-0,23

-0,50

-0,33

-0,10

-0,09

-0,58

0,52

0,44

0,25

0,47

0,67

-0,61

0,01

1,00

V48

0,09

-0,03

-0,95

0,20

0,08

0,66

0,29

0,50

0,06

0,42

0,42

0,46

0,48

0,03

-0,05

0,19

0,26

-0,15

0,62

-0,05

1,00

V49

0,65

0,34

-0,37

0,89

-0,31

0,41

0,69

0,50

0,51

0,04

0,03

0,22

-0,13

-0,56

-0,43

-0,52

-0,56

0,72

0,55

-0,69

0,37

1,00

V50

-0,85

-0,73

-0,08

-0,80

0,11

-0,19

-0,23

-0,53

-0,71

0,13

0,12

-0,20

0,31

0,73

0,56

0,48

0,94

-0,63

0,01

0,80

0,12

-0,79

1,00

V51

-0,63

-0,57

-0,37

-0,74

0,38

0,02

-0,27

-0,22

-0,43

0,28

0,28

-0,07

0,62

0,64

0,44

0,66

0,84

-0,78

0,14

0,82

0,38

-0,66

0,92

1,00

V52

-0,78

-0,49

-0,16

-0,76

0,08

-0,10

-0,35

-0,39

-0,72

0,09

0,08

0,00

0,20

0,58

0,40

0,42

0,84

-0,64

-0,16

0,61

0,25

-0,76

0,93

0,87

1,00

V53

-0,11

0,01

0,35

-0,15

0,11

0,09

-0,58

-0,11

-0,24

0,36

0,36

0,38

-0,19

0,59

0,65

0,40

0,12

-0,37

-0,50

-0,07

-0,49

-0,59

0,25

0,05

0,27

1,00

V54

0,51

0,43

-0,50

0,70

-0,12

0,83

0,05

0,66

0,20

0,60

0,60

0,94

-0,13

0,06

0,19

0,04

-0,26

0,13

0,16

-0,79

0,40

0,43

-0,39

-0,32

-0,17

0,29

1,00

V55

-0,65

-0,41

-0,40

-0,40

-0,19

0,19

-0,09

-0,21

-0,74

0,21

0,20

0,29

0,04

0,50

0,39

0,22

0,78

-0,38

0,05

0,24

0,50

-0,43

0,73

0,68

0,89

0,19

0,21

1,00
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V28

V29

V30

V3l

V32

V33

V34

V35

V36

V37

V38

V39

V40

V4l

V42

V43

Va4

V45

V46

V47

V48

V49

V50

V51

V52

V53

V54

V55

V56

V56

0,13

-0,17

-0,48

0,46

-0,36

0,16

0,86

0,13

0,14

-0,12

-0,14

-0,16

0,07

-0,39

-0,38

-0,48

-0,03

0,57

0,76

-0,15

0,58

0,77

-0,30

-0,16

-0,35

-0,89

0,00

-0,11

1,00

V57

-0,61

-0,29

0,86

-0,40

-0,57

-0,88

0,02

-0,88

-0,63

-0,79

-0,80

-0,68

-0,74

-0,13

-0,12

-0,57

0,15

0,35

-0,53

0,17

-0,70

-0,38

0,18

-0,16

0,14

0,17

-0,53

0,00

-0,25

V58

0,27

0,68

-0,14

0,17

-0,16

0,06

-0,12

0,35

0,10

-0,37

-0,36

0,26

-0,35

-0,72

-0,74

-0,39

-0,43

0,22

-0,35

-0,52

0,32

0,32

-0,41

-0,32

-0,06

-0,29

0,36

0,15

0,15

V59

-0,83

-0,44

-0,08

-0,70

-0,19

-0,24

-0,19

-0,49

-0,83

-0,19

-0,20

-0,11

-0,06

0,32

0,16

0,09

0,77

-0,37

-0,20

0,47

0,26

-0,61

0,80

0,70

0,93

0,10

-0,19

0,89

-0,18

V60

0,79

1,00

0,01

0,37

0,32

0,22

-0,42

0,70

0,69

-0,06

-0,03

0,41

-0,10

-0,66

-0,60

-0,04

-0,87

0,05

-0,46

-0,62

-0,03

0,34

-0,73

-0,57

-0,49

0,01

0,43

-0,41

-0,17

V61l

-0,75

-0,44

0,60

-0,47

-0,63

-0,85

0,22

-0,90

-0,73

-0,83

-0,85

-0,76

-0,60

-0,17

-0,22

-0,62

0,35

0,35

-0,29

0,31

-0,36

-0,29

0,32

0,05

0,29

-0,16

-0,60

0,20

0,06

V62

0,09

0,12

0,07

0,27

-0,14

0,43

-0,28

0,13

-0,17

0,51

0,50

0,68

-0,32

0,47

0,60

0,19

0,00

-0,08

-0,24

-0,48

-0,21

-0,18

-0,01

-0,17

0,09

0,87

0,69

0,25

-0,60

V63

-0,45

-0,22

0,33

-0,87

0,44

-0,69

-0,41

-0,44

-0,13

-0,46

-0,44

-0,72

0,34

-0,02

-0,21

0,27

0,27

-0,49

-0,35

0,86

-0,25

-0,63

0,50

0,53

0,40

-0,18

-0,89

-0,03

-0,22

V64

-0,57

-0,49

0,16

0,11

-0,96

-0,23

0,61

-0,61

-0,78

-0,34

-0,38

-0,18

-0,72

0,04

0,10

-0,70

0,40

0,62

0,15

-0,20

0,01

0,12

0,15

-0,12

0,19

-0,05

0,07

0,43

0,29

V65

-0,82

-0,35

0,35

-0,61

-0,45

-0,49

-0,19

-0,69

-0,90

-0,44

-0,45

-0,23

-0,49

0,18

0,10

-0,21

0,56

-0,09

-0,48

0,26

-0,15

-0,61

0,60

0,35

0,74

0,29

-0,20

0,70

-0,35

V66

-0,78

-0,28

0,25

-0,68

-0,27

-0,39

-0,35

-0,58

-0,84

-0,32

-0,32

-0,12

-0,35

0,25

0,14

-0,02

0,58

-0,28

-0,51

0,31

-0,08

-0,70

0,67

0,47

0,83

0,35

-0,15

0,76

-0,44

V67

-0,82

-0,49

0,33

-0,36

-0,74

-0,48

0,19

-0,77

-0,94

-0,48

-0,51

-0,31

-0,64

0,12

0,09

-0,48

0,56

0,25

-0,22

0,12

-0,11

-0,34

0,47

0,18

0,55

0,12

-0,16

0,62

-0,05

V68

0,76

0,77

-0,26

0,29

0,66

0,59

-0,61

0,84

0,70

0,53

0,56

0,72

0,33

-0,06

-0,03

0,53

-0,56

-0,41

-0,26

-0,41

0,08

0,08

-0,40

-0,19

-0,25

0,36

0,57

-0,22

-0,41

V69

0,38

-0,01

-0,64

0,53

0,19

0,92

0,09

0,59

0,25

0,96

0,96

0,82

0,38

0,55

0,64

0,48

0,08

-0,19

0,53

-0,33

0,42

0,24

-0,05

0,07

-0,06

0,33

0,74

0,17

-0,01

V70

-0,76

-0,64

0,19

-0,84

0,11

-0,64

-0,04

-0,67

-0,47

-0,40

-0,40

-0,77

0,28

0,21

0,03

0,14

0,64

-0,34

-0,01

0,94

-0,07

-0,58

0,73

0,69

0,57

-0,26

-0,89

0,24

0,03

V71

-0,56

-0,21

0,51

-0,13

-0,84

-0,50

0,19

-0,67

-0,77

-0,60

-0,62

-0,26

-0,89

-0,13

-0,08

-0,69

0,21

0,49

-0,37

-0,19

-0,30

-0,15

0,12

-0,20

0,24

0,17

-0,03

0,36

-0,09

V72

-0,20

0,34

0,48

-0,26

-0,22

-0,26

-0,56

-0,21

-0,40

-0,31

-0,31

0,17

-0,63

-0,09

-0,08

-0,15

-0,08

-0,06

-0,85

-0,27

-0,38

-0,44

0,06

-0,14

0,32

0,60

0,21

0,32

-0,67

V73

-0,10

-0,10

0,66

0,28

-0,61

-0,24

0,14

-0,43

-0,31

-0,16

-0,18

-0,03

-0,79

0,12

0,30

-0,46

-0,13

0,52

-0,28

-0,42

-0,70

-0,03

-0,21

-0,55

-0,26

0,58

0,17

-0,18

-0,34

V74

-0,14

-0,03

-0,40

-0,02

0,05

0,59

-0,34

0,22

-0,33

0,64

0,64

0,78

0,07

0,62

0,61

0,47

0,39

-0,45

-0,06

-0,16

0,33

-0,33

0,39

0,37

0,57

0,65

0,67

0,73

-0,45

V75

0,68

0,85

-0,15

0,41

0,28

0,53

-0,50

0,73

0,47

0,33

0,35

0,78

-0,09

-0,23

-0,15

0,18

-0,61

-0,12

-0,40

-0,69

0,06

0,17

-0,51

-0,40

-0,24

0,40

0,75

-0,08

-0,39

V76

0,02

0,17

-0,69

-0,22

0,51

0,61

-0,49

0,51

0,01

0,58

0,60

0,67

0,55

0,35

0,22

0,70

0,30

-0,74

0,00

0,10

0,65

-0,28

0,39

0,60

0,59

0,20

0,44

0,65

-0,24

V77

-0,63

-0,23

0,81

-0,46

-0,55

-0,89

-0,02

-0,85

-0,65

-0,84

-0,85

-0,67

-0,72

-0,20

-0,21

-0,57

0,16

0,31

-0,57

0,18

-0,61

-0,39

0,20

-0,11

0,21

0,10

-0,53

0,08

-0,23

V78

0,39

0,63

-0,31

0,20

0,25

0,60

-0,55

0,63

0,18

0,45

0,46

0,87

-0,01

0,04

0,06

0,34

-0,25

-0,33

-0,35

-0,52

0,25

-0,05

-0,16

-0,07

0,14

0,49

0,78

0,32

-0,45

V79

-0,61

-0,06

0,57

-0,54

-0,34

-0,53

-0,42

-0,59

-0,72

-0,47

-0,47

-0,16

-0,61

0,07

0,03

-0,20

0,27

-0,09

-0,75

0,09

-0,41

-0,64

0,39

0,12

0,56

0,50

-0,13

0,47

-0,60
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V57 | V58 | V59| V60| V61| V62| V63| V64| V65| V66 | V67| V68| V69 | V70| V71 |V72| V73| V74| V75| V76| V77 |VT78 | V79

V57| 1,00
V58 | -0,03 | 1,00
V59| 0,33 | 0,18 | 1,00
V60 | -0,29 | 0,68 |-0,44| 1,00
V61| 091 0,07| 053]|-0,44| 1,00
V62 | -0,03 | -0,08 | -0,01 | 0,12 | -0,31| 1,00
V63| 0,33(-0,18| 0,35|-0,22 | 0,41]-0,63| 1,00
V64| 057 | 0,10 0,43|-049| 0,68| 0,15|-0,33 | 1,00
V65| 0,69| 0,21| 0,88|-0,35| 0,74| 0,17 | 0,25| 0,62 | 1,00
V66 | 056 | 0,23| 092|-0,28| 0,61| 0,21| 0,30 | 0,47 | 0,98 | 1,00
V67 | 0,74| 0,15| 0,76 |-0,49| 0,84| 0,12| 0,06 | 0,87 | 092 | 0,83 | 1,00
V68 | -0,64 | 0,25|-0,42| 0,77 |-0,84| 0,42 |-0,27 |-0,73|-0,48 | -0,34|-0,71| 1,00

V69 | -0,74 |-0,29 | -0,28 | -0,01 | -0,80 | 0,59 | -0,68 | -0,17 | -0,46 | -0,38 | -0,42 | 0,49 | 1,00
V70| 0,39 (-0,35| 0,55|-0,64| 059|-0,62| 0,87| 005| 0,41| 041| 0,35]|-0,65|-0,57| 1,00
V71| 082 030| 050|-0,21| 0,80| 0,22|-0,12| 0,86| 0,81 | 0,69| 0,92 |-0,57 |-0,46| 0,07 | 1,00
V72| 051| 049| 042| 0,34| 0,32| 054|-0,04| 025| 0,70 | 0,72 | 0,52 | 0,17 | -0,28 | -0,20 | 0,65 | 1,00
V73| 0,60|-0,21|-0,19|-0,10( 0,31| 0,63 |-042| 052| 0,25| 0,13| 0,39 |-0,18 | 0,01 |-0,35| 0,61 |0,45| 1,00
V74 |-0,30| 0,07| 0,44)-0,03|-0,35| 0,77|-0,42| 0,11| 033 | 045| 0,20| 0,37 | 0,63|-0,33| 0,09|0,43| 0,08 | 1,00
V75|-040| 055|-0,28| 0,85|-0,61| 0,58-0,49|-0,37|-0,21|-0,11|-0,38| 0,89 0,38|-0,81|-0,15|0,49 | 0,07 | 0,47 | 1,00

V76 |-062| 0,26 | 044| 0,17 |-051| 0,24|-0,04|-0,34| 0,10| 0,29 |-0,15| 0,52 | 0,46|-0,09 | -0,34 | 0,15|-0,58 | 0,75| 0,44 | 1,00

V77| 099 0,11| 0,43|-0,23| 0,94|-0,09| 0,38 | 057 | 0,76 | 0,64 | 0,78|-0,63|-0,81| 0,43 | 0,84|0,56| 0,49 |-0,28 | -0,37 | -0,53 | 1,00

V78 |-042 | 052| 0,08 | 0,63|-055| 0,66 |-0,45|-0,24| 0,05| 0,18|-0,16 | 0,79 | 0,46 |-0,66 |-0,06 | 0,57 [-0,03| 0,75 | 0,92 | 0,71|-0,36 | 1,00
V79| 0,74 | 0,27 0,68|-006| 065| 034 | 022 045| 092| 091 0,78 |-0,23|-0,48| 0,21 | 0,80 0,89 | 0,42 | 032 0,05| 0,03| 0,79 |0,22 | 1,00
Cor > 0.38 corrélation significative ; V1 a V79 représentant les constituants des huiles essentielles des sixe localités échantiollnnées.
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Annexe B : Courbe de corrélation de sabinéne et myrcéne chez les populations de Juniperus
thurifera Algériennes.
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Annexe C: Courbe de corrélation de sabinéne et y-eudésmol chez les populations de
Juniperus thurifera Algériennes.
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Annexe D: Courbe de corrélation de sabinéne et a-cadinol chez les populations de Juniperus

o-cadinol

Annexe E:

terpinene-4-ol

thurifera Algériennes.
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population de Juniperus thurifera Algériennes.

Scatterplot: Varl6
Var23

vs. Var23
=5,8029 + 1,4052 * Varl6
Correlation: r=,74514

X: Varlé

(Casewise MD deletion) N=6

Mean = 1,120000
Std.Dv. = 0,667623
Max. = 2,270000
Min. = 0,620000

Y: Var23
N=6
Mean = 7,376667
Std.Dv. = 1,259010
Max. = 9,370000
Min. =5,430000

4 H

02 04 06 08 10 1,2 14 16 1,8 20 22 24 26 28 0

cis-hydrate de sabinene

3 6

| o _95% confidence




Annexes

Annexe F: Courbe de corrélation de valencene et a-cadinole chez les populations de
Juniperus thurifera Algériennes.
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Annexe G: Données de la composition chimique des huiles essentielles de J. thurifera utilisées dans I’étude chimio-systématique.

Tkl | TZ | Tk2 [BA |TB |CH | M1 [ M2 |TM |OM |S1 |[S2 |sC |PL |[P2 |MF |[CR [S3 |VHD |HD
var1 | tricyclene 0 0 0 0 0 0 |002] 08 [002]|002]| 0 0 0 |002] 0 0 |002]002 01| 06
var 2 | a-thujéne 1.2 | 11 | 08 | 15 | 08 | 05 | 225 | 23 | 07 | 13 | 0,02 01|01 ] 05| 03 |002]002 15| 11
var3 | a-pinéne 33 | 26 | 26 | 35 | 31 | 39 | 46 | 42 | 171 40 | 05 | 63 2 32 | 25 | 49 | 68 | 2,2 11| 66
var4 | fenchene 01 ]01]01]01]01] 0 |002]002]01 |o02]| 0 0 0 |002]002]002]002]002]| 002] 002
var5 | camphene 01 ]01]01]001]01]01] 002|070l |002| 0 |002]002]002]002]002]002]002]| 002]| 07
var6 | sabinéne 179 | 11383 | 20 | 94 | 52 | 458 | 402|122 | 374 | 15 | 03 | 15 | 04 | 97 | 49 | 03 1 38 | 36,2
var 7 | béta pinéne 03 03] 03|03 |03|04]|04]02]122|03]002]|05]01]03]02]002]|05]| 02| 125]002
var8 | myrcéne 28 | 21 | 1,7 |33 |17 |12 |39 |38 |18 |18 | 15| 4 | 25| 44|28 | 23| 26| 34 33| 23
var9 | delta-2-caréne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 |09 | 2 | 44|13 |29 | 25| 22 0 0
var 10 | a--phellandrene 0 0 0 0 0 | 01]002] 0 |[002]002]|] 0 [002[002]| 2 |002]002]0,02 74| 45
var 11 | delta-3-caréne 02 |09 |15]05| 1 |08 0 |17 |81 ] 2 0 0 Jos| o 0 |08 |002] 11 35| 12
var 12 | o- terpinéne 16 | 17 | 1319 |19 |12 | 18| 2 |95 ] 16| 01]002]01]01]05]02]002]| 01 33| 22
var 13 | para cyméne 05 | 03|02 |07 |04 ]| 05| 04]19]04] 26 002]002]|002]|01|002]002]|002]|0,02 04| 36
var 14 | limonéne 14 | 25 32| 2 |12 |07 |08 | 31|13 |52 |288|61,8]|528]|71]| 53 |521]606 515 1,8 | 0,02
var 15 | béta phellandréne 02 | 02 |002] 02|02 02 08| 1 [002]002]|002]002]002]| 0 |002]002]0,02 0| 002|002
var 16 | (2)-béta-ociméne 01| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |002| 0 |002| 0 [002]002]| 0 0| 002|002
var 17 | (E)-béta-ociméne 03102 0 |o03|]02|] 0 |03]01| 0 |o2]01]02]02]01[08]04]01] 03] 002]0,02
var 18 | gamma terpinene 3,2 3,6 2,7 3,6 3,9 2,6 3 3.3 0.9 2.5 02 | 002 02 0,1 0,9 0,4 0,1 0,2 15 1,8
var 19 | cis hydrate de sabinéne 0,8 1,6 0,8 0,6 2,3 0,6 2.4 2.2 0.4 2.3 0,3 0 0,1 | 002 | 04 0,3 | 0,02 0,1 0,7 0,3
var 20 | trans-linalool oxide (furanoid 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,7 0 0 0 0 0,02 0 0,4 0,02 0,1
var 21 | terpinoléne 1,3 15 1,1 15 1,6 0,9 1.4 1.3 0.7 1.1 0,8 0,9 0,8 0,9 1,3 0,8 1,1 1 2,3 1,3
var 22 | trans-sabinene hydrate 0 0 0 0 0 0 0 0 002 | 12 | 002|002 0 0,02 | 1,3 | 0,02 0 0 4,9 1
var 23 | linalol 46 | 04 | 03 | 25 | 16 | 04 | 16 | 18 | 12 | 37 |134]| 08 | 57 |002]| 1,6 | 26 | 11 | 71 0 0
var 24 | cis-thujone 02 | 0 |04 ] 03|06 0 |01 ] 0 |26]002] 0 0 0 0 0 0 0 0| 002|002
var 25 | trans-thujone 0 0 o3| o 0 |03 ]01]01]22 ] 01] 0 0 |002]| 0 0 0 0 0 02 | 0,02
var 26 | cis-p-menth-2-en-1-ol 04 | 05|03 |04 |06|03]|]04]03]| 0 |06|06]| 0 |O02]00]02]03]|03]| 04| 002]| 04
var 27 | cis-p-menthaP,8-dien-I-01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |002]| 0 0| 002|002
var 28 | trans-limonene oxide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 | 0,02 0 0 0,3 | 0,02
var 29 | trans-menth-2-en-1-ol 03 /030203 |04]03]02]01] 0 | 03|04 0 ]02] 0 01]01]02] 03] 002]002
var 30 | camphor 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 |002] 0 0 0 0 0| 002|002
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var 31 | camphene hydrate 0 0 0 0 0 0 0 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 32 | citronellal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,02 | 0,02 0 0 0
var 33 | sabina ketone 0 0 0 0 0 0 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 34 | borneol 0 0 0 0 0 0 0 0.7 0 0 0 0,02 0 0,02 | 0,02 0 0 0 0,02 | 0,02
var 35 | terpinéne-4-ol 72 | 76 |54 ] 0 | 94|71 |51 |46 |26 63| 1 |01]|05][01]18 |08/ 02/ 06 56 | 43
var 36 | m-cymen-6-01 0 0 0 0 0 0 0 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 37 | p-cymen-8-01 0 0 0 0 0 0 |002] 01 ]002]| 02 |002]002]002] 0 |002]002]002]|0,02 0,6 | 0,02
var 38 | a- terpinéol 16 | 1106|121 121]09]02]01]09 )03 |14]02]|06]01]03]|03]02] 07] 002]| 04
var 39 | verbanone 02 | 03 02 ]03]04]03 0 0.1 0 0 0 0 0 0 0 [002] 0 0 0 0
var 40 | trans-pipéritol 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 41 | trans-carveol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 42 | nerol 1 (80) 03 | 02 0 02 | 02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 43 | citronellol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0,4 0 0,2 0,6 0,1 0,4 0 0
var 44 | acétate de linalyle 62 | 34 | 12 | 32 | 37 1 08 | 22 | 26 | 77 | 136 33 | 137 ] 03 | 35 | 132 | 24 | 76 14| 15
var 45 | acétate de bornyle 0,2 0 0 0,1 0,2 04 | 002|108 03 0,6 0 0,1 0,3 0,3 0,4 0,5 0,3 0,3 04 | 146
var 46 | décan-2,4-dien-1-ol 0,3 0 0,2 0,5 0,1 0 19 0,7 0,7 0,8 2,2 | 0,02 1 0 0,9 0,9 0,5 1,2 0 0
var 47 | delta élémene 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4 | 0,02
var 48 | acétate d'alpha terpinéne 0,7 1,7 0,8 0,8 1,1 1 0,2 0,4 0.6 0,5 4,2 15 3,6 2 1,1 3,8 1,9 3,2 0,4 0,5
var 49 | acétate denéryle 0,4 0,3 0 0,3 0,3 0 0 0,2 | 0,02 0 0 0 0,02 0 0,2 0 0
var 50 | acétate de géranyle 1 0,6 0,3 0,8 0,6 0,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3 0 0
var 51 | béta élémene 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2 | 0,02
var 52 | béta caryophylléne 0,9 0,9 1,1 1 1,2 0,5 01 [002]002] 02 |002] 01 0 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,2 0 0,2 0,3
var 53 | gamma éléméne 0,4 0,2 0,4 0,1 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 54 | cadina-3,5-diéne 0,1 0,1 0,2 0,3 0,1 0 0 0 0 0 0,1 0 0,1 0 0 0 0 0 0
var 55 | a- humulene 0,6 0,7 1 0,9 1,1 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0,02 | 0,02 0 0,02 | 0,02
var 56 | cis-muurola-4(14),5-diene 0,1 0,3 0,6 0,5 0,7 0,3 0,2 0 0 0 0 0,1 0 0,4 0 0 0,02 0 0,2 0,1
var 57 | gamma muuroléne 0,3 05 0,6 0,5 05 0,5 0,2 | 0,02 0 0,02 0 0,1 0 0 0,02 0 0,02 0 0 0
var 58 | germacrene-D 19 4,4 2,7 3,2 33 1,6 0,3 | 0,02 0 0,1 0 0,2 | 0,02 0,02] 002|002 | 0,02 0 0,2 05
var 59 | trans muurola-4(14),5-diéne | 0,2 | 03 | 04 | 05 | 02 | 04 |002] 0 [002002]| 0 0 0 0 0 |002]002 0 03] 05
var 60 | a- muuroléne 08 |11 |11 ] 08|07 | 04|05 ]002]002] 002 0 |06 ]| 0 [002]01]002|02] 01 0 0
var 61 | béta curcuméne 06 | 08 02 ] 03| 04|02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 62 | gamma cadinéne 07 | 11|18 | 15 | 12 | 14 | 11 [0,02]002]| 04 1 04 | 01 1 02 | 002]| 04 0 1| 05
var 63 | delta cadinéne 33 | 41|61 |56 39|42 |23]01]06|05]01]|23]04]02]07]01]121]01 0,1 1
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var 64 | a-cadinéne 02 | 03|05 ]03]03]|03]02][002[002]002| 0 |o02] 0 0 |002]002]002] 002 12| 05
var 65 | élémol 47 | 07 | 59 | 39 | 76 | 52 | 29 |05 |147 | 2 32 | 13103 |03 [ 28|04 |12 12 03| 07
var 66 | germacréne-B 25 | 21|23 |12 |26 |12 |05 ]002)]|01|04]03)|04]02]002|02]01]|08] 002 02| 06
var 67 | germacréne-D-4ol 08 | 1,1 2 09 | 11|12 |37 |02 |13 | 04| 05| 15| 04[002]|07]02]|04]| 06| 002]002
var 68 | cédrol 01 ]01]02]01|02]08]|] 0 01|44 |19]o0 0 0 | 02|01 ]002]|03]002]| 002] 05
var 69 | gérayl isovalérate 03 | 02 | 02 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 70 | béta oplopénone 0507|1207 | 05|09 05|03 ]002|03]|01)]06]05]|02]05]002]|002]| 02| 002]| 07
var 71 | épicédrol 05 | 31|25 | 14 |091] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 72 | 1,10-diépi-cubénol 02 |02 |04 |02 ]03][66] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 73 | 1-épi-cubénol 01 | 11|13 |18 |08 16| 03] 0 0 03 | 04 [002]002]03]002]|02] 02 0 0
var 74 | gamma eudesmol 13 |24 | 2111 |21 ]24]03] 0 3 o508 02]01]002] 051 002]|05]| 03 0 0
var 75 | épi- o-cadinol 1 |12 |29]08 12| 3 |o8]| o |11 ] 02 002| 24| 01]03]05]002]|06]| 03] 002]0,02
var 76 | épi- a-muurolol 09 |07 |37 |08 | 1 [32]|]08] 0 |21]|03]002/002]01] 0 |05]| 0 |o06] 03 0,2 | 0,02
var 77 | beta-eudesmol 0 0 0 0 0 0 |05 ]002]51 | 1 |14]|05]04[03]|] 1 |03]| 21| 06 002] 01
var 78 | a-eudesmol 0 0 0 0 0 0 | 24|02 |61 |06 27 |002]05]04] 1 [01]|122] 07] 002] 01
var 79 | o- cadinol 61 | 10,7 | 135 | 55 | 92 | 157 | 24 | 02 | 002]| 05 | © 4 | o4 05| 1 |06 11| 08 0,1 ] 0,02
var 80 | bulnesol 32 |09 |18 |19 | 2 [06 | 0 [002] 1 |01 [002]| 0 0 0 | 01 [002][002]| 03 0 0
var 81 | gurjunene 09 | 09 |11 | 08 | 16 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 82 | y-gurjunene 0,3 0,6 0,6 0,8 0,4 0,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 83 | epi-o-bisabolol 03 |04 |04 01| 04][06]| 0 |002]|002]002[04]14] 0 0 |03 |01 11| 05 0 0
var 84 | 2-pentadecanone 0,3 0 0,4 0 0,2 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 85 | (Z,2)-farnesol 05 |04 ]03|02] 1 [09] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 86 | Oplopenone 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 87 | 8-a-acetoxyl elemol 01 ] 0 |02 01| o (03|03 | 04]121|09]| 0 |002]04[002]002]002]| 03 0 0
var 88 | manoyloxyde 04| 0 |02 02 | 0 0 0 0 0 |01 ]002] 121 002]002]| 12|01 03 0 0
var 89 | 13-épimanoyl oxyde 03 02|06 |03[02] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 002 0 0
var 90 | Abietatriene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |002| 0 [002]002] 0 0 | 002 0 0
var 91 | Abietadiene 03 | 04|05 |02 ]03[18]] 0 0 0 0 0 | 01]002]05]051]002]|01] 02 0 0
var 92 | phytol 03] 0 |02] 0 |o01] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 93 | abieta-8(14),13(15)-dien 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |002]002]| 0 0 0 0 0
var 94 | 4-épi-abiétal 07 103|112 ]| 04 |06 |13 ]| 0 [002] 0 0 0 0 0 0 0 |002] 02 0 0 0
var 95 | trans-tatoral 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | o1 0 0 0
var 96 | trans-ferruginol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0 0 0
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MW | Cor2 | Corl2 | Cor5 | Cor7 | Corl4 | Corl6 | Cor9 | Corl0 | Corll | Cor4 | Corl5 | Cor8 | Corl | Corl3 | Cor6 | Cor3 | FL DL
var1l | tricyclene 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 04| 08
var2 | a-thujéne 2,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 14| 26
var3 | a-pinéne 5 72| 42 52 19 2,6 74 8,7 15,6 76| 142 6,1 6 7.9 56 2,4 21| 76| 941
var4 | fenchene 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 11| 12
var5 | camphene 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 081002
var 6 | sabingne 394 03| 03 0,4 0 0,2 0,2 0,2 03 0,4 0,2 03 03 04 0,2 33 01212165
var 7 | béta pinéne 0.5 05| 02 0,3 0,2 0,1 05 07 1 0,4 0,7 0,4 0,2 0,8 04 0,2 02| 02| 03
var8 | myrcéne 25 33 3 31 34 31 2,7 3.4 29 2,7 31 29 2,5 33 3,1 2,2 1] 05| 11
var9 | delta-2-caréne 0 18| 11 19 43 1,7 0,6 31 1,2 23 21 2 14 24 2,2 18 1 0 0
var 10 | a--phellandrene 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 0,02 | 0,02
var 11 | delta-3-caréne 33 4| 82 3,7 2 0,2 4,4 4,2 26 6,4 3,2 9,6 35 8 9,5 2,2 34| 09 1
var 12 | o- terpinéne 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 22| 15
var 13 | para cyméne 4 01| 02 0,1 01 0,1 01| 01 0,1 01| 01 01| 01 0 01| 01| 01] 07] 03
var 14 | limonéne 21 67 | 581 57,8 | 56,6 55,3 537 | 524 50,9 48,9 | 462 46,1 | 461 | 457 437 | 406 | 297 | 07| 07
var 15 | béta phellandréne 0,02 04| 02 03| 04 0,2 02| 05 0,5 04| 04 03| 03| 05 04| 03| 02]002]| 04
var 16 | (2)-béta-ociméne 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0]002]| 05
var 17 | (E)-béta-ociméne 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 02| 03
var 18 | gamma terpinéne 2,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 93| 115
var 19 | cis hydrate de sabinéne 0.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 01| 02
var 20 | trans-linalool oxide (furanoid | 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 21 | terpinoléne 11 1,9 | 42 4,9 1,1 25 0,9 2,9 19 3,2 16 14 1,9 15 2,7 0,9 03002 01
var 22 | trans-sabinene hydrate 0.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 12| 16
var 23 | linalol 0 1,9 | 34 2 6,6 12,8 96 | 31 0,8 14| 26 8,2 7,2 4 91| 24 2 0 0
var 24 | cis-thujone 0.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 04| 04
var 25 | trans-thujone 0.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 15 1
var 26 | cis-p-menth-2-en-1-ol 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 27 | cis-p-menthaP,8-dien-l-o1 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 28 | trans-limonene oxide 12 | o002]| 01 0,1 03 0,7 0,1 0,2 03 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 01]002] 12
var 29 | trans-menth-2-en-1-ol 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 30 | camphor 03 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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var 31 | camphene hydrate 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 32 | citronellal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 33 | sabina ketone 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 34 | borneol 11 02| 02 0 0,6 03 0,1 0 0,1 0,1 0 03 0 04 04 04 0 0 0
var 35 | terpinéne-4-ol 10,2 03| 04 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,2 0,4 05 0,4 0,4 15 01| 14| 23
var 36 | m-cymen-6-01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 37 | p-cymen-8-01 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 05| 08
var 38 | a- terpinéol 12 08| 09 0,7 0,38 0,6 1,3 05 03 03 0,7 1,3 0,1 0,9 1,2 09 08| 04| 06
var 39 | verbanone 0 0| 02 01 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0 0,2 0,2 0,1 0,2 0 0,2 0 0
var 40 | trans-pipéritol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 41 | trans-carveol 0 03 0,3 0,4 03 03 0,2 0,2 01 0,1 0,2 03 04 03 05 03 0] 0,02
var 42 | nerol 1 (80) 0 01| 01 01 0,1 01 0,2 01 0 05 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0 0 0
var 43 | citronellol 0 0| 02 0| 09 0 02| 02 0,1 0,1 0 01| 02| 002 0 0] 03 0 0
var 44 | acétate de linalyle 11 06| 25 0,9 1,3 14 2,9 0,7 0,3 0,4 05 2,4 2 1,7 0,9 1,2 1| 08 1
var 45 | acétate de bornyle 8.8 o| 01 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,7 0,2 0,2 02| 07| 11
var 46 | décan-2,4-dién-1-ol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
var 47 | delta éléméne 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 48 | acétate d'alpha terpinéne 0,2 15| 08 1,3 1,2 0,3 0,5 05 05 05 0,8 0,8 1,6 1 1,5 1 11| 03| 07
var 49 | acétate denéryle 0 002 | 02 0| o1 0,3 03| 01 0 0| o1 02| 02 0,2 02| 02| 02 0 0
var 50 | acétate de géranyle 0 03| 03 03| 02 0,2 05| 01 0,1 0| 02 04| 04| 02 02| 03| 04]002]002
var 51 | béta éléméne 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 002] 002
var 52 | béta caryophylléne 0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 53 | gamma éléméne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 54 | cadina-3,5-diéne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 55 | a- humuléne 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 56 | cis-muurola-4(14),5-diéne 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 57 | gamma muuroléne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 02| 02
var 58 | germacréne-D 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 05| 09
var 59 | trans muurola-4(14),5-diéne 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 60 | a- muuroléne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 23| 18
var 61 | béta curcuméne 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 62 | gamma cadinéne 0,2 0 0 0 0,1 0,4 03 0,1 03 0,6 01 0,2 04 0 0,2 0,2 03 2| 26
var 63 | delta cadinéne 0.3 06| 01 0 0,1 0,6 0,4 03 08 09 0 0,6 038 15 0,6 1 05| 041002
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var 64 | a-cadinéne 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 04| 05
var 65 | élémol 1 1,9 1 24 09 1,2 1,2 23 5,7 1,2 | 10,2 0,6 2,8 2,5 05| 136 | 197 4] 18
var 66 | germacréne-B 01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 01| 02
var 67 | germacréne-D-4ol 0,02 | 0,02 0 0,1 0 01 01 01 0,4 0,4 0,2 0,2 0,6 0,7 0,1 0,4 05| 03] 11
var 68 | cédrol 0.1 08 1 0,7 0 1,3 0,2 0,2 03 0 0 0 03 2,6 04 0,7 69| 06| 07
var 69 | gérayl isovalérate 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 70 | béta oplopénone 03 0,8 0 0,7 0,1 0,4 0 0 0,3 01 0,3 0,2 0 0,4 0 0,6 0| 07| 08
var 71 | épicédrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 72 | 1,10-diépi-cubénol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 73 | 1-épi-cubénol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 74 | gamma eudesmol 0 02| 002 0,02 | 0,02 01 01| 0,02 01 0,02 0,1 0,02 01| 002 0,1 03 0,1 0 0
var 75 | épi- a-cadinol 0.1 05| 05 05 0,2 0,6 0,4 0,6 1 0,4 14 0,2 06 0,7 03 2,6 18 1| 05
var 76 | épi- a-muurolol 0.1 0,1 | 002 0,2 01 03 02| 02 0,6 03| 04 02| 04| 06 03 13| 05| 13| 04
var 77 | beta-eudesmol 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0002|002
var 78 | a-eudesmol 01 | 002 05 0,7 03 0,8 0,7 1,1 1 05 2 06| 05| 01 02| 31| 24 4] 16
var 79 | a- cadinol 0.1 1| 08 1,2 0,5 1,2 1 15 2,3 1 3 0,2 15 1,6 08| 64| 38 0 0
var 80 | bulnesol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 81 | gurjunene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 82 | y-gurjunene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 83 | epi-o-bisabolol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 84 | 2-pentadecanone 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 85 | (Z,2)-farnesol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 86 | Oplopenone 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0] 32 1
var 87 | 8-a-acetoxyl elemol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 88 | manoyloxyde 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 89 | 13-épimanoyl oxyde 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 90 | Abietatriene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 91 | Abietadiene 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 92 | phytol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 93 | abieta-8(14),13(15)-dien 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 94 | 4-épi-abiétal 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 95 | trans-tatoral 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
var 96 | trans-ferruginol 0 0 0 0| O 0 0 0 0 0] O o| O 0 0 o| O 0 0
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Annexe H: Matrice de corrélation des composants de I'huile essentielle de 39 populations de J. thurifera L.

V1 | V2 | V3 | V4| V5| V6 | V7| V8 | V9 |VI0O| VIl | V12| V13 | V14 | V15| V16 | V17 | V18 | V19 | V20 | V21 | V22 | V23 | V24 | V25 | V26 | V27 | V28

V1 | 1,00

V2 | 0,60 1,00

V3 | 0,11|-0,07| 1,00

V4 | 050 0,62 0,15| 1,00

V5 | 0,72 0,42| 0,05| 0,31 | 1,00

V6 | 049 089|-0,12| 0,34 | 0,48 | 1,00

V7 (-0,01| 0,27 |-0,09|-0,05|-0,08| 0,31 | 1,00

v8 |-0,18 |-0,16 | -0,02 | -0,46 | -0,23 | -0,03 | 0,14 | 1,00

V9 |(-0,35|-0,69|-0,04|-0,35|-0,38|-0,65]|-0,17 | 0,43 | 1,00

V10| 0,22 | 0,22 |-0,17|-0,07| 0,22 | 0,44| 0,80 | 0,08 |-0,23 | 1,00

v1i1|-0,17|-0,31| 0,26 | -0,13|-0,20 | -0,26 | 0,10 | 0,14 | 0,20 | -0,03 | 1,00

V12| 049 0,82|-0,21| 0,36 | 054 | 0,84 | 0,44 -0,23|-0,73| 0,53|-0,34| 1,00

V13| 0,42 | 0,60|-0,02| 035| 048] 0,74(-0,03|-0,12|-0,45| 0,26 |-0,09 | 0,50 | 1,00

V14 |-0,42 |-0,81| 0,06 |-0,42|-045|-0,75|-0,19| 0,49| 0,83 |-0,25| 0,26 | -0,86 | -0,52 | 1,00

Vi5| 0,28 | 0,17| 0,23 |-0,12 | 0,08| 0,11|-0,12| 0,35| 0,04 |-0,24| 0,29 | -0,03 | -0,09 | -0,01 | 1,00

V16| 058| 046 0,12| 0,64|-0,01| 0,13|-0,01|-0,30|-0,21| 0,00 (-0,15| 0,21 | 0,00 |-0,26 | 0,07 | 1,00

Vvir | 0,08 | 0,37 |-0,26| 0,24| 0,02| 0,28 |-0,13 |-0,02 | -0,18 | 0,03 |-0,50 | 0,26 | 0,05|-0,15|-0,23 | 0,26 | 1,00

V18| 0,65| 0,76 | 0,02| 0,80 0,47| 0,49-0,02 |-0,50|-0,58 | 0,01|-0,33| 0,67 | 0,24|-0,68| 0,04 | 0,69| 0,34 | 1,00

V19| 0,19 | 0,65|-0,24| 0,02| 0,24| 0,70 | 0,04 |-0,06 | -0,56 | 0,04 |-0,31| 0,66 | 0,41|-0,66| 0,24|-0,04| 0,30 | 0,37 | 1,00

V20 |-0,02 |-0,13|-0,26 | -0,07 | -0,02 | -0,08 | -0,05 | -0,12 | 0,22 | 0,02 |-0,19|-0,10 (-0,03 | 0,01 | -0,24 | -0,02 | 0,07 | -0,11 | -0,07 | 1,00

V21 |-0,25|-0,29| 0,03|-0,35|-0,24|-0,19| 0,14 | 040| 0,19 0,08 | 0,49|-0,21|-0,13| 0,33 | 0,26 |-0,26 | -0,32 | -0,39 | -0,13 | -0,15 | 1,00

V22| 0,29 | 043|-0,14| 0,30 0,14| 0,52 | 0,84|-0,10|-0,32 | 0,84|-0,05| 0,61 | 0,24|-0,35|-0,25| 0,28 | 0,16 | 0,32 | 0,11 |-0,04 (-0,04 | 1,00

V23 |-0,27 | -0,43 | -0,24 | -0,30 | -0,28 | -0,38 | -0,18 | 0,10 | 0,33 |-0,23 | 0,21 |-0,45|-0,27 | 0,34 | 0,01|-0,14 |-0,17|-0,38 | -0,24 | 0,48 | 0,10 | -0,28 | 1,00

V24| 0,04| 0,27| 0,46| 0,29| 0,09| 0,18 | 0,02|-0,30 | -0,35|-0,08 | -0,04 | 0,26 | 0,15|-0,41|-0,20| 0,10|-0,01| 0,22 | 0,12 |-0,08 | -0,22 | 0,01 |-0,22 | 1,00

V25| 031| 041| 046 0,63 0,32| 0,27 | 0,06 |-0,47|-0,39 |-0,03 |-0,07| 0,27 | 0,19 |-0,46 | -0,20 | 0,30 | 0,02 | 0,51 | 0,01|-0,09 (-0,34| 0,21|-0,30 | 0,85| 1,00

V26| 0,04| 0,31|-041|-0,15| 0,17| 0,38|-0,16 |-0,21 |-0,35| 0,01 | 0,00| 0,46| 0,26 |-0,49|-0,17|-0,07| 0,42 | 0,21 | 0,69 | 0,42 |-0,24 | -0,06 | 0,02 | -0,05 | -0,20 | 1,00

V27| 0,18 0,33|-0,09| 0,19 0,20| 0,48 | 045|-0,02|-0,45| 0,65|-0,04| 0,39 | 056|-0,24|-0,31| 0,00| 0,09 | 0,00| 0,04| 0,02 |-0,04| 0,54|-0,25| 0,03| 0,06 | 0,04 | 1,00
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V1

V2

V3

V4

V5

V6

V7

V8

V9

V10

V11

V12

V13

V14

V15

V16

V17

V18

V19

V20

V21

V22

V23

V24

V25

V26

Va7

V28

V28

0,28

0,38

0,13

0,65

-0,17

0,16

0,10

-0,10

-0,08

0,04

0,07

0,04

0,29

-0,10

0,07

0,60

0,01

0,32

-0,14

-0,11

0,00

0,29

-0,01

0,10

0,26

-0,39

0,29

1,00

V29

-0,15

0,23

-0,43

-0,13

-0,02

0,21

-0,12

-0,24

-0,32

-0,12

-0,48

0,37

0,06

-0,45

-0,20

-0,06

0,38

0,21

0,60

0,44

-0,22

-0,11

0,08

-0,01

-0,17

0,93

-0,14

-0,35

V30

0,56

0,46

-0,06

0,10

0,50

0,45

-0,03

0,20

-0,21

-0,02

-0,04

0,27

0,43

0,24

0,48

-0,04

0,01

0,13

0,41

-0,04

-0,05

-0,01

-0,11

0,00

0,04

0,08

0,10

0,09

V3l

0,58

0,35

-0,05

-0,05

0,52

0,35

-0,04

0,22

-0,17

-0,04

-0,05

0,24

0,25

-0,19

0,55

-0,04

-0,02

0,12

0,40

-0,04

-0,03

-0,06

-0,07

-0,06

-0,03

0,11

-0,05

-0,09

V32

-0,07

-0,12

0,03

-0,07

-0,07

-0,12

-0,05

-0,05

0,27

-0,06

-0,19

-0,15

-0,12

0,22

-0,21

-0,03

0,19

-0,12

-0,09

-0,04

-0,13

-0,08

-0,09

-0,08

-0,09

0,16

0,30

-0,12

V33

0,58

0,35

-0,05

-0,05

0,52

0,35

-0,04

0,22

-0,17

-0,04

-0,05

0,24

0,25

-0,19

0,55

-0,04

-0,02

0,12

0,40

-0,04

-0,03

-0,06

-0,07

-0,06

-0,03

0,11

-0,05

-0,09

V34

0,12

0,21

-0,08

0,22

0,08

0,20

-0,07

0,24

0,09

-0,11

0,33

-0,07

0,44

0,01

0,32

-0,10

-0,18

-0,11

0,03

-0,12

0,05

-0,07

0,11

0,01

0,02

-0,29

0,22

0,49

V35

0,13

0,66

-0,23

0,27

0,22

0,66

0,17

-0,28

-0,66

0,21

-0,26

0,71

0,57

0,77

-0,08

0,07

0,20

0,41

0,75

-0,09

-0,16

0,28

-0,36

0,24

0,18

0,53

0,34

0,15

V36

0,58

0,35

-0,05

-0,05

0,52

0,35

-0,04

0,22

-0,17

-0,04

-0,05

0,24

0,25

-0,19

0,55

-0,04

-0,02

0,12

0,40

-0,04

-0,03

-0,06

-0,07

-0,06

-0,03

0,11

-0,05

-0,09

V37

0,56

0,65

0,03

0,80

0,23

0,49

0,46

-0,33

-0,38

0,37

-0,09

0,55

0,29

-0,44

-0,11

0,67

0,18

0,72

0,09

-0,05

-0,25

0,75

-0,31

0,15

0,50

-0,15

0,35

0,62

V38

-0,26

-0,09

-0,25

0,06

-0,22

-0,22

-0,26

-0,19

-0,07

-0,29

0,26

-0,10

-0,02

-0,09

-0,03

0,04

-0,07

0,00

-0,06

0,24

0,02

-0,30

0,43

-0,10

-0,20

0,16

-0,14

0,09

V39

-0,24

-0,14

-0,14

-0,22

-0,13

-0,26

-0,15

-0,10

-0,11

-0,24

0,22

0,03

-0,19

-0,14

0,23

-0,17

-0,23

-0,01

0,15

-0,23

0,31

-0,33

0,12

-0,08

-0,27

0,12

-0,30

-0,10

V40

-0,06

0,13

-0,09

0,00

0,02

0,09

-0,03

0,03

-0,17

-0,04

-0,14

0,16

0,00

-0,20

-0,02

0,16

0,18

0,11

0,08

-0,04

-0,03

-0,06

0,06

0,02

-0,06

0,19

-0,05

-0,09

V4l

-0,24

-0,51

0,03

-0,25

-0,29

-0,47

-0,11

0,12

0,41

-0,19

0,55

-0,55

-0,30

0,45

0,32

-0,15

-0,51

-0,42

-0,45

-0,18

0,36

-0,25

0,41

-0,24

-0,27

-0,56

-0,24

0,12

V42

-0,26

-0,21

0,03

-0,19

-0,20

-0,26

-0,11

0,13

0,10

-0,19

0,42

-0,13

-0,21

0,10

0,24

-0,09

-0,17

-0,12

-0,06

-0,18

0,39

-0,26

0,18

-0,11

-0,27

-0,07

-0,24

-0,07

V43

-0,19

-0,35

-0,21

-0,19

-0,20

-0,33

-0,12

0,07

0,55

-0,11

-0,02

-0,38

-0,25

0,41

-0,08

-0,09

0,12

-0,30

-0,28

0,12

-0,11

-0,16

0,28

-0,19

-0,21

-0,07

0,08

-0,06

Va4

-0,15

-0,10

-0,34

-0,16

-0,11

-0,05

-0,12

-0,16

0,09

-0,09

-0,31

-0,07

-0,06

0,04

-0,39

-0,02

0,40

-0,10

0,11

0,54

-0,26

-0,08

0,39

-0,06

-0,14

0,54

0,13

-0,27

V45

0,65

0,47

0,01

0,20

0,67

0,59

-0,06

0,03

-0,30

0,33

-0,08

0,39

0,83

-0,36

0,11

0,03

-0,02

0,15

0,23

0,03

-0,10

0,14

-0,24

0,03

0,08

0,15

0,55

0,20

V46

0,03

0,21

-0,21

0,01

0,14

0,28

-0,13

-0,11

-0,08

-0,09

-0,43

0,14

-0,02

-0,19

-0,08

-0,06

0,48

0,13

0,33

0,61

-0,32

-0,03

0,23

0,09

0,13

0,55

-0,07

-0,30

Va7

-0,07

0,31

-0,32

-0,02

0,00

0,32

0,68

-0,05

-0,41

0,56

-0,13

0,65

0,01

-0,48

-0,20

0,01

0,05

0,21

0,36

-0,08

0,06

0,55

-0,24

0,07

-0,05

0,29

0,30

-0,06

V48

-0,24

-0,40

-0,33

-0,24

-0,24

-0,42

-0,18

-0,03

0,46

-0,17

-0,24

-0,37

-0,34

0,37

-0,37

-0,06

0,22

-0,28

-0,22

0,60

-0,19

-0,24

0,34

-0,20

-0,26

0,31

0,01

-0,30

V49

-0,30

-0,22

-0,27

-0,21

-0,23

-0,29

-0,16

0,01

-0,02

-0,23

0,16

-0,11

-0,25

0,01

0,03

-0,09

-0,07

-0,11

-0,01

0,15

0,08

-0,31

0,56

-0,12

-0,32

0,17

-0,28

-0,10

V50

-0,29

-0,09

-0,21

-0,17

-0,18

-0,20

-0,15

-0,05

-0,21

-0,23

0,07
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V32

0,10

-0,05

-0,04

1,00

V33

0,01

0,96

1,00

-0,04

1,00

V34

-0,31

0,57

0,39

-0,13

0,39

1,00

V35

0,51

0,25

0,13

-0,15

0,13

0,17

1,00

V36

0,01

0,96

1,00

-0,04

1,00

0,39

0,13

1,00

V37

-0,16

0,12

0,03

-0,07

0,03

0,10

0,27

0,03

1,00




Annexes

V38

0,31

-0,15

-0,22

-0,23

-0,22

0,23

0,17

-0,22

-0,17

1,00

V39

0,26

-0,06

-0,01

-0,19

-0,01

-0,01

0,18

-0,01

-0,35

0,41

1,00

V40

0,25

-0,03

-0,03

-0,04

-0,03

-0,09

0,27

-0,03

-0,06

0,37

0,13

1,00

V4l

-0,51

-0,15

-0,12

-0,17

-0,12

0,32

-0,45

-0,12

-0,27

0,23

0,26

-0,12

1,00

V42

0,02

-0,15

-0,12

-0,17

-0,12

0,04

-0,04

-0,12

-0,29

0,42

0,53

0,34

0,28

1,00

V43

-0,09

-0,11

-0,09

0,30

-0,09

0,08

-0,35

-0,09

-0,20

-0,02

0,02

-0,09

0,25

-0,07

1,00

Va4

0,50

-0,05

-0,04

0,32

-0,04

-0,23

0,00

-0,04

-0,12

0,16

-0,22

0,15

-0,32

-0,15

0,38

1,00

V45

-0,11

0,63

0,51

-0,05

0,51

0,45

0,35

0,51

0,16

-0,12

-0,20

-0,05

-0,21

-0,22

-0,16

-0,10

1,00

V46

0,51

0,08

0,11

0,16

0,11

-0,23

0,02

0,11

0,00

-0,10

-0,41

-0,01

-0,44

-0,35

0,13

0,63

-0,05

1,00

Va7

0,35

-0,06

-0,07

-0,09

-0,07

-0,18

0,55

-0,07

0,25

0,11

0,28

0,31

-0,29

0,16

-0,22

-0,01

-0,08

-0,15

1,00

V48

0,33

-0,17

-0,13

0,40

-0,13

-0,25

-0,29

-0,13

-0,25

0,09

-0,21

-0,08

-0,17

-0,21

0,45

0,78

-0,23

0,46

-0,14

1,00

V49

0,29

-0,18

-0,14

-0,18

-0,14

0,00

-0,01

-0,14

-0,33

0,70

0,55

0,39

0,38

0,53

0,02

0,12

-0,26

-0,13

0,22

0,05

1,00

V50

0,36

-0,18

-0,14

-0,20

-0,14

-0,12

0,16

-0,14

-0,32

0,67

0,66

0,53

0,19

0,54

-0,06

-0,05

-0,26

-0,29

0,38

-0,10

0,81

1,00

V51

0,60

-0,06

-0,08

-0,11

-0,08

-0,16

0,61

-0,08

0,02

0,35

0,57

0,31

-0,35

0,25

-0,27

-0,01

-0,07

-0,13

0,77

-0,14

0,34

0,62

1,00

V52

0,67

-0,07

-0,08

-0,05

-0,08

-0,21

0,63

-0,08

-0,10

0,34

0,56

0,34

-0,38

0,25

-0,28

0,03

-0,01

-0,09

0,68

-0,11

0,35

0,62

0,96

1,00

V53

0,55

-0,07

-0,06

-0,08

-0,06

-0,19

0,55

-0,06

-0,14

0,37

0,51

0,53

-0,25

0,31

-0,20

0,06

-0,11

-0,09

0,65

-0,07

0,41

0,63

0,84

0,88

1,00

V54

0,54

-0,09

-0,07

-0,09

-0,07

-0,22

0,18

-0,07

-0,16

0,31

0,41

0,19

-0,29

0,20

-0,21

0,11

-0,13

0,09

0,46

0,08

0,35

0,53

0,78

0,77

0,64

1,00

V55

0,65

-0,08

-0,07

-0,09

-0,07

-0,20

0,55

-0,07

-0,15

0,37

0,65

0,25

-0,32

0,24

-0,24

-0,01

-0,11

-0,12

0,59

-0,07

0,34

0,63

0,95

0,96

0,84

0,78

1,00

V56

0,51

-0,06

-0,09

-0,11

-0,09

-0,15

0,54

-0,09

-0,05

0,13

0,45

0,00

-0,39

0,06

-0,30

-0,12

-0,02

-0,10

0,59

-0,10

0,12

0,36

0,85

0,84

0,69

0,74

0,88

1,00

V57

0,62

-0,10

-0,07

-0,11

-0,07

-0,28

0,54

-0,07

0,01

0,28

0,56

0,19

-0,38

0,14

-0,29

-0,06

-0,14

-0,02

0,51

-0,13

0,22

0,52

0,88

0,89

0,74

0,70

0,93

0,80

1,00

V58

0,62

-0,09

-0,07

-0,11

-0,07

-0,24

0,55

-0,07

-0,03

0,35

0,60

0,21

-0,34

0,27

-0,26

-0,01

-0,08

-0,10

0,61

-0,08

0,38

0,62

091

0,93

0,78

0,74

0,92

0,78

0,93

V59

0,44

-0,06

-0,08

-0,09

-0,08

-0,19

0,52

-0,08

0,02

0,16

0,37

0,13

-0,37

0,05

-0,28

-0,08

0,30

-0,16

0,60

-0,18

0,10

0,37

0,79

0,78

0,49

0,61

0,73

0,69

0,70

V60

0,23

-0,10

-0,08

-0,07

-0,08

-0,28

0,26

-0,08

0,51

0,07

0,10

0,16

-0,36

-0,03

-0,27

-0,11

-0,11

0,10

0,26

-0,18

0,01

0,18

0,44

0,43

0,42

0,35

0,43

0,34

0,66

V61

0,60

-0,08

-0,06

-0,09

-0,06

-0,20

0,55

-0,06

-0,15

0,45

0,57

0,50

-0,27

0,40

-0,21

0,08

-0,12

-0,11

0,60

-0,02

0,52

0,71

0,79

0,83

0,77

0,58

0,79

0,56

0,76

V62

0,34

-0,16

-0,14

-0,13

-0,14

-0,34

0,33

-0,14

0,54

0,03

0,15

0,04

-0,41

-0,06

-0,35

-0,13

-0,10

0,10

0,37

-0,16

-0,05

0,10

0,53

0,49

0,38

0,49

0,51

0,54

0,70

V63

0,58

-0,14

-0,11

-0,09

-0,11

-0,24

0,44

-0,11

-0,24

0,26

0,57

0,22

-0,28

0,23

-0,31

-0,08

-0,13

-0,07

0,48

-0,14

0,27

0,56

0,86

0,89

0,73

0,75

0,91

0,79

0,92

V64

0,14

-0,06

-0,08

-0,11

-0,08

-0,23

0,46

-0,08

0,61

-0,15

-0,01

0,05

-0,39

-0,16

-0,30

-0,16

0,15

-0,09

0,77

-0,26

-0,16

0,00

0,54

0,43

0,29

0,24

0,35

0,45

0,44
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V30

V3l

V32

V33

V34

V35

V36

V37

V38

V39

V4l

V42

V43

Va4

V45

V46

V48

V49

V50

V53

V55

V57

V65

-0,14

-0,11

-0,14

-0,11

-0,17

0,00

-0,11

-0,15

0,06

0,09

0,21

-0,07

-0,11

-0,18

-0,18

-0,06

-0,16

0,13

0,21

0,14

0,13

0,10

V66

-0,11

-0,09

0,01

-0,09

-0,29

0,64

-0,09

-0,13

0,34

0,50

-0,41

0,22

-0,25

0,10

-0,06

-0,01

-0,03

0,34

0,59

0,92

0,91

0,86

V67

-0,13

-0,09

-0,09

-0,09

-0,31

0,32

-0,09

-0,05

-0,12

0,05

-0,31

-0,10

-0,23

-0,03

-0,21

0,39

-0,11

-0,07

0,06

0,34

0,37

0,55

V68

-0,09

-0,07

-0,09

-0,07

-0,07

-0,10

-0,07

-0,05

-0,05

0,03

0,25

-0,14

-0,02

-0,14

-0,07

-0,10

-0,15

0,05

0,02

-0,14

-0,14

-0,15

V69

-0,07

-0,05

-0,07

-0,05

-0,17

0,49

-0,05

-0,13

0,36

0,36

-0,23

0,25

-0,18

0,06

-0,10

-0,10

-0,06

0,31

0,56

0,62

0,63

V70

-0,04

-0,03

-0,26

-0,03

-0,14

0,34

-0,03

0,12

0,11

0,07

-0,30

-0,08

-0,41

-0,15

0,11

-0,05

-0,16

-0,15

0,19

0,53

0,66

V71

-0,07

-0,05

-0,08

-0,05

-0,18

0,39

-0,05

-0,13

0,25

0,48

-0,23

0,21

-0,18

-0,01

-0,11

-0,10

-0,01

0,30

0,49

0,77

0,78

V72

-0,04

-0,03

-0,05

-0,03

-0,11

0,31

-0,03

-0,08

0,12

0,32

-0,14

-0,09

-0,11

-0,09

-0,05

-0,11

-0,04

-0,11

0,12

0,38

0,44

V73

-0,10

-0,08

-0,05

-0,08

-0,26

0,35

-0,08

-0,18

0,24

0,52

-0,34

0,06

-0,20

0,00

-0,15

0,04

0,02

0,18

0,44

0,85

0,88

V74

-0,13

-0,10

-0,07

-0,10

-0,29

0,52

-0,10

-0,21

0,19

0,40

-0,36

0,06

-0,25

0,07

-0,18

0,08

0,00

0,17

0,37

0,73

0,72

V75

-0,21

-0,16

-0,14

-0,16

-0,21

0,16

-0,16

-0,20

0,07

0,27

0,07

-0,05

-0,27

-0,29

-0,28

-0,24

-0,19

0,05

0,27

0,47

0,55

V76

-0,15

-0,12

-0,08

-0,12

-0,20

0,37

-0,12

-0,06

0,08

0,33

-0,13

-0,07

-0,26

-0,21

-0,19

-0,04

-0,20

-0,06

0,24

0,64

0,72

V71

-0,05

-0,06

0,10

-0,06

-0,13

0,02

-0,06

-0,04

-0,25

-0,35

-0,28

-0,28

-0,05

0,21

-0,05

0,39

0,11

-0,23

-0,31

-0,16

-0,17

V78

-0,12

-0,09

-0,05

-0,09

-0,17

-0,18

-0,09

0,14

-0,22

-0,35

0,06

-0,24

-0,10

-0,10

-0,16

0,32

-0,13

-0,15

-0,26

-0,31

-0,19

V79

-0,14

-0,10

-0,11

-0,10

-0,22

0,47

-0,10

-0,26

0,29

0,58

-0,11

0,13

-0,24

-0,13

-0,20

-0,21

-0,08

0,23

0,51

0,83

0,84

V80

-0,09

-0,07

-0,09

-0,07

-0,23

0,48

-0,07

-0,16

0,39

0,49

-0,31

0,34

-0,21

0,10

-0,13

-0,01

-0,10

0,46

0,72

0,83

0,73

V81

-0,08

-0,06

-0,09

-0,06

-0,20

0,52

-0,06

-0,15

0,37

0,60

-0,26

0,34

-0,21

0,05

-0,12

-0,09

-0,06

0,46

0,65

0,91

0,81

V82

-0,09

-0,07

-0,09

-0,07

-0,22

0,44

-0,07

-0,16

0,35

0,63

-0,29

0,21

-0,23

-0,03

-0,13

-0,10

-0,06

0,30

0,61

0,93

0,92

V83

-0,10

-0,07

0,34

-0,07

-0,26

0,09

-0,07

-0,16

-0,04

0,00

-0,36

-0,15

-0,08

0,17

-0,14

0,11

0,29

-0,02

0,02

0,28

0,32

V84

-0,07

-0,05

-0,08

-0,05

-0,18

0,52

-0,05

-0,13

0,27

0,44

-0,23

0,07

-0,18

-0,03

-0,10

-0,11

-0,10

0,09

0,41

0,74

0,72

V85

-0,08

-0,06

-0,09

-0,06

-0,20

0,63

-0,06

-0,15

0,37

0,64

-0,26

0,22

-0,21

0,01

-0,11

-0,14

-0,05

0,31

0,54

0,85

0,79

V86

-0,04

-0,03

-0,05

-0,03

-0,11

-0,05

-0,03

0,57

-0,10

-0,19

-0,14

-0,15

-0,11

-0,12

-0,02

0,16

-0,17

-0,18

-0,16

-0,09

0,12

V87

0,10

0,13

-0,08

0,13

-0,14

0,19

0,13

-0,01

-0,09

-0,29

-0,32

-0,27

-0,12

0,44

-0,01

0,60

0,23

-0,11

-0,24

-0,05

-0,06

V88

-0,06

-0,06

0,50

-0,06

-0,19

-0,03

-0,06

-0,11

-0,01

-0,14

-0,26

-0,11

0,48

0,77

-0,09

0,32

0,66

-0,05

-0,03

0,06

0,00

V89

-0,07

-0,06

-0,08

-0,06

-0,19

0,37

-0,06

-0,14

0,29

0,45

-0,25

0,21

-0,19

0,02

-0,12

-0,05

-0,08

0,29

0,56

0,84

0,78

V90

-0,07

-0,05

-0,08

-0,05

-0,16

-0,19

-0,05

-0,11

-0,27

-0,31

-0,24

-0,24

0,08

0,07

-0,09

0,12

0,27

-0,14

-0,18

-0,12

-0,12

Vo1l

-0,09

-0,07

-0,05

-0,07

-0,21

0,37

-0,07

-0,15

0,11

0,34

-0,29

-0,08

-0,14

-0,07

-0,11

-0,08

0,04

-0,06

0,21

0,57

0,60

V92

-0,06

-0,04

-0,06

-0,04

-0,14

0,42

-0,04

-0,11

0,33

0,30

-0,19

0,26

-0,15

0,09

-0,08

-0,05

-0,10

0,32

0,54

0,59

0,51
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V93 | -0,08 | -0,05 | -0,04 | -0,05 | -0,04 | -0,11 | -0,11 | -0,04 | -0,08 | -0,25 | -0,21 | -0,04 | -0,17 | -0,17 | -0,01 | -0,07 | -0,06 | 0,05 | -0,09 | 0,09 | -0,20 | -0,20 | -0,11 | -0,11 | -0,08 | 0,09 | -0,06 | 0,14 | -0,11

Vo4 | 057 |-0,07|-0,05 | -0,01|-0,05|-021| 051-005|-016| 0,28 | 053| 0,32 |-0,29| 0,09 |-0.21 |-0,04|-0,11|-011| 042|-008| 013 | 047| 077| 0,78 | 0,69| 052 | 085| 0,67 | 0,84

V95 | 0,13 |-0,03|-0,03 | 0,70 | -0,03 | -0,09 | -0,12 | -0,03 | -0,05 | -0,18 | -0,15 | -0,03 | -0,12 | -0,12 | 0,00 | -0,03 | -0,04 | 0,05 |-0,07 | 0,12 | -0,14 | -0,14 | -0,08 | 0,01 | -0,06 | -0,07 | -0,06 | -0,07 | -0,07

V96 | 0,13 |-0,03|-0,03 | 0,70 | -0,03 | -0,09 | -0,12 | -0,03 | -0,05 | -0,18 | -0,15 | -0,03 | -0,12 | -0,12 | 0,00 | -0,03 | -0,04 | 0,05 |-0,07 | 0,12 | -0,14 | -0,14 | -0,08 | 0,01 | -0,06 | -0,07 | -0,06 | -0,07 | -0,07
V58 | V59 | V60 | V61 | V62 | V63 | V64 | V65 | V66 | V67 | V68 | V69 | V70 | V71 | V72 | V73 | V74 | V75 V76 V77 V78 V79 V80 V8l | V82 | V83 | V84 | V85 | V89

V57 | 1,00

vs8 | 0,72 | 1,00 V87 | V88 | V89 | Va0 | Vo1 | Vo2 | VO3 | V94 | Va5

vs59 | 057 027 1,00 V87 | 1,00

V60 | 0,90 | 056 | 0,42 | 1,00 V88 | -0,02 | 1,00

V61| 058 046 | 0,83| 0,35 1,00 v89 | 0,00 | 0,11 | 1,00

V62| 086| 0,74 | 0,44 0,72 0,50 | 1,00 V90 | 0,10 | 0,00 |-0,10 | 1,00

V63| 041| 065| 047 0,25| 0,63| 0,33 | 1,00 V9l |-0,03 |-0,01 | 0,27 | 0,21 | 1,00

V64| 0,06 [-0,01| 0,01 0,04 |-0,01| 0,13]-0,10| 1,00 V92 | 0,03 | 0,21 | 0,76 |-0,09 | 0,20 | 1,00

V65 | 089 | 0,66 | 047| 086 | 048 084 038 | 008| 1,00 V93 | 0,10 |-0,07 | -0,08| 0,69 | 0,28 |-0,06 | 1,00

V66 | 039 021| 0,40| 0,27 | 043 | 058 0,21 | 0,19 | 0,44 | 1,00 V94 1-0,05| 0,08 | 0,70 |-0,13 | 0,80 | 0,62 |-0,09 | 1,00

V67 | -0,15 | -0,24 | -0,12 | -0,24 | -0,15 | -0,11 | -0,26 | 0,70 | -0,17 | 0,02 | 1,00 V95 | -0,06 | 0,00 |-0,06 |-0,05 |-0,01 |-0,04|-0,04 0,04 1,00

Ve8| 064| 048| 0,38 0,80 0,31| 063| 0,24 | 0,05| 0,77 | 0,29 | -0,11 | 1,00

V69 | 055 051| 058| 0,37 | 054 061 035| 0,01 | 050 040 |(-0,18| 0,42 | 1,00

V70| 088 059 045| 0,79 042 | 0,77 0,31| 0,02 | 0,75 0,35|-0,13| 0,66 | 0,48 [ 1,00

v71| 024 041 008 | 0,19 | 0,26 | 039 | 015| 0,08| 0,25| 0,16 0,00]| 026| 033| 002| 1,00

v72| 081 0,73| 0,38 | 0,60 052 089| 0,31 | 0,06 | 0,69 046]|-0,15| 0,43 | 0556 | 0,69 | 055]| 1,00

V73| 0,70 051| 0,29 | 066 | 0,32| 0,70| 0,29 0,36 | 0,72 | 047 | 0,16 | 0,57 | 0,35| 0,62 | 0,44 | 0,68 | 1,00

V74| 038 029| 0,31| 029 0,29 | 061 0,12 | 058 | 041 045| 0,22 | 0,40| 051 0,35| 050| 0,53 | 0,51 1,00

V75| 050 050 | 042 033 | 050 0,71| 0,30 | 037 | 056 | 049 | 008| 053 | 058| 047 | 0,61 | 066| 066| 078 1,00

V76 | -0,17 | -0,15 | -0,14 | -0,14 | 0,16 | 0,13 | -0,15 | 0,32 | -0,09 | 0,21 | 038 |-012|-024|-013|-0,08|-009 | 046 | -0,04 | 0,02 | 1,00

V77| -026 | -0,34 | 017|-0,27 | 005|-027|-013 | 063|-0,28| 020| 048 |-0,23 |-014|-0,24|-014|-026| 017 | 018| 012| 065| 1,00

v78| 0,75| 060| 0,33| 0,67 | 040 085| 0,25| 0,31| 0,76 | 0,44 |-0,02| 0,65| 058 | 0,67 | 063| 0,81| 0,71 0,81 0,81 -0,21| -0,20 1,00

v79| 075| 056 | 038 | 078| 034 | 075| 0,25| 0,22| 087 | 034|-004| 073| 036| 059| 04| 057 069| 033| 048| 007| -012| 059| 1,00




v8o| 089| 056| 043| 081]| 042| 0,79] 030| 0,14| 091| 0,34|-0,14| 060| 041| 0,78| 002| 063| 064| 032| 044| -014| -0,27| 066 | 086 | 1,00

V81| 090 0,79| 042] 0,76 | 052| 092] 033]| 0,10| 0,79 0,36 |-0,12| 061| 056 | 0,77| 053] 095| 0,72| 051| 067| -0,16| -0,29| 085| 0,72 | 0,74 | 1,00

v82| 025| 0,15| 0,19| 0,24| 0,12| 0539 0,08|-0,08| 041| 030]|-0,18| 0,24| 0,18 | 0,20| 0,25| 041| 033| 042| 023| 0412| -018| 038 | 021 | 0,22 0,27 | 1,00

V83| 053] 054| 030| 049]| 040]| 0,70| 0,29| 0,17 | 0,73 | 0,35|-0,08| 0,71 | 050| 040| 064| 059| 062| 061| 082| -0,13| -0,24| 080 | 068 | 058 067 0,30 1,00

V84| 0,75| 056 032| 0,71| 040 0,71| 0,27| 0,16 | 081| 0,29]-0,09| 054| 041| 046| 063| 068| 0,71| 048| 059| -0,14| -0,27| 081 | 069 | 074 0,76 | 0,32 | 0,78 | 1,00

v85| 002]-011| 0,75|-0,08| 052|-0,11| 0,25| 0,00 |-0,08 | -0,02 | -0,01 | -0,06 | 0,24 | -0,07 | -0,04 | -0,10 | -0,12 | 0,03 | 0,14| -0,07| 041 | -0,14| -0,09 | -0,08 | -0,08 | -0,10 | -0,07 | -0,08 | 1,00
v86 | -0,09 | -0,12|-0,11|-0,08 | 0,05]|-0,09 | -0,14| 0,01| 0,03 | 0,16 | 0,10 -0,03|-0,12|-0,04 | -0,07 | -0,03 | 0,19 | -0,18 | -0,04 | 0,44 | 0,18 | -0,13| 0,03 | -0,03 | -0,09 | 0,03 | -0,01 | -0,07 | -0,09
V87| 0,01]-004]|-004]| 007]-014]-002]-009|-015| 0,13]|-0,02|-0,17| 0,13 |-0,04| 0,01|-0,05|-0,04|-0,01| -0,16 | -0,06 | 0,01| -0,17| -0,02| 0,14 | 0,11 0,00 0,05 0,11 | 0,06 | -0,07
V88| 0777| 062| 044| 065| 045| 083| 033]| 0,11| 082]| 038]-0,14| 0,72| 051| 082| 0,03| 066| 057| 042| 061| -013| -0,25| 066 | 082| 085| 0,75 0,20 | 0,67 | 0,50 | -0,07
v89 | -0,14|-0,17 | -0,04 | -0,13 | -0,09 | -0,08 | -0,10 | -0,16 | -0,10 | 0,07 | -0,15|-0,11| 0,01 |-0,11|-0,07| 0,01|-0,0| 0,04| -0,16| 0,11| -0,0| -0,09 | -0,10 | -0,12 | -0,14 | 0,43 | -0,11 | -0,12 | -0,07
V9o | 043| 049 0,18| 039| 035| 055| 0,18 | 0,04 | 047| 0,24|-0,09| 044| 043]| 026| 089| 069| 057| 053| 067]| -0,07| -023| 0,74| 033| 026 | 066 038 0,73 | 0,71 |-0,08
Vvo1| 047] 034| 031| 057| 025| 053] 0,21| 0,13| 0,74| 0,26 |-0,10| 080| 032| 041| 002| 023| 040| 030| 045| -0,10| -0,19| 046| 083 | 068 | 041 0,17 | 0,74 | 0,50 | -0,05
V92| -0,111-0,12|-0,09 | -0,09 | 0,01 |-0,11|-0,12 | -0,10 | -0,10 | -0,07 | -0,09 | -0,07 | -0,01 | -0,08 | -0,05 | -0,03 | -0,07 | -0,11 | -0,09 | 0,09 | -0,04 | -0,11 | -0,08 | -0,09 | -0,09 [ 0,00 | -0,08 | -0,09 | -0,05
V93| 068| 067| 035]| 060| 047| 082] 031]| 0,14| 0,79| 037|-0,10| 069 | 054| 054| 0,70| 0,78 | 0,71| 063| 085| -0,13| -0,27| 089 | 070 | 064 | 084 0,37 | 095 0,84 |-0,08
V94| -0,07 | -0,06 | -0,02 | -0,06 | -0,04 | -0,01 | -0,08 | -0,09 | 0,08 | -0,04 | -0,04 | -0,05 | -0,18 | -0,05 | -0,03 | -0,01 | 0,00 | -0,04| 0,01| 05| 0,04 | -0,06 | -0,07 | -0,06 | -0,07 | 0,50 | -0,05 | -0,06 | -0,03
V95| -0,07 | -0,06 | -0,02 | -0,06 | -0,04 | -0,01 | -0,08 | -0,09 | 0,08 | -0,04 | -0,04 | -0,05 | -0,18 | -0,05 | -0,03 | -0,01 | 0,00 | -0,04| 0,01| 0,15| 0,04 | -0,06 | -0,07 | -0,06 | -0,07 | 0,50 | -0,05 | -0,06 | -0,03
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Summary

Leaf essential oils (EO) of Juniperus thurifera L. collected at six lo-
cates from Aures Mountains in Algeria, were analyzed by gas chro-
matography (GC) and gas chromatography-mass spectrometry (GC/
MS). The main components identified were: sabinene (5.2-19.78 %),
terpinene-4-ol (5.43-9.37 %), elemol (0.69-7.61 %), A-cadinene
(3.26-6.11 %). Terpenoids data of our samples and those reported in
other works realized by various authors were subjected to Principal
Component Analysis (PCA), and Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic means (UPGMA) cluster was carried. This analysis
revealed significant differences between Juniperus thurifera popula-
tions, and confirmed the clear separation of Algerian populations to
the European and Moroccan populations. Algerian thuriferous juni-
per is more similar to J. thurifera from Moroccan populations, and
different from that of essential oils obtained from European popula-
tions.

Introduction

Thuriferous juniper (Juniperus thurifera L.), is an evergreen and a
dioecious shrub or tree with scale leaves and bluish black berries
at maturity, occurring from Algeria and Morocco over the Iberian
Peninsula and the Pyrenees to the French and Italian Alps and to
Corsica (GAMISANS et al., 1994; GAUQUELIN et al., 1988; GAUQUE-
LIN et al., 2003). In Algeria, the thuriferous juniper is extremely rare
and only localized in the Aures mountains with a number of scattered
and often very large trees that are probably the remains of formerly
more extensive stands (VELA and SCHAFER, 2013).

Juniperus thurifera is a morphologically variable species, perhaps as
a result of long-term isolation of disjunct populations. MAIRE (1926)
was the first to distinguish the North African and European popula-
tions of J. thurifera. Later, based on morphometric characters such
as the size of the cones and the number of seeds per cone. GAUQUE-
LIN et al. (1988) recognized both entities as subspecies; J. thurifera
subsp. africana (Maire) Gauquelin in North Africa, and J. thurifera
subsp. thurifera in the European range of the species. Of the lat-
ter, there are 3 varieties: var. thurifera on the Iberian Peninsula,
var. gallica De Coincy in the Alps and var. corsicana Gauquelin in
Corsica (GAUQUELIN et al., 2003). The distinction of North African
and European populations of J. thurifera is validated by RoMO and
BORATYNSKY (2007).

Studies based on essential oils composition, random amplified
polymorphic DNA (RAPD) and morphometric data (ADAMS, 1999;
ADAMS et al., 2003; BARRERO et al., 2004; ACHAK et al., 2008; 2009;
BAHRI et al., 2013; BORATYNSKY et al., 2013), supported the clear
differentiation of J. thurifera subsp. africana from Morocco against
the European populations, but without studying the Algerian ones,
which are generally empirically assimilated to the Moroccan taxon.
The study achieved by TERRAB et al. (2008), based on genetic poly-
morphism (AFLP), has shown that The Algerian population was ge-
netically more closely related to the European than to the Moroccan
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ones, probably due to dispersal events from Europe to Algeria, and
the Moroccan populations should be recognized as a distinct subspe-
cies (J. thurifera L. subsp. Africana (Maire) Romo and Boratynsky.
A taxonomic synthesis, completed by a brief morphological study
of fruits based on herbarium samples was performed by VELA and
SCHAFER (2013), concludes with the desirable distinction of a Mo-
roccan taxon (subsp. africana) and an Algerian one (Juniperus
thurifera var. aurasiaca Véla & P. Schif). It is distinguishable as
intermediate between subsp. thurifera and subsp. africana, more
similar to the first one following molecular properties but sharing
partial polymorphism with the second and more similar to the latter
one following some morphological elements as fruit size average but
with a variation amplitude partially sharing numerical values with
the first. But above all, the polymorphism of Algerian populations is
very poorly known and would be deeply studied in the future (VELA
and SCHAFER, 2013).

The aim of the present study was to characterize the Algerian Thu-
riferous juniper and sought its taxonomic status. We are based on the
chemical composition of the essential oils isolated from the leaves
of Juniperus thurifera L. collected at different locations in Aures
mountains (Algeria), and compare these data with other studies on
the chemical variability of essential oils from European and Moroc-
can populations.

Material and methods

Plant material

Leaves of juniperus thurifera L. were collected in March, 2010, from
different localities around the Aures Mountains, in Algeria (Tkoutl
at 1450 m of altitude, Tkout2 at 1700 m, Baili at 1750 m, Tizi nerr-
sas at 1500 m, Tibhirin at 1500 m, and Chelia at 1700 m of altitude).
A voucher specimen is deposited in the herbarium of the Laboratory
of Natural Resource Valorization, Faculty of Biology, Farhat Abbes
University, Setif, Algeria.

Isolation and analysis of the essential oils

The plant material was submitted to hydro distillation for 3 h, ac-
cording to TUMEN et al. (2010). The prepared volatile oils were de-
hydrated over anhydrous sodium sulphate and stored in sealed glass
vials at 4-5 °C prior to analysis. Yield based on dry weight of the
sample was calculated.

The essential oils were analyzed on a Hewlett-Packard gas chro-
matograph Model 5890, coupled to a Hewlett-Packard model 5971,
equipped with a DB5 MS column (30 m X 0.25 mm; 0.25 um), pro-
gramming from 50 °C (5 min) to 300 °C at 5 °C/min, with a 5 min
hold. Helium was used as the carrier gas (1.0 mL/min); injection
in split mode (1:30); injector and detector temperatures, 250 and
280 °C, respectively. The mass spectrometer worked in EI mode at
70 eV; electron multiplier, 2500 V; ion source temperature, 180 °C;
MS data were acquired in the scan mode in the m/z range 33-450. The
identification of the components was based on comparison of their
mass spectra with those of NIST mass spectral library (NIST, 2002)
and those described by ADAMS (2001) as well as on comparison of
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their retention indices either with those of authentic compounds or
with literature values (ADAMS, 2001).

Statistical analysis

To examine the phytochemical diversity based on the content (%) of
chemical constituents in essential oil among the studied six popu-
lations; these were first subjected to Principal Components Analy-
sis (PCA) to examine the relationships among the compounds and
identify the possible structure of the population. Cluster analysis
(UPGMA) was carried out on the original variables and on the Man-
hattan distance matrix to seek for hierarchical associations among
the populations. Statistical analyses were carried out using STATIS-
TICA 8 software.

Results and discussion

Variability of Algerian J. thurifera essential oils

Volatile oil yield of the leaves of the investigated J. thurifera popu-
lations is summarized in (Tab. 1). The yield varied from 0.40 to
0.53 % in different populations of J. thurifera. Maximum essential
oil yield was noticed in Tkoutl population (0.53 %), followed by
Tizi nerrsas (0.48 %), the minimum essential oils yield was noticed
in Chelia population (0.40 %), which is very low compared to the
yield obtained by ACHAK et al. (2008; 2009) and BAHRI et al. (2013)
from the same species.

Inter-population variation of essential oil yield is quite common
phenomenon and encountered earlier in several other plant species.
These variations might be due to climatic conditions of the grow-
ing site, pedoclimatic variation or due to difference in the genetic
makeup of the J. thurifera populations.

The volatile oils of all six Juniperus thurifera populations were
characterized and identified by gas chromatography and gas chroma-
tography-mass spectrometry. The relative percentages of the constit-
uents are listed in the Tab. 1. Seventy nine constituents, representing
90.2-98.7 % of the total oil composition, were identified. Seventeen
constituents were monoterpene hydrocarbons accounting (18.6-
40.1 %) of the EO, 17 constituents were oxygenated monoterpenes
(10.3-24 %), 22 constituents were sesquiterpene hydrocarbons
(15.1-23.8 %), 18 constituents were oxygenated sesquiterpenes (18-
36.8 %), two constituents were diterpene hydrocarbons (0.2-1.7 %),
and three constituents were oxygenated diterpenes (0.5-1.8 %).

The main components identified were: Sabinen (5.2-20 %), ter-
pinene-4-ol (5.4-9.4 %), Elemol (0.7-7.6 %), A-cadinene (3.3-6.1 %),
linalyl acetate (0.9-6.2 %), - terpinene (2.6-3.9 %), a-- pinene (2.6-

3.9 %) and myrcene (1.2-3.3 %). Leaf EO of Juniperus thurifera in
deferent regions of Morocco are rich in sabinene (12.2 % to 45.8 %),
a-pinene (4 % to 17.1 %) and terpinene-4-ol (2.6 % to 16.9 %)
(ADAMS et al., 2003; ROMAN et al., 2008; 2009; BAHRI et al., 2013).
The major constituent of the volatile oils obtained from branches
of Moroccan Juniperus thurifera is [3-pinene (36.26 %) (MANSOURI
et al., 2010).

Twenty-two compounds showed statistically significant varia-
tions among the six locations, the components identified (sabinen,
a-cadinol, valencen, elemol, linalyl acetate, and linalool) show a
significant variability of terpenoid (Fig. 1).

The principal component analysis (PCA) performed on the cor-
relation matrix of the 79 variables showed that the first three axes
explained 74.3 % of the observed variation. This analysis allowed
recognizing two distinct EO types based on the content of sabinene,
linalyl acetate, linalool, y-terpinene, myrcene, bulnesol, valencene,
v-eudesmol, epi-a-cadinol, epi-a-muurolol, and 4-epi-abietal.

The first group was represented by four populations (Tkoutl, Baa-
li, Tizi nerrsas, Tibhirine), located on the positive part of axis one,
characterized by high concentrations of sabinene, linalyl acetate,
linalool, y-terpinene, myrcene, and bulnesol. This group is opposed
to the second group, formed by two populations (Chelia and Tk-
out2), which is characterized by high concentrations of valencene,
v-eudesmol, epi-a-cadinol,epi-a-muurolol,and 4-epi-abietal (Fig.2).

10

.
1
1
1
1
|
1
1
1
1
|
1
1
1

Baali
Tbhirine
c
Tizi nemsas
c
1 Tkout 1
e

%6802 :Z Joj0ed
(=2}

Factor 1: 36,79%

Fig.2: Projection of Algerian Juniperus thurifera populations on the factor
plane (1x 2).
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Fig.1: Chemical Variability of main compounds of Juniperus thurifera (Var 1 to Var 79 are mentioned in the Tab. 1).
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Tab. 1: Composition of the leaf essential oils of J. thurifera from Aures mountains in Algeria.

Compound Ki Tk1 Tk2 Tz Ba Tb Ch
Varl a-thujene 924 12 0.8 1.1 1.5 0.8 0.5
Var2 a-pinene 932 33 2.6 2.62 3.47 3.1 39
Var3 fenchene 946 0.1 tr 0.1 0.1 0.1 -
Var4 camphene 947 0.1 0.1 0.1 0.1 0,1 tr
Var5 sabinene 975 179 83 1.3 20.0 9.0 52
Var6 B-pinene 979 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 04
Var7 myrcene 991 2.8 1.7 20 33 1.7 1.2
Var8 A-3-carene 1011 0.2 1.5 0.9 05 1.0 0.8
Var9 a-terpinene 1018 1.6 13 1.7 1.8 19 12
Varl0 p-cymene 1026 0.5 0.2 0.3 0.7 04 0.5
Varll limonene 1031 14 32 25 20 1.2 0.7
Varl2 {-phellandrene 1031 02 - 02 02 02 02
Varl3 (Z)-p-ocimene 1040 0.10 - - - - -
Var14 (E)-pB-ocimene 1050 03 - 0.2 03 0.2 -
Varl5 v-terpinene 1062 32 2.6 35 3.6 39 2.6
Varl6 cis-sabinene hydrate 1068 0.8 0.8 1.6 0.6 2.3 0.6
Varl7 terpinolene 1088 13 12 15 1.5 1.5 09
Varl8 linalool 1096 4.6 03 04 25 1.6 04
Varl9 cis-thujone 1100 0.1 04 - 0.3 0.6 -
Var20 trans-thujone 1111 - 0.27 - - - 0.3
Var21 cis-p-menth-2-en-1-ol 1122 04 03 0.5 04 0.6 0.3
Var22 trans-menth-2-en-1-ol 1141 03 02 03 03 04 03
Var23 terpinene-4-ol 1177 7.2 54 7.6 7.5 94 71
Var24 a-terpineol 1195 1.6 0.6 1.1 1.1 1.1 09
Var25 verbanone 1205 0.2 02 03 03 04 03
Var26 trans piperitol 1209 0.1 - - - - -
Var27 nerol 1 (80) 1224 0.3 - 0.2 0.2 0.2 -
Var28 linalyl acetate 1249 6.2 1.2 34 3.1 3.7 09
Var29 pregeijerene 1280 0.12 - - - - -
Var30 bornyl acetate 1284 0.1 - - 0.1 0.1 04
Var31 isobutyl benzene 1287 0.3 - 0.3 - 0.3 -
Var32 decan-2 4-dien-1-ol 1312 0.3 0.2 - 0.5 0.1 -
Var33 d-elemene 1338 02 02 02 0.1 02 -
Var34 a-terpinene acetate 1343 0.7 0.8 1.7 0.8 1.1 0.1
Var35 neryl acetate 1362 04 - 0.3 0.2 0.2 -
Var36 geranyl acetate 1381 1.0 03 0.6 0.8 0.6 0.3
Var37 B-elemene 1391 0.3 04 0.3 04 04 0.2
Var38 {-caryophyllene 1419 0.9 1.1 0.9 1.0 12 05
Var39 y-elemene 1429 04 04 02 0.1 04 -
Var40 cadina-3,5-diene 1448 0.1 0.1 0.1 02 0.1 -
Var41 o-humulene 1454 0.5 1.0 0.8 09 1.1 0.7
Var42 cis muurola-4(14),5-diene 1460 0.1 0.5 0.2 04 0.7 0.3
Var43 cadina-1(6) 4-diene 1460 0.1 02 - 02 0.1 -
Var44 y-muurolene 1477 03 0.6 0.5 05 0.5 05
Var45 curcumene 1478 02 - 0.3 - 02 02
Var46 germacrene-D 1480 19 2.7 44 31 33 1.6
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Var47 trans muurola-4(14),5-diene 1494 0.2 04 0.3 0.5 02 04
Var48 o-muurolene 1500 0.8 1.1 1.1 0.8 0.6 04
Var49 B-curcumene 1516 0.5 0.2 0.7 0.2 04 0.2
Var50 v-cadinene 1514 0.7 1.8 1.0 1.5 12 14
Var51 A-cadinene 1523 33 6.1 4.1 5.6 39 4.1
Var52 a-cadinene 1539 0.2 04 0.2 0.3 0.3 03
Var53 elemool 1550 4.7 58 0.7 39 7.6 52
Var54 germacrene-B 1561 25 23 2.0 12 2.6 12
Var55 germacrene-D-4ol 1576 0.8 1.9 1.1 09 1.1 1.1
Var56 Caryophyllene Oxyde 1585 0.1 - 1.1 0.2 - -
Var57 cedrol 1596 0.1 0.1 0.1 0.1 02 0.8
Var58 humulene epoxyde 11 1607 0.2 0.2 0.1 - - 0.1
Var59 [-oplopenone 1608 0.5 12 0.7 0.6 0.5 0.9
Var60 epi-cedrol 1613 0.92 - - - - -
Var61 valencen 1619 0.5 25 3.1 14 09 6.6
Var62 1,10-diepi-cubenol 1627 0.3 0.3 0.2 02 04 03
Var63 1-epi-cubenol 1629 1.1 1.3 1.0 1.8 0.8 1.6
Var64 v-eudesmol 1632 1.3 2.1 24 1.1 2. 24
Var65 epi-a-cadinol 1640 0.9 29 1.1 0.8 12 3.0
Var66 epi-a-muurolol 1642 09 37 0.7 0.8 1.0 3.1
Var67 a-cadinol 1663 6.1 135 10.6 55 9.2 15.7
Var68 bulnesol 1666 32 1.8 0.9 19 20 0.6
Var69 gurjunene 1670 0.8 1.1 0.9 0.8 1.6 -
Var70 Y-gurjunene 1678 0.3 0.6 0.6 0.8 04 0.7
Var71 epi-a-bisabolol 1686 0.3 04 04 0.1 04 0.6
Var72 2-pentadecanone 1698 03 03 - - 0.2 04
Var73 (Z,Z)-farnesol 1714 0.5 0.3 04 02 1.0 09
Var74 8-a-acetoxyl elemol 1789 0.1 0.2 - - 0.1 -
Var75 manoyl oxyde 1989 04 0.2 - - 0.2 -
Var76 13-epi-manoyl oxyde 1992 0.3 0.6 0.1 0.3 0.2 -
Var77 Abietatriene 2090 0.3 0.5 04 02 0.3 1.7
Var78 phytol 2109 0.2 02 - - 0.1 -
Var79 4-epi-abietal 2299 0.7 1.1 03 04 0.6 1.3
Monoterpene hydrocarbons 353 245 29.8 40.1 279 18.6
Oxygenated monoterpenes 240 103 16.7 183 20.6 123
Sesquiterpene hydrocarbons 15.1 23.8 219 20.2 20.4 19.5
Oxygenated sesquiterpenes 224 36.2 21.7 18.0 27.7 36.8
Diterpene hydrocarbons 0.5 0.7 04 0.2 04 1.7
Oxygenated diterpenes 14 1.8 0.5 0.6 1.0 13
Yield (%) 0.53 0.46 048 045 0.46 0.40
Total % 98.7 973 91.0 974 98.0 90.2

(Tk1: Tkout 1, Tk2: Tkout 2, Tz: Tizi nerrsas, Tb: Tibhirin, Ch: Chelia, Ba: Baili).

Mono and sesquiterpenoids variability reflects the heterogeneity of
the genetic structure of population (DoDD and POVEDA, 2003; LiMA
et al.,2010; SHANJANI et al., 2010). HANNOVER (1992) provides evi-
dence that terpene chemotypes are strongly controlled by genetic
factors; he also reported instances of environmental variation in ter-
pene expression under extreme habitat conditions.

A prevalence of monoterpene hydrocarbons compared to other

components was noted in Tkoutl, Baali, Tibhirin, and Tizi nerrsase
populations, while its reverse trend could be seen in Tkout2 and
Chelia populations, which were dominated by sesquiterpene hydro-
carbons (Tab. 1). Monoterpenes and sesquiterpene hydrocarbons
were strongly related to chemical balance in soils (organic matter,
phosphor and base saturation). The chemovariation observed ap-
pears to be environmentally determined (LESJAK et al., 2013).
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Influence of environmental factors in the chemical composition of
essential oils have also been reported in the genus Juniperus (DODD
and POVEDA, 2003; LiMA et al., 2010; SHANJANI et al., 2010; LOZIENE
and LABOKAS, 2012; LESIAK et al., 2013), Cupressaceae family
(OrtvIoLL, 2009), and are well known for other family (HAIDER
et al., 2004; KAROUSOU et al., 2005; CUARDO et al., 2006; LEI et al.,
2010; DyaBOU et al., 2012).

The dendrogram based on UPGMA clustering (Manhattan distance),
shows the presence of two groups (Fig. 3) that confirms result obtained
from PCA analyses. The first cluster is divided into two sub-groups
based on the content of terpinene-4-ol, germacrene-D, a-terpinene
acetate, cis-sabinene hydrate. The first sub-group formed by Tkoutl
and Baali, characterized by low concentration of these constituents
unlike for Tizi nerrsas and Tibhirin populations.

Unweighted pair-group average
City-block (Manhattan) distances

1
) ] ;
/ AN i
/ Tkout1 *\\—‘ ;
/ \ i
[ Baali 4“—1 !
‘ 1
| | l
\\Tizi Nemsas 7 |
/ b— |
\\_Tibhirin i
/" Thout2 . ‘ :
"\ Chelia [— !
25 30 35 40 45 50 55 60

Linkage Distance

Fig.3: Dendrogram of Algerian Juniperus thurifera populations, based on
Manhattan Similarity distance.

Characterization and chemosystematics

Leaf essential oils are extremely useful for the analyses of popula-
tional differentiation, hybridization and introgression and in assign-
ing individual plants to a species (ADAMS, 2010).

To compare the Algerian thuriferous juniper with other populations,
terpenoids data of our samples and those reported in the work of
ADAMS (1999), ADAMS et al. (2003), ACHAK et al. (2009), OTTAVIOLI
(2009) and BaHRI et al. (2013) were subjected to PCA, and UPGMA
cluster was carried. This analysis revealed significant differences be-
tween Juniperus thurifera populations.

The PCA performed on the correlation matrix of the 96 variables
based on the oil composition resulted in 38 factors of which the first
three accounted for 47.4 % of the variance among the 39 popula-
tions, shows that J. thurifera populations are divided into three dis-
tinct groups (Fig. 4). The Algerian populations separated by 27.30 %
of the variance in the chemical composition of essential oils. How-
ever, the Moroccan populations accounted for about 12.66 % of the
variance (Fig. 4).

The UPGMA based on the Unweighted pair-group average distance
and the City-block (Manhattan) (Fig. 5), has divided 39 populations
of J. thurifera into two clads, confirmed the separation of the North
African populations from the European populations.

Then, some qualitative differences in chemical composition can be
deduced. The leaf essential oil composition of European populations
was higher in limonene (30-75 %) and lower in sabinene (0-9,7 %)
(ADAMS et al., 2003; ACHAK et al., 2008; OTTAVIOLI, 2009). How-
ever, the composition of the oils from Algerian populations was sim-
ilar to those reported for oils of J. thurifera from Moroccan popula-
tions (ADAMS et al., 2003; ACHAK et al., 2008; BAHRI et al., 2013).
The concentration of a-pinene and sabinene were greater in the
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Projection of Juniperus thurifera populations on the factor plane
(1x 2).
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Spain SC = Consuegra, Spain S1 and S2 = Ruidera; Morocco M1
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Morocco DL = dried leaves, Ait Lkak Oukaimeden, Atlas Mts), (OT-
TAVIOLI, 2009: Corsica Cor 1-16 = Corse) and (BAHRI et al., 2013:
Morocco VHD and MW= Morocco)
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oil of the Moroccan populations, conversely, the concentrations of
A-cadinene and a-cadinol were greater in the oil of Algerian popu-
lation.

Should be recognized that Algerian populations as sub-group dis-
tinctive from the European and Moroccan populations or do they
merely represent geographical interspecific variation?

Algerian Juniperus thurifera is distinguishable as intermediate be-
tween subsp. africana and subsp. thurifera. More similar to the first
one following some morphological elements as fruit size average but
with a variation amplitude partially sharing numerical values with
the latter (VELA and SCHAFER, 2013). The results of the present study
confirmed this similarity between Moroccan populations subsp.
africana and Algerian populations called Juniperus thuriefera var.
aurasiaca Véla & P. Schif.

In view of the data presented in this study, it is apparent that Algerian
populations is not related to subsp. thurifera (sensu stricto), but to
subsp. africana.

However, Terpenes are generally not as useful in making phylo-
genetic decisions because several terpenes may be controlled by a
single enzyme (ADAMS, 2010). FARION (2005) considered species
based on the chemistry of terpenes analysis as based on inconclusive
evidence, but DNA sequence data certainly can (which is the main
reason for their superiority).

The study achieved by TERRAB et al. (2008), based on genetic poly-
morphism, has shown that Algerian populations are distinct from the
Moroccan ones and more related to European populations.

Intra- and inter-populational morphological variability through-
out this vast territory fragmented (Spain, Pyrenees, Alps, Corsica
and Morocco) has recently been investigated by BORATYNSKI et al.
(2013) and gives results congruous with genetic pattern obtained on
the same whole Europe/Morocco (TERRAB et al., 2008), the Algerian
population excluded.

Finally, it is true that adding up the number of terpene differences
may or may not give a good estimation of divergence. But, the num-
ber and scope of terpene differences between the Algerian and Eu-
ropean populations indicate considerable differentiation. Additional
research, using morphological variability, should help in elucidating
these relationships.

Conclusions

In brief, essential oils analysis carried out on six populations of
J. thurifera showed both inter-population variability in their terpe-
noid content, with abundance of sabinene, terpinene-4-ol, elemol...
The PCA and UPGMA analysis allowed recognizing two distinct EO
types based on the content of monoterpene and sesquiterpene hydro-
carbons, the chemovariation observed appears to be environmentally
determined. VELA and SCHAFER (2013), proposed to call the Algerian
population by Juniperus thuriefera var. aurasiaca Véla & P. Schif,
in the varietal rank, which will allow us to consider now as belong-
ing European subset (subsp. thurifera) or Moroccan subset (subsp.
africana) or equal with both. In view of the results of this study, it
seems that the Algerian populations are much more similar to the
Moroccan populations, but it is still early to specify its taxonomic
status. Therefore, we support the proposition of VELA and SCHAFER
(2013), and the conflict between chemical and genetical data should
be resolved on the morphological level.
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RESEARCH ARTICLE

Chemical composition and antibacterial activity
of Juniperus thurifera L. essential oils

ABSTRACT

The qualitative and quantitative composition of the essential oils obtained from
male and female leaves of Juniperus thurifera L., (growing in Algeria) has been
investigated for the first time. The essential oils were obtained by
hydrodistillation (0.45% from female trees and 0.53% from male trees, v/w dried
material) and analyzed by gas choromatography (GC) and gas choromatography-
mass spectrometery (GC-MS). Seventy-seven compounds were identified,
representing more than 97% of the oils. The major components were Sabinene, -
pinene and terpinene-4-ol. The concentrations of the oil constituents: a-thujene,
a-pinene, a-phellandrene, p-cymene, linalyl acetate, A-amorphene, germacrene
D-4-ol, and 4-epi-abietal were greater in the oil of the female tree than in the oil
of the male tree. Conversely, the concentrations of a-terpinene, y-terpinene,
terpinene-4-ol, elemol, a-epi-cadinol and a-eudesmol were greater in the oil of
the male tree than in the oil of the female tree. However, the concentration
gradient trends for both female and male trees were similar for sabinene,
myrcene, linalool, B-pinene, limonene, cis-sabinene hydrate terpinolene, o-
terpineol. The antimicrobial activity of male and female J. thurifera essential oils
was evaluated against 14 bacteria. The results showed a variable degree of
antibacterial activity depending from the type of the oil (extracted from male or
female trees). Essential oils of female trees were most effective.

Key words: Cupressaceae, Juniperus thuriefra L., sex of the trees, essential oil,
antimicrobial activity

1963; Maire, 1967; Adams et al., 2003). All over the world
plants from this genus have always been regarded as a well-

The genus Juniperus L. (Cupressaceae) contains more
than 67 species. It is quite widespread in the northern
hemisphere, although J. procera Hochst. ex Endl. also grows
southward along the rift mountains in East Africa in the
southern hemisphere. The genus Juniperus is divided into
three sections: Caryocedrus (one species, J. drupacea
Labill.); Juniperus (“Oxycedrus, 9 or 10 species) and Sabina
(the remaining, approximately 50 species) (Adams &
Demeke, 1993; Adams, 1998, 2000, 2008). The flora of
Algeria lists two sections and five Juniperus species; Sect.
Oxycedrus (J. communis L., J. oxycedrus L.), and Sabina (J.
thurifera L., J. phonicea L., J. sabina L.) (Quezel & Sainta,

known traditional remedy due to their numerous therapeutic
properties, such as anti-inflammatory, diuretic, antiseptic
(bacterial and fungal), hypoglycaemic, hypotensive, analgesic
and abortifacient (Stassi et al., 1996; Milos & Radonic, 2000;
Lesjak et al., 2011; Oztiirk et al., 2011).

Thuriferous juniper (Juniperus thurifera L.) grows in the
western part of the Mediterranean basin (France, Spain, Italia,
Algeria and Morocco). It is a dioecious tree or shrub, with
scale leaves and bluish black berries at maturity (Gauquelin,
2003). African subpopulations of Juniperus thurifera have
been described as distinct species (Juniperus africana
(Maire) Villar or more recently as a subspecies (J. thurifera
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subsp. africana (Maire) Romo and Boratynski (Romo &
Boratynski, 2007). Genetic analysis also indicates that the
Moroccan and Algerian subpopulations are genetically
distinct and have been isolated from other subpopulations for
several millennia (Terrab et al., 2008).

Gender-related differences in growth and concentration of
secondary metabolites have been documented in dioecious
plants. Males usually grow faster than females, whilst
females allocate more resources to reproduction and chemical
defenses than males, hence their growth is reduced
(McGowan et al., 2004; Massei et al., 2006; Cepeda-Cornejo
& Dirzo, 2010). These physiological differences could also
affect the secondary metabolism, as the production of volatile
compounds (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). In fact, a variation
in the essential oil composition and phenolic component from
male and female specimens was previously observed
(EImquvist et al. 1991; Riddle et al. 1996; Koztowska et al.,
2005; Massei et al., 2006; Afsharypuor et al., 2007; Lago et
al., 2008; Eiter et al., 2010; Iszkulo et al., 2011).

In recent years, essential oils and plant extracts have
attracted a great deal of scientific interest due to their
potential as a source of natural antioxidants and biologically
active compounds, such as antibacterial, antifungal and
insecticidal substances (Celiktas et al., 2007; Hammami et
al., 2011).

The hypothesis of this study was that the essential oil
content and composition may be different in male and in
female trees. Several works studied the chemical composition
of the essential oils of Juniperus thurifra L. and their
antimicrobials activity in different regions of the
Mediterranean basin as France, Spain, the Pyrenee, the
Corsicana and to Morocco (Hernandez et al., 1987; Adams,
1999; Adams et al., 2003; Barrero et al., 2004; Achak et al.,
2008; Achak et al., 2009; Mansouri et al., 2010, Bahri et al.,
2013). But any work has not reported the effect of the sex of
the trees on chemical composition of essential oils of
Juniperus thurifera L.

Therefore, the objective of this study was to evaluate the
variations in the yields, essential oil composition and their
antibacterial activity within single male and female trees of
Algerian thuriferous juniper (Juniperus thurifera L.).

Materials and Methods

Plant material

The leaves of male and female trees of J. thurifera, were
collected from Aures Mountains (Algeria), at 1550 m of
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altitude. A voucher specimen of each plant (sexes) is
deposited in the herbarium of the Laboratory of Natural
Resource Valorization, Faculty of Biology, Farhat Abbes
University, Setif, Algeria.

The essential oils were extracted by hydrodistillation
using Clevenger-type apparatus for three hours according to
Tumen et al. (2010). The prepared volatile oils were
dehydrated over anhydrous sodium sulphate and stored in
sealed glass vials at 4-5°C prior to analysis.

Essential oil analysis

The essential oil analysis is performed on a
chromatography's type Hewlett-Packard HP 7890 equipped
with a capillary column DB-5 (length: 30 m, and 0.25 mm
internal diameter, film thickness is 0.25 mm) coupled to a
mass spectrometer (MS) type with a Hewlett Packard 5975
detector impact of electrons, 70 EV. The analytical
conditions are as follows: injector temperature: 250°C,
detector temperature: 280°C oven programming: 50 © C for
five min, 5°C / min from 50° to 300°C and isothermal 300°C
for five min. The carrier gas is helium at a rate of one ml/min.
Injector split mode 1:100. The GC analysis was carried out
using an Agilent 6890N GC system equipped with a FID
detector operated at a temperature of 300°C. To obtain the
same elution order of peaks detected by GC/MS,
simultaneous injection on the GC was performed using the
same column and appropriate chromatographic conditions as
those described for the GC/MS system.

Identification of the essential oil components was carried
out by comparing their mass spectra and their Kl (Kovats
index) with those databases (Adams, 2001) and that
established by the laboratory. The relative concentrations of
the separated compounds based on percentage were
computed from chromatograms obtained with the GC/FID
system.

Antibacterial activity

Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus clinical and methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) and Gram negative bacteria
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922, Escherichia coli clinical, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae, Proteus permeri, Acinetobacter
baumannii. Salmonella para, Salmonella spomb, Shigella sp.
and Meningo sp.) were used in this study.

The antimicrobial activity was tested by the agar-well
diffusion method according to Mighri et al. (2010) with slight
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modifications. All bacterial cultures were first grown on
Muller-Hinton at 37°C for 18-24 h prior to inoculation on to
the nutrient agar. One or several colonies of similar
morphology of the respective bacteria were transferred into
API Suspension medium and adjusted to 0.5 McFarland
turbidity standards with a densimat.

The inoculums of the respective bacteria were streaked
onto Muller-Hinton agar plates using a sterile swab. A sterile
filter disc (diameter 6 mm, Whatman paper No. 3) was
placed. The disc was impregnated by the tested essential oils
(30 pL/disc). The standard discs (6 mm diameter) of the
antibiotics gentamycin (10 pg) were served as positive
antibacterial control. The treated Petri dishes were placed at
4°C for 1-2 h and then incubated at 37°C for 18-24 h.
Antimicrobial activity was evaluated by measuring the zone
of growth inhibition around the discs after 24 h of incubation
at 37°C. Each experiment was carried out in triplicate and the
mean diameter of the inhibition zone was recorded.

The sensitivity to the different oils was classified by the
diameter of the inhibition halos as follows: not sensitive (-)
for diameter less than 8 mm; sensitive (+) for diameter 9-14
mm; very sensitive (++) for diameter 15-19 mm and
extremely sensitive (+++) for diameter larger than 20 mm
(Ponce et al., 2003).

Statistical analysis

Variance analyses were used to test the significant
difference among the results from the antibacterial assays
(Minitab13). Means and standard errors (SE) of the samples
were calculated. Three replicates were performed for each
treatment.

Results and Discussion

Chemical composition of essential oils

The hydrodistillation of leaf female trees of J. thurifera L.
yielded 0.45% of essential oil (calculated on the basis of the
mass of dry plant material), characterized by a strong odor
and faint yellow color. However, the yield of the essential oil
extracted from the leaves of male trees is 0.53% (v/w, dried
material); characterized by a faint green color.

A total of 77 compounds were characterized and
identified by gas chromatography (GC) and gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS), representing
more than 97.71% of the total oils (Table 1). The
monoterpenes represented the main portion of the oils (=80 %
of the total essential oils), where monoterpene hydrocarbons

http://www.jbb.uni-plovdiv.bg

were most abundant, 63.2% in female trees and 58.53% in
male trees. The main monoterpenes hydrocarbons were
sabinene (32.11% in female trees, 31.16% in male trees) and
a-pinene (13.04% in female trees, 7.84% in male trees),
while the main oxygenated monoterpene was terpinen-4-ol
(4.91% in female trees, 11.65% in male trees). Diterpene
hydrocarbons were present in smaller amounts, 0.28% and
1.31%, oxygenated Diterpenes, 0.46% and 1.51%, and
sesquiterpene hydrocarbons, 1.61% and 2.91% for essential
oil of male and female trees respectively. Oxygenated
sesquiterpenes were present in a high percentage in essential
oil of male trees, amounting to 15.26% of the total essential
oil content, while the essential oils of female trees contain
11.9% of the total essential oil content, with elemol as the
main compound, 8.28% and 3.27% for essential oil of male
and female trees respectively.

The concentrations of the oil constituents: a-thujene, a-
pinene, a-phellandrene, p-cymene, linalyl acetate, A-
amorphene, germacrene D-4-ol, and 4-epi-abietal were
greater in the oil of the female tree than in the oil of the male
tree. Conversely, the concentrations of a-terpinene, y-
terpinene, terpinene-4-ol, elemol, o-epi-cadinol and o-
eudesmol were greater in the oil of the male tree than in the
oil of the female tree. However, the concentration gradient
trends for both female and male trees were similar for
sabinene, myrcene, linalool, B-pinene, limonene, cis-sabinene
hydrate terpinolene, a-terpineol,

Certain components detected in the female tree were not
detected in the male trees, including B-phellandrene, isobutyl
benzene, a-muuroléne, epoxyde humulene Il, valencene, o-
muurolol, pB-eudesmol and phytol. While the components, 8-
2-carene, p-cymene-7-ol, verbanone, piperitone, cedrol, 1-
epi-cubenol, cubenol and y-gurjunene, were detected in the
male tree and were not detected in the female trees.

Frequently, in dioecious plants, female plants allocate
more resources to reproduction than male plants. Therefore it
is expected that asymmetrical allocation to reproduction may
lead to a reproduction-growth tradeoff, whereby female
plants grow less than male plants, but invest more in defenses
and thus experience lower herbivory than male plants
(Cepeda-Cornejo & Dirzo, 2010). Typically, males allocate
more resources to growth and females to high concentrations
of secondary metabolites. Contrary to predictions, in this
study the males had also higher yield in essential oils than
females. This result is similar to that obtained by Asili et al.
(2008a, 2010) for Juniperus communis subsp. hemisphaerica,
Juniperus oblonga and Juniperus foetidissima, and
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Zheljazkov et al. (2013) for Juniperus scopulorum Sarg. The
yield in essential oils obtained from the female leaves of
Juniperus sabina, and J. excelsa subsp. polycarpos is higher
to that obtained from male leaves (Asili et al., 2008b, 2010).
The results of the present study confirmed the prevalence
of monoterpene  hydrocarbons compared to other
components. There are few previous reports on the
phytochemical studies of the male and female essential oil of
Juniperus species growing in other parts of the world
indicated this results. Monoterpene hydrocarbons represented
the most abundant constituents of the oil of both male and
female leaves of shrubs of J. communis subsp. hemisphaerica
(60.2 and 60.6% respectively, J. oblonga, (57.4 and 63.6%

respectively) (Asili et al., 2008a), J. excelsa subsp.
polycarpos (81.57 and 66.42 % respectively) (Asili et al.,
2008b; Emami et al., 2011), J. chinensis L. (60.2 and 60.6%
respectively, J. oblonga, (37.2 and 42.7% respectively)
(Afsharypuor et al., 2007), J. sabina (63.8 and 62.2%
respectively) and J. foetidissima (75.9 and 68.3%
respectively) (Asili et al., 2010).

A correlation between the chemical composition of the
essential oil and the sex of the tree has been observed in
several species of the genus Juniperus L. (Riddle et al., 1996;
Afsharypuor et al., 2007; Zheljazkov et al., 2013) and are
well known for other family (Lago et al., 2008; Eiter et al.,
2010; Gourine et al., 2010; Iszkuto et al., 2011).

Table 1. Chemical composition of male and female J. thurifera essential oils.

Compound Ki Male (%0) Female (%0)
a-thujene 924 1,8 2,06
a-pinene 932 7,86 13,04
fenchene 946 0,03 0,1
camphene 947 0,1 0,15
sabinene 973 31,16 32,11
B-pinene 976 1,18 1,56
myrcene 988 3,36 3,26
8-2-carene 996 0,13 -
a-phellandrene 1006 0,06 1,06
a-terpinene 1015 2,72 1,47
p-cymene 1022 0,22 1,13
limonene 1027 1,7 1,1
B-phellandrene 1028 - 0,33
(2)-p-ocimene 1035 0,05 0,11
(E)-p-ocimene 1045 0,21 0,4
y-terpinene 1057 4,09 2,24
cis-sabinene hydrate 1069 1,97 1,51
terpinolene 1083 1,77 1,3
p-cymenene 1088 0,07 0,13
linalool 1098 3,14 3,77
cis-thujone 1104 0,17 0,24
trans-thujone 1114 0,17 0,55
cis-p-menth-2-en-1-ol 1123 0,85 0,38
a-comphlenal 1129 0,07 0,22
trans-p-menth-2-en-1-ol 1142 0,52 0,2
camphor 1144 0,05 0,14
E-tagetone 1147 0,1 0,18
terpinene-4-ol 1181 11,65 4,91
p-cymene-7-ol 1187 0,12 -
a-terpineol 1195 1,23 1
verbanone 1205 0,05 -
Trans-piperitol 1209 0,31 0,2
nerol 1 (80) 1224 0,08 0,12
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Compound Ki Male (%0) Female (%0)
linalyl acetate 1250 1,32 3,16
piperitone 1255 0,39 -
pregeijerene 1280 0,59 0,14
bronyl acetate 1284 0,15 0,2
isobutyl benzene 1287 - 0,07
2,4-decadien-1-ol 1312 0,45 0,15
terpenyl acetate 1350 0,48 0,58
geranyle isobutyrate 1357 0,11 0,28
geranyle acetate 1377 0,21 0,63
[-caryophyllene 1418 0,04 0,1
a-humulene 1457 0,04 0,08
germacrene-D 1482 0,11 0,21
a-muurolene 1497 - 0,36
y-cadinene 1515 0,07 0,12
A-amorphene 1517 0,1 1,6
elemol 1550 8,28 3,27
(E)-nerolidol 1560 0,3 0,33
germacrene D-4-ol 1579 0,29 1,24
Oxyde de Caryophyllene 1585 0,49 0,83
Aromadendr-9-ene 1592 0,13 0,12
cedrol 1596 0,16 -
humulene epoxyde Il 1605 - 0,7
epi-cedrol 1613 0,2 0,73
valencene 1618 - 0,15
1-epi-cubenol 1627 0,36 -
y-eudesmol 1630 0,26 0,98
a-epi-cadinol 1635 1,23 0,31
cubenol 1643 0,26 -
a-muurolol 1646 - 0,42
B-eudesmol 1649 - 0,05
a-eudesmol 1659 2,74 1,76
2,6-Dimethyl-1,5-heptadien-4-ol acetate 1666 0,17 0,58
gurjunene 1668 0,24 0,15
y-gurjunene 1678 0,42 -
epi-a-bisabolol 1686 0,3 0,22
2-pentadecanone 1698 0,33 0,1
(Z,2)-farnésol 1714 0,09 0,36
Cyclohexene, 1,5,5-trimethyl-6-(2-propenylidene) 1780 0,52 0,42
sandaracopimara-8(14), 15-diene 1962 0,13 0,59
manoy! oxide 1989 0,05 0,28
Abietatriéne 2057 0,05 0,13
Abietatriéne 2090 0,1 0,45
phytol 2109 - 0,14
4-epi-abietal 2299 0,41 1,27
Monoterpenes hydrocarbones 58,53 63,2
Oxygenated monoterpenes 21,57 16,84
Sesquiterpene hydrocarbons 1,61 2,91
Oxygenated sesquiterpenes 15,26 11,9
Diterpene hydrocarbons 0,28 1,31
Oxygenated Diterpenes 0,46 1,55
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Antibacterial activity

The antibacterial activity of both essential oils was
evaluated by paper disc diffusion method against 14 bacteria.
A zone of inhibition around the discs shows a bactericidal or
bacteriostatic activity, while the absence of inhibition zone
proved no effect of the tested oils against the
microorganisms. We consider that essential oil has
bacteriostatic action if the diameter of inhibition is >12 mm
(Sagdag, 2003). The results of the inhibition trials are
reported in Table 2. The results showed that the oils inhibited
the growth of bacterial strains produced a zone diameter of
inhibition from 6 mm (no inhibition) to 17 mm. The
maximum zone of inhibition was recorded against
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (17 mm) and
Escherichia coli ATCC 25922 (16 mm). On the other hand,
the oil was ineffective against Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

The variance analyses showed significant difference
among the results from the antibacterial assays (Table 3). The
zone diameter of inhibition depended on susceptibility of the

tested bacteria, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli (clinical), Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus  (clinical), Salmonella para,
Salmonella spomb, MRSA, are very sensitive again the
essential oils, conversely, Meningo sp. Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae and Proteus permeri are not sensitive.
Shigella sp. seems sensitive to the essential oils of J.
thurifera. It is revealed that the Escherichia coli and
Staphylococcus aureus was very sensitive to the essential oil
of Moroccan J. thurifera, and two Pseudomonas strains
proved resistant (Bahri et al., 2013).

The zone diameter of inhibition depended also on the
essential oils type (from male or female trees). The essential
oils of female trees showed a broad spectrum of antibacterial
activity against Gram positive bacteria (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus clinical and
MRSA) and Gram negative bacteria (Escherichia coli clinical,
Serratia marcescens, Proteus permeri, Meningo sp. and
Shigella sp).

Table 2. Inhibition diameter (mm) of leaf essential oil of Juniperus thurifera.

Bacteria EO male leaves EO female leaves Gent.
means + sd means + sd

Staphylococcus aureus ATCC 25923 10.33£1.52 + 16+1 ++ 36 +++
Staphylococcus aureus (clinical) 12.66+1.15 + 13.33+1.15 + 35 +++
MRSA 10.33+0.57 + 13.66+1.52 + 35 +++
Escherichia coli ATCC 25922 15.66+0.57 ++ 7+0.57 - 27 +++
Escherichia coli (clinical) 0.00 - 11.33+0.57 + 23 +++
Serratia marcescens 0.00 - 10.33+0,57 + 0 -
Enterobacter cloacae 0.00 - 8.33+0.57 - 0 -
Proteus permeri 0.00 - 11.33+1,54 + 17 ++
Acinetobacter baumannii 0.00 - 9.66+0.57 + 8 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.00 - 0.00 - 32 +++
Salmonella para 12.66+0.57 + 9.66+0.57 + 20 +++
Salmonella spomb 13.66+0.57 + 11+0.57 + 16 ++
Meningo sp. 0.00 - 10.66+0.57 + 0 -
Shegnilla sp. 8.33+0.57 - 10+£1 + 27 +++

MRSA = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; Gent. = Gentamicine; EO = Essential oil; sd = standard deviation ;(-) = not sensitive; (+)= sensitive;

(++) = very sensitive; (+++) = extremely sensitive.

Table 3. Variance analysis of two factors controlled.

dl SC CM F P
Strains 13 476,488 36,653 58,09 0,000
Essential oils 1 63,440 63,440 100,55™" 0,000
Interaction 13 337,726 25,979 4117 0,000
Error 56 35,333 0,631
Total 83 912,988
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Conversely, the essential oils of male trees showed a broad
spectrum of antibacterial activity against Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus, Salmonella para, and
Salmonella spomb. This variability in the antibacterial
activity of male and female J. thurifera essential oils is due to
their different chemical composition.

The inhibitory action of the essential oil could be
attributed to the occurrence of high proportions of
monoterpenes and sesquiterpenes in the oil (Cakir et al.,
2004). Antimicrobial properties of action might be related to
these compounds which have a high potential in strongly
inhibiting  microorganism  pathogens. The following
components present are believed to play an important role as
antibacterial agents, linalool, a-cadinol, globulol and
viridiflorol, pulegone, epi-a-cadinol, terpinen-4-ol,
germacrene A and para-methyl anisole corresponding to the
amounts present in the essential oil (Hammami et al., 2011).

Conclusion

Analysis of the chemical composition of the essential oil
of male and female Juniperus thurifera leaves has allowed
identifying 77 compounds. The monoterpenes represented the
main portion of the oils (=80% of the total essential oils), The
majority compounds are the sabinene, a-pinene, terpinene-4-
ol, elemol, y-terpinene and linalool. The essential oil was
found to be active against all the bacterial strains except the
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

The sex of the tree affected the chemical composition of
essential oil and their antibacterial activity. Female trees
grow less than male trees, but invest more in defenses than
male trees. Consequently, the essential oil of female trees had
the best bactericidal activity than the essential oils of female
trees.
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Résume

Les huiles essentielles des feuilles de Juniperus thurifera récoltées de six localités dans le
massif de I’Aurés, ont été analysées par CPG et par CPG/SM, dans le but de caractériser les
populations Algériennes et de rechercher leurs statu taxonomique. Les données terpéniques des
HE de nos échantillons et celles décrites dans la littérature, ont été soumis a une analyse en
composantes principales (ACP), suivie d’une analyse des clusters UPGMA. Cette analyse a révélé
des différences significatives entre les populations de Juniperus thurifera, et confirmé la nette
séparation des populations algériennes des populations européennes et marocaines. La
composition chimique des HE de Genévrier thurifére algérienne est plus similaire aux populations
marocaines, et différentes de celle des populations européennes. Compte tenu des résultats de cette
étude, il semble que les populations algériennes sont beaucoup plus semblables aux populations
marocaines, mais il est encore trop tot pour préciser son statu taxonomique. Par conséquent, nous
soutenons la proposition de nommer la population Algérienne: Juniperus thurifera var. aurasiaca,
Vela et Schéfer dans le clade variétal. L'activité antimicrobienne des HE de J. thurifera extraites
des individus males et femelles a été évaluée contre 14 bactéries. L’action bactéricide des huiles
essentielles testées dépend de la souche bactérienne et de type d’huile testée (extraite d’individu
male ou femelle).
Mots clés: Juniperus thurifera L.; huiles essentielles; Chimio-systématique; Algérie.
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Abstract

Leaf essential oils of Juniperus thurifera L. collected at six locates from Aures Mountains in
Algeria, were analyzed by GC and GC/MS, with the aim to characterize the Algerian populations
and search their taxonomic status. Terpenoids data of our samples and those reported in other
works realized by various authors were subjected to Principal Component Analysis (PCA), and
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic means (UPGMA) cluster was carried. This
analysis revealed significant differences between Juniperus thurifera populations, and confirmed
the clear separation of Algerian populations to the European and Moroccan populations. Algerian
thuriferous juniper is more similar to J. thurifera from Moroccan populations, and different from
that of essential oils obtained from European populations. The antimicrobial activity of male and
female J. thurifera essential oils was evaluated against 14 bacteria. The results showed a variable
degree of antibacterial activity depending from the type of the oil (extracted from male or female
trees). Essential oils of female trees were most effective.

Key words: Juniperus thurifera L.; Essential oils; Chemo-systematic; Algeria.
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