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Résumé

Le recours aux biopesticides connait un regain d’intérét en protection des végétaux. Cette
¢tude a mis en exergue I’activité biocide des extraits et de 1’huile essentielle de Mentha
rotundifolia récoltée dans la région de Sétif, a 1’égard de différents bioagresseurs. L'analyse
par CLHP a révélée la richesse majoritaire des extraits étudiés par la scutellarine dont I’extrait
méthanolique a enregistré la concentration la plus élevée (40.24 mg /kg). L’analyse de I’huile
essentielle par GC/MS a révélée I’existence majoritaire de 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-
3-(3-methyl-2-butenyl)- avec un pourcentage de 89.09%, composé qui n’a jamais été trouvé
dans I’huile essentielle de M. rotundifolia. L activité insecticide par contact et par inhalation
de I’huile essentielle et du composé isolé de cette huile contre Sitophilus granarius, charancon
du blé, a enregistré une mortalité totale obtenue apres 24h d’incubation. L’activité insecticide
de I’huile essentielle de M. rotundifolia vis-a-vis de Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae,
pucerons des céréales, a montré une augmentation de la mortalit¢ en fonction de la durée
d’exposition des pucerons a I’huile et en fonction des concentrations étudiées. Cette huile
essentielle présente un fort pouvoir répulsif a I’égard des adultes de R. padi et S. avenae.
L’activité antifongique in vitro, aprés 7 jours d’incubation, de I’extrait éthanolique et
méthanolique vis-a-vis Alternaria alternata et Fusarium oxysporum, champignons isolés sur
tomate, a montré une inhibition importante de la croissance mycélienne des deux especes
fongiques. L’activité antifongique de I’huile essentielle a révélée une inhibition totale de la
croissance mycélienne des deux especes, apres 7 jours d’incubation. L’espece M. rotundifolia
par la richesse de ses extraits et de son huile essentielle en métabolites secondaires, est

qualifiée d’étre une alternative naturelle intéressante pour la protection des végétaux.

Mots clés : Mentha rotundifolia, charangon du blé, pucerons des céréales, répulsif, inhibition

de la croissance mycélienne, métabolites secondaires, Sétif.
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Abstract

The use of biopesticides is seeing renewed interest in plant protection. This study highlighted
the biocidal activity of the extracts and the essential oil of Mentha rotundifolia harvested in
the region of Setif, with regard to various pests. HPLC analysis revealed the majority of
extracts studied by scutellarin whose methanolic extract recorded the highest concentration
(40.24 mg / kg). Analysis of the essential oil by GC / MS revealed the predominant existence
of 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3- (3-methyl-2-butenyl) - with a percentage of 89.09%,
compound that has never been found in the essential oil of M. rotundifolia. The insecticidal
activity by contact and inhalation of the essential oil and the isolated compound of this oil
against Sitophilus granarius, wheat weevil, recorded a total mortality obtained after 24 hours
of incubation. The insecticidal activity of M. rotundifolia essential oil against Rhopalosiphum
padi and Sitobion avenae, cereal aphids, showed an increase in mortality depending on the
duration of exposure of aphids to oil. This essential oil has a strong repellent effect against
adults of R. padi and S. avenae. The antifungal activity in vitro, after 7 days of incubation, of
the ethanolic and methanolic extract against Alternaria alternata and Fusarium oxysporum,
fungi isolated on tomato, showed a significant inhibition of the mycelial growth of the two
fungal species. The antifungal activity of the essential oil revealed a total inhibition of the
mycelial growth of the two species after 7 days of incubation. The species M. rotundifolia by
the richness of its extracts and its essential oil in secondary metabolites, is qualified to be an

interesting natural alternative for the protection of the plants.

Key words: Mentha rotundifolia, wheat weevil, cereal aphids, repellent, inhibition of

mycelial growth, secondary metabolites, Setif.
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Introduction générale

Parmi les nombreux facteurs qui influent sur la production agricole en Algérie on
retrouve les ravageurs et les maladies qui peuvent compromettre la totalité de la récolte
(Anjarwalla et al. 2016). Divers insectes, champignons, bactéries, virus, et autres ravageurs
attaquent les plantes aux différents stades de leur développement (Tapwal et al., 2011). La
pression des bioagresseurs a été identifiée comme la contrainte majeure du fait des pertes de
récoltes infligées (Mondédji et al., 2015). Quand sont évoquées les méthodes de lutte contre
les maladies des végétaux cultivés, viennent d’abord a I’esprit les progrés considérables
amenés par ['usage des produits phytosanitaires (Durand-Tardif & Pelletier, 2003).
L’accessibilité¢ aux pesticides synthétiques pour lutter contre les ravageurs et les maladies est
limitée pour de nombreux producteurs en raison de leur colit et de leur réseau de distribution
restreint (Anjarwalla et al. 2016). Ainsi, pour améliorer les rendements et répondre a la
demande des marchés sans cesse croissante, le recours a I’usage des pesticides de synthese par
les producteurs est quasiment systématique (Mondédji et al., 2015). Pourtant, leurs effets
néfastes sur I’homme et I’environnement et la résistance des bioagresseurs aux insecticides

ont été démontrés (Agboyi et al., 2016).

Aussi, au vu de la propagation du phénomene de résistance et du nombre de produits
phytosanitaires en cours de développement, la découverte de nouveaux composés anti
phytopathogenes est devenue plus qu’indispensable. A cet effet, de nombreux travaux récents
se sont penchés sur la recherche de substances ayant des pouvoirs insecticides, fongicides,

bactéricides, nématicides respectueux de la santé humaine et de 1'environnement.

Les plantes représentent une source pratiquement illimitée de métabolites primaires et
secondaires. Les métabolites secondaires végétaux sont d’intérét majeur a cause de leurs
différentes fonctions et de la gamme impressionnante de leurs activités biologiques
(L’Ecuyer-Coelho, 2000). Ainsi, les chercheurs de diverses disciplines scientifiques sont
confrontés au défi d'extraire le matériel végétal avec des solvants, souvent dans un premier
temps pour isoler et identifier les composés spécifiques responsables des activités biologiques

associées a une plante ou a un extrait de plante (Jones & Kinghorn, 2012).

La toxicité d'un grand nombre d’extraits végétaux, d'huiles essentielles et de leurs
constituants a ét¢ évaluée a 1’égard de Sitophilus granarius, 1'un des ravageurs primaires les
plus répandus et les plus destructeurs des céréales stockées telles que le blé, le mais, le riz,

l'avoine, le sorgho et l'orge (Karakas, 2016). Les composés dérivés de plantes sont issus du
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développement de substances alternatives face a la limitation de l'utilisation d'insecticides
synthétiques (Kimbaris et al., 2010) pour le controle des Rhopalosiphum padi et Sitobion
avenae ; pucerons des céréales (Sallam 2009). L’effet antifongique des extraits et des huiles
essentielles de plantes aromatiques a eu un intérét croissant pour la recherche concernant les
fongicides alternatifs (Labiod et al., 2015). Les antioxydants les mieux tolérés par 1’organisme
et les plus efficaces proviennent des végétaux (Ribéreau-Gayon, 1968). Récemment, 1'intérét
s'est considérablement accru en trouvant des antioxydants naturels pour remplacer les
antioxydants synthétiques, qui ont été limités en raison de leurs effets secondaires tels que la
cancérogenese (Puangpronpitag & Sittiwet, 2009). Les plantes sont une excellente source de
substances antitumorales cliniquement pertinentes (Melo et al., 2011). Les huiles essentielles
peuvent jouer un rdle important dans la prévention de cancer (Kamatou & Viljoen, 2010).
Certains polyphénoles dont principalement les flavonoides inhiberaient fortement la
prolifération et la migration des cellules tumorales et peuvent représenter de nouvelles

molécules anticancéreuses (Bruneton, 2009).

En luttant contre ces agents phytopathogenes et en évaluant 1’activité antioxydante et
antiproliférative, le pouvoir biologique des extraits et de 1’huile essentielle de la lamiacée
Mentha rotundifolia a été représenté par de tres peu de travaux. M. rotundifolia une lamiacée
tres répandue dans la région de Sétif, est tres riche en huile essentielle, en flavonoides et en
acides phénoliques. Elle a fait I’objet de plusieurs recherches sur la composition

phytochimique et activités biologiques.

L’objectif de cette étude est d’évaluer les activités biologiques des extrais et de I’huile

essentielle de M. rotundifolia. Pour atteindre cet objectif les points suivants ont été traités :

- Screening phytochimiques des extraits et composition chimique de 1'huile essentielle
de M. rotundifolia et aussi séparer les composé€s majeurs qui apparaissaient en grande
quantité en fractions et déterminer la teneur phytochimique quantitative de chaque

fraction en utilisant des méthodes chromatographiques.

- Evaluer D’activité insecticide des extraits, de I’huile essentielle et du composé
majoritaire de M. rotundifolia a I’égard de Sitophilus granarius, ravageur nuisible bien
connu qui provoque une perte de rendement économiquement importante dans les

produits stockés.



Déterminer les activités insecticides et répulsives de I'huile essentielle de M.
rotundifolia contre Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae ; deux pucerons de blé

économiquement importants.

Mesurer l'activité antifongique des extraits et de 1’huile essentielle de M. rotundifolia
vis-a-vis deux souches de champignons causant des dégats sur tomate a savoir

Alternaria alternata et Fusarium oxysporum.

Estimer ’activité antioxydante des extraits, de 1'huile essentielle et du composé isolé

de M. rotundifolia par deux méthodes.

Examiner in vitro les propriétés antiprolifératives de I’extrait aqueux et de I’huile
essentielle de M. rotundifolia contre trois lignées cellulaires cancéreuses a savoir

HeLa, PC3 et HT29.






I-Etude phytochimique des extraits et des huiles essentielles
L.1-Généralités

Historiquement, 1’extraction solide-liquide et I’'utilisation des principes actifs des
plantes est tres ancienne, puisque 1'homme préhistorique pratiquait déja, a sa manicre,
I'extraction des principes odorants des plantes (Poirot, 2007). 1l plongeait, dans un méme
récipient rempli d'eau, des plantes odorantes et des pierres briilantes. La vapeur ainsi dégagée
entrainait les molécules volatiles, puis le tout était recueilli a 1'aide d'une peau d'animal dont
I'essorage donnait quelques gouttes d'huile essentielle (Robert, 2000). De la percolation a
I’infusion en passant par la macération ou la concoction, chaque terme évoque une mise en
ceuvre domestique d’un procédé d’extraction solide-liquide, dont le solvant est généralement
de ’eau ou de I’alcool (Poirot, 2007). Au fil des siecles, 'extraction et I'usage des principes
odorants des plantes sont développés, notamment par les civilisations arabe et égyptienne, qui

leurs attribuent avant tout un usage religieux (Sell, 2006).

Les procédés d’extraction sont basés sur la différence de solubilité des composés
présents dans un mélange et dans un solvant. Il existe plusieurs techniques d’extraction des
produits a haute valeur ajoutée présents dans les plantes. Ces techniques peuvent étre dites
conventionnelles (utilisées depuis longtemps) et nouvelles (développées plus récemment).
Les techniques conventionnelles utilisent des solvants organiques (tels que |’hexane,
I’acétone, le méthanol, 1’éthanol etc.) ou I’eau et se réalisent, en général, a pression

atmosphérique.

Les nouvelles techniques utilisent des pressions et/ou des températures élevées
(Penchev, 2010). Quant aux huiles essentielles, leur extraction s’effectue par expression a
froid, par hydrodistillation et I’hydrodistillation par entrainement a la vapeur d’eau (EIl Haib,
2011). D’autres méthodes d’extraction ont ¢galement ¢ét€é mises au point comme
I’hydrodiffusion pulsée et ’extraction aux fluides comme le CO, supercritique (Tuley Da

Silva, 1995).

Les plantes représentent une source de principes actifs inépuisable et renouvelable,
dont l'usage traditionnel et médical est connu depuis bien longtemps (Penchev, 2010). 1l
existe donc un besoin d’extraire de substances bioactives pour une utilisation dans un large

champ d’application (agricole, cosmétiques, pharmaceutiques, additifs nutritionnels...).



La présente partie constitue une synthese bibliographique du procédé d’extraction
végétale. Nous aborderons tout d’abord les notions d’extraction solide-liquide, ensuite la

technique extractive des extraits et de 1’huile essentielle ainsi que leurs méthodes analytiques.
L.2- Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est I’opération fondamentale qui a pour but d’extraire, de
séparer, de dissoudre soit par immersion soit par percolation d’un liquide, un ou plusieurs
composants (liquide ou solide) mélangés a un solide (Poirot, 2007). C’est une opération de
transfert ou d’échange de maticre entre une phase solide, qui contient la matiére a extraire et

une phase liquide, le solvant d’extraction (Leybros & Fremeaux, 1990).

La complexité de la structure et la variabilité (avec les saisons, les récoltes, . . .) de la
matiere végétale ainsi que la large variété des composés a extraire (différents poids
moléculaires, polarité, lien avec la structure, . . .) ont conduit a I’apparition d’une grande

variété de technologies d’extraction (Poirot, 2007).
L.3. Facteurs influencant le transfert

Les phénomenes de transfert de soluté dans le solide, en I’occurrence la maticre
végétale, sont affectés par plusieurs facteurs caractérisant la maticre solide, le soluté et le

solvant, ainsi que par les conditions opératoires (Lalou, 1995).
1.3.1. Influence du solide

Le solide a une double influence sur le transfert de matiere, I'une par sa taille, I’autre
par sa structure. La taille du substrat joue un rdle déterminant dans ce procédé qui est controlé
par le transfert interne. Réduire la taille des particules diminue la longueur de diffusion du
solvant et des solutés. Cependant, si les particules sont trop petites, on peut avoir des
problémes d’imperméabilité du lit d’extraction. La matiere végétale a une microstructure
complexe formée de cellules, d’espaces intercellulaires, de capillaires et de pores.
Sa description par les outils classiques du génie chimique n’est pas toujours aisé¢e. On peut
toutefois tenter de définir et de mesurer les caractéristiques suivantes: la porosité,

la tortuosité, la taille et la forme des particules et la surface spécifique d’échange.



1.3.2- Influence du soluté

Le soluté a extraire influence la diffusion de par sa structure moléculaire, sa taille,
sa localisation, sa répartition et ses liaisons dans la mati¢re végétale avec d’autres composés.
Il a ét¢ montré que la vitesse de diffusion diminue quand la taille moléculaire augmente.
Par exemple, les vitesses d’extraction des composants hydrosolubles sont dans 1’ordre

croissant suivant : acide acétique > sucres > phénol > pectines (Lalou, 1995).

Les substances a extraire, localisées a 1’intérieur des cellules, se présentent sous forme
libre alors que celles qui participent a la structure sont liées a d’autres composés. Leurs
concentrations varient selon les conditions climatiques de croissance, les conditions de
récoltes, 1’¢tat de maturité et le conditionnement, c’est pourquoi elles varient beaucoup d’un

lot a ’autre et au sein d’un méme lot.
1.3.3- Influence du solvant

Les solvants souvent utilisés sont 1’eau, les alcools (méthanol, éthanol), les
hydrocarbures (hexane), le CO, supercritique. Comme dans le cas du soluté, la taille des
molécules de solvant exerce une influence sur la diffusion. Il est également question de
sélectivité, afin d’extraire le maximum de soluté et le minimum des autres constituants du
cytoplasme et plus généralement de la matiere végétale. Car il va falloir ensuite séparer le
soluté¢ des autres molécules extraites. Le choix d’un solvant a faible viscosité et de masse
volumique peu élevée est recommandé pour faciliter la diffusion dans le solvant, 1’agitation et

la séparation mécanique (Leybros & Fremeaux, 1990).
1.3.4- Influence de la température

L’¢élévation de la température augmente la solubilité et la diffusivité de la solution et
réduit sa viscosité. Mais elle augmente aussi la perméabilité des parois cellulaires et donc
diminue la sélectivité. La température opératoire est limitée par les risques de dégradation
thermique des produits et par la sécurité¢ de 1’installation en présence de solvants. En effet,
Chambers et al. (1996) ont étudié la cinétique lors de 1’extraction de soluté des oranges. Ils
mettent en évidence I’influence de la température sur la vitesse d’extraction mais également
son implication dans la dégradation du soluté. Son augmentation facilite la diffusion. Mais il
faut trouver un compromis car a température élevée (80°C), au bout d’un certain temps la
cinétique décroit suite a I’altération de ’extrait. La température favorise aussi I’éclatement

des cellules (Wongkittipong et al., 2004) et entraine la récupération d’un jus plus concentré en
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ballast. Celui-ci représente 1’ensemble des ¢léments extraits de la plante en dehors du solutg,

comme la chlorophylle par exemple.
1.3.5- Influence de I’agitation

Une agitation mécanique des particules dans le solvant permet le maintien en
suspension de celles-ci et I’homogénéisation du milieu. Elle a donc une grande influence sur

le transfert de matiére a I’interface solide-liquide.
1.3.6- Influence de ’humidité

En regle générale, les matieres végétales sont séchées pour faciliter leur
conditionnement et surtout leur stockage. Un surplus d’humidité peut donc détériorer le
substrat. De plus, lors de I'utilisation de solvants hydrophobes, la diffusivité est inversement

proportionnelle a la teneur en eau du solide (Leybros & Fremeaux, 1990).
1.4. Mise en contact entre le solide et le liquide

La mise en contact entre le solide et le liquide peut se réaliser de diverses manieres :
par percolation, par pulvérisation, par immersion totale et par drainage intermittent. Si le
contact des deux phases s’effectue a co-courant, et que le temps de séjour est suffisamment
long ou que la cinétique de transfert de matiere est rapide, les compositions des deux flux

sortant sont en équilibre.

Pour une simple extraction, la plante est mise en contact avec le solvant pour avoir
I’extrait végétal. L'extraction par des solvants volatils consiste a dissoudre la matiere odorante
de la plante dans un solvant que 1'on fait ensuite évaporer. Cette technique pratiquée des le
18°™ siecle avec de 1'éther, produit coliteux et fortement inflammable, utilise de nos jours des
solvants plus adaptés comme I'hexane ou 1'éthanol. Cette méthode est utilisée pour les plantes
dont les substances aromatiques risqueraient d’étre dégradées par la distillation et lorsque le
matériel végétal ne peut étre chauffé (par exemple le jasmin), contient une faible
concentration de substances aromatiques (comme la rose), contient une substance résineuse

(comme le benjoin).

Plusieurs paramétres influencent I’extraction : 1’état de la plante (frais / sec), le degré
de fragmentation de la plante, la température d’extraction, la nature du solvant (polarité) et la

durée de 1’extraction.



L.5. Conditions de séchage

Le séchage des végétaux est l'une des opérations les plus importantes dans le
processus d’extraction des plantes aromatiques et médicinales. Il permet la conservation des

principes actifs de la plante et sa protection contre toute dépréciation ou pourriture.

Le séchage naturel est un mode de récolte et de conservation gratuit, respectueux de
l'environnement et efficace. En effet, cette technique n'engendre ni déchets, ni rejets polluants.
De plus, elle permet d'améliorer la qualité des produits en évitant leur contamination, de
conserver leurs principes actifs, d'augmenter leur durée de vie, de diminuer leurs poids afin de

faciliter leur transport et de diversifier leur utilisation (Aghfir et al., 2007; Ankila, 2007).

Une semaine apres leur récolte, la teneur en huiles essentielles serait a son maximum.
Au-dela de cette période, elles perdent qualitativement et quantitativement leurs huiles

essentielles (Bourkhiss et al., 2009).

Sellami et al. (2011) ont étudié 1'effet de six différentes méthodes de séchage (séchage
a ’air, étuve a 45 et 65 °C, Microonde 500 W, Infrarouge 45 et 65 °C) sur le rendement et la
composition chimique de 'huile essentielle des feuilles de Laurier noble. Ils ont montré que le
séchage a l'air ambiant et séchage par infrarouge a 45 °C a augmenté significativement le

rendement en huile essentielle.

L.6. Degré de fragmentation : Broyage

Le broyage est une étape critique de la préparation de I’échantillon pour analyse.
L’échantillon doit atteindre une granulométrie suffisante pour d’une part faciliter
I’homogénéisation de 1’échantillon et permettre une prise d’essai représentative (Masson,
2005) et d’autre part faciliter 1’attaque de 1’échantillon par des acides ou des oxydants. Le
choix d’un type de broyeur dépend, dans un premier temps, de la nature du végétal a broyer
(grains, tiges, racines). Les modes de broyages proposés ainsi que les dimensions des cuves de
broyeurs devront étre adaptés. Il existe une grande variété de broyeurs : a couteaux, a

marteaux, a fléaux, oscillo-vibrants, planétaires, centrifuges (Markert, 1995).

Le deuxiéme critere de choix est la facilit¢ d’utilisation et d’entretien du broyeur :
ainsi le nettoyage du broyeur doit €tre facile pour optimiser le temps de manipulation et

limiter les risques de contaminations entre deux échantillons.



I.7- Technique extractive

Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilités des composés d’un
mélange dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou liquide et le solvant liquide ou fluide
supercritique. Il existe les techniques classiques et les techniques innovantes (Luque de Castro

& Garcia-Ayuso, 1998).
1.7.1- Hydrodistillation

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour 1’extraction d’une
huile essentielle ainsi que pour le contréle de qualité (Lucchesi, 2005). Le principe de
I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene. Le procédé consiste a immerger la
matiére premiere végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition
généralement a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des
molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques
forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. La température d’¢ébullition d’un
mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est
¢gale a la pression d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des
substances pures. Ainsi le mélange azéotropique « eau + huile essentielle » distille a une
température égale 100°C a pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition des
composés aromatiques sont pour la plupart tres élevées. Il est ensuite refroidi et condensé
dans un essencier ou vase florentin. Une fois condensées, eau et molécules aromatiques du
fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase aqueuse et une phase organique :

I’huile essentielle.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre
plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter. La durée de la
distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de
I’extrait. Afin de traiter des matieres premieres pour lesquelles il est difficile d’extraire 1’huile

essentielle ou pour les essences difficilement entratnables.
1.8- Composition chimique des plantes

La composition chimique des plantes aromatiques est complexe et est constituée de
deux fractions. La premiere fraction dite volatile est présente dans différents organes de la
plante selon la famille ; cette fraction est composée de métabolites secondaires qui constituent

I’huile essentielle (El Kalamouni, 2010). La deuxiéme fraction dite non volatile de la plante,
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composés organiques non volatils, est composée essentiellement de coumarines, flavonoides
(Cisowski, 1985), composés acétyléniques ainsi de lactones sesquiterpéniques phénols ou
polyphénols jouant un rdole fondamental dans 1’activité biologique de la plante (Kubeczka et

al., 1982).
1.8.1- Composés organiques non volatils
1.8.1.1- Les composés phénoliques

Les composés phénoliques des végétaux correspondent a un vaste ensemble de
molécules qui ont toutes en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs hydroxyles
libres ou engagés dans une autre fonction. Ce sont des molécules issues du métabolisme
secondaire et qui sont ubiquitaires du regne végétal et notamment des angiospermes. Les
composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la plante, ils sont
ainsi impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions symbiotiques...),
dans les mécanismes de défenses de la plante (interactions biotiques et abiotiques) ou encore
dans la coloration des fleurs. Par ailleurs ils sont bénéfiques pour 1‘homme vis-a-vis de
certaines maladies de par leur action sur le métabolisme humain et leur propriété antioxydante

(Macheix et al., 2005).

Les composés phénoliques sont une famille thérapeutiquement et économiquement
intéressante. Ils sont exploités en phytothérapie et dans des spécialités pour des propriétés
vasculoprotectrices (flavonoides, anthocyanes, tanins), antispasmodiques (phloroglucinols) et

suscitent beaucoup d’intérét par leur potentiel antioxydant (Abedini, 2013).

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides
hydroxybenzoiques (C¢-C;) et les acides hydroxycinnamiques (Ce-Cs), (Macheix et al., 2005).
Plusieurs composés acides phénoliques sont antibactériens et antifongiques, en particulier a

I'égard des organismes phytopathogenes (Bruneton, 1999).
1.8.1.2- Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui

sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles, ils sont
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caractérisés par la présence d'une structure phénolique dans leur molécule, et méme d'une

structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénols (Harborne, 1986).

On classe les flavonoides en fonction du degré d’oxydation du noyau pyranique
central. On les distingue aussi par le nombre et la position des groupements hydroxyles, par

I’existence ou non de substituants sur la génine (Bruneton, 1999).

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont €té répertoriés et il en reste des milliers
d'autres a découvrir puisque le squelette des flavonoides peut étre substitué par différents
groupements comme des groupements hydroxyles, méthoxyles, méthyles, benzyles,

isoprényles et autres (Kueny-Stotz et al., 2008).

Les flavonoides montrent des propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance
et du développement des plantes en interagissant d’une maniere complexe avec diverses
hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un rdle de
phytoalexines, c’est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour

lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak, 2003).
1.8.1.3- Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique azoté plus ou moins basique, de masse
moléculaire rarement supérieure a 1000, doué a faible dose de propriétés pharmacologiques.
Le nombre dépasse les 10000 molécules identifiées (morphine, codéine, narcotine, strychnine,

aricine, veatropine, caféine, quinine,...) (Aneb, 2017).

Les alcaloides sont les composés azotés les plus connus. Ils ont une distribution
restreinte car ils sont rencontrés chez 20% des angiospermes seulement. En plus des
alcaloides, on trouve dans ce groupe : les acides aminés non protéiques, les glycosides

cyanogéniques et les glucosinolates (Walton et Brown, 1999).

L'activité biologique de beaucoup d'alcaloides dépend souvent de la fonction amine
étant transformée en systeéme quaternaire par ionisation aux pHs physiologiques (Dewick,
1999). Ce sont pour la plupart des poisons végétaux tres actifs, dotés d'une action spécifique.
Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systeme de défense contre les

herbivores et les pathogenes car ces composés sont toxiques (Azzouzi, 2017).
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1.8.1.4- Les coumarines

Les coumarines sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide
cinnamique, I’acide P-coumarique. Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de
nombreuses especes végétales et possedent des propriétés tres diverses. Ils sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles (Igor Passi, 2002). Les conditions structurales requises pour
I’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires a celles signalées pour les

flavonoides (Madhavi et al, 1996).
1.8.1.5- Les terpénes

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes,
organismes marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de 1’enchainement de
plusieurs unités isoprénique (Bhat, Nagasampigi et Sivakumar, 2005). Ils ont deux voies de

biosynthese : celle de I’acide mévalonique et du desoxyxylulose phosphate.

Les terpénoides ou isoprénoides sont des polymeres de I’isopréne formé de
5 carbones. Ils dérivent de [D’isopentényldiphosphate et son isomere le

dimethylallyldiphosphate assemblés et modifiés de milliers de facons (Dewick, 1999).

La majorité des terpénoides connus ont été isolés a partir de plantes ou ils jouent le
role de métabolites primaires et secondaires (Aneb, 2017). Chez les végétaux, les terpénoides
sont produits par tous les tissus végétatifs dont les racines et par les diverses pieces florales

(Dudareva et al., 2004).

En raison de leurs nombreuses structures, les terpénoides constituent un groupe
hétérogene de molécules avec différentes propriétés physiques et chimiques. Ils peuvent étre
volatils, semi-volatils ou non-volatils, saturés et insaturés, a chaine droite, a chaine ramifiée,
cycliques ou acycliques, chiraux ou achiraux, portant éventuellement divers groupes
fonctionnels oxygénés (ex. alcools, aldéhydes, cétones, esters et éthers) ou contenant de
I'azote ou du soufre et sont solubles ou insolubles dans 1'eau (Bohlmann & Keeling, 2008 ;

Schwab et al., 2008).

Certains terpénoides végétaux tels que les stérols et les carotenes font partie du
métabolisme primaire et sont présents dans toutes les plantes. Cependant, la majorité des

terpénoides végétaux sont des métabolites secondaires (Chen & Tholl, 2011).
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1.8.2- Composés organiques volatils

La composition chimique d'une huile essentielle est complexe, on y retrouve
couramment plus d'une centaine de composés, parmi lesquels nombre de familles chimiques
sont représentées (Jouault, 2012). Il s’agit des terpénes (mono, di et sesquiterpénes),
prépondérants dans la plupart des essences et des composés aromatiques dérivés du

phénylpropane (Kurkin, 2003).
1.8.2.1- Les terpénes

Les terpenes sont des molécules composées d'un nombre variable d'unités d'isoprene,
comptant les monoterpenes, les sesquiterpenes et les diterpenes. Ils ont généralement des
effets thérapeutiques assez faibles, mais ils viennent nuancer ou compléter les actions des
composants plus actifs. On peut citer les monoterpenes formés de deux isoprenes CioHje ; les
sesquiterpenes formés de trois isoprenes CjsHos ; les diterpenes formés de quatre isoprenes

CyoHzz (Ayaidia, 2011).

a- Les monoterpenes
Les monoterpenes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%) (Padua, Bunyapraphatsara et Lemmens 1999).
IIs peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. Les monoterpenes monocycliques
sont les plus nombreux. Certains composés de ce groupe présentent un cycle benzénique et
sont appelé monoterpenes aromatiques. Ils sont courants dans les huiles essentielles et sont

souvent signes d’une activité biologique de I’huile essentielle (Thormar, 2011).
b- Les sesquiterpénes

Les sesquiterpenes représentent la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent
en plusieurs catégories structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques,
polycycliques. Ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures
oxygénés comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la
nature (El Haib, 2011). Les sesquiterpenes sont, en termes de fréquence, le deuxieéme groupe

le plus présent dans les huiles essentielles apres les monoterpenes (Thormar, 2011).
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c- Les diterpenes

Les composés diterpéniques sont tres communs dans les résines végétales mais ils ne
sont généralement présents dans les huiles essentielles qu’en faible quantité (Deschepper,
2017). Leur poids moléculaire plus élevé est en effet un frein a leur entrainement a la vapeur,

ce qui explique en partie leur présence discrete dans les huiles essentielles.

Il a été montré que leur teneur augmentait avec le temps de distillation. De méme,
’utilisation du CO, supercritique plutot que de 1’hydrodistillation pour I’extraction augmente

la concentration en diterpénes dans 1’extrait obtenu (Thormar, 2011).
1.8.2.2- Composés phénylpropaniques (aromatiques)

Les phénylpropanoides sont des composés volatiles issus de la voie de biosynthese de
I’acide shikimique. Cette voie que I’on retrouve chez les micro-organismes et les plantes est
totalement absente dans le regne animal. Elle aboutit a plusieurs familles de composés
(lignanes, tannoides, coumarines...) dont seulement une cinquantaine se retrouve dans les
huiles essentielles (Thormar, 2011). Ces composés sont bien moins fréquents que les terpenes
et se retrouvent généralement en plus petite quantité dans les huiles essentielles. Il existe
cependant des exceptions, comme ’eugénol qui compte pour 70 a 90% de la composition de

I’huile essentielle de clou de girofle (Deschepper, 2017).

Certaines familles botaniques sont reconnues pour contenir plus de phénylpronoides
que les autres, ce sont les Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Pipéraceae ou encore Rutaceae.
La technique employée pour I’extraction de 1’huile essentielle semble également avoir une

influence sur la concentration finale de ces composés dans I’huile (Thormar, 2011).
1.9- Techniques analytiques
1.9.1- Technique d’analyse des extraits végétaux

Une fois I’extrait le plus représentatif obtenu, ’analyse permet d’identifier et de
quantifier les produits qui le composent. Les progres des méthodes analytiques permettent

d’identifier rapidement un trés grand nombre de constituants (El Kalamouni, 2010).
1.9.1.1- Chromatographie en phase liquide a haute performance

C’est une phase mobile liquide qui entraine les composés a analyser. La

chromatographie en phase liquide a haute performance est une technique de séparation

14



analytique basée sur l'hydrophobicit¢ des molécules d'un composé ou d’un mélange de
composés (Penchev, 2010).

L’échantillon a analyser est entrainé par un éluant liquide (appelée aussi phase mobile)
dans une colonne remplie d'une phase stationnaire composée de grains solides trés fins.
Le débit d'éluant est assuré par une pompe a haute pression. Dans la colonne, les divers
composés de 1’échantillon sont séparés les uns des autres en raison de leurs diverses affinités
a D’égard des deux phases stationnaire et mobile. Ceci permet de mieux séparer les
constituants qui apparaissent sous forme de pic sur un chromatogramme. L'aire du pic est

relative a la quantité présente dans I'extrait.
1.9.2- Techniques d’analyses des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles consiste a 1’identification et la détermination de la
teneur des différents composés constituants une essence. C’est une opération délicate qui

nécessite la mise en ceuvre de plusieurs techniques (EI Ajjouri, 2013).
1.9.2.1- Chromatographie en Phase Gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique permettant de séparer
les composés d'un mélange. Elle s'applique principalement aux composés gazeux ou
susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. La différence principale par
rapport a la CLHP vient du fait que dans la CPG la phase mobile est gazeuse. Le mélange a
analyser est vaporisé a l'entrée de la colonne. La phase stationnaire dans la colonne peut étre
solide ou liquide. Le mélange est transporté a travers celle-ci a 1'aide d'un gaz porteur (ou gaz
vecteur). Les différentes molécules du mélange se séparent et sortent de la colonne les unes
apres les autres apres un certain laps de temps dépendant de 1'affinité de la phase stationnaire
avec ces molécules. A la sortie de la colonne, les composés rencontrent un élément essentiel -
le détecteur. Il évalue en continu la quantité de chacun des constituants séparés au sein du gaz
porteur grace a la mesure de différentes propriétés physiques du mélange gazeux et envoie un

signal électronique vers un enregistreur.

1.9.2.2- Le couplage chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse
(CPG/SM)

Les premiers appareils de routine CPG/SM a colonnes capillaires datent de 1975
(McLafferty & Michnowicz, 1992). La CPG/SM est la technique la plus utilisée dans le

domaine des huiles essentielles. Elle permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la
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masse moléculaire d’un composé et d’obtenir des informations structurales relatives a une
molécule a partir de sa fragmentation (Constantin, 1996). Dans le secteur particulier des
huiles essentielles, le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de référence

(Longevialle, 1981).

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et 1’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe. Il existe deux modes d’ionisation : ’ionisation par
impact électronique et I’ionisation chimique. Dans ce dernier cas, on distingue I’ionisation
chimique positive et 1’ionisation chimique négative (Paolini, 2005). Les systemes actuels de
CPG/SM sont trés performants pour la séparation, la détection et 1’identification des

molécules.
1.9.2.3- La Résonance Magnétique Nucléaire du carbone-13 (RMN-13C)

Une alternative aux méthodes d’analyse décrites précédemment est la RMN du
carbone-13 des mélanges, sans séparation préalable des constituants. Cette technique, initié
par Formécek et Kubeczka (Kubeczka et al., 1988), développée par Casanova et al. (Tomi et

al., 1995 ; Bradesi et al., 1996) offre des potentialités fortement intéressantes.

N

Le principe consiste a attribuer les raies de résonance de chacun des carbones de
chaque composé a partir du spectre unique du mélange et de les comparer a des produits de

référence répertoriés dans des bibliotheques (Bradesi et al., 1996).

Différents aspects sont a considérer, a savoir 1’observation et I’individualisation des
différentes raies de résonance dans le spectre du mélange et I’attribution de chacune de ces
raies de résonance a un produit donné permettant son identification. La RMN du carbone-13
des mélanges est efficace particuliecrement pour la différenciation et 1’identification de
molécules structuralement tres proches, des composés qui coéluent en CPG, de molécules

thermosensibles et thermolabiles (Paolini, 2005).
1.10- Activités biologiques des extraits et de I’huile essentielle de M. rotundifolia

De la variabilité chimique des extraits et de 1’huile essentielle de M. rotundifolia il a
été effectué plusieurs recherches sur les activités biologiques. El Arch et al. (2003) ont étudié
I’activité antimicrobienne et insecticide de l'huile essentielle de M. rotundifolia poussant au

Maroc. La sensibilité des bactéries (Escherichia coli, Bacillus subtilis. Staphylococcus
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aureus), des champignons (Trametes pini, Aspergillus niger, Penicillium parasiticus) et des
insectes des céréales stockées (Rhyzopertha dominica et Sitophilus oryzae) vis-a-vis de 'huile
essentielle de M. rotundifolia a été étudiée a différentes concentrations. A une concentration
de 1/1000VN, T'huile essentielle a inhibé toutes les bactéries et tous les champignons, alors
que pour las insectes des céréales stockées, elle a pu détruire la totalité des insectes a une

concentration de 6,5.10'2 ml/cm?’,

Clemente et al. (2003) ont comparé I'efficacité insecticide des infusions et des extraits
dichlorométhaniques (5000 ppm) de cinq especes de Lamiaceae contre les larves de Tribolium
castaneum. L’extrait dichlorométhanique de M. rotundifolia (L.) Huds avéré étre plus efficace
causant une mortalit¢ de ~74% tandis que les infusions ont causé seulement ~ 19% de

mortalité larvaire.

Selon Brada et al. (2007), la richesse de I’huile essentielle de M. rotundifolia en
oxyde de pipériténone, un monoterpene oxygéné possede des effets biologiques tres
intéressants, présente des effets cardiovasculaires (activité hypotensive, vasodilatateur,
bradycardie), une activité sur les centres nerveux sympathiques (relaxant, stimulant,
dépressant), des propriétés antibactériennes et antifongiques, et agit aussi comme agent
retardant la reproduction du vecteur de malaria Anopheles stephensis (Damien Dorman et al.,

2003 ; Tripathi et al., 2004).

Aziz et Abbass (2010) ont testé la bio-efficacité de différentes concentrations
(0,25-1,0%) de TI’huile essentielle de M. rotundifolia (L.) Huds sur Callosobruchus
maculatus a travers une série de bioessais. L'huile essentielle a la plus grande concentration a
eu un effet tres significatif sur la réduction de la ponte de C. maculatus sur les graines de
niébé a 10,2 ceufs / 2femelles. Elle a également un effet drastique sur le taux d'éclosion
enregistré seulement (14,77%) par rapport a 94,95% dans le controle. L’huile essentielle

testée a prolongé les périodes larvaires et pupales et a causé€ une tres forte mortalité entre les

larves et les pupes de C. maculatus (98,12%).

Derwich et al. (2010) ont mené un test in vitro 1’effet antibactérien de I'huile
essentielle des feuilles de M. rotundifolia cultivée au Maroc sur neuf souches bactériennes.
L'huile essentielle extraite a montré la plus haute activité contre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, avec la plus forte zone d'inhibition 45,

34 et 31mm, respectivement.

17



L’étude de Nedel et al. (2012), utilisant le test sulforhodamine B (SRB), a évalué
l'effet antiprolifératif in vitro de l'extrait d'hexane obtenu des fleurs de M. spicata associée a
M. rotundifolia contre 1'adénocarcinome du sein humain (MCF-7), épidermique de la bouche
humaine carcinome (KB) et des lignées cellulaires de fibroblastes embryonnaires de souris
(NIH 3T3). Les résultats indiquent que l'extrait d'hexane obtenu de fleurs a partir de
M. spicata associé a M. rotundifolia présente une activité antinéoplasique contre KB et
MCF-7, bien qu'un effet antiprolifératif a une concentration élevée de l'extrait a été observé

vers NIH 3T3.

Le travail de Moldovan et al. (2014) a fait ’objet d’évaluer I’activité antioxydante des
composés phénoliques de M. rotundifolia poussant en Roumanie. Ces extraits ont montré une
activité antioxydante et antimicrobienne importantes. Ces résultats pourraient étre importants

pour la valorisation thérapeutique de I’espéce comme agent antioxydant ou antimicrobien.

Seladji et al. (2014) ont déterminé l'activité antioxydante et antimicrobienne de
I'extrait méthanolique et aqueux de tiges et de feuilles de M. rotundifolia L. d'Algérie.
Cependant 1’extrait méthanolique des feuilles avait la capacité de piégeage de DPPH la plus
élevée avec la plus faible valeur ICsy (0,7 £ 0,028 mg/ml), la méme tendance a été observée
avec un pouvoir réducteur ferrique. En ce qui concerne les tests de blanchiment du B-carotene,
les résultats ont montré que 1'extrait aqueux a une capacité antioxydante la plus élevée avec
une Clsy proche des standards (0,52 + 0,024 mg/ml). L'activité antimicrobienne a été étudiée;

tous les extraits ont €té testés contre cinq bactéries et trois especes fongiques.

Elhartiti el al. (2015) ont réalis€ une étude pour l'isolement, la purification et
l'identification des bactéries endophytes qui produisent des substances antifongiques a partir
des racines de M. rotundifolia. Les 59 isolats bactériens obtenus ont été testés pour leur
activité antagoniste par la double confrontation contre les champignons phytopathogenes
Fusarium oxysporum, Aspergillus niger et Botrytis cinerea. Huit souches bactériennes, qui
appartiennent a la famille des Bacillaceae et a la famille des Pseudomonadaceae, ont été

sélectionnées pour leur forte activité antifongique.

La recherche de Bounihi (2016) a été consacrée a 1’étude toxicologique des extraits
aqueux et de I’huile essentielle de M. rotundifolia qui a permis la détermination de leurs doses
l1étales 50 chez les souris. La toxicité chronique a pour objectif de mettre en évidence les
altérations fonctionnelles et/ou anatomo-pathologiques consécutives aux administrations

répétées (pendant 90 jours) des extraits. La détermination du profil pharmacologique des
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extraits (I’activité sédative, anti-inflammatoire et analgésique in vivo et I’activité antioxydante
et antibactérienne in vitro) a démontré que les différents extraits testés (aqueux et HE)
possedent des propriétés anti-inflammatoires et analgésique intéressantes. D'autre part,
I’auteur a montré que seulement 1’huile essentielle de la menthe exerce chez I'animal une
activité sédative et que les extraits aqueux de la plante étudiée posseédent une forte activité

antioxydante par rapport a I’huile essentielle qui présente une faible activité. L’huile

essentielle de M. rotundifolia exerce une remarquable activité antibactérienne.

L’étude de Taalbi (2016) sur l’activité antioxydante et antibactérienne de I’huile
essentielle et de 1’hydrolat de M. rotundifolia riche en oxyde de pipéritenone, ainsi que
I’activité antifongique in vivo vis-a-vis Botrytis cinerea sur fraise, a révélé, en tant que
substitut naturel, un fort potentiel économique de I’huile essentielle et de I’hydrolat de

M. rotundifolia vu I’intérét porté a cette molécule par I’industrie pharmaceutique.

Brahmi et al. (2017a) ont évalué la capacité antioxydante et la teneur en composés
phénoliques de deux especes de Menthes, a savoir M. pulegium L. et M. rotundifolia L. Huds
avec six solvants d’extraction différents. L'efficacité des solvants utilisés pour extraire les
phénols des deux especes variait considérablement. La teneur en composés phénoliques
totaux la plus élevée a été obtenue a partir d'un extrait méthanolique de M. pulegium et la
teneur en flavonoides de 1'extrait méthanolique de M. rotundifolia. La teneur élevée en phénol

était significativement corrélée avec une capacité antioxydante élevée.
I1- Présentation du coléoptere des denrées stockées
I1.1- Taxonomie de Sitophilus granarius

Le charangon du blé est un petit insecte noir-brun. Sa taille, qui dépend principalement
de son approvisionnement alimentaire et la taille du grain de développement (Surtees, 1965),
varie entre 3,8 et 5,1 mm (y compris le rostre). A 25 °C et une humidité relative élevée, la
période de développement d’une génération est en moyenne de 40 jours. Sa durée de vie peut
s’étaler de plusieurs mois a un an. Les adultes et les larves peuvent tre identifiés en utilisant

les clés de Gorham (1991).
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Reégne: Animalia
Embranchement: Arthropoda
Sous-embranchement: Hexapoda
Classe: Insecta (Insects)

Ordre: Coleoptera (Beetles)
Sous-ordre: Polyphaga

Super famille: Curculionoidea
Famille: Curculionidae

Sous-famille: Dryophthorinae

Tribu: Rhynchophorini
Genre: Sitophilus

Espece : Sitophilus granarius (Linnaeus, 1758)

I1.2- Biologie et cycle de développement

Les ceufs pondus sont de ’ordre de 250 par femelle, en moyenne 200 ceufs, ils se
trouvent a l'intérieur du grain. Les larves aussi de I’insecte se trouvent dans les grains; elles
peuvent survivre au moins 10 semaines a 5 °C. Les adultes sont de 2 a 3 mm de long
(Figure 4), incapables de voler; ils passent facilement I'hiver dans les batiments non chauffés

et les grains en vrac (Plarre, 2010).

Les larves sont de couleur blanc-creme avec une téte bronzée et sans pattes (Figure 1).
Ils passent toute leur vie a l'intérieur du noyau, en le creusant. Le développement de I'ceuf
a l'adulte a 21 °C (69,8 °F) varie de 57 a 71 jours, selon I'humidité du grain (Khan, 1948 ;
Richards, 1947).

A des températures plus chaudes, les périodes de développement sont plus courtes. Par
exemple, a 25 °C (77 °F), le développement est terminé en 45 jours. Il y a quatre stades
larvaires, la derniere forme une cellule nymphale a partir de la déjection, de la farine et des

sécrétions larvaires.
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Figure 1: Cycle de vie du charangon du blé
(1 : ceuf, 2 : larve, 3 : nymphe, 4 : adulte)

(https://www.grainscanada.gc.ca/storage-entrepose/aafc-aac/pfsg-pgef-6-fra.htm)

Les adultes nouvellement émergés ne quittent pas immédiatement le noyau. Ils restent
souvent a l'intérieur du grain pendant que leur cuticule durcit et peut y rester jusqu'a une
semaine. Les adultes vivent de sept a huit mois, se déplacant autour de la masse de grain tout
au long de la journée. Il peut y avoir quatre générations par an. Les adultes feignent la mort

lorsqu'ils sont dérangés (Plarre, 2010).

La caractéristique la plus citée est celle du rostre (Figure 2: 1 et 2). La longueur
moyenne du bec (mesurée de la base des yeux a la pointe des mandibules) chez le male et la
femelle respectivement est de 0,87 et 1,03 mm avec une largeur moyenne de 0,18 et 0,15 mm

(Tombes, 1971).
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Figure 2: Morphologie externe de Sitophilus granarius A : vue générale, AN :

antenne, MP : pieces buccales. Abd El-Ghany & Abd El-Aziz (2017).

1 : Adultes ; male (A) et femelle (B). 2 : Tétes des adultes montrant le dimorphisme

sexuel dans les dimensions des rostres (x 70) ; male (A) et femelle (B), Tombes (1971).

Les pieces buccales sont composées d'un labre, d'une paire de mandibules fortement
développées et sclérifiées, d'une paire de maxilles et d'un labium (Figure 2: MP). Leurs
surfaces externes portent des sensilles. L'antenne du charangon du blé constituée de huit
segments représentant le scape (le segment le plus long et mesure plus d'un tiers de la
longueur de l'antenne), le pédicelle et le flagelle (Figure 2: AN). Les antennes sont insérées
sur le rostre par le scape, puis, faisant un coude avec lui. Une série d'articles formant
le funicule et une massue, ovoide ou fusiforme, de 3 ou 4 articles. L'ensemble peut se plier a
l'intérieur d'un profond sillon, réduit parfois a une fossette, qui court parallelement a I'axe du

rostre (Abd El-Ghany & Abd El-Aziz, 2017).
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I1.3. Dégats causés sur grains stockés

Les charancons du blé se nourrissent de grains non cassés et cassés, y compris 1'orge,
le sarrasin, le mais, le millet, 1'avoine, le riz, le seigle et le blé. Ils ont été signalés chez les

graines pour oiseaux, les graines de tournesol et les chataignes (Lyon, 2011).

IIs ne se développent pas sur des produits finement moulus, comme la farine, mais ils
peuvent survivre sur de nombreux produits céréaliers manufacturés comme les aliments pour
animaux de compagnie, les macaronis, les spaghettis et les nouilles. Si le grain est broyé en
une taille de particule plus petite que nécessite le développement larvaire, la ponte n'aura pas
lieu. Généralement, un ou deux ceufs sont pondus dans I'endosperme ou le germe d'un seul

noyau.

Lorsque plus d'un ceuf sont pondus, un seul adulte émergera (Figure 3) d'un seul grain
en raison du cannibalisme larvaire. Quatre-vingt pour cent des ceufs éclosent lorsque les
conditions sont bonnes; les ceufs pondus par des femelles plus dgées ont des taux d'éclosion
plus faibles (Arbogast, 1991). Le taux de ponte augmente a mesure que la disponibilité de la
nourriture augmente, ce qui indique que dans une trémie a grains avec un approvisionnement

alimentaire illimité, la ponte sera au maximum (Fava et Burlando, 1995).

Figure 3 : Dégats causés par 1 : la larve, 2 : la nymphe et 3 : I’adule de S. granarius sur

grains de céréales

(https://www.alamy.es/imagenes/curculionidae.html?pe=001&so0=5)
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I1I- Présentation des deux especes de pucerons
II1.1- Taxonomie de Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae

Les pucerons appartiennent a 1’ordre des Hemiptera, au sous-ordre des Sternorrhyncha
et a la superfamille des Aphidoidea. On distingue trois familles : les Phylloxeridae, les
Adelgidae et les Aphididae. On compte aujourd’hui 4700 espéces de pucerons dans le monde,
dont 250 sont des ravageurs (Chinery, 2012). Les pucerons ravageurs n’induisent pas
uniquement des dommages directs en se nourrissant du phloeme mais aussi des dégats
indirects en transmettant des phytovirus (Lin et al., 2016). Parmi les 14 especes de pucerons
les plus importants en agriculture, on peut citer Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae

(Blackman & Eastop, 2007).

Regne : Animalia Regne : Animalia

Classe : Insecta Classe : Insecta

Ordre ;: Hemiptera Ordre : Hemiptera

Sous-ordre : Sternorhryncha ~or Sous-ordre : Sternorhryncha
Super-famille : A"piliddidea e Super-famille : Aphidoidea \
Famille : Aphididae & Famille : Aphididae :
Tribu : Aphidini oo - Tribu : Macrosiphini

Genre : Rhopalosiphum Genre : Sitobion

Espece : Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758) Espece : Sitobion avenae (Fabricius, 1775)

I11.2- Morphologie, caractéristiques et cycle de vie

Les pucerons sont des insectes de 2 a 4 mm a téguments mous avec un corps ovale et
aplati. La téte est composée d’un rostre contenant 2 stylets mandibulaires protégeant 2 stylets
maxillaires. Sur la téte se trouve les antennes filiformes, de 3 a 6 articles, implantées
directement sur le front ou sur des protubérances appelées tubercules frontaux. Ces antennes
portent des rhinaries, organes sensoriels et le dernier article, généralement plus long, est
formé d’une partie basale et d’une partie terminale appelée fouet. Sur le thorax, nous
retrouvons les paires d’ailes membraneuses, qui se replient en toit au repos, et les trois paires
de pattes. La partie postérieure de I’abdomen porte une paire de cornicules. Celles-ci rejettent
des gouttelettes de cire et des phéromones d’alarme I’(E)-B-farnésene (Pickett & Griffiths

1980). L’abdomen est composé de 10 segments, le dernier étant le cauda dont la fonction
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principale est d’éviter que le miellat ne glisse sur le corps de I’insecte car celui-ci se nourrit la

téte en bas. Sous le cauda se trouve 1’anus qui excréte le miellat (Fraval, 2006 ; Inra, 2010).

Selon la clé de détermination des pucerons (Blackman & Eastop, 2007), les deux

especes ont les caractéristiques suivantes :

A \\{/\/ Sitobion avenae (Fabricius) aptere vert jaunatre ou brun rougeatre sale, parfois

mix*fé'ﬂ{g_\ plutdt brillant, avec des antennes et des cornicules noires; la longueur du corps

/' \l est entre 1,3-3,3 mm. Il se trouve sur de nombreuses graminées, y compris

Tl

monocotylédones. Sur les céréales, les pucerons préferent se nourrir des feuilles supérieures et

| toutes les céréales et les graminées des climats tempérés, et de nombreux autres

des oreillettes une fois que celles-ci ont émergé. Il se trouve partout en Europe, en
Méditerranée, au Moyen-Orient, en Asie, particuliecrement en Inde, au Népal, au Pakistan, en
Afrique; en Amérique du nord, du centre et du sud. Il se nourrit uniquement de graminées et
de céréales (Poaceae) (Hand, 1989). Bien que S. avenae soit monoécique (un seul hote) et
holocyclique (un cycle complet), les ovipares ne sont produites que par des femelles asexuées
ailées qui, comme les males ailés, peuvent migrer vers de nouveaux hotes si nécessaire, par
exemple si leur plante hote devient nutritionnellement inadaptée (Hille Ris Lambers, 1939 ;
Miiller, 1977). Espece anholocyclique en hivernage et commune dans les régions ol les hivers

sont doux.

W Rhopalosiphum padi (L.) aptére se trouve sur les graminées, a corps ovale,

/,?, '*ff"\ vert jaunatre marbré vert olive, ou vert olive ou olive foncé a noir verdatre;
A

] ¥

souvent avec des taches de couleur rouille autour des bases de cornicules; la
7 longueur du corps est de 1,2-2,4 mm. Il se trouve sur de nombreuses especes
de graminées, y compris toutes les principales graminées et parfois sur Cyperaceae, Iridaceae
(en particulier Iris), Juncaceae et Typhaceae. Cet insecte est
peut-étre paléarctique d'origine, maintenant il est pratiquement partout dans le monde. C’est
une espece hétéroécique (alternance d’hotes) et holocyclique avec une phase sexuelle sur
Prunus spp. Prunus padus L. (Rosaceae) est le principal héte hivernal et de nombreuses
especes de graminées servent d'hotes secondaires estivaux (Petterson, 1970 ; Blackman et

Eastop, 2000). Ladite espece est anholocyclique partout ou les conditions hivernales le

permettent.
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I11.3- Dégats causés sur céréales

Les pucerons des céréales sont des ravageurs occasionnellement graves du blé au
printemps. En cas de fortes pullulations, ils peuvent entrainer des baisses de rendement

pouvant aller jusqu’a plusieurs dizaines de quintaux a 1’hectare (Dedryver et al., 2006).

En prélevant de la seve sur une plante infectée, le puceron devient virulifere. Les
particules virales ingérées circulent dans le tube digestif. Certaine particules sont dégradées
pendant la digestion ou ¢liminées dans le miellat, d’autres traversent la paroi de 1’intestin et
s’accumulent dans le corps du puceron. Les particules virales présentes dans le bol
alimentaire passent dans le tube digestif du puceron et dans son corps jusqu’a sa mort.
Lorsque les particules virales atteignent les glandes salivaires, elles peuvent étre inoculées aux
plantes sur lesquelles le puceron se nourrira. Grace a son stylet (Figure 4), le puceron peut

avoir acces aux différents tissus de la plante.

Figure 4 : Microphotographies d’un puceron

montrant (a) ses pieces buccales constituées d’un rostre (fleche noire) et d’un faisceau de
stylets (fleche rouge), barre = 1 mm (b) le point d’entrée des stylets de Macrosiphum
euphorbiae (pointe de fleche) qui semble toujours localisé entre les cellules épidermiques au
niveau de I’affaissement des bords de cellules et des jonctions pariétales anticlines ; (¢) détail
du point d’insertion de (b) montrant le matériel salivaire recouvrant partiellement la surface

de la feuille autour des stylets. (Photo de Gilles Bourdonnais/Gégep de Sainte Foy).

Les composés dont I’insecte a besoin pour se nourrir sont dans la seve élaborée dans
les vaisseaux de la plante. Grace au stylet du puceron, le virus peut passer : de la seve au tube
digestif donc de la plante hote a son vecteur (acquisition virale) et de la salive a la seve donc
de son vecteur a la plante (inoculation de I’hdte). En quelques heures, les particules se

multiplient et s’accumulent dans la cellule puis colonisent la plante.
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La répartition des dégéts se fait en deux catégories :
= les dégats directs liés a la succion de la seve et a la toxicité de la salive ;
» les dégats indirects liés a la transmission des virus et a 1’action des pucerons a la

surface de la plante.
I11.3.1- Dégits directs

Le dégat direct le plus important est le prélevement de seve phloémienne par le
puceron (Figure 5). En effet, ce prélevement affaiblit la plante et peut conduire a la mort en
fonction de la durée de présence et du nombre de pucerons sur la plante. On peut également
citer I’effet phytotoxique de la salive du puceron. La phytotoxicité en question a des impacts
différents selon la plante visée (enroulement, boursouflement, les feuilles tombent, etc.)
(Harmel et al., 2008 ; Dedryver et al., 2010). Sur blé, un grand nombre de pucerons, au
moment de 1’épiaison, provoquera une diminution du nombre de grains par €épi mais une
infestation plus tardive n’entrainera qu’un mauvais remplissage des grains. La perte de
rendement due a des dégats directs s’¢léve a 10% en blé et peut monter jusqu’a 85% avec les

dégats indirects (Inra, 2010).
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Figure 5 : Acquisition et circulation d’un virus par un puceron
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(https://www.bayer-agri.fr/articles/3936/comment-se-passent-lacquisition-et-la-circulation-

dun-virus-par-un-puceron/)

I11.3.2- Dégats indirects

Le miellat excrété par les pucerons, bien que non toxique, constitue un milieu
favorable au développement de microorganismes notamment des champignons saprophytes

(Alternaria spp., Verticillum spp.) responsables des fumagines. Les fumagines vont contribuer
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a ’occlusion des stomates et a la réduction de la photosynthése (Rossing 1991). Cependant,
les dégits les plus séveres résultent de la transmission de virus phytopathogenes. En effet, les
pucerons sont capables de transmettre 28 % des phytovirus transmis par les insectes
(197 sur 697) (Hogenhout et al., 2008). Les virus, situés dans le phloeme ou le parenchyme,
peuvent provoquer des perturbations physiologiques, se traduisant par exemple par un
affaiblissement du végétal voire sa mort mais aussi par une déformation de fruits les rendant

non commercialisables (Dedryver et al., 2010).

Parmi ces phytovirus, on cite le BYDV (Barley Yellow Dwarf Virus) transmis par les
pucerons des céréales, en particulier Rhopalosiphum padi L. et S. avenae. 1ls acquierent le
virus sur des chaumes, du mais et des graminées fourrageres et le transmettent aux céréales
d’hiver qui ont levé avant la fin des vols des derniers pucerons, en novembre dans les régions
tempérées. Le BYDV est plus dévastateur quand les cultures sont infectées des le semis.
Les premiers symptomes en orge se manifesteront en février (mortalit€ des plantules,
jaunissement des feuilles, tallage aberrant) et s’aggraveront au printemps (mauvaise
montaison, faible épiaison et petits grains). Les symptdomes sont moins violents chez le blé
(plantes adultes plus petites et rougissement de la derniere feuille) mais dans les deux
cultures, les baisses de rendement sont les mémes. Il n’y a aucun traitement curatif contre
le BYDV donc il est indispensable de lutter contre le vecteur (Dewar, 2007 ; Poehling et al.,
2007).

IV- Présentation des deux especes de champignons
IV.1- Généralités sur Alternaria alternata

Ce champignon appartient a la division des Ascomycota, classe des Dothideomycetes,
sous-classe des Pleosporomycetidae, ordre des Pleosporales, famille des Pleosporaceae

(Botton et al., 1990).

Morphologie: Les conidiophores sont de couleur brun péle, simples ou ramifiés, portant des
conidies caténulées au sommet et des parties fertiles apicales. Les conidies se caténulent, la
plupart du temps jusqu'a 9 dans une chaine, souvent ramifiée (Figure 6). Les conidies sont
porospores, a développement acropétique, brun foncé, cylindrique ou fusiforme, souvent a bec
cylindrique, muriforme composé de 3-4 (-8) parois transversales et de 1-2 parois

longitudinales.
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Dimensions: Les conidiophores 1740 (-139) x 3-3.9 um. Les conidies 18-45 (-70.5) x
6.5-15.5 (-17) um: les becs 2.5-35 x 7-7.5 um.

Figure 6 : Alternaria alternata A,B: Conidiophores et conidies. (Watanabe, 1975)

IV.2- Généralités sur Fusarium oxysporum

Cette espece appartient a la division des Ascomycota, classe des Hymenoascomycetes,
sous-classe des Pyrenomycetideae, ordre des Hypocreales, famille des Nectriaceae (Di Pietro

et al., 2003).

Morphologie: Les conidiophores sont hyalins, simples, courts ou peu différenciés des
hyphes, portant des masses de spores aux sommets. Les conidies sont phialospores, hyalines,
de deux types: macroconidies en forme de bateau (Figure 7), avec des cellules apicales
légerement effilées et des cellules basales crochues, 4-loculaires; et microconidie ellipsoidale,

1-cellulaire. Les chlamydospores sont brunes, globuleuses, généralement solitaires.

Dimensions: Les conidies: sont macroconidies (17.5-) 29.1-45 x 2.9-4.7 um: sont
microconidies 6—15.8 x 1.9-3.7 (-5) um. Les chlamydospores sont de (5.3-) 10.2—-15 pum

de diametre. Plus de 54 formes spéciales ont été enregistrées (Holliday 1989).
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Figure 7 : Fusarium oxysporum. A: Hyphes, macroconidies, microconidies, et

chlamydospores. B: Macroconidies. C: Macroconidies, microconidies et chlamydospores.

D: Macroconidies. E: Macroconidies and chlamydospores. (Watanabe, 1975)
IV.3- Dégats des deux champignons

Les maladies fongiques ont été l'une des causes les plus importantes de pertes de
récoltes depuis que I’homme a commencé a cultiver des plantes. Les champignons sont
omniprésents dans l'environnement et l'infection due aux pathogenes fongiques est devenue

plus fréquente (Dellavalle et al., 2011).

Le genre Alternaria est largement répandu dans la nature et ses especes sont parmi les
champignons les plus communs sur la phyllosphere (Lopes & Martins, 2008). Il comprend a
la fois des especes phytopathogenes et des especes végétales saprophytes qui peuvent
endommager les cultures sur le terrain ou causer la pourriture apres la récolte (Griffin & Chu,
1983), causant des pertes économiques considérables pour les agriculteurs et les industries
alimentaires (Figure 8). En outre, le genre produit des mycotoxines et des phytotoxines, et les
études de la derniere décennie ont mis en évidence ses propriétés toxicogenes plutdt que
simplement celles qui provoquent la détérioration. Les toxines alternariol, 1'éther méthylique

d'alternariol, 1'altenuene et 1'acide ténozoique sont connus comme contaminants alimentaires
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possibles avec risque toxicologique potentiel (Pose et al., 2004). Au moins 20% de
l'altération agricole est causée par des especes d'Alternaria; les pertes les plus séveres peuvent

atteindre jusqu'a 80% du rendement (Nowicki et al., 2012).

Figure 8 : Alternaria alternata sur tomates, conidies (Brise et al., 2013)

La fusariose induite par Fusarium oxysporum est 1'une des plus difficiles a contrdler et
c'est une maladie grave de plusieurs cultures, plantes sous serre et arbres. Elle provoque des
pertes importantes dans la production agricole et a été signalé dans au moins 32 pays

(Jones et al., 1991).

En plus de la flétrissure fusarienne et la pourriture racinaire cassées par Fusarium
oxysporum, 1’agent pathogéne met en place une série d’enzymes hydrolytiques sécrétées au
niveau des vaisseaux conducteurs de la seve brute (Semal, 1989), le champignon élabore aussi
deux type de toxines les lycomarasmines et les acides fusariques (Gaumann, 1957)
responsables de 1’augmentation de la perméabilité cellulaire et une transpiration importantes

des plantes (Corbaz, 1990).

Cette espece est plus dommageable des cultures d’intérét économique, elle est connue
par sa haute phyopathogénicité. Sa capacité a vivre en saprophyte lors des conditions non
propices (en hiver) grace a la formation de chlamydospores ou par le développement d’hyphes
sur des résidus organiques (Burgess et al., 1994), lui permet d’étre une source de
contamination importante au champs (Schaafsma et al., 2001). La dissémination des spores

par le vent ou les insectes est également une autre voie de contamination (Sutton, 1982).
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Deux maladies fusariennes sont a 1’origine de pertes considérables sur tomate, il s’agit
de la fusariose vasculaire (Figure 9) (Fusarium wilt) causée par Fusarium osysporum f. sp.
lycopersici (Fol) et la pourriture des racines et du collet (Fusarium crown and root rot) causée

par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) (Katan et al., 1997).

Jaunissement Jaunissement Tissus corticaux
des feuilles discret de la tige Nécrosés

Coloration brun Racine brune Systéme racinaire
sombre des vaisseaux et pourrie réduit

Figure 9 : Symptomes de la fusariose vasculaire et la pourriture racinaire sur plant de tomate

(Blancard, 2013).
V- Substances naturelles antioxydantes d’origine végétale

Les cellules et tissus humains peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions
physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée
stress oxydant, dues a I’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés

contrdlé, la production de radicaux dérivés de I’oxygene (Walker et al., 1982).
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L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais I’oxygene peut étre
¢galement une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de ’oxygeéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet

des rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition (Ekoumou, 2003).

Les especes réactives de 1'oxygene (ROS) sont des especes chimiques formées dans le
corps au cours du métabolisme qui sont hautement réactives et peuvent avoir un ou plusieurs
électrons non appariés. Le stress oxydatif, c'est-a-dire un déséquilibre entre les ROS et les
défenses antioxydantes, a des effets déléteres, tels que la peroxydation des lipides
membranaires et l'attaque des biomolécules (protéines, enzymes membranaires, hydrates de

carbone et ADN) (de Sousa Barros et al., 2015).

Les systemes de lutte contre les especes réactives oxygénées sont classés dans trois
catégories : la prévention a temps plein (la prévention passive), la détoxification active suite a
une attaque oxydante et la détoxification passive (Virot, 2004). Les antioxydants, tels que les
vitamines, les enzymes ou Fe2", etc. sont capables de neutraliser les radicaux libres. IIs
exercent un effet bénéfique sur la santé de I'organisme humain, car ils protegent les cellules

contre les dommages causés par les oxydants (Adorjan & Buchbauer, 2010).

Différents types de composés des plantes aromatiques et médicinales regoivent une
attention particuliere en raison de leurs propriétés de piégeage des radicaux (Brahmi et al.,
2017a). Les extraits de Mentha ou leurs huiles essentielles ont été signalés avoir des effets
antioxydants (Teixeira et al., 2012; Benedec et al., 2013; Biswas et al., 2014; Dhifi et al.,
2011; Dorman et al., 2009 ; Gulluce et al., 2007). Les acides phénoliques (par exemple les
acides rosmarinique et caféique), les flavones (par exemple, les dérivés de la lutéoline) et les
flavanones (par exemple les dérivés d'ériocitrine) sont probablement les principaux
antioxydants. Les antioxydants vitaminiques (par exemple l'acide ascorbique et les
caroténoides) sont des contributeurs mineurs au potentiel antioxydant global. Dans les huiles
essentielles, les terpeénes insaturés ayant une structure cyclohexadiene (par exemple,
terpinene) et les terpénes oxygénés cycliques mineurs (par exemple thymol) peuvent
contribuer au potentiel antioxydant, tandis que les monoterpenes oxygénés acycliques
insaturés (par exemple, le linalol) peuvent agir comme pro-oxydants. (Riachi & De Maria,

2015).

Le test DPPH, un test largement utilisé pour mesurer la capacité de donner des atomes

d'hydrogene (Mata et al., 2007), a été appliqué pour mesurer les capacités antioxydantes des
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especes de Mentha extraites par différents systemes de solvants et a également été utilisé pour
évaluer l'activité antioxydante de ses huiles essentielles. D'autres tests sont moins utilisés dans
la littérature pour évaluer le potentiel antioxydant/capacité d'absorption des radicaux libres

des extraits polaires et des huiles essentielles de 1'espece Mentha (Brahmi et al., 2017a).
VI- Substances naturelles antiprolifératives

VIL.1- Généralités sur le cancer en Algérie

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement
importante au sein d’un tissu normal de I’organisme conduisant a 1’envahissement des tissus
voisins par une croissance illimitée, 1'invasion et la métastase des cellules (Chang et al., 2011;
Takahashi et al., 2006). Le cancer représente un phénomene tout a fait particulier dans le
domaine de la santé. Le nombre de patients atteints de cancer continue d’augmenter de
maniere constante. Dans le monde, on a dénombré 14,1 millions de nouveaux cas durant
I’année 2012 avec 8,2 millions de déces déclarés dans la méme année. 70% de ces cas sont
signalés dans les pays en développement. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) prévoit
que ces chiffres pourraient doubler d’ici 2030. Les pays a haut revenu peuvent et doivent
accentuer leur soutien aux actions des équipes des pays en développement dans leur lutte pour

réduire la morbidité et la mortalité dues aux cancers (Bayala, 2014).

En Algérie, I’augmentation de 1’incidence du cancer qui est passée de 80 nouveaux cas
pour 100.000 habitants en 1990 a plus de 130 nouveaux cas pour 100.000 habitants en 2010
est significative et il est prévisible qu’elle va progresser, pouvant atteindre rapidement 50.000
cas par an (Anonyme, 2014). Pres de 40% des patients n’étaient pas retrouvés dans le circuit
thérapeutique et seul 1/3 des malades bénéficiait d’un protocole thérapeutique complet.
Le délai moyen d’attente pour une cure de radiothérapie était de six (06) mois. Actuellement,
I’age moyen pour tous les cancers est de 54 ans. Cet age est bas comparé a 1’age médian des
cancers dans les pays développés (62 ans en moyenne). L’ascension de la courbe d’incidence
s’amorce tot, avant 40 ans puis évolue de maniere exponentielle jusqu’a la fin de la vie.
Dés I’age de 60 ans, les taux d’incidence enregistrés en Algérie s’alignent sur ceux enregistrés
dans les pays développés, particulierement ceux d’Europe du Sud. Ceci se vérifie autant pour

les hommes que pour les femmes.

Les formes de cancer les plus fréquentes chez ’homme sont ceux du poumon, du colo

rectum, de la vessie, de la prostate et de I’estomac. Ils constituent 52,5% de tous les cancers
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masculins. Le cancer du poumon a lui seul représente environ 15% des cancers masculins.
Ceci confirme et consolide les tendances depuis 2001 avec la prédominance, chez I’homme,
des cancers liés au tabagisme (poumon, vessie), du cancer de la prostate qui connait une
augmentation rapide depuis le début des années 2000 et des cancers digestifs notamment
colorectaux. L’¢lévation de I’incidence des cancers de la prostate se confirme. Il est,

3 éme

aujourd’hui, le cancer chez I’homme.

Les formes de cancer les plus fréquentes chez la femme sont celles du sein, du colo
rectum, de la thyroide, du col de 1’utérus, et de I’ovaire. Ils constituent 68,2% de tous les
cancers féminins. Les cancers du sein (40,45%) et du col de I"utérus (12,5%) qui totalisent,

a eux deux, 52,95% de tous les cancers féminins.
VI.2- Epidémiologie et facteurs de risque du cancer de la prostate

Le cancer de la prostate constitue un important probleme de santé chez I'homme
a travers le monde (Basu & Tindall, 2010). Le cancer de la prostate est le plus fréquemment
diagnostiqué chez les hommes dans les pays occidentaux (Isaacs, 1994). Il constitue une
pathologie majeure des pays industrialisés (Califice et al., 2004). En France, le cancer de la
prostate est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez ’homme et représente la quatrieme
cause de déces par cancer chez I'nomme (Guérin & Hill, 2010). La prévalence du cancer de la
prostate est la plus haute parmi les cancers chez ’homme de plus de 50 ans et son incidence

augmente avec I’age (Bennani, 2007).

En Algérie, le cancer de la prostate dont la progression croissante le classe aujourd’hui
en 3°™ position des cancers chez ’homme. Cette progression risque encore de s’aggraver

comme cela s’est passé dans les pays développés.
V1.3- Epidémiologie et facteurs de risque du cancer de I’utérus

Le cancer du col est souvent diagnostiqué a des stades avancés d’ou I’importance du
dépistage qui seul permet la réduction de I’incidence des stades invasifs et un traitement

efficace surtout en cas de Iésions précancéreuses.

L’ Algérie a opté en 1997 pour la mise en ceuvre d’un plan national de dépistage du
cancer du col utérin par cytodiagnostic, en coopération avec ’OMS et le FNUAP en assurant
notamment une formation annuelle de screeners et de colposcopistes au niveau du laboratoire

de Référence de Cytodiagnostic de I'INSP. La stratégie nationale, adoptée en 2001,

35



a impliqué notamment 1’intégration du dépistage dans les structures sanitaires de base,
permettant ainsi 1’ouverture d’unités de dépistage réparties sur les 48 wilayas. L’action
entamée en 2001 a été évaluée de manicre objective en 2014 a permis de constater que les
résultats ne sont pas a la hauteur des objectifs fixés, ceci a cause d’insuffisances et de
dysfonctionnements qui devraient &étre corrigés par a une couverture plus adéquate du
dépistage par cytologie conventionnelle traditionnelle et aussi en partie grace a I’introduction
de nouvelles techniques de dépistage plus modernes mondialement reconnues. Par ailleurs le
recours a des établissements centralisés experts serait d’un grand intérét par le volume
important d’examens effectués, I’encadrement hautement qualifié bien sélectionné, le contrdle

de qualité organisé et la gestion informatisée des dossiers.

I faut noter la stagnation, voire une petite diminution de 1’incidence brute du cancer
du col de I'utérus qui a été longtemps le deuxiéme cancer féminin. Cette stagnation a été
signalée dans la wilaya d’Alger, il y a quelques années déja mais aussi dans la wilaya de Sétif.
La méme tendance a la stagnation s’observerait pour les cancers de I’estomac et du

nasopharynx tant chez ’homme que chez la femme.
VI1.4- Epidémiologie et facteurs de risque du cancer du colon

Les régions a haut risque représentées par 1’ Australie, les pays d’Amérique du nord et
la plupart des pays d’Europe occidentale. Les pays d’Europe de 1’est et I’Europe du nord sont
des régions a risque intermédiaire et les pays a faible risque sont les régions rurales d’Afrique,

les pays d’Amérique du sud, la Chine et I’Inde ( Boyle Pet Ferlay, 2005).

Actuellement, les taux les plus élevés sont enregistrés dans les pays d’Europe,
d’Amérique du nord, en Australie et New Zélande. L’incidence a également augmenté dans
certains pays ou le risque était historiquement bas (Japon). Les plus fortes hausses sont
observées en Asie (Japon, Koweit et Isra€l) et en Europe de I’est (République tcheque,
Slovaquie et Slovénie) au point ou les taux d’incidence chez les hommes en République
tcheque, en Slovaquie et au Japon ont dépassé les taux les plus élevés observés de longue date

dans les pays développés tels que les USA, le Canada et 1’ Australie (Anonyme, 2016).

En Algérie, avec 544 nouveaux cas en 2011, le cancer du colon se situe, tous sexes
confondus, au 2éme rang des cancers les plus fréquents apres le cancer du sein chez la femme
et celui du poumon chez I’homme. Le nombre de cas incidents annuels augmente

régulierement d’année en année (0.5% par an), Anonyme (2016).
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VI.5- Incidence et mortalité

Le cancer est un probléme majeur de santé publique dans le monde. Selon I’OMS, le
nombre de nouveaux cas de cancer en 2012 est estimé a 14,1 millions et le nombre de déces
a 8,2 millions. Il a été estimé en 2008 que 70% des déces par cancer dans le monde
survenaient dans les pays en développement. La fréquence des cancers pourrait augmenter de

50 % dans le monde, avec 15 millions de nouveaux cas par an en 2020.

A T’horizon 2030, il est prévu que le nombre de décés par cancer dans le monde
s’¢éleve a 13,1 millions. Bien que son incidence soit en augmentation dans la plupart des
régions du monde, les taux d’incidence demeurent les plus élevés dans les régions les plus
développées, mais la mortalité est relativement beaucoup plus élevée dans les pays en

développement, faute de détection précoce et d’acces aux traitements.

En Algérie, ’augmentation de I’incidence du cancer qui est passée de 80 nouveaux cas
pour 100.000 habitants en 1990 a plus de 130 nouveaux cas pour 100.000 habitants en 2010
est significative et il est prévisible qu’elle va progresser, pouvant atteindre rapidement 50.000

cas par an.
VI.6- Stratégies de lutte contre le cancer en Algérie

Un Plan National de Lutte Contre le Cancer a été lancé en 2015 (Anonyme, 2016),
pour diminuer I’incidence du cancer, réduire la mortalité liée au cancer, allonger la durée de
survie des patients cancéreux et améliorer leur qualit¢é de vie. Pour la mise en ceuvre
systématique d’une stratégie, trois points essentiels sont a suivre : la prévention, la détection
précoce et le diagnostic et traitements. Pour améliorer I’accés aux soins, de nouveaux centres
anti cancer ont été crées avec des services de soins palliatifs et de prise en charge de la

douleur et I’assurance de la disponibilité du traitement (Anonyme, 2012).
VI1.7- Substances naturelles anticancéreuses

Les polyphénols correspondent aux substances actives de plusieurs plantes
médicinales, notamment celles utilisées pour le traitement du cancer (Sawadogo et al., 2012).
IIs modulent I’activité¢ d’enzymes et de récepteurs cellulaires impliqués dans la transduction
du signal des voies de signalisation de la cancérogenese (Gonzalez-Vallinas et al., 2013). Les
effets chimiopréventifs des polyphénols sur les cellules cancéreuses consistent a prévenir les

dommages a ’ADN causés par les radicaux libres (potentiel antioxydant) (Nakagawa et al.,
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2004), a interagir avec les enzymes liées au métabolisme des xénobiotiques (Schwarz &
Roots, 2003), a bloquer la prolifération des cellules tumorales en interaction avec des
protéines spécifiques régissant la régulation du cycle cellulaire (Thangapazham et al., 2007)
et a induire I’apoptose des cellules tumorales (Surh, 2003). La résistance accrue et les effets
secondaires des traitements de chimiothérapie ont fait émerger les recherches sur le potentiel
pharmacologique des polyphénols (Miclette, 2016). Les composés phénoliques exercent des
effets anti-angiogéniques en entravant la libération de facteurs de croissance, en inhibant leur
synthese et celle de leurs récepteurs ou en bloquant les voies de signalisation qu’ils induisent,

ils exercent aussi des effets anti-métastasiques (Fingleton, 2006).

Les flavonoides représentent 60% des composés phénoliques disponibles dans
I’alimentation provenant des plantes (Beecher, 2003). Plusieurs flavonoides ont fait 1’objet
d’études ayant pour but I1’évaluation de leur potentiel comme agent thérapeutique
anticarcinogene (Noble et al., 2004) et certaines molécules synthétiques les ayant comme
modele ont été approuvées comme traitement de chimiothérapie anticancéreuse. Outre leurs
mécanismes d’action liés a leurs propriétés antioxydantes et de chélateur d’ions métalliques,
ils interagissent directement avec des enzymes liées a la progression du cancer telles que
I’aromatase (CYP19), Ibrahim & Abulhajj (1990), des enzymes responsables de la
biosynthése des cestrogénes et la topoisomérase, des enzymes contrdlant la torsion et

I’enroulement de I’ADN (Yamashita, 1990).

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées
dans le traitement préventif de certains types de cancers. L’huile essentielle isolée des graines
de Nigella sativa L., démontre une activité cytotoxique in vitro contre différents lignées
tumorales. In vivo, elle limite la prolifération des métastases hépatiques et retarde la mort des
souris ayant développé la tumeur P815 (Mbarek et al., 2007). L huile essentielle de Melissa
officinalis s’est, quant a elle, révélée efficace contre des cellules de lignées cancéreuses

humaines, incluant des cellules leucémiques HL-60 et K562 (De Sousa et al., 2004).

D’autres applications médicales ont fait 1’objet d’études. Les travaux réalisés par
Oussou (2009), ont prouvé la capacité de I’huile essentielle de Ocimum canum a limiter la
formation d’ulceres gastriques induits par I’éthanol. Ceux de Monti et al, (2002) ont montré
que les huiles essentielles facilitent la pénétration transdermique de substances

médicamenteuses lipophiles, comme I’oestradiol.
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I- Extractions, séparation et analyses des extraits, de I’huile essentielle et du composé

majoritaire de M. rotundifolia
1-Introduction

De part sa situation géographique particuli¢re, 1’Algérie bénéficie d’une gamme tres
variée de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée. En effet, le
territoire algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les
plaines, les montagnes, la steppe, le Sahara et est autour des points d’eau. Ces ressources
naturelles sont importantes pour I’économie algérienne et pour le maintien de 1’équilibre

écologique de la région (Kholkhal, 2014).

Les métabolites secondaires des plantes sont des composés chimiques structurellement
tres divers. Ils exercent divers effets biologiques méme a tres faible concentration et, par
conséquent, jouent un role important dans les communications écologiques. Contrairement au
vingtieme siecle, les écologistes sont maintenant bien conscients de l'impact que peuvent
avoir les métabolites secondaires a travers leur interaction avec l'environnement biotique et

abiotique dans lequel ils existent (Wink, 2003).

Ainsi, les chercheurs de diverses disciplines scientifiques sont confrontés au défi
d'extraire le matériel végétal avec des solvants, souvent dans un premier temps pour isoler et
identifier les composés spécifiques responsables des activités biologiques associées a une

plante ou a un extrait de plante (Jones & Kinghorn, 2012).

Durant la guerre d’Algérie, le docteur Jean Valnet soignait les blessures par les huiles
essentielles. Tous ses remedes ont été publié en 1976, dans son livre « Aromathérapie » ,
ce qui relance une vague d’intérét pour les huiles essentielles par le grand public (Thomas,
2016). Avec les progres de la chimie organique, nous en sommes maintenant dans une étape
de démonstration. La connaissance des composants sert a expliquer 1’action physique,

chimique, biochimique, et thérapeutique des huiles.

En raison du mode d'extraction des plantes aromatiques, principalement par
hydrodistillation, elles contiennent une variété de molécules volatiles telles que les terpenes et
les terpénoides, les composants aromatiques dérivés du phénol et les composants aliphatiques

(Bakkali et al., 2008).
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L'objectif principal du criblage phytochimique est d'identifier la nature des composés
présents dans un extrait végétal donné, qui peut €tre responsable de 1'effet biologique observé.
Le criblage phytochimique du principe actif et des composés contenus dans les plantes a ainsi
permis de découvrir des composés tels que les tanins, les flavonoides, les alcaloides, les

saponines, les stéroides, la scopolamine, les coumarines et les glycosides (Shinkafi, 2014).

Cette partie a été réalisée pour déterminer les composés phytochimiques des extraits et
de T'huile essentielle de M. rotundifolia et aussi pour séparer les composé€s majeurs qui
apparaissaient en grande quantité en fractions, et pour déterminer la teneur phytochimique

quantitative de chaque fraction en utilisant des techniques chromatographiques.
2- Etude botanique de la menthe

Les menthes (Lamiaceae) sont des plantes herbacées, vivaces, trés odorantes que 1’on
trouve particuliecrement dans les milieux humides. Le genre Mentha qui comprend 20 especes
distribué dans le monde entier est parmi les principaux genres appartenant a la famille des
Lamiaceae (McKay & Blumberg, 2006). Il existe de nombreuses especes de menthe dont
certaines, telle M. rotundifolia, pousse spontanément en Algérie. C’est une plante aromatique
tres utilisée en médecine traditionnelle, dans les préparations culinaires, les confiseries, en
cosmétique et parfumerie (Brada et al., 2007). Les parties aériennes des especes de Mentha
ont été largement utilisées en traitement du rhume, du choléra, de la bronchite, de la
tuberculose, la sinusite et pour leur propriétés diurétique, carminative, anti flatulente,
propriétés expectorantes, anti-tussives et antioxydantes (McKay & Blumberg, 2006 ; Kamkar
et al., 2010).

3- Répartition géographique

Le genre Mentha est principalement distribué dans les régions tempérées et
subtempérées du monde (Bhat et al., 2002). En Algérie, M. rotundifolia est une espece
spontanée, vivace répondue dans toutes les régions humide. Elle se développe sur les endroits
humides, terrains vagues jusqu’a 1300m (Beauquesne et al., 1980) c’est une espeéce commune
des ruisseaux, fossés, bords d'eau, prairies humides, bords de chemins, sentiers ombragés. Sa

floraison s’effectue de juillet a septembre.
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4- Classification et systématique

M. rotundifolia, dont le nom vernaculaire est « Timarssat » en langue arabe, est un
hybride de M. longifolia et de M. suaveolens (Kokkini & Papageorgiou, 1988 ; Lorenzo et al.,
2002) alors que pour d’autres auteurs M. rotundifolia et M. suaveolens correspondent a la

méme espece (Hendriks, Van Os, 1976).

La menthe a feuilles rondes communément appelée —awdl Jis est classée selon Iserin et

al., 1997 comme suit :

Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous Classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Mentha

Espece: Mentha rotundifolia (Linné, 1762)

5- Description botanique Menthe a feuilles rondes, Menthe baume s> «Zuww o Timijo,

Mersit

La famille des Lamiacées ce sont des plantes angiospermes dicotylédones a fleurs
gamopétales irrégulieres qui regroupe surtout des plantes herbacées et sous-arbustives
réparties dans le monde entier. Les Lamiacées comptent plus de trois mille cinq cents especes,

quelque deux cents genres, répartis en sept sous-familles (El Kalamouni, 2010).

Mentha est dérivé du nom grec Minthé, nymphe qu’une déesse métamorphosa en
plante. Rotundifolia fait référence a I’extrémité des feuilles, plus ronde que chez les autres
especes. La Menthe a feuilles rondes est présente en Europe ainsi qu’au Maghreb. Elle est tres
commune en Algérie, en particulier dans les lieux humides et inondés. Cette menthe, en usage
interne, sert a soigner les palpitations et les grippes; elle peut aussi étre employée comme
laxatif. En usage externe, elle est utilisée comme cicatrisant, pour le traitement des
hémorroides, les douleurs du bas ventre, les abces et les furoncles. Elle sert parfois a parfumer

le thé.
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C’est une plante herbacée, pubescente trés odorante de 30 a 60cm de hauteur. Les
feuilles sont arrondies aux bords, elles sont odorantes. Les fleurs sont réunies en épis, elles
sont de couleur rose ou blanche, groupées en épis relativement denses. Les feuilles sont

ridées, opposées sans pétiole ou presque, entieres et de forme ovale ou arrondie (Figure 10).

Figure 10: Mentha rotundifolia

6- Usages et propriétés thérapeutiques

En Algérie, M. rotundifolia est largement utilisée, par exemple la décoction des
feuilles est faite pour une application topique pour traiter la furonculose et les abces, pour
réduire la fievre et comme bain-bouche pour les douleurs dentaires (Brahmi et al., 2014). De
plus, la plante traiterait la bronchite, la toux et la colite ulcéreuse. Elle est également prise
comme tonique, utilisée comme stimulant, stomachique, carminatif, analgésique,

cholérétique, antispasmodique, sédatif et hypotensif (Ladjel et al., 2011).
7- Matériel et Méthodes
7.1- Récolte de la plante

Les parties aériennes de M. rotundifolia ont été collectées en juin 2014 dans la région
de Chouf Lakdad (Setif, Algérie), (Figure 11). La plante a ét€ identifiée par le Pr. Boulaacheb

Nacira (Département de Pharmacie, UFA Sétif 1). Les échantillons ont été séchés a I'ombre a
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I'abri de la lumiere a température ambiante. Le site de prélevement de la plante

M. rotundifolia est présenté sur la figure 11 (36.209291° latitude et 5.378833° longitude).

Z

Figure 11 : Lieu de cueillette de la plante.
7.2- Préparation des différents extraits

Apres séchage de la plante, un échantillon (100 g) de M. rotundifolia a été broyé en
une fine poudre. L'extrait aqueux a été obtenu par macération d'échantillons (50 g) avec de
l'eau distillée (500 mL) pendant 24 heures, a 80 ° C. Apres filtration avec filtre Whatman n
°1, le filtrat est ensuite évaporé a sec sous 65 ° C sous pression réduite a l'aide d'un
évaporateur rotatif (Buchi Rotavapor R-200). Les extraits éthanoliques et méthanoliques ont
été obtenus par macération d'échantillons (20 g) avec 200 ml de solvant, pendant 24h. Les
macérat ont été filtrés et évaporés des surnageants, en utilisant un évaporateur rotatif Buchi.
La macération s’effectue dans des Erlenmeyer scellés sur une plaque agitatrice. Tous les

extraits obtenus ont été pesés et stockés a 4 © C a l'abri de la lumiere jusqu'a leur utilisation.

7.3- Rendement en extraits

Les rendements d’extraction ont été déterminés par rapport a la quantité de matiere

végétale utilisée (Carré, 1953) selon la formule :
R % =Me/Ms x 100

Me : masse de ’extrait obtenu (apres évaporation du solvant)

Ms : masse de matiere seche réduite en poudre utilisée

43



7.4- Analyse des extraits de M. rotundifolia
7.5- Screening phytochimique (analyse qualitative)

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans une plante donnée. Toute fois, ce
screening phytochimique ne renseigne point sur la nature des molécules chimiques. Bien
entendu, les tests de caractérisation phytochimiques présentent des imprécisions car ils sont

basés en partie sur I’analyse qualitative (Badiaga, 2011).

L’espéce sélectionnée fait 1'objet d'une étude phytochimique qui consiste a détecter les
différents composés chimiques existant dans la plante. Trois solvants de polarités différentes
(eau, éthanol, éther diéthylique) ont été utilisés, au cours de ces tests qui sont basés sur des
essais de solubilité, des réactions de coloration et de précipitation ainsi que des examens en

lumiére ultraviolette.
7.5.1- Les alcaloides

La présence des alcaloides est établie par la précipitation de sels et la révélation a 1’aide
du réactif de Mayer : Iodure de potassium (KI) 25 g, chlorure mercurique (HgCl,) 6,8 g, eau
distillée (1000 ml), Sofowora (1982).

10g de plante, mise en poudre , est pesé puis mélangé a 50 ml d'une solution HCI (1%).
Ce mélange est ensuite filtré puis on y ajoute NHs jusqu'a un pH: 8 a 9, on fait ensuite
l'extraction par CHCIl; ( 3 fois ) , on évapore CHCls, on ajoute a l'extrait sec 2 ml HCI (1%) ,
puis on ajoute 3 gouttes de réactif de Mayer. L'apparition de précipité blanc ou une phase

trouble indique la présence des alcaloides.
7.5.2- Les anthocyanosides

Le test effectué consiste a doser la solution aqueuse acide avec une solution NaOH. Les

anthocyanosides ont des colorations variant en fonction du pH :

+ coloration rouge stable en pH < 3 ;

+ coloration bleu en milieu en 4 < pH < 6.
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7.5.3- Les anthracénosides

La détection des anthracénosides est réalisée par le réactif de Borntrager, en traitant

8ml de la solution extractive éthanolique par ce dernier. Un test positif est révélé par

I'apparition d'une teinte vive variant de l'orangée-rouge au violet- pourpre (Bruneton, 1999).

Réactif de Borntrager : en milieur alcalin aqueux NH4OH, les anthracénosides donnent

a la solution une teinte vive variant, selon la structure et les substituant de la quinone, de

I’orangé rouge au violet pourpre plus ou moins violacé.

7.5.4- Les anthraquinones

La détection des anthraquinones consiste a :

Traiter 1g du matériel végétal avec 10 ml de KOH (0,5N) et 1 ml H,O, dilué a
5%:;

Bouillir et refroidir le mélange;

Filtrer, puis acidifier le filtrat avec de 'acide acétique;

Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de toluéne;

Agiter l'extrait de toluene en présence de 5 ml de NH,OH;

Une réaction positive est révélée par formation d'une couleur rouge au niveau de la

couche alcaline (Bruneton, 1999).

7.5.5- Les coumarines

La présence des coumarines est indiquée par une fluorescence intense (Bruneton,

1999). Leur détection consiste a :

Evaporer a sec 5 ml de la solution extractive étherique

Le résidu obtenu est repris dans 2 ml d’eau chaude, puis diviser le volume en
deux parties ; Prendre le demi volume comme témoin et ajouter a 1’autre
volume 0,5 ml de NH,OH a 10 % ,

Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiere UV.

7.5.6- Les flavonoides

10g de plante, mise en poudre , est pesé puis mélangé a 100 ml d'une solution HCl

(1%). Ce mélange est macéré durant 24 h, apres filtration on ajoute NH,OH au filtrat jusqu'a
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la basicité. L'apparition d'une couleur jaune claire implique la présence des flavonoides

Benzahi (2001).
7.5.7- Les polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis de caractériser les polyphénols. A 2
ml de chaque extrait (étherdiéthylique, méthanolique et aqueux), nous avons ajouté une goutte
de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre
ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la présence de polyphénols (N’guessan et al.,

2009).
7.5.8- Les quinones

Les substances quinoniques ont ét€ recherchées a partir du réactif de Bornstragégen.
Deux (2) ml de chacun des 3 extraits ont été évaporés a sec. Le résidu est trituré dans 5 ml
d’acide chlorhydrique au 1/5. Le triturat est versé dans un tube a essais. Le triturat est porté
ensuite au bain-marie pendant 30 min. Apres refroidissement, il est extrait par 20 ml de
chloroforme. L’ammoniaque dilué¢ 2 fois (0,5 ml) a été ajouté a la solution chloroformique.

Une coloration rouge ou violette constituait le signe de la présence de quinones. (N’guessan et

al., 2009).
7.5.9- Les saponosides

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse (Bruneton, 1999). Leur
détection est réalisée en ajoutant 1 ml d'eau a 2 ml de l'extrait aqueux, apres une forte
agitation d'une minute, le mélange est laissé pendant 20 minutes et la teneur en saponosides

est évaluée par la mesure de la hauteur de la mousse:

o Pas de mousse = test négatif (-).
o Hauteur de mousse moins de 1cm = test faiblement positif (+).
o Hauteur de mousse de i a 2cm = test positif (++).

o Hauteur de mousse plus de 2cm = test tres positif (+++).

7.5.10- Les stérols

La présence des stérols est mise en évidence a I’aide de H,SO4 (Bruneton, 2009). 5g de
plante, mise en poudre , a ét€ mis dans 20 ml de chloroforme. Apres filtration la solution

obtenue est repartie entre deux tubes a essais (I'un servira de référence). On ajoute d'abord
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I’anhydride d'acétate ( C4HeO3); ensuite nous avons ajouté 1ml d'H,SO,4 au fond du tube sans

agiter.

La formation d'un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et d'une
coloration violette de la couche surnageante révelent la présence des stérols. C'est la réaction

de Liebermann-Buchard.
7.5.11-Les tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de 1'extrait aqueux, 1 ml
d'eau distillé et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl diluée a 1%. L'apparition d'une coloration

verte foncée ou bleu-verte indique la présence des tanins (Trease et Evans, 1987).

7.6- Analyse quantitative par Chromatographie Liquide de Haute Performance couplée

avec une spectroscopie de masse (HPLC-TOF/MS)

L'analyse CLHP a été réalisée avec un systeme de Agilent Technology of 1260
Infinity HPLC, équipé d'un détecteur LC/MS de temps de vol 6210 (TOF). Avec une colonne
ZORBAX SB-C18 (4.6 x100mm, 3.5um). Les phases mobiles A et B étaient des eaux
ultrapures avec 0,1% d'acide formique et d'acétonitrile, respectivement. Le débit est de 0,6
mL.min"' et la température de la colonne était de 35 °C. Le volume d'injection est de 10 pL.
Le programme de solvant est le suivant: 0-1 min 10% B; 1-20 min 50% B; 20-23 min 80% B;
23-30 min 10% B. Le mode d'ionisation de l'instrument HPLC-TOF/MS est négatif et
fonctionne avec une température de gaz d'azote de 325 °C, le débit d'azote gazeux est de
10L.min"", le nébuliseur de 40 psi, le voltage capillaire est de 4000V et finalement, le voltage
fragmentaire est de 175V. Pour I'analyse des échantillons, les extraits bruts séchés (200 ppm)
ont été dissous dans du méthanol a température ambiante. Les échantillons ont été filtrés en

passant par un filtre PTFE (0.45 um) par un injecteur pour éliminer les petites particules.

En comparant les chromatogrammes standards avec ceux des échantillons, différents

composés ont été trouvés dans nos extraits (aqueux, éthanolique et méthanolique).
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7.7- L’extraction de I’huile essentielle

L'extraction de [I’huile essenticlle a été 3
réalisée par hydrodistillation d’un échantillon de ‘
100g de masse végétale séchée dans un ballon de 2
litres, on y ajoute une quantit¢ d’eau distillée
correspondant a 2/3 du volume du ballon. Le tout
est monté dans un appareil de type Clevenger
(1928) pendant approximativement 3 heures a partir
de la premiere goutte de distillat a la sortie du tube
de condensation de la vapeur. L’huile récupérée,

apres sa pesée, est conservée dans un flacon fumé et

bien scellé a 4°C jusqu’a son utilisation.

7.8- Rendement en huile essentielle

Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule ci-dessous (Carré,

1953).
R (%)= (m/ my) x 100

R (%) : Rendement en huile essentielle exprimé en %.
m : Masse en grammes de 1’huile essentielle.

my : Masse en grammes du matériel végétal sec a traiter.
7.9- Séparation du composé majoritaire

Un échantillon de I'huile essentielle (1660 mg) a été séparé par colonne
Chromatographie (Figure 12) avec le gel de silice (200-500 mL) en utilisant un gradient de
solvants hexan, dichloromethan, ethyle acetate. 360 fractions ont été éluées avec un gradient
de solvants d'augmentation de polarité. Toutes les fractions étaient soumises a une analyse
GC-MS. Sur la base des résultats de dépistage du GC-MS des fractions collectives, le

principal composé a été recueilli dans les fractions 326-330. Les fractions combinées ont été
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évaporées et déterminées par GC-MS et RMN. Autres fractions ont été recueillies et soumises

ala GC-MS.

ol 2t}

Figure 12 : Colonne chromatographie avec gel de silice
7.10- Analyses de I’huile essentielle
7.10.1- Analyse par GC

L’analyse par GC de l'huile essentielle a été analysée par GC-MS sur un modele
Agilent Technologies GC 7890A et injectée avec une colonne capillaire HP-5ms (30 mx 250
mm x 0,25 m), a une tension d'ionisation de 70 eV. Le gaz porteur (1 ml min-1) était de
I'hélium. La température de la colonne a été augmentée de 60 ° C a 240 ° C a une vitesse de 4
° C min™, pour une durée totale de fonctionnement de 45 minutes. Un échantillon dilué de 1

ul a été injecté en mode divisé (20: 1).
7.10.2- Analyse par GC-MS

L’huile essentielle a été effectuée sur Agilent Technologies GC 7890A avec un
systeme intégré détecteur a trois axes 5975, un systeme d'ionisation équipé, une colonne HP5-
ms (30 mx 250 mm x 0,25 mm) et une énergie d'ionisation (70 eV) pour la détection par GC-
MS. L'hélium a été utilisé comme gaz porteur 2 un débit (1 ml min™"). La méme colonne
tempérée a été obtenue avec l'analyse GC, en comparant leurs modeles de fragmentation
spectrale de masse (base de données WILLEY et NIST / systeme de données ChemStation) et

leurs indices de rétention (déterminés par rapport aux séries homologues d'alcanes normaux).
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8- Résultats et Discussion
8.1- Rendement en extraits et en huile essentielle de M. rotundifolia

Les rendements en extraits aqueux, ¢thanolique et méthanolique ainsi qu’en huile
essentielle sont enregistrés au tableau 1. Il en ressort que le rendement en extrait aqueux fait
¢tat d’un rendement €levé de I’ordre de (20.08%) par rapport a I’extrait méthanolique (9.15%)
et éthanolique (2.2%).

Tableau 1 : Rendement en (%) des extraits et de I’huile essentielle de M. rotundifolia

Extrait Extrait Extrait Huile
aqueux éthanolique méthanolique essentielle
M. rotundifolia 20.08 % 2.2% 9.15% 1.27%

A partir de ces résultats, nous constatons que 1’extrait aqueux fournit le meilleur
rendement d’extraction par rapport a ’extrait éthanolique et méthanolique. Ce qui corrobore
avec les travaux de Ciulei (1980) qui a démontré que la différence de rendement au sein du
méme organe d’une plante en relation avec le solvant utilisé¢ s’explique par le fait que la
fixation des composés chimiques de la plante par un solvant donné peut dépendre de sa

polarité et/ou de la teneur en composés apolaires ou de I’organe végétal considére.

Cependant, il reste difficile de comparer nos résultats a ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif et semble étre lié aux propriétés des plantes ainsi qu’a 1’origine
géographique, aux conditions environnementales, a la durée du stockage, a la période de la
récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées, le rapport poids de la plante/volume du

solvant et les conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (Seladji, 2015).

Le rendement en huile essentielle de M. rotundifolia obtenu par hydrodistillation étant
de I'ordre de 1,27%; en est supérieur aux résultats de ceux obtenus par Arab et al., 2016
(0,95%) dans la méme région (Sétif, Algérie). Dans d'autres régions d'Algérie, notre résultat
est inférieur aux rendements obtenus par Lehbab (2013) a Tlemcen (1,7%) et supérieur aux
résultats de Brada et al., 2006 (0,2%), Brada et al., 2007 (0,8 %) et Brahmi et al., 2016a
(0,49%) dans la région de Chlef, Ain Defla et Bejaia, respectivement.

En d'autres pays, le rendement de notre étude en huile essentielle de M. rotundifolia

est inférieur a celui de Derwich et al., 2010 (1,54% au Maroc). En outre, notre résultat est
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supérieur aux résultats de Riahi et al., 2013 a Beja (1.26%) et a Bizerte (1.04%) en Tunisie et
supérieur a celui de Lorenzo et al., 2002 (1.02% en Uruguay) et Pino et al., 1999 (0,2% a
Cuba).

Brada et al. (2007), soulignent que le faible rendement est attribué a la sénescence des
feuilles récoltées en novembre (apres la floraison). Les mémes auteurs ont remarqué que de
meilleurs rendements (1,6-1,8%) sont obtenus lorsque la récolte est effectuée entre juin et

juillet durant la période de floraison.

De plus, le rendement en huile essentielle dépend de plusieurs facteurs, notamment
I'espece, le milieu de récolte, la période de récolte, les pratiques culturales et les méthodes

d'extraction (Benayad, 2008).
8.2- Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique sont classés en fonction des différents
criteres d’observation, entre autres, réaction positive ou test négatif. Les résultats du screening

phytochimique sont représentés au tableau 2.

Tableau 2 : Screening phytochimique des extraits de M. rotundifolia

Composés Partie aérienne de M. rotundifolia
Saponosides -
Tanins +
Anthraquinones -
Flavonoides +
Alcaloides -
Anthracénosides -
Coumarines +
Anthocyanosides -
Stérols +
Quinones -
Polyphénols +

+ Présence ; - Absence
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Les principaux groupes chimiques mis en évidence par la caractérisation
phytochimique sont des stérols et coumarines ; des polyphénols ; des flavonoides et des

tanins.

Par ailleurs, il est a noter I'absence des saponosides, d'alcaloides et d’anthraquinones.
Parmi les groupes chimiques mis en évidence on peut citer les flavonoides et les polyphénols

dont l'activité biologique a été démontrée.

Les flavonoides constituent un des plus vastes groupes de polyphénols naturels et
présentent un large champ d’activité biologique aussi bien chez les animaux que chez les
végétaux (Richter, 1993; Stevens et al., 1998) et ils présentent un grand intérét dans beaucoup
de domaines a I’instar des industries agroalimentaires, pharmaceutiques (antioxydants),
cosmétiques (antivieillissement), etc. (Diallo, 2003) et en agriculture tant efficaces pour la

lutte contre les champignons pathogenes des grains de céréales (Kalt, 2000).

Les polyphénols constituent une grande classe chimique. Ils comprennent une extréme
variété de structures et d’activités biologiques (Queiroz-Monici et al., 2005). Les polyphénols
sont des composés principaux antimicrobiens des plantes, aux modes d’action diverses et des
activités inhibitrices et létales vis-a-vis d’une grande catégorie de microorganismes

procaryotes et eucaryotes (bactéries et champignons) (Cowan, 1999).

Les coumarines de différents types se rencontrent dans de nombreuses especes
végétales et possedent des propriétés tres diverses. Ils sont capables de prévenir la
peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles. Les conditions structurales requises pour 1’activité antipéroxydante des coumarines
sont similaires a celles signalées pour les flavonoides (Madhavi et al, 1996). Ainsi donc, les
coumarines possedent des propriétés physiologiques et antimicrobiennes. La warfarine est une
coumarine utilisée comme anticoagulant aux propriétés antivirales (Cowan, 1999). De méme,
les coumarines présentes dans la plante Galium odoratum, seraient responsables de l'activité
antibactérienne et antifongique de cette plante (Hostettmann, 1991). Elles sont produites en
grande quantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un

moyen de défense de type phytoalexine (Vivas de Gaulejac, 2001).

La présence des tanins dans la plante pourrait expliquer la forte activité antioxydante
puisqu’ils sont des bons piégeurs des radicaux libres et inhibent la formation du radical

superoxyde (Badiaga, 2011). Les tanins des plantes inhibent la croissance des insectes
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(Schultz, 1988). Selon les études de Scalbert (1991), les tanins peuvent étre toxiques pour les
champignons filamenteux, les levures et les bactéries. Leur présence confere a cette derniere
des propriétés astringente, antiseptique, antioxydante et antidiarrhéique (Vivas de Gaulejac,
2002). Les composés phénoliques (quinones, tannins et lignines) en plus de leurs incidences
sur le comportement présentent un effet a large spectre, limitant la viabilté et le potentiel de

reproduction des insectes (Strebler, 1989).

En somme, le screening phytochimique réalisé a partir des extraits de M. rotundifolia
montre la présence surtout des flavonoides, des polyphénols et des tanins possédant des
activités biologiques intéressantes. Ces résultats corroborent a ceux mentionnés par Selad;i

(2015) et Bounihi (2016).

La présence de familles chimiques si importantes que recele M. rotundifolia est a
I’origine d’activités biologiques intéressantes sur divers plans. Cette plante constitue donc une

source privilégiée pour enrichir la production des biopesticides.

8.3- Identification des acides phénoliques et des flavonoides par Chromatographie
Liquide de Haute Performance couplée avec une spectroscopie de masse (HPLC-

TOF/MS)

L’analyse par CLHP nous a donné différents composés (les acides phénoliques et les
flavonoides) dans les trois extraits (aqueux, €thanolique et méthanolique). Les résultats

quantitatifs sont regroupés au Tableau 3.

L'identification des composés phénoliques a été effectuée par comparaison de leurs

temps de rétention et leurs masses aux standards.

L'analyse par CLHP a clairement montré la richesse des extraits étudiés et a permis

d’identifier :

- 14 composés pour ’extrait aqueux dont 9 acides phénoliques et 5 flavonoides ;
- 14 composés pour ’extrait éthanolique dont 7 acides phénoliques et 7 flavonoides ;

- 17 composés pour I’extrait méthanolique dont 9 acides phénoliques et 8 flavonoides.

Comme le montre le tableau ci-dessous, les extraits analysés comportent un mélange
complexe des métabolites secondaires. Ces constituants appartiennent a deux groupes
chimiques importants, a savoir, les acides phénoliques et les flavonoides connus pour leurs

multiples activités biologiques.
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Dans ’extrait aqueux, les acides phénoliques ont été identifiés comme étant: 1’acide
fumarique, ’acide gentisique, 1’acide chlorogénique, 1’acide 4-hydroxybenzoique, 1’acide
protocatechuique, 1’acide caf€ique, 1’acide syringique, 1’acide férulique et 1’acide cinnamique
avec I’acide fumarique ayant la concentration la plus élevée (7.39 mg/kg plante). Or, les
flavonoides ont été identifiés comme étant la catéchine, la quercétine-3-B-D-glucoside, la
scutéllarine, la diosmine, la naringine, avec la scutéllarine ayant le taux le plus élevé (30.39

mg/kg plante).

Tableau 3 : Analyse des extraits par Chromatographie Liquide a Haute Performance.

Extrait aqueux . Extra.it ’Extrai.t
Composé (mg/kg plante) éthanolique méthanolique
(mg /kg plante) (mg /kg plante)

Acide fumarique 7.39 2.60 2.57
Acide gentisique 0.73 1.60 0.57
Acide chlorogénique 3.28 12.25 7.31
Catéchine 0.56 0.13 0.51
Rutine ND' 0.13 0.29

Acide 4-hydroxybenzoic 2.15 5.74 2.05
Acide protocatechuique 1.03 3.42 0.93
Acide Caffeique 0.79 1.52 0.78
Acide syringique 1.43 3.83 1.53
Scutellarine 30.39 25.33 40.24
Acide vanillique ND' ND' 0.36
Que:;ztc'::i:j P 0.27 0.90 147
Naringine 0.12 0.60 0.40
Acide ferulique 5.80 ND' ND'
Morine ND' 2.45 0.66
Diosmine 2.11 8.49 2.93
Acide cinnamique 0.52 ND 0.47
Wogonine ND 14.75 2.08

'ND: non déterminé

Pour ce qui est de I’extrait éthanolique, les acides phénoliques ont été identifiés
comme étant D’acide fumarique, 1’acide gentisique, 1’acide chlorogénique, 1’acide
4-hydroxybenzoique, 1’acide protocatechuique, 1’acide caféique, ’acide syringique avec

I’acide chlorogénique ayant la concentration la plus élevée (12.25 mg/kg plante). Alors que
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les flavonoides ont été identifiés comme étant la rutine, la scutéllarine, la quercétine-3-p-D-
glucoside, la naringine, la morine, la diosmine, la wogonine avec la scutéllarine ayant le taux

le plus élevé (25.33 mg/kg plante).

Cependant les acides phénoliques de I’extrait méthanolique ont été identifiés comme
étant ’acide  fumarique, [D’acide  gentisique, 1’acide chlorogénique, 1’acide
4-hydroxybenzoique, 1’acide protocatechuique, I’acide caféique, 1’acide vanillique, 1’acide
syringique, I’acide cinnamique, avec 1’acide chlorogénique ayant la concentration la plus
élevée (7.31 mg/kg plante). Les flavonoides, pour leur part, ont été identifiés comme étant la
cetechine, la rutine, la scutéllarine, la wogonine, la naringine, la diosmine, la morine, la
quercétine-3-B-D-glucoside, avec la scutéllarine ayant le taux le plus élevé (40.24 mg/kg
plante). La CLHP montre que la scutellarine était déterminée comme le composé phénolique

majoritaire de tous les extraits.

Selon Ramdan et al. (2017), la comparaison de ces résultats a ceux de la littérature
semble difficile car les résultats de la CLHP varient en fonction du solvant (Puttipan,
Okonogi, 2014), des organes de la plante (Mahmoudi et al., 2013) et d'une espece ou famille a
une autre (Adjou et al., 2013).

En effet, les résultats des analyses de la CLHP dépendent de la génétique
caractéristique des plantes aromatiques médicinales, leur origine géographique, la période de
récolte, les conditions et la durée de stockage et enfin de la méthode et la durée de la

macération (OMS, 2011).

D’apreés Meirinhos et al. (2005) cité in Cheurfa (2015), les différences constatées dans
les quantités des composés phénoliques par rapport a la bibliographie peuvent étre dues au
procédé d’extraction appliqué, la température utilisée ou la polarité des solvants. D'autre part,
I’influence de l'origine géographique des échantillons et aussi I’année de la collecte, ne peut

pas étre exclue.

Ouchemoukh Amessis et al., (2014) rapportent que les différences entre les résultats
obtenus et la littérature peuvent étre attribuées a des facteurs intrinseques (génétique végétale)

et extrinseéques (environnement, protocole d'extraction, conservation et stockage ...).
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8.4- Composition chimique de I’huile essentielle de M. rotundifolia et de son composé

majoritaire

L’analyse de I’huile essentielle de M. rotundifolia par Chromatographie en phase

Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS) a permis d'identifier 14 composés

(Tableau 4). Le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- est le constituant

majoritaire de cette huile d’un

taux d'environ 89,09%. Le reste est constitué de

monoterpenes et de sesquiterpenes (Figure 13).

L’examen du Tableau 4, nous a permis de constater la présence dans 1’échantillon de

I’huile essentielle de M. rotundifolia de certains nombres de composés identiques (B-Pinene).

Deux composés minoritaires dont les teneurs ne dépassent pas 0,5% de I’huile essentielle

totale ont été identifiés : 1-Octen-3-ol, acetate (0,29 %) et Bornéol (0,38 %).

Tableau 4 : Composition chimique de I’huile essentielle de M. rotundifolia

Composé

0 9 O i AW

10
11
12
13
14

TR
(mn)
11.751

12.951
13.135
13.337
14.749
17.304
19.619
22.873

26.509

27.352
27.548
28.212
28.867
30.078

IR

907
947
953
959
1001
1077
1144
1237

1346

1372
1378
1397
1419
1458

%0 Nom
1.18 a-Pinene
0.54 B-Pinene
1.17 B-Pinene
0.68 B-Pinene
1.74 B-Terpinyl acetate
0.29 1-Octen-3-ol,acetate
0.38 Borneol
0.52 Carvone oxide

3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-
(3-methyl-2-butenyl)-

89.09

0.77  3-Methyl-2-pent-2-enyl-cyclopent-2-enone

1.25 Cinerolone
0.91 Caryophyllene
0.70 B-Farnesene
079 B-Cubebene

TR: Temps de retention; IR : Indice de rétention
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Figure 13 : Chromatogramme de 1’huile essentielle de M. rotundifolia

La séparation de I’huile essentielle de M. rotundifolia nous a donné 360 fractions
(Jugées différentes visuellement). Apres combinaison des fractions identiques, la GC/MS a
Oéme

donné 13 fractions dont la 1 a prouveé d’importante activité insecticide.

La GCMS du composé majoritaire de I’huile essentielle de M. rotundifolia est

indiquée sur le Tableau 5. Son chromatogramme est présenté sur la figure 14.

Tableau 5 : Composition chimique du composé majoritaire de 1’huile essentielle de M.

rotundifolia
Composé TR(min) % Nom
1 22,967 0,73 Bicyclo[4.1.0]heptane,-3-cyclopropyl,-7-hydroxymethyl, trans
2 23,862 0,11 3-Cyclohexen-1-carboxaldehyde, 3,4-dimethyl-
3 26,604 98,96 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)-
4 27,623 0,20 Cinerolone

57



Abundance

TIC: fr326.D\data.ms
.8e+07

6e+07
4e+07

NN

2e+07

4e+07
.8e+07
6e+07
4e+07

w oW W W

2e+07

3e+07
.8e+07
.6e+07
4e+07

NN NN

2e+07

2e+07
.8e+07
.6e+07
4e+07
2e+07

1e+07
8000000
6000000

4000000

2000000

-

L . e e e B e e e L L s s ey e B e e S B
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Time-->

Figure 14: Chromatogramme du composé majoritaire de 1’huile essentielle de M. rotundifolia

Avec comme principe actif le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-
butenyl)- (Figure 15), lI'huile essentielle de M. rotundifolia ne présente pas les mémes
caractéristiques chimiques des huiles essentielles de M. rotundifolia d'origine algérienne

comme composé majoritaire.

CH

H,C

HO

Figure 15 : 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)-
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Arab et al., (2016) ont trouvé I'oxyde de pipériténone (72,87 %), Brahmi et al.,
(2016a) ont pu identifier la pulégone (70.4%), Lehbab (2013) c’est la pipériténone (33,06
%), Brada et al., (2007) les composés majoritaires sont 1’oxyde de pipéritone (Miliana : 31,4
% ; Rouina : 19,7 %) et "oxyde de pipériténone (Miliana : 27,8 % ; Rouina : 29,4 %)
représentant le chémotype 1; et pour I’échantillon provenant de Chlef, les molécules
majoritaires sont la pipériténone (54,9 %) et I’oxyde de pipériténone (17,6 %) représentant le
chémotype 2. Tandis que Brada et al.,, (2006) ont trouvé 1’oxyde de pipériténone dont les
teneurs sont de 38.6 % a Rouina et 23.5 % Miliana.

Des études antérieures dans d’autres pays sur la composition chimique de 1'huile
essentielle de M. rotundifolia ont révélé l'existence de chémotypes avec des composants
majeurs différents, comme le B-Caryophyllene (26.67%) a Beja et la pulégone (32.09%) a
Bizerte (Riahi et al., 2013), le 2,4(8),6-p-menthatrien-2,3-diol (14.5%) a Cuba (Pino’ et al.,
1999), le linolool (35,32 %) en Egypte (Aziz, Abbass 2010), le pipéritol (57.6%) en Espagne
(Raya et al., 1990), la pulégone (85%) (El Arch et al., 2003), le menthol (40.50%) (Derwich
et al., 2010) au Maroc. L’oxyde de pipériténone a été rapporté comme constituant
caractéristique des huiles volatiles des chémotypes de M. rotundifolia avec une teneur de 80,8

% en Uruguay (Lorenzo et al., 2002) et de 81,5 % en Allemagne (Nagell, Hefendehl, 1974).

Aihetasham et al., 2015 ont trouvé le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-
butenyl)- avec un pourcentage de composition de 10.07% chez Mentha arvensis (Pakistan).
Malgré le nombre important de types chimiques cités dans la littérature concernant les huiles
essentielles de M. rotundifolia, 1a présence majoritaire de 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-
(3-methyl-2-butenyl)- de notre huile n’a jamais été décrite, ce qui confére une certaine

originalité a cet échantillon.

Selon Herzi (2013), de nombreux facteurs peuvent influer sur la composition chimique
de T'huile essentielle. Un ensemble de parametres a été étudié dont certains avec Bowes et al.
(Bowes & Zheljazkov, 2004), et autres, comme l'origine géographique (Sari et al., 2006), la
saison de récolte (Msaada et al., 2007 ; Shanjani et al., 2010) et la méthode d'extraction

(Maffei et al., 1999 ; Bendahou et al., 2008).

Les différences de composition chimique observées avec les huiles essentielles sont
probablement liées a des facteurs abiotiques tels que le climat, les régions spécifiques de la
provenance des échantillons et a des facteurs géographiques tels que 'altitude et le type de sol

(Brada et al., 2007).
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D’apreés Riahi et al. (2013), les facteurs génétiques ne doivent pas étre exclus en
expliquant la variation chimique des huiles essentielles. De plus, les différences chimiques
dans la composition de 'huile des especes végétales relatives avec la saison de récolte ont été

rapportées (Giray et al., 2008).

Holopainen & Gershenzon (2010) montrent aussi que le type de composés organiques
volatiles émis varie fortement selon 1’espéce végétale, I’organe en jeu, 1’étape de

développement et les conditions environnementales.
9- Conclusion

En cette partie, nous avons employé des méthodes conventionnelles les plus usitées
pour préparer les extraits et extraire de I’huile essentielle de la partie aérienne de
M. rotundifolia. Les extraits ont présenté des rendements variables ; le rendement le plus
¢levé est celui de I’extrait aqueux (20.08%) tandis que 1’extrait méthanolique et éthanolique
ne présentent que 9.15 et 2.2%, respectivement. Le rendement en huile essentielle (1.27%) est
jugé important pour des raisons qui seront précisées ultérieurement, ceci, comparé a ceux
obtenus a l’issu d’autres travaux. Le screening phytochimique a montré une richesse
importante en métabolites secondaires prouvés avoir des propriétés biocides intéressantes. La
séparation du composé majoritaire a été faite sur colonne chromatographique en utilisant un
gradient de solvants. L’analyse de I’huile essentielle par GC/MS a révélé 1’existence de
3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- comme composé majoritaire d’un
pourcentage de 89.09%. L’existence du dit composé en tant que majoritaire n’a, jusque la,
jamais été rapportée dans les travaux d’analyses ayant trait a [’huile essentielle de
M. rotundifolia. 1’ étude phytochimique des extraits et de I’huile essentielle de M. rotundifolia

a révélé I’existence de composé€s ayant un vaste champ d’activité biologique.
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I1- Activité insecticide des extraits, de I’huile essentielle et de son composé majoritaire de

Mentha rotundifolia L. a I’égard de Sitophilus granarius
1-Introduction

En Algérie, la céréaliculture a une importance stratégique puisqu’elle est a la base de
la sécurité alimentaire du pays (Fourar-Belaifa et Fleurat-Lessard, 2015). Les grains de
céréales constituent depuis toujours la principale ressource alimentaire de 1’homme et des
animaux domestiques. La connaissance des phénomenes régissant leur conservation et la
maitrise des techniques de leur stockage sont déterminantes pour la survie de la population
mondiale qui enregistre des taux d’accroissement a peine concevables faisant passer
I’humanité de 1,5 milliards d’individus vers 1850 a plus de 7 milliards aujourd’hui (Mason et
al., 2017). Les conditions de stockage, les caractéristiques physiologiques et le type du grain,
les variétés de céréales et leurs origines, ont contribué de maniere significative au degré de
l'infestation, la richesse en especes et le niveau de présence d'insectes (Bounechada et al.,
2011). Environ 600 especes d'insectes appartenant a différentes familles ont été identifiées a
partir de produits stockés dans diverses parties du monde (Karakas, 2016). Dans le cas du blé,
ces insectes peuvent occasionner des pertes considérables, allant jusqu’a 50%, (Mebarkia et
al. 2012 ; De Lira et al. 2015) et peuvent atteindre 90% de perte de stocks céréaliers apres
5 mois de stockage (Nguemtchouin et al., 2010). Actuellement, la stratégie de lutte contre les
insectes des denrées stockées dépend fortement de l'utilisation de fumigants gazeux et
d'insecticides résiduels, qui posent tous les deux de sérieux dangers pour les animaux a sang
chaud et I'environnement (Kordali et al., 2012). La phosphine et le bromure de méthyle sont
les deux fumigants couramment utilisés pour la protection dans le monde entier (Rajendran &
Sriranjini, 2008). En raison de l'utilisation limitée au niveau international du bromure de
méthyle, 'importance de la phosphine dans le contrdle des coléopteres des produits stockés a
relativement augmenté (Zettler et Arthur, 2000), ce qui a engendré le probleme de résistance a
la phosphine. A 1’apparition de la résistance au malathion, insecticide de contact important
tres répandu, le groupe des pyréthroides était la seule alternative chimique jouant un role
important dans la gestion des ravageurs mais la premiere détection de résistance a été
enregistrée en Australie (1990) (Collins et al., 1993). Pour surmonter ce probleéme de
résistance, le méthoprene, analogue de I'hormone juvénile, a été introduit. Malheureusement,
la résistance a ce produit chimique a été détectée chez Rhyzopertha dominca vers 1996. Ainsi,
I'hydropreéne peut étre considéré comme une autre alternative aux insecticides conventionnels

en raison de son activité spécifique contre les stades immatures des insectes, sa faible

61



persistance dans l'environnement et ses effets pratiquement non toxiques sur les mammiferes
(Mohandass et al., 2006). Cependant, les adaptations comportementales des insectes cibles

peuvent jouer un role important dans le développement de la résistance a 1'hydroprene.

Le charancon du blé Sitophilus granarius L. est I'un des ravageurs primaires les plus
répandus et les plus destructeurs des céréales stockés tels que le blé, le mais, le riz, 'avoine, le
sorgho et 1'orge (Karakas, 2016). En plus des dommages physiques qu'il cause aux grains,
cette espece d'insectes permet également l'entrée d'organismes pathogenes, tels que les
champignons ou les bactéries (Bakkali et al., 2008). L'infestation de S. granarius provoque
des pertes quantitatives et qualitatives importantes dues a 1’alimentation de 1’insecte a partir
de grains, a la réduction de la valeur nutritive et esthétique et a la contamination des grains
(Germinara et al., 2012). Cet insecte se nourrit de grains au stade adulte et a l'intérieur de
I'endosperme des grains au stade larvaire (Keskin & Oskaya, 2015). Par conséquent, les larves
de S. granarius sont généralement non détectées. Ce type d'infestation est un probleme majeur
pour l'industrie céréaliere parce que les larves, qui sont une source importante de
contamination par les insectes dans les produits céréaliers, ne peuvent pas €tre éliminées par
des opérations de nettoyage ordinaire. De plus, les adultes de S. granarius peuvent survivre
dans des conditions défavorables au niveau des silos de stockage pendant un certain temps
(Strelec et al., 2012). De nos jours, la lutte contre les insectes se complexifie. En quelques
années, le nombre de produits phytopharmaceutiques disponibles s’est considérablement
réduit, et de plus en plus de débouchés excluent leur usage. L’utilisation de méthodes

alternatives devient donc un impératif.

Selon Aydin et al. (2017), ces dernieres années, on s'intéresse de plus en plus au
contrOle des ravageurs du stockage par les produits naturels, notamment les extraits de
plantes, les huiles essentielles et leurs composants purs (Kordali et al., 2007, 2008, Tozlu et
al., 2011, Gokce et al., 2012, Aydin et al., 2014, Bedini et al., 2015, Jackowski et al., 2015,
Stejskal et al. 2015, Cakir et al., 2016).

La toxicité d'un grand nombre d’extraits végétaux, d'huiles essentielles et de leurs
constituants a été évaluée a I’égard de S. granarius (Aslan et al., 2004 ; Yildirim et al., 2005;
Kordali et al., 2006 ; Rozman et al., 2006 ; Kotan et al., 2008 ; Rajendran & Sriranjini, 2008;
Shayesteh & Ashouri, 2010 ; Conti et al., 2011 ; Ebadallahi, 2011 ; Yildirim et al., 2011 ;
Benelli et al., 2012 ; Kordali et al., 2012 ; Yildirim et al., 2012 ; Norambuena et al., 2016 ;

Polatoglu et al., 2016). Un grand nombre d'études portant sur I'activité insecticide des especes

62



de Mentha (propriétés répulsives, activité de fumigation, activité antiappétante, ...) contre des

organismes nuisibles des produits stockés ont été rapportées (Kumar et al., 2011).

Le but de ce travail consiste a évaluer I’activité insecticide des extraits, de 1’huile
essentielle et du composé majoritaire de Mentha rotundifolia a 1’égard de Sitophilus
granarius, ravageur nuisible bien connu qui provoque une perte de rendement

économiquement importante dans les produits stockés.
2- Matériel et Méthodes
2.1- Elevage de I’insecte

Les especes de S. granarius ont été élevées en laboratoire a 27 + 2 °C et 60 + 5%, dans
une chambre a l'école professionnelle Yaprakli, Département de Production Animale et
Végeétale, a 1'Université Karatekin de Cankir1 (Turquie). Le milieu alimentaire utilisé était le
blé et les adultes de 1 & 2 mois ont été utilisés dans les essais. Les tests sont également

effectués dans les mémes conditions.
2.2- Activité insecticide

2.2.1- Activité insecticide des extraits, de I’huile essentielle et de son composé

majoritaire sur S. granarius par contact

Les trois extraits (aqueux, éthanolique et méthanolique) ont été dilués avec de
I’acétone a raison de 100 pg/puL. L'huile essentielle M. rotundifolia a été diluée avec de
I'acétone pour obtenir des concentrations de 4%, 2%, 1%, 0,75% et 0,50% (v/v), tandis que
son composé majoritaire a été dilué avec de I’acétone pour obtenir une concentration de 10%
(v/v). Les trois extraits, 1’huile essentielle et son composé majoritaire ont été appliqués a
raison de 1pL/insecte avec une seringue Hamilton de S0puL (Gokee et al., 2010). Les contrdles
ont été déterminés a l'aide d'acétone. Les échantillons préparés ont été appliqués sur la face
dorsale du thorax des insectes (Polatoglu et al., 2011). Les insectes traités ont été transférés
dans des boites de Pétri de 60 mm de diametre et mises en incubation a 25 + 2 °C (Figure 16).

Le nombre d'insectes morts a été enregistré aprés 24h d’incubation. Pour chaque test, 10

insectes ont €té utilisés et chaque expérience a été répétée cinq fois.
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Figure 16 : Activité insecticide des extraits, de 1’huile essentielle et de son composé

majoritaire de M. rotundifolia vis-a-vis S. granarius, par contact

2.2.2- Activité insecticide de I’huile essentielle et de son composé majoritaire sur S.

granarius par inhalation

La toxicité par inhalation de l'huile essentielle de M. rotundifolia a été déterminée
selon le protocole de Cam et al. (2012). L'huile essentielle a été diluée avec de l'acétone pour
obtenir des concentrations de 1%, 0.50% et 0.25% (v/v), tandis que le composé majoritaire est
dilué pour donner une concentration de 10% (v/v). Pour cette méthode, on a utilisé des tubes
en verre (10mL) dans lesquels les adultes de S. granarius ont été transférés. Des disques du
papier filtre ont été découpés de lcm de diamétre et a 1’aide d’une micropipette on les
impregne avec 10pL de I'huile essentielle déja préparée. Les controles ont été¢ déterminés a
l'aide de l'acétone (Figure 17). Apres Smin, temps nécessaire pour €vaporer l'acétone, les
disques ont été attachés aux bouchons en caoutchouc des tubes avec une aiguille puis bien
reboucher avec du parafilm. L’incubation des tubes a ét¢ faite a 25 + 2°C et le nombre
d'insectes morts a été enregistré apres 24h. Pour chaque test, 10 insectes ont été utilisés et

chaque expérience a été répétée trois fois.

Figure 17 : Activité insecticide de 1’huile essentielle et de son composé majoritaire de M.

rotundifolia vis-a-vis S. granarius, par inhalation



2.3- Analyses statistiques

Les résultats obtenus des deux activités insecticides ont été exprimés en pourcentage
de mortalité et ont été utilisés pour obtenir les valeurs d'arcsin (Zar, 1996). Les valeurs
d'arcsin ont été soumises a l'analyse de variance (ANOVA) suivies du test de comparaison
multiple de Tukey d’un niveau de signification de P <0,05. Toute l'analyse statistique a été

effectuée avec le programme Minitab Release 14 (Mckenzie and Goldman, 2005).
3- Résultats et Discussion

3.1- Activité insecticide par contact

3.1.1- De ’huile essentielle de M. rotundifolia et de son composé majoritaire

La figure 18 montre que 1’activité insecticide par contact de 1’huile essentielle de M.
rotundifolia et de son composé majoritaire a 1’égard de S. granarius a révélé une activité

biologique treés intéressante.
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Figure 18 : Activité insecticide par contact de I’huile essentielle de M. rotundifolia et de son

composé majoritaire a 1’égard de S. granarius aprés 24h d’ incubation.

A 4% de concentration de cette huile, la mortalité des insectes est marquée de 100%
apres 24h d’incubation due probablement a son composé majoritaire le 3-Cyclopenten-1-one,
2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- qui a présenté un taux de 89,09% par rapport aux autres

composés. Ce composé et a 10% de concentration a enregistré une mortalit¢ de ’ordre de
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98.85%, obtenue apreés 24h d’incubation. Cela signifie qu’il y a probablement une infime

synergie entre lui est I’un ou les composés minoritaires.

A la concentration 1% et 2% , I’huile essentielle a enregistré des taux de mortalité
¢levés de 62.05% et 68.46%, respectivement, qui est du probablement a ’effet synergétique
entre le composé majoritaire et les ou 1’un des éléments présents dans la composition de cette
huile. L’effet de I’huile essentielle commence a diminuer a 0.75% de concentration 1a ou il a
présenté 29.52% de mortalité. La concentration 0.50% n’a enregistré aucune mortalité des

insectes traités.

Selon Yildirim et al. (2011), des études antérieures ont démontré qu’en général, la
toxicité des huiles essentielles isolées a partir d'échantillons de plantes contre des organismes

nuisibles des denrées stockées est liée a leurs composés majoritaires.

En effet, I’huile essentielle de M. rotundifolia, contient essentiellement des
monoterpenes hydrocarbonés tel que I’a-pinene dont les propriétés insecticides ont déja été
démontrées et des monoterpenes oxygénés comme le bornéol, le cinérolone dont les

propriétés insecticides ont également déja été démontrées vis-a-vis de plusieurs insectes.

L’activité insecticide contre S. granarius de 1’huile essentielle de plusieurs plantes a
été évaluée (Yildirim et al., 2005 ; Kordali et al., 2006 ; Kotan et al., 2008 ; Ebadollahi 2011 ;
Yildirim et al., 2011 ; Benelli et al., 2012 ; Kordali et al., 2012 ; Norambuena et al., 2016).

Cependant, il serait difficile d’avancer que I’activité insecticide de 1’huile se limite
uniquement a certains de ses constituants majoritaires; elle pourrait aussi étre due a certains
constituants minoritaires ou a un effet synergique de plusieurs constituants (Ndomo et al.,

2009).

D’apres Kim et al. (2003), les effets toxiques des huiles essentielles dépendent de
I’espece d’insectes, du temps d’exposition et de la plante. Pour ce dernier point, Polatoglu et
al. (2016) ont trouvé que l'huile essentielle de Crithmum maritimum a donné une faible

activité de contact contre S. granarius.
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3.1.2- Des extraits aqueux, éthanolique et méthanolique de M. rotundifolia

Les résultats de la figure 19 indiquent une faible activité insecticide des trois extraits
de M. rotundifolia : aqueux, éthanolique et méthanolique avec des taux de mortalité
inférieurs a 50%, dont 36.45% a été le meilleur taux de mortalit¢ marqué par I’extrait
méthanolique. Cela peut étre du a la quantité de scutéllarine (40.24mg/kg) trouvée dans
I’extrait méthanolique, plus élevée que celle trouvée dans 1’extrait aqueux (30.39mg/kg) et
éthanolique (25.33mg/kg) par chromatographie liquide a haute performance. Par contre, la
différence d’efficacité entre 1’extrait éthanolique et aqueux est peut étre due aux autres

composés phénoliques se trouvant dans les deux extraits.
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Figure 19 : Activité insecticide par contact des trois extraits de M. rotundifolia a 1’égard de

S. granarius apres 24h d’incubation

Aucune recherche antérieure n’a été trouvée dans la littérature ou les mémes extraits
de la plante, qui ont été utilisés dans cette étude, ont été utilisés précédemment contre le
S. granarius. Cependant, les résultats de certains travaux de recherche peuvent étre

comparables a nos résultats.

Ce faible taux de mortalité est dii selon Isman (2000) a la méthode d'exposition
d’insecte au produit, du type d'extraction, des mécanismes de défense développés par les
organismes cibles, de la concentration et de la composition des extraits, ces derniers

dépendant a leur tour de facteurs environnementaux physiques et chimiques.
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Selon de Oliveira et al. (2012), la discussion sur les solvants utilisés pour 1'extraction
et leur relation avec les parties de la plante est controversée. Certains auteurs suggerent que
les solvants polaires extraient des substances comme les sucres et les tanins, a faible activité

insecticide (Cunha et al., 2006).

De tout ce qui a été trouvé, la plus faible polarité du solvant a entrainé un meilleur
pourcentage de mortalité des insectes. Weast & Selby (1966) rapportent que les extraits
d'éthanol ont provoqué des effets de mortalité plus rapide, probablement a cause de la plus
grande solubilité des composés organiques dans ce solvant ayant une constante diélectrique
absolue de 25 a 25 ° C et une polarité inférieure a celle de 1'eau dont la constante est de 79 a la

méme température.

Dinesh et al. (2015) ont montré que l'effet insecticide des plantes varie selon la
distribution des especes végétales dans différentes localités, la saison, la partie de la plante

etudiée et le solvant utilisé pour I'extraction.

Certaines recherches ont fait I’objet de 1’effet insecticide a 1’égard de S. garanrius des
extraits végétaux de différentes plantes (Aslan et al., 2006 ; Omar et al., 2012 ; Yildirim et al.,
2012, Karakas 2016).

Dans de nombreuses études, des extraits de plantes ont été obtenus en utilisant le
méthanol, 1’acétate d'éthyle et I’hexane et différents composés biologiquement actifs
d’ activité variable ; ont été identifiés (Abay et al., 2012). Iloki-Assanga et al. (2015) ont
révélé que le solvant d'extraction le plus efficace pour bien extraire les composés phénoliques
¢tait le méthanol. Karakas (2016) a trouvé que I’effet de 1’extrait méthanolique des feuilles de
deux plantes aromatiques a 1’égard de S. garanrius, est plus efficace de 1’extrait aqueux. Pour
effectuer I’activité insecticide des extraits de Decalepis hamiltonii, le criblage préliminaire de
Rajashekar et al. (2010) a montré que I'extrait méthanolique était le plus toxique contre

S. oryzae, suivi de 1'acétate d'éthyle de 'hexane et de I'acétone.

L'activité la plus élevée contre les insectes des produits stockés a été rapportée a partir
d'extraits méthanolique (Kim & Ahn, 2001) en raison de la polarité et de la solubilité¢ des
composés bioactifs observés dans différentes plantes. Par contre, Abay et al. (2013) ont révélé
que l'activité insecticide la plus faible contre Sitophilus granarius a été enregistrée avec
I'extrait méthanolique de Polytrichastrum formosum. Clemente et al. (2003) ont montré que

les résultats de 1’activité insecticide de I’extrait aqueux et I’extrait dichloromethanique de M.
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rotundifolia contre Tribolium castaneum (Coleoptera, Tenebrionidae), impliquent que le

solvant organique pourrait &étre mieux que l'eau pour extraire les métabolites a activité

biologiques.

La différence peut étre attribuée a la concentration de dilutions des extraits dans
différents produits chimiques et de nombreuses autres causes imprévues (Saljoqi et al., 2006).
Zhang et al. (2013) ont signalé que la longueur appropriée de la chaine latérale des

composants était tres importante pour leur activité insecticide.
3.2- Activité insecticide par inhalation

L’analyse de la figure 20 montre une activité insecticide par inhalation tres
intéressante de 1’huile essentielle avec un taux qui dépasse les 80% de mortalité a 0.5% de
concentration et 100% de mortalit¢ a 1% de concentration. Le 3-Cyclopenten-1-one,
2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- a montré une mortalité de 100% apres 24h d’incubation a
10% de concentration. Nous constatons que I’écart de concentration entre I’huile essentielle et
le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- est treés important (1% et 10%),
cela peut étre expliqué par le fait que I’effet insecticide par inhalation des deux produits est di

a Deffet synergétique entre le composé majoritaire et I’un des ou les composé€s minoritaires.

120 -
CM: composé majoritaire
100 - HE: huile essentielle

60 -

40 -

20 A ' '

Pourcentage de mortalité (%)

Témoin CM a 10% HE 1% HE 0,5% HE 0,25%
Concentration en huile essentielle (%)

Figure 20 : Activité insecticide par inhalation de 1’huile essentielle et du 3-Cyclopenten-1-
one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- de M. rotundifolia a I’égard de S. granarius apres
24h d’ incubation.
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Selon Rajendran & Sriranjini (2008), parmi les composants de l'huile essentielle, les
monoterpénoides ont attiré la plus grande attention pour leur activité de fumigation contre les
insectes des produits stockés. Plusieurs rapports indiquent que les monoterpénoides
provoquent la mortalité des insectes en inhibant l'activité de I'enzyme acétylcholinestérase
(AChE) (Houghton et al., 2006). Par conséquent, on soupgonne que, outre l'inhibition de
I'AChE, les monoterpenes peuvent également agir sur d'autres sites vulnérables (par exemple

les mono-oxygénases dépendant du cytochrome P450) (Ketoh et al., 2002).

La toxicité des huiles essentielles contre les insectes des produits stockés est
influencée par la composition chimique de l'huile essentielle, qui dépend de la source, de la
saison et des conditions écologiques, de la méthode d'extraction, du moment de 1'extraction et

de la partie végétale utilisée (Lee et al., 2001).

Selon Rajendran & Sriranjini (2008), il est bien connu que pour I’utilisation des
fumigants contre les insectes des denrées stockées, aux stades actifs (adultes et larves non
diapausées) sont plus sensibles qu’aux stades sédentaires (ceufs et nymphes) en raison de la

différence de la fréquence respiratoire.

D’apres Lee et al. (2003), les tests de laboratoire avec des produits végétaux en
présence d'un produit stocké tel que le blé, se sont révélés moins efficaces qu'en absence du
produit stocké, principalement en raison de la forte sorption de I'huile/des composants par le

produit.

D’apres Yildirim et al. (2011), l'activité par inhalation montre que les huiles
essentielles sont des sources de vapeurs biologiquement actives qui sont des insecticides
potentiellement efficaces. Par conséquent, la possibilit¢ d'employer ces fumigants naturels
pour contrdler les insectes dans les produits stockés peut étre digne d'une enquéte plus

approfondie (Shaaya et al. 1991).
4- Conclusion

L’activité insecticide par contact de I’huile essentielle et le 3-Cyclopenten-1-one,
2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- de M. rotundifolia a 1’égard de S. granarius a révélé une
activité biologique trés intéressante. A 4% de concentration de cette huile, la mortalité des
insectes est marquée de 100% apres 24h d’incubation. Le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-
(3-methyl-2-butenyl)- a 10% de concentration a enregistré une mortalit¢ de 1’ordre de

98.85%, obtenue aprés 24h d’incubation. L’activité insecticide par inhalation de 1’huile
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essentielle a 1% de concentration a donné un taux de mortalité de 100%. Le 3-Cyclopenten-
I-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- a montré une mortalit¢ de 100% apres 24h
d’incubation a 10% de concentration. L’écart de concentration entre 1’huile essentielle et le
3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- explique que I’effet insecticide par
contact ou par inhalation des deux produits est dii a I’effet synergétique entre le composé

majoritaire et I’un des ou les composés minoritaires.

La faible activité insecticide des trois extraits (aqueux, éthanolique et méthanolique)
de M. rotundifolia est enregistrée avec des taux de mortalité inférieurs a 50%, dont 36.45% a
¢été le meilleur taux de mortalité marqué par 1’extrait méthanolique. L’analyse par CLHP a
révélée I’existence majoritaire de scutéllarine (40.24mg/kg) dans 1’extrait méthanolique, plus
¢levée que celle trouvée dans I’extrait aqueux (30.39mg/kg) et éthanolique (25.33mg/kg). Par
contre, la différence d’efficacité entre 1’extrait éthanolique et aqueux est peut étre due aux

autres composés phénoliques trouvant dans les deux extraits.

Compte tenu de I’importance agricole et alimentaire des grains de céréales et vu que le
développement d'insecticides naturels ou biologiques contribuera a réduire les effets négatifs
(résidus, résistance et pollution environnementale) des insecticides chimiques synthétiques,
I’utilisation par contact ou par inhalation de I’huile essentielle et le 3-Cyclopenten-1-one,
2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- de M. rotundifolia comme bioinsecticides, peut également
étre efficace, sélective, biodégradable, a faible développement de résistance dans la

population de S. granarius.

En conclusion, une identification et une caractérisation plus poussées de la (des)
molécule (s) active (s) des extraits ou de I’huile essentielle de M. rotundifolia, sont

nécessaires pour formuler un insecticide potentiel contre le charancon de blé.
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III- Activité insecticide et répulsive de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia L. a
I’égard de Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae (Hemiptera: Aphididae), pucerons de

céréales a Sétif, Algérie
1- Introduction

De nombreux facteurs sont responsables de la faible production/rendement du blé (Zeb
et al., 2016). Les pucerons peuvent réduire la production de blé en causant des pertes de
rendement directes de 35 a 40% dues aux blessures causées par la succion et de 20 a 80% des
pertes de rendement indirectes par la transmission de maladies virales et fongiques (Akhtar et
al., 2010). Habituellement, R. padi coexiste avec S. avenae a la fin du printemps causant des
dommages par l'alimentation directe et transmettent des virus pathogenes aux plantes (Lu et
al., 2013). R. padi et S. avenae sont les principaux vecteurs du virus de la jaunisse nanissante
de l'orge (BYDYV) qui se transmet de la plante au puceron ou vice versa pendant l'alimentation
a base de phloeme sur la plante (West & Mordue ,1992). Le controle de R. padi et de S.
avenae dépend principalement de l'application d'insecticides, mais la résistance des deux
especes de pucerons s'est développée lentement en raison de leurs courtes périodes d'éclosion.
Par conséquent, les insecticides sélectifs sont recommandés pour conserver les ennemis
naturels (Chen et al., 2007). Les bioessais ont montré que les deux especes de pucerons sont
différents par leur sensibilité aux insecticides. R. padi était plus sensible que S. avenae a la

plupart des insecticides utilisés pour lutter contre les pucerons du blé (Lu & Gao, 2009).

Cependant, l'utilisation d'insecticides synthétiques pour lutter contre les pucerons est
inadéquate pour le blé en raison de la présence de résidus de pesticides, du développement

d'une résistance aux insecticides et de la pollution de 1'environnement (Bushra et al., 2014).

Pour ces raisons, la limitation de I'utilisation d'insecticides synthétiques a motivé le
développement de substances alternatives qui sont respectueuses de l'environnement et
pratiques a utiliser telles que les composés dérivés de plantes (Kimbaris et al., 2010). Pour le
controle des pucerons des céréales, d'autres matériaux de controle sont des insecticides
botaniques (Sallam 2009). Récemment, quelques informations ont ét€ accumulées sur le
potentiel des huiles essentielles dans la lutte contre les pucerons et plusieurs études ont
rapporté des applications utiles (Isik & Goriir, 2009). L'utilité¢ des huiles essentielles dans le
controle des pucerons a été rapportée pour la répulsion et l'activité dissuasive de l'alimentation

(Digilio et al., 2008).
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Le genre Mentha, un des genres importants de la famille des Lamiaceae, joue un rdle
intéressant dans la lutte antiparasitaire. Il est représenté par six especes principales: M.
rotundifolia, M. longifolia, M. spicata, M. aquatic, M. pulegium et M. piperita, selon la flore
de 1'Algérie (Quezel et Santa, 1963). Les huiles essentielles de différentes especes de menthe

ont été signalées avoir une excellente activité insecticide (Kumar et al., 2011).

Cette propriété a été attribuée a la présence de nombreux monoterpenes oxygénés,
dont le menthone, le menthol, la pulégone, 1’oxyde de pipéritone, le pipériténone et le carvone
(Kasrati et al. 2015). Pour ces caractéristiques, de nombreuses études ont été rapportées sur
l'activité insecticide de plusieurs especes de Mentha telles que M. pulegium, M. piperita, M.
suaveolens et M. spicata contre quelques pucerons, notamment Myzus persicae, Aphis
craccivora et Toxoptera aurantii (Petrakis et al., 2014 ; Teixeira et al., 2014 ; Zekri et al.,

2015 ; Brahmi et al., 2016b).

Sétif, a I’instar de nombreuses régions de 1’Algérie, recéle un patrimoine floristique
important qu’il est utile d’explorer et de valoriser en utilisant les substances bioactives issues
des métabolisme secondaire de ces plantes, dans différents domaines y compris la formulation

de biopesticides.

Cependant, jusqu'a présent, aucune recherche n'a ét€é faite sur l'effet de lhuile
essentielle de Mentha sur les pucerons des céréales, en particulier R. padi et S. avenae. Par
conséquent, la présente étude vise a évaluer les activités insecticides et répulsives de 1'huile

essentielle de M. rotundifolia contre deux pucerons de blé, économiquement importants.
2- Matériel et méthodes
2.1- Elevage des insectes

Les deux especes de pucerons ont été récupérées des feuilles infestées de mais sur une
parcelle privée dans la région de Chouf Lakdad (Sétif). Une culture de différentes céréales
(blé dur, blé tendre et orge) a €té mise en pots au niveau du laboratoire (Figure 21) en
conditions contrdlées ( 20 £+ 2 °C; photophase : 16 h) a servi pour 1’¢élevage de
Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae. Des feuilles saines ont été récoltées des pots non

infestés le jour de I’expérimentation pour servir de support végétal.
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Figure 21 : Elevage des pucerons en conditions de laboratoire (1 : pucerons sur mais infesté ;
2 : blé en pot pour élever les deux especes ; 3 : orge en pot non infesté pour servir de support

végétal).
2.2- Tests biologiques
2.2.1- Activité insecticide

Six différentes concentrations (0 ; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 et ImL/L) de I’huile essentielle
de Menta rotundifolia et de I’insecticide chimique commercial Karaté ont été¢ préparées pour
les différents tests. La concentration zéro (0) constituée de I’eau distillée a servi de témoin

négatif (controle).

Les bioessais ont été effectués en utilisant la méthode IRAC (Insecticide Resistance
Action Commitee) N°1 Version 2 (IRAC, 2009). IIs ont été effectués sur les adultes non ailés.
Les feuilles saines de céréales collectées ont été soigneusement nettoyées pour servir, apres
leur trempage dans les différentes solutions, de support aux pucerons au cours des différents

tests.

Les solutions ont été bien agitées avant le trempage des feuilles de céréales pendant 5
secondes. Les feuilles ainsi trempées dans les différentes solutions ont été ensuite séchées

pendant 5 minutes a ’air libre pour évaporer I’eau de leurs surfaces.

Enfin vingt (20) pucerons adultes apteres de stade 4 récoltés sur des plants de céréales
sans aucune protection phytosanitaire ont été transférés sur la face inférieure de chaque feuille
ainsi traitée (Figure 22) a 1’aide d’une brosse fine. Chaque feuille correspondant a une
concentration donnée et portant 20 pucerons a été placée dans une boite de Pétri. Les tests ont

été répétés 5 fois.

Un petit morceau de coton hydrophile imbibé d’eau est placé a la base du pétiole de

chaque feuille pour la maintenir fraiche pendant 24 heures. Les boites de Pétri et leurs
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contenus ont été ensuite placés dans les conditions de laboratoire (température ambiante :

28°C ; humidité relative :80%) pour les différentes observations.

Figure 22 : Activité insecticide par la méthode IRAC

Les taux de mortalité des insectes soumis aux différents produits a différentes
concentrations, ont été évalués apres 24 heures. Une loupe binoculaire a été utilisée pour
dénombrer les insectes morts. Un insecte est considéré comme mort quand il ne réagit plus a
un contact a 1’aide d’une aiguille légérement chauffée et posée sur les parties sensibles

comme les antennes. La mortalité a été calculée et corrigée selon la formule d’ Abbott (1925) :
Mc=Me — Mt/ 100 — Mt x 100

Mec = mortalité corrigée en pourcentage
Me = mortalité de 1’échantillon testé

Mt = mortalité dans le t¢émoin non traité
2.2.2- Effet répulsif de I’huile essentielle sur papier filtre

L’effet répulsif de I’huile essentielle a 1’égard des adultes de Rhopalosiphum padi et
Sitobion avenae a été évalué en utilisant la méthode de la zone préférentielle sur papier filtre
décrite par McDonald er al. (1970). Ainsi, les disques de papier filtre de 9 cm de diametre
utilisés a cet effet ont été coupés en deux parties égales. Quatre doses d’huile ont été
préparées (1, 2, 4 et 8 uL/mL) par dilution dans 1’acétone. Ensuite; 0,5 mL de chacune des
solutions ainsi préparées a été répandue uniformément sur une moitié du disque tandis que
I’autre moitié a recu uniquement 0,5 mL d’acétone. Aprés quinze minutes, temps nécessaire

pour I’évaporation compléte du solvant de dilution, les deux moitiés des disques ont été
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ressoudées au moyen d’une bande adhésive. Le disque de papier filtre ainsi reconstitué a été
placé dans une boite de Pétri et un lot de 20 insectes adultes non sexés, agés de deux jours au
plus a été placé au centre de chaque disque (Figure 23). Cinq répétitions ont été effectuées

pour chaque dose.

Figure 23 : Effet répulsif de I’huile essentielle sur papier filtre

Au bout de deux heures, le nombre d’insectes présents sur la partie de papier filtre
traitée a I’huile essentielle (Nt) et le nombre de ceux présents sur la partie traitée uniquement
a ’acétone (Nc) ont été relevés. Le pourcentage de répulsion (PR) a été calculé en utilisant la

formule suivante:
PR=Nc-Nt/Nc+ Ntx 100

Le pourcentage moyen de répulsion pour I’huile essentielle a été calculé et attribué
selon le classement de McDonald et al. (1970) a ’'une des différentes classes répulsives
variant de 0 a V: classe 0 (PR< 0,1%), classe I (PR= 0,1 — 20%), classe II (PR= 20,1 — 40%),
classe III (PR= 40,1 — 60%), classe IV (PR= 60,1 — 80%) et classe V (PR= 80,1 — 100%).

2.3- Analyse statistique

Les traitements statistiques ont été portés sur des analyses de variances suivies par des
tests de comparaison de moyennes, en 1’occurrence le test de Duncun (1955) au seuil de
risque (5%). Par ailleurs, la régression multiple a été utilisée pour modéliser le taux de
mortalité étant comme variable dépendante. Les résultats obtenus ont été analysés a I’aide du

logiciel SPSS V 18. Toutes les variables étudiées et les valeurs de la concentration létale
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(CLsp) de I’huile essentielle ont été déterminées par l'analyse de probit (Finney, 1971). Les

données sur la mortalité ont été corrigées selon la formule d'Abbott (Abbott, 1925).
3- Résultats et discussion

3.1- Etude de la variation des taux de mortalité en fonction des durées d’exposition pour

chaque concentration

La figure 24 montre les variations des taux de mortalit¢é en fonction des durées
d’exposition a I’huile essentielle de M. rotundifolia et a I’insecticide chimique de synthése,
karaté sur Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae. A toutes les concentrations, pour les deux
especes, le taux de mortalit¢ de I’huile essentielle augmente en fonction de la durée
d’exposition. Il apparait qu’a toutes les concentrations (0,1, 0,2, 0,3, 0,5 et 1 mL/L)
I’insecticide chimique de synthése est plus efficace que 1’huile essentielle dés la premiére
heure d’exposition (86-100%). Mais pour les deux especes, I’huile essentielle parait plus

efficace contre R. padi que contre S. avenae.

Karaté montre une excellente efficacité, meilleure que 1’huile testée. Cette efficacité
résulte de son effet de choc et d’une longue persistance d’action. Le triple mode d’action

de Karaté obtient la meilleure efficacité contre les pucerons des épis.

Dans cette expérimentation, 1’huile essentielle de M. rotundifolia a eu un effet sur la
survie des adultes des pucerons de R. padi et S. avenae. Les résultats obtenus ont montré une
relation directe entre les taux de mortalité des pucerons et la concentration de 1’huile d’une

part, et d’autre part entre le taux de mortalité et la durée d’exposition.

Ainsi, I’analyse de la variance au seuil de p < 0,0001 a confirmé 1’évolution positive
bien marquée des taux de mortalit¢ moyens avec I’augmentation de la concentration de 1’huile
essentielle de M. rotundifolia et quelle que soit la durée d’exposition des pucerons a I’huile

essentielle.
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Selon Bokobana et al (2014), I’évolution du taux de mortalit¢é montre que les effets
toxiques dépendent des facteurs comme la concentration en produit et la durée d’exposition a
ces produits. L’huile essentielle de M. rotundifolia a été efficace et présente une activité
insecticide remarquable car apres 3h et a 0,5 mL/L, elle présente une activité insecticide
comparable au produit chimique contre R. padi avec un taux de mortalit¢ de 100%.
L’exposition des individus de R. padi et S. avenae a I’huile essentielle de M. rotundifolia

montre une variation importante dans les réponses obtenues.

Les travaux de Yaka (2007) ont montré que les effets toxiques ou répulsifs d’une huile
essentielle ou d’un extrait végétal dépendraient de plusieurs facteurs, entre autres sa
concentration, sa composition chimique et le niveau de sensibilité des insectes cibles ; ce qui
confirme les résultats obtenus. Chiasson et Beloin (2007) ont, dans une étude, émis
I’hypothese selon laquelle les huiles essentielles agiraient directement sur la cuticule des

insectes et acariens surtout ceux a corps mou dont les pucerons.

L'efficacité de [I’huile essentielle peut &tre attribuée a sa composition chimique
généralement et particulierement a son composé majoritaire et son taux élevé. L’activité
insecticide de  3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)-, constituant
majoritaire de notre huile, n’a pas ét¢ étudiée auparavant. Ndomo et al (2009), suggere que
l'activité insecticide des huiles essentielles n'est pas seulement limitée a ses constituants

majeurs; il pourrait aussi étre di a I’effet synergique de plusieurs constituants minoritaires.

Des études récentes ont rapporté que les huiles essentielles affectent la physiologie
d'insecte de facons diverses. De plus, les monoterpenes oxygénés ont été examinés pour leur
neurotoxicité (Kumar et al, 2011); ils sont typiquement volatils et plutot lipophiles et peuvent
pénétrer dans les insectes rapidement et se heurter a leurs fonctions physiologiques (Lee et al,
2002) en inhibant Dl’activité d’acetylcholinesterase (Lopez, Pascual-Villalobos, 2010) et

agissant sur les sites octopaminergique des insectes (Price, Berry, 2006).

L’octopamine, un biogénique structurellement proche de la noradrénaline des
vertébrés, agit comme un neurotransmetteur chez les invertébrés. L’octopamine a un effet
régulateur sur les battements du cceur, la motricité, la ventilation, le vol et le métabolisme des
invertébrés (Roeder, 1999). Les huiles essentielles agiraient en se fixant sur les récepteurs de

I’octopamine qui constituent de bonne cibles pour les biopesticides (Taleb-Toudert, 2015).
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En effet 1’activité insecticide de I’huile essentielle de M. rotundifolia qui renferme
89,09% de 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- ou les constituants
minoritaires, pourrait expliquer 1’inhibition de 1’acéthylcholestérase, de 1’octopamine ou du

cytochrome P450 des mono-oxygénases.

3.2- Etude de la variation des taux de mortalité en fonction des concentration apres 1h,

3h, 5h et 24h d’exposition

La figure 25 montre les variations des taux de mortalité en fonction des concentrations
pour chaque durée d’exposition a I’huile essentielle de M. rotundifolia et a I’insecticide
chimique de synthese, Karaté. Nous remarquons pour chaque figure, que plus la concentration
de I’huile essentielle augmente plus le taux de mortalit¢ des deux espeéces de pucerons

augmente, pour les quatre durées d’exposition (1, 3, 5 et 24h).

A la premiére heure d’exposition, I’insecticide chimique de synthése, a induit a la
concentration 0,1 mL/L un taux de mortalité de 99% et 86% et a la concentration 0,2 mL/L
98% et 9% avec R. padi et S. avenae, respectivement. Mais a partir de la troisieme heure
d’exposition le taux de mortalité est enregistré de 100% chez R. padi et 96% S. avenae. A part
cette différence, les taux de mortalité observés n’ont pas varié pour les deux especes (100%

de mortalité).

L’effet insecticide de 1’huile essentielle de M. rotundifolia aux différentes
concentrations testées et durant toutes les heures d’exposition est représenté par une courbe de

tendance linéaire et une formule de régression multiple (Formule 1 et 2) :

(YHER padi = 445 X1 — 3,96 X5 + 4,49 ; R ajusté = 0,907), Formule 1
(YHE,S.avenae =720X; — 3,42 X5+ 2,31, R2 ajUSté =0,894). Formule 2

L’analyse comparée de la sensibilité des deux espéces montre qu’a toutes les heures
d’exposition, I’activité insecticide de 1’huile essentielle de M. rotundifolia vis-a-vis R. padi est

meilleure par rapport a celle enregistrée avec S. avenae.
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Figure 25 : Variation du taux de mortalité en fonction de la concentration apres 1h, 3h, 5h et
24h d’exposition

Les résultats de I’analyse de variance au seuil de 5%, suivi par le test de Duncun

permettent de distinguer quatre groupes homogenes pour R. padi et cinq groupes homogenes

pour S. avenae (Tableau 6).
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Tableau 6 : Groupes homogenes issus du test de Duncun sur la sensibilité de R. padi et S.

avenae apres 24h d’exposition a I’huile essentielle de M. rotundifolia.

. R. padi S. avenae
Concentration

(mL/L) Moyenne de Groupe Moyenne Groupe
mortalité (%) homogéne (%) Homogeéne
0.1 32 a 26 A
0,2 52 b 41 b
0,3 84 C 69 c
0,5 100 d 97 d
1 100 d 100 E

En effet, de ’analyse de ce tableau, il en ressort qu’avec R. padi, 1’activité de I’huile
essentielle de M. rotundifolia aux concentrations de 0,1 a 0,5 mL/L  sont toutes
statistiquement différentes a I’exception des concentrations de 0,5 et 1 mL/L qui forment un
groupe homogene. En ce qui concerne S. avenae, les résultats issus de la comparaison de
moyennes au seuil de 5% apreés 24h d’exposition permettent de distinguer cinq groupes

homogenes, disant que, toutes les concentrations sont statistiquement différentes, avec une

association positivement linéaire entre les concentrations et les doses.
3.3- Détermination de la CLsy de I’huile essentielle de M. rotundifolia

Les concentrations létales a 50% de I’huile essentielle de M. rotundifolia pour R. padi

et S. avenae sont indiquées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : CLs, de I'huile essentielle de M. rotundifolia pour chaque heure d’exposition et

pour les deux especes de pucerons.

CLso (mL/L)
Durée d’exposition (h) R. padi S. avenae
1 0,34 0,37
3 0,27 0,24
5 0,21 0,21
24 0,16 0,20

En comparant les CLsy a chaque période d’exposition pour chaque puceron, on note

que ’huile essentielle de M. rotundifolia devient plus efficace lorsque la durée d’exposition
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augmente (Bokobana et al., 2014). La CLsg la plus élevée est obtenue 1 heure apres traitement
(0,37 mL/L) avec S. avenae, comprise entre les doses 3 et 4 testées et elle est de 0,34 mL/L

avec R. padi mais aussi comprise entre la 3™ et la 4™ dose testées.

La plus faible CLsq était de 0,16 mL/L avec R. padi , vient apres celle de S. avenae
avec une valeur de 0,20 mL/L, elles ont été obtenue 24h apres traitement. Ces résultats
montrent que I’huile essentielle de M. rotundifolia s'avere toxique pour R. padi et S. avenae,

mais ces dernieres especes ne répondent pas de la méme maniere.

Les bioessais de Lu et Gao (2009), ont montré que les deux especes de pucerons
different par leur sensibilité aux insecticides. R. padi était plus sensible que S. avenae a la

plupart des insecticides utilisés pour lutter contre les pucerons du blé.

Les résultats obtenus confirment les travaux antérieurs qui ont mis en évidence la forte
toxicité des huiles essentielles provenant d'especes de Mentha contre diverses especes

d'insectes (Kasrati et al 2015).
3.4- Etude de I’effet répulsif de I’huile essentielle de M. rotundifolia

Les pourcentages de répulsion des différentes doses de 1’huile essentielle de M.
rotundifolia vis-a-vis R. padi et S. avenae sont récapitulés dans le Tableau 8. Il en ressort
qu’apres deux heures d’exposition, les différentes doses de 1’huile essentielle de M.
rotundifolia (1; 2; 4; et 8uL) ont occasionné respectivement 76; 80; 84 et 100% de répulsion
vis-a-vis des adultes de R. padi et 56 ; 72 ; 76 et 83,58% de répulsion vis-a-vis des adultes de
S. avenae. Ceci montre clairement que le pourcentage de répulsion augmente en fonction de la

dose, (Ndomo et al, 2009).

Tableau 8: Pourcentages de répulsion sur papier filtre de I1’huile essentielle de M.

rotundifolia vis-a-vis des adultes de R. padi et S. avenae

Concentration de I’huile (uL)

Répulsivité Effet de la
Espece de moyenne Classe substance
puceron . 5 5 .
R. padi 76% | 80% | 84% | 100% 85% \Y Tres répulsive
S. avenae | 569, | 72% | 76% | 83,58% 71,90% v Répulsive
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A la lumiére de ces résultats, on peut noter que 1’huile essentielle de M. rotundifolia a
une forte activité insectifuge a 1’égard des adultes de R. padi et S. avenae et appartient selon le
classement de McDonald et al. (1970) a la classe répulsive V avec un taux de répulsion
moyen de 85 % pour R. padi et a la classe IV avec un taux de répulsion moyen de 71,90%

pour S. avenae (Tableau 8).

Les effets toxiques et répulsifs de cette huile essentielle pourraient dépendre de sa
composition chimique et du niveau de sensibilité des insectes (Casida, 1990). Ce dernier point

confirme la sensibilité de R. padi par rapport a S. avenae.

Kumar et al (2011) ont rapporté que les propriétés répulsives des huiles essentielles et
des extraits du genre Mentha sont bien documentées. Cependant, la plupart de ces études sont
concentrées sur les ravageurs appartenant aux coléopteres et aux dipteres. Ce qui donne une

nouvelle vision de I’effet de I’huile essentielle de M. rotundifolia sur les pucerons.

Murray (2000) a rapporté que certaines huiles essentielles ont une toxicité qui va tuer
le nuisible cherchant a se nourrir de la plante, et les autres vont avoir une action simplement
répulsive. Selon Goucem (2014), le pouvoir répulsif est hautement dépendant de la
concentration et de la durée d’exposition et pourrait étre attribué a des taux élevés des
composés majoritaires, cas probable de notre huile. Les propriétés répulsives des huiles
essentielles sont souvent associées a la présence de monoterpenoides et de sesquiterpenes bien
que les effets toxiques dépendent de I’espéce d’insecte, de la plante et du temps d’exposition a

I’huile essentielle (Kim et al., 2002).
4- Conclusion

Lutter contre les pucerons de céréales constitue I’objectif prioritaire d’un programme a
deux traitements: le traitement des semences a 1’aide d’un insecticide systémique et le
traitement des parcelles par pulvérisation d’insecticide lorsque la proportion de plantes
infectées menace de dépasser le seuil au-dela duquel des dégats inacceptables peuvent
survenir. Ces insecticides se sont avérés d'une grande efficacité pour contrdler les populations
de pucerons, cependant une stratégie fondée sur leur emploi immodéré a montré ses limites et

est contestée pour ses conséquences sur la santé humaine et I'environnement.

L’absence d’effets sur les prédateurs naturels des pucerons et le mode d’action
spécifique des huiles essentielles en font un outil répondant aux nouveaux enjeux de la

protection des cultures. En effet, nous nous sommes intéressés a évaluer 1’activité insecticide
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et répulsive de I’huile essentielle extraite d’une lamiacée qui pousse a Sétif (Algérie)

M. rotundifolia.

L’huile essentielle de M. rotundifolia a montré une activité biocide intéressante sur les
deux especes de pucerons étudiés. Cette huile a montré aussi un effet répulsif a 1’égard des
adultes de R. padi et S. avenae et appartient selon le classement de McDonald et al. (1970) a
la classe répulsive V avec un taux de répulsion moyen de 85 % pour R. padi et a la classe IV

avec un taux de répulsion moyen de 71,90% pour S. avenae.

En raison de son activité insecticide et répulsive, cette huile essentielle pourrait €tre
utilisée en guise de solution alternative dans les systemes intégrés de lutte biologique contre

les pucerons de céréales.
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IV- Activité antifongique des extraits et de I’huile essentielle de M. rotundifolia vis-a-vis

Alternaria alternata et Fusarium oxysporum
1- Introduction

Au cours des vingt dernieres années, une forte progression des maladies causées par
des champignons, qui touchent un éventail d’hétes trés large a été constatée. Ces maladies

sont causées par un nombre ¢tonnamment élevé d’especes fongiques (Bitar et al., 2013).

Les superficies de la culture de la tomate se répartissent a 90% sur les régions de
Annaba, Guelma, Skikda, et Taref, les 25% restants se situent au centre et a I’ouest du pays.
Concernant la campagne agricole 2015/2016, la production nationale de tomate industrielle a
atteint 1 205 779 tonnes dont seulement 599 303 tonnes ont été transformées. Le rendement a
I'hectare a évolué pour atteindre les 800 quintaux au cours de la campagne 2015/2016, alors
qu'il ne dépassait guere les 80 g/ha dans un passé récent. Aussi, on prévoit un rendement de 1
000 g/ha a Thorizon 2019/2020 (MADR, 2017). Ainsi il faut le rappeler, au sujet des
rendements, nous sommes classés les derniers au niveau des pays du bassin méditerranéen ol

les rendements peuvent atteindre 1040 Qx/ha pour la saison culturale (FAO, 2011).

Cet état de fait est 1ié en partie aux différents bio-agresseurs inféodés a cette culture.
La production de tomate sous serre nécessite un environnement humide et des températures
optimales de 20°C a 25°C (Chaux et Foury, 1994), ce qui correspond aux exigences
climatiques pour la propagation des agents phytopathogenes (Baptista, 2012). La tomate est
attaquée par plus de 20 genres de champignons, 19 especes de virus et 7 especes bactériennes
ainsi que plusieurs ravageurs (Blancard, 2009). Les agents pathogenes fongiques peuvent
affecter la tomate et provoquer plusieurs maladies, a savoir : Rhizoctonia solani,
Cladosporium fulvum, Pythium spp., Fusarium spp., Sclerotium spp. et Phytophthora spp.

Elles sont favorisées par une humidité relative forte et une température élevée.

L’Alternariose de la tomate constitue une maladie fongique aérienne importante qui
touche les feuilles, les tiges et les fruits. Si aucune méthode de protection n’est envisage, elle
entraine des défoliations importantes et de nombreuses 1€sions sur fruit (Blancard et al.,
2012). En Algérie, I’Alternariose est une maladie trés présente; elle affecte toutes les
productions de plein champ et sous les tunnels plastique (serre), les conséquences de la
défoliation sont graves, elles contribuent au ralentissement et a la diminution de la production

voir méme la perte de fruit (ITCMI, 2010).
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La fusariose de la tomate ne s’attaque qu’a certains cultivars. Les plantes infectées par
ce mycete du sol présentent un jaunissement des feuilles et un flétrissement se propageant a
partir de la base de la tige. Au départ, les symptomes ne sont visibles que sur une seule moitié
de la surface des feuilles, des branches ou des plantes, avant de se propager a I’ensemble de la

plante (Messiaen et al., 1993).

L'application de fongicides synthétiques a conduit a un certain nombre de problemes
environnementaux et sanitaires, car ils sont eux-mémes cancérigenes, tératogenes et

hautement toxiques a forte durée de dégradation (Lingk, 1991 ; Tian et al., 2011).

Une nouvelle sensibilisation visant a réduire I'utilisation des pesticides chimiques en
développant des stratégies ou des technologies alternatives afin d'améliorer la résistance aux

maladies des plantes et le controle des agents pathogenes est encouragée (Labiod et al., 2015).

Par conséquent, il y a eu un intérét croissant pour la recherche concernant les
pesticides alternatifs et les composés actifs antimicrobiens, y compris les extraits de plantes et

les huiles essentielles de plantes aromatiques (Pradhanang et al., 2003, Kotan et al., 2013).

L'activité antifongique des especes de Mentha a été étudiée sur différents champignons
(McKay & Blumberg, 2006 ; Mimica-Duki¢ & Bozin, 2008 ; Peixoto et al., 2009). L'activité
antifongique des extraits de Mentha a été étudiée dans une moindre mesure. Néanmoins, des
extraits ont montré une activité antifongique intéressante (Gulluce et al., 2007 ; Hussain et al.,

2010).

Pour cette raison, I’objectif de cette partie est d’évaluer l'activité antifongique des
extraits et de I’huile essentielle de M. rotundifolia vis-a-vis deux souche de champignons

causant des dégats sur tomate.
2- Matériel et Méthodes
2.1- Isolement et purification des souches fongiques

Les microorganismes testés sont des pathogeénes isolés a partir d’une tomate infectée.
L’isolement des pathogenes s’est fait suivant le protocole décrit par Zhu et al. (2001). Des
fragments issus de jeunes lésions sur tomate (baie, feuilles, tige) ont été désinfectés avec de
I’eau de Javel dilué a 5% pendant 5 min puis déposés dans des boites de pétri contenant du

PDA fraichement préparé et supplémenté en antibiotiques « Gentamicine 80mg/2mL » (Zhu
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et al., 2001; Djeugap et al., 2009). Aprés 4 a 6 jours d’incubation a 28°C, des repiquages
successifs sur milieu dépourvu d’antibiotique ont permis de purifier les souches et les cultures

pures obtenues ont été conservées a 4°C.
2.2- Identification macroscopique des souches

L’identification des pathogénes s’est faite sur la base de la description macroscopique
(la vitesse de croissance, la couleur de face et du revers de la boite de Pétri, la forme et
I’aspect de la colonie) et microscopique (I’aspect du thalle cloisonné ou non, la forme et la
disposition des spores, la structure du mycélium, ... ) en se référant aux documents de
systématiques fongiques (Alexopoulos, 1979 ; Viennot-Bourgin, 1980 ; Botton et al., 1990 ;
Pitt & Hocking, 1997).

2.3- Identification moléculaire des souches

L’identification moléculaire des souches fongiques a été effectuée au niveau du
Laboratoire Conidia Expert en Moisissures, a Lyon. L'identification des souches se base sur
une comparaison (BLAST) des séquences obtenues contre une base de donnée.
L'identification est souvent complétée par des observations microscopiques. Apres

séquencage « SANGER » des produits PCR, on recoit les séquences sous format FASTA.
2.4- Tests biologiques

2.4.1- Activité antifongique des extraits éthanolique et méthanolique de M. rotundifolia

sur la croissance mycélienne de A. alternata et F. oxysporum

Apres une étude préliminaire, [’activit¢ antifongique de I’extrait aqueux de
M. rotundifolia n’était perceptible qu’a 500 mg/mL sur les deux souches de champignons,
c’est pour cette raison qu’on a choisi I’extrait éthanolique et méthanolique pour 1’évaluation
de cette activité, qui ont réagi a moindre dose. L’activité antifongique des extraits a été
recherchée in vitro. Le parametre d’étude est la croissance mycélienne des deux souches :

Alternaria sp et Fusarium sp.

L’incorporation des deux extraits végétaux au milieu de culture a été faite selon la
méthode de la double dilution de liaison géométrique de raison Y2 (Zirihi et Kra, 2003 ; Ahon
etal., 2011). L’extrait a tester est pesé dans un tube a hémolyse et solubilisé dans une solution
de Dimethyl Sulfoxide (DMSO). La concentration finale en DMSO dans le milieu de culture

ne doit pas étre supérieure a 2%. Huit concentrations ont été retenues pour les deux extraits
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éthanolique et méthanolique (200 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL,
6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL et 1,56 mg/mL). Le témoin n’a subi aucun amendement avec les
extraits. Les différents milieux ont été coulés a 40 °C dans des boites de Pétri de 90 mm de
diametre. Trois boites de Pétri ont été utilisées par répétition élémentaire et I’essai a été
répétée 3 fois. Un explant de 6 mm de diametre, de chaque champignon agé de 7 jours, est
placé au centre géométrique de la boite de Pétri sur le milieu solidifié. Les boites de Pétri ont
été scellées avec du Parafilm et mises en incubation a 1’étuve, pendant 7 jours, a 25 £2 °C. Le
taux d’inhibition de la croissance radiale mycélienne a été mesuré quotidiennement pendant 7

jours comparativement au témoin. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage

d’inhibition (PI) (Leroux & Gredet, 1978) :

Pl =28 x 100
A

A : Diametre moyen de la croissance du champignon sur milieu témoin.

B : Diametre moyen de la croissance du champignon en présence de 1’extrait a tester.

Trois boites de Pétri ont été utilisées par condition et au moins trois répétitions ont été
effectuées. Les explants de mycélium issus des boites ol la croissance a été totalement
inhibée ont été repiqués de nouveau sur le milieu organique gélosé frais dépourvu d’extrait.
L’activité fongicide ou fongistatique de 1’extrait végétal a été évaluée sur des cultures agées

de 10 jours selon qu’il y ait eu reprise de croissance fongique ou non (Pandey et al., 1982).

De I’équation de régression linéaire entre les logarithmes népériens des concentrations
(en abscisses) et les pourcentages d’inhibition de la croissance ou de la sporulation (en
ordonnées), on détermine les concentrations réduisant de 50% (Clso) et 90% (Clo) la

croissance mycélienne Brown (1988).

Les Clsg et les Clyy ont été déterminés graphiquement par la relation linéaire entre le
logarithme des concentrations et les pourcentages d’inhibition de la croissance. L’analyse

statistique des résultats a été réalisée par le test « Duncan’s multiple range » au seuil de 5 %.
2.4.2- Activité antifongique de I’huile essentielle de M. rotundifolia

L’incorporation de 1’huile essentielle au milieu de culture a été faite selon la méthode
de (Remmal et al., 1993). Du fait de la non-miscibilité des huiles essentielles a 1'eau et donc
aux milieux de culture, une mise en émulsion de I’huile a été¢ réalisée grace a une solution

d'agar agar a 0,2%. Elle permet d'obtenir dans le milieu une répartition homogene des
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composés a l'état dispersé , elle donne au milieu une viscosité capable d’empécher les
constituants des huiles essentielles de se réassocier apres agitation et d'augmenter au

maximum le contact germe/compose.

L’huile essentielle est diluée d'abord au 1/10° dans la solution d'agar-agar. A partir des
différents tubes contenant des concentrations différentes en HEs, des quantités de cette
dilution (2 mL) ont été ajoutées aux tubes a essais stérilisés et refroidis a 45 °C, contenant 18
mL de PDA. Ces tubes sont ensuite agités au Vortex et versés dans des boites de Pétri. Les
concentrations finales (V/V) en huile essentielle sont 10% (1/10%), 4% (1/25°), 2% (1/50%), 1%
(1/100%, 0.1% (1/200° et 0.01% (1/300°). Des boites témoins, contenant le milieu de culture

plus la solution d'agar-agar 0,2% seul, sont également préparées.

Apres solidification du PDA, I’ensemencement se fait par dépot d’un explant de 6 mm
de diametre, prélevés a partir de la périphérie d’un tapis mycélien et provenant d’une culture
de sept jours. Les boites de Pétri ont été scellées avec du Parafilm et mises en incubation a
température ambiante pendant une semaine. Chaque essai est répété trois fois afin de

minimiser l'erreur expérimentale.

L’activité antifongique de 1’huile essentielle de M. rotundifolia a été évaluée in vitro
en observant I’inhibition de la croissance des champignons a tester en contact avec cette huile
a différentes concentrations. Les résultats de cette étude sont représentés par la sensibilité des

souches a cette huile (inhibition ou développement).
3- Résultats et Discussion
3.1- Identification macroscopique et microscopique des souches

Apres ’isolement et ’incubation des souches trouvées sur tomate, I’identification des
genres fongiques a été réalisée en se référant aux clés d’identification de Champion (1997);
Botton et al. (1990); Watanabe (2002); Navi et al. (1999) en se basant sur les caracteres
macroscopiques des colonies (aspect, couleur, odeur, forme, contour, etc.) et sur les caracteres
microscopiques (cloisonnement du mycélium, forme des spores et conidies, forme des
organes de fructification, etc.). Sur la base des caractéres microscopiques retenus apres
'observation au microscope optique avec des grossissement x4 et x10, nous sommes arrivés a

identifier: Alternaria sp et Fusarium sp.
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L’observation macroscopique et microscopique des deux souches (Figure 29) a révélé
I’existence des caractéres suivants : chez Alternaria sp la couleur de la colonie est grise et
blanche sur la face de la boite de Pétri tandis que son revers est noir orangé, la texture de la
colonie est cotonneuse, sous microscope la souche a présenté un mycélium cloisonné avec des
conidies et des spores lisses et des hyphes septés. Pour Fusarium sp la couleur de sa colonie
est blanchatre a rose pale sur la face de la boite de Pétri et rose sur son revers, la texture de la
colonie est duveteuse, sous microscope la souche a présenté des mycéliums cloisonnés avec
différents types de conidies (microconidies, macroconidies et les monophialides) et des

chlamydospores intercalaires ou terminales.

Alternaria sp Fusarium sp

Caracteres macroscopiques Caracteres macroscopiques

Caracteres microscopiques x10

Conidiophores et conidies Hyphes, conidies et chlamydospores

Figure 26 : Observation macroscopique et microscopique des deux souches fongiques.
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3.2- Identification moléculaire

Apres séquencage « SANGER » des produits PCR, les séquences sous format FASTA
sont représentées par deux séquences pour chaque souche. Les séquences sont analysées par

BLAST sur : base de donnée interne, NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) et unité

(https://unite.ut.ee/analysis.php). Par exemple, pour la séquence 1 le résultat sur unité donne :

A. alternata en premier suivi par A.quercus. Pour la séquence 2 le résultat sur unité donne :

A. alternata (Figure 27).

Figure 27 : Profil microscopique de Alternaria alternata conidiophores et conidies

Figure 28 : Profil microscopique de la souche Fusarium oxysprorum (hyphes, microconidies,

macroconidies).
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3.3- Activité antifongique des extraits

Nous avons remarqué dans notre étude (Figure 29, 30) que I’inhibition de la croissance
mycélienne (100%) par I’extrait éthanolique sur A. alternata et F. oxysporum est enregistrée
avec les concentrations 25, 50, 100 et 200mg/mL apres 24 heures d’incubation. Cette
inhibition a duré deux jours avec la concentration 200mg/mL en inhibant la croissance de A.
alternata. L’inhibition mycélienne de F. oxysporum est totale pendant deux jours avec les

concentrations 100 et 200mg/mL.

La croissance mycélienne des deux souches fongiques démarre le troisieme jour pour
les concentrations 200mg/mL; par contre pour la souche A. alternata et pour la concentration
100mg/mL, elle démarre le deuxiéme jour avec un taux d’inhibition de 88% (Photos). Aprés 7
jours d’incubation, une inhibition de croissance importante (>85% et <95%) de mycélium des

deux souches a été observée pour les concentrations 100 et 200 mg/ml.

120% Extrait éthanolique
=
.g 100% A. alternata
S
< 80% -
= uC7
g BCS
5 40% mC4
2 EC3
=
o 20%
i~ 2
C1
0%

A J2 I3 J4 J5 J6 J7

Jours

Figure 29 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de A. alternata, en fonction
du temps et de la concentration de I’extrait éthanolique. C1 :1,56 mg/mL ; C2 : 3,12 mg/mL ;
C3:6,25 mg/mL ; C4 : 12,5mg/mL ; C5 : 25 mg/mL ; C6 : 50 mg/mL ; C7 : 100 mg/mL ;
C8 : 200 mg/mL.

En utilisant 1’extrait éthanolique ; la souche A. alternata était la plus résistante a
200mg/mL avec wun taux d’inhibition de 93.12% comparé a F. oxysporum avec un taux

d’inhibition de 92.40% apres 7 jours d’incubation (Figure 31).
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Figure 30 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporum, en
fonction du temps et de la concentration de I’extrait éthanolique. C1 :1,56 mg/mL ; C2 : 3,12
mg/mL ; C3: 6,25 mg/mL ; C4 : 12,5mg/mL ; CS5 : 25 mg/mL ; C6 : 50 mg/mL ; C7 : 100
mg/mL ; C8 : 200 mg/mL.

Extrait éthanolique

A. Alternata

Figure 31 : Croissance in vitro du mycélium des souches A. alternata et F. oxysporum en
présence d’extrait éthanolique de la partie aérienne de M. rotundifolia apres 7 jours
d’incubation.

T : Témoin 0 mg/mL ; C1 :1,56 mg/mL ; C2 : 3,12 mg/mL ; C3 : 6,25 mg/mL ; C4 :
12,5mg/mL ; C5 : 25 mg/mL ; C6 : 50 mg/mL ; C7 : 100 mg/mL ; C8 : 200 mg/mL.

L’analyse quantitative par CLHP a montr¢ la richesse des deux extrais (éthanolique et
méthanolique) de M. rotundifolia en acides phénoliques et en flavonoides connus pour leurs

multiples activités biologiques. Parmi les flavonoides trouvés, la scutéllarine est le composé
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majoritaire dans les deux extraits avec une quantit¢ de 40.24mg/kg trouvée dans 1’extrait
méthanolique, plus élevée que celle trouvée dans ’extrait éthanolique (25.33mg/kg). La
différence d’efficacité entre 1’extrait éthanolique et méthanolique en inhibant la croissance
mycélienne des deux souches fongiques peut étre due a la quantité de scutéllarine et/ou aux

autres composés phénoliques trouvant dans les deux extraits.

L’activité d’une substance végétale dépend de sa concentration en principes actifs
(Thangara et al, 2000). Les études de Nickavar et al. (2008); Seladji et al. (2014);
Moldovan et al. (2014) ; Brahmi et al. (2017b) sur le criblage phytochimique des extraits de
M. rotundifolia a mis en évidence la présence de métabolismes secondaires tels que : les
saponosides, les tanins, les flavonoides, les lactones, les sesquiterpéniques, les phénols, les
alcaloides et les coumarines. La majorité de ces composés seraient a la base des activités
fongicides contre les microorganismes pathogenes selon Okigbo & Ajalie (2005). Toutefois,
dans leur mode d’action, les tannins peuvent s’accrocher sur la membrane cellulaire des

micro-organismes grace a leur capacité de précipiter les protéines (Vasconcelos et al., 2003).

Kabran et al. (2012) ont signalé que les phénols totaux sont synthétisés par les plantes
comme réponse aux conditions de stress telles que les infections, les blessures, les radiations
UV. Ce qui justifierait leurs nombreux usages en pharmacopée traditionnelle. Les plantes
riches en flavonoides ont des propriétés analgésiques, antifongiques, antimicrobiennes,
hémostatiques, aphrodisiaques et astringentes. Ce qui expliquerait ’utilisation probable de
M. rotundifolia dans la lutte contre A. alternata et F. oxysporum, deux champignons

phytopathogenes étudiés dans ce travail.

La différence de sensibilité observée au parametre testé (inhibition de la croissance
mycélienne) est due principalement, a la diversité structurelle des agents pathogénes, d’apres
(Chang et al., 2007). Le mécanisme de résistance des champignons aux extraits antifongiques
est dii généralement a I’ergostérol, principal constituant de la membrane fongique. Par contre
leurs sensibilités étaient dues a la formation des complexes insolubles ; a 1’altération de la
perméabilité cellulaire ; a I’inhibition de la synthese protéique par incorporation de I’ARN et
a ’inhibition de la synthése d’ADN (Boiron, 1996). Ces perturbations cellulaires conduisent a
I’altération de la paroi du filament fongique (Epstein et al., 1972).

Selon Kalemba & Kunicka (2003) et Klervi (2005), I’efficacité d’un extrait dépend de
sa concentration, de la plante a partir de laquelle il est issu et de la souche testée. L’activité

d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs dont le mode d’extraction et la
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concentration en principe actif (Wagner et al, 1996). L’¢éthanol et le méthanol ont extrait
différentes substances antimicrobiennes de la méme plante, nos résultats étaient comparables

a ceux obtenus par Pesewu et al. (2008).

Kanoun et al. (2014) ont montré que la diminution de la croissance mycélienne de
Ascocyhta rabiei et de Fusarium oxysporum, correspond a la diminution du nombre de leurs

spores sous ’effet de I’extrait éthanolique d’écorce de Punica granatum.

L’effet antifongique de nos extraits est dii aux composés antifongiques présents dans
notre plante, qui sont responsables de I’inhibition de la croissance mycélienne des
champignons. Des protéines antifongiques telles que les chitinases, les b-1,3-glucanases et les
protéines inactivant les ribosomes présentes dans les plantes ont été décrites par Vigers et al.

(1991).

Les propriétés phytostimulantes des extraits de plantes peuvent probablement étre dues
a des facteurs favorisant la croissance tels que IAA, IBA, GAj3 ou leurs précurseurs. Les
propriétés antifongiques peuvent également étre dues aux concentrations enrichies de

substances phénoliques, de tanins, d'alcaloides et de phytoalexines (Begum et al., 2009).

Nous remarquons que I’inhibition de la croissance mycélienne (100%) par I’extrait
méthanolique sur A. alternata et F. oxysporum est enregistrée avec les concentrations 25, 50,
100 et 200mg/mL apres 24 heures d’incubation (Figure 32 et 33). Cette inhibition a duré deux
jours avec la concentration 200mg/mL en inhibant la croissance de A. alternata et cinq jours

avec la concentration 200mg/mL en inhibant la croissance mycélienne de F. oxysporum.

La croissance mycélienne de F. oxysporum démarre le sixiéme jour pour la
concentration 200mg/mL et le deuxieéme jour pour les concentrations 25, 50, 100mg/mL ; par
contre pour lasouche A. alternata elle démarre le troisieme jour pour la concentration
200mg/mL et le deuxiéme jour pour les concentrations 25, 50, 100mg/mL. Apres 7 jours
d’incubation, une inhibition de croissance importante (>50% et <95%) de mycélium des deux

souches a été observée pour les concentrations 100 et 200 mg/mL.

Avec I’extrait méthanolique, la souche F. oxysporum est 1égerement plus résistante a
200mg/mL avec un taux d’inhibition de 93.12% comparé a A. alternata avec un taux

d’inhibition de 91.80% apres 7 jours d’incubation (Figure 34).
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Figure 32 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporum, en

fonction du temps et de la concentration de 1’extrait méthanolique. C1 :1,56 mg/mL ; C2 :

3,12 mg/mL ; C3 : 6,25 mg/mL ; C4 : 12,5mg/mL ; C5 : 25 mg/mL ; C6 : 50 mg/mL ; C7 :

100 mg/mL ; C8 : 200 mg/mL.
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Figure 33 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de A. alternata, en fonction

du temps et de la concentration de I’extrait méthanolique. C1 :1,56 mg/mL ; C2 : 3,12 mg/mL
; C3:6,25 mg/mL ; C4 : 12,5mg/mL ; C5 : 25 mg/mL ; C6 : 50 mg/mL ; C7 : 100 mg/mL ;

C8 : 200 mg/mL.
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Extrait méthanolique

A. Alternata

Figure 34 : Croissance in vitro du mycélium des souches A. alternata et F. oxysporum en
présence d’extrait méthanolique de la partie aérienne de M. rotundifolia aprés 7 jours
d’incubation. T : Témoin 0 mg/mL ; C1 :1,56 mg/mL ; C2 : 3,12 mg/mL ; C3 : 6,25 mg/mL ;
C4:12,5mg/mL ; C5 : 25 mg/mL ; C6 : 50 mg/mL ; C7 : 100 mg/mL ; C8 : 200 mg/mL.

Bajwa et al. (2004). ont montré que pour leurs réponses de croissance périodiquement
variées, il semble probable qu'une croissance fongique plus faible au début de la période soit
due a la plus forte concentration de composés allélochimiques dans le milieu causant un
controle de la croissance. D'autre part, cette lente réponse est due au fait qu'avec le temps les
produits des métabolites fongiques dénaturaient les composés allélochimiques avec la
décomposition et 'autophagie, les champignons en raison du manque de nutriments résultant

la production de biomasse.

Selon Kanoun (2014), la différence de susceptibilité s’explique principalement par la
sensibilité et la résistance naturelle des souches testées. L’activité antifongique des extraits
n’est pas fonction du rendement d’extraction. L’efficacité serait liée au pouvoir du solvant a
solubiliser un ou plusieurs composés chimiques contenus dans le broyat de la plante (Senhaji

et al., 2005).

Les activités antibactériennes et antifongiques des especes de Mentha ont été étudiées
sur diverses bactéries et champignons (Kapp, 2015). Mais il y a peu d'informations sur les
extraits de M. rotundifolia et leurs dérivés contre les cellules fongiques qui favorisent 1'effet

fongistatique ou fongicide (Figueiredo et al., 2008).
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L’isolat A. alternata est tres sensible a 1’extrait méthanolique de M. rotundifolia alors
que I’isolat F. oxysporum nécessite des doses beaucoup plus élevées pour 1’inhibition de sa
croissance mycélienne (Tableau 9). Les deux champignons sont inhibés de maniere similaire
par I’extrait éthanolique par des valeurs de Clsy de 28.25mg/mL pour A. alternata et
28.20mg/mL pour F.oxysporum. Ce dernier a enregistré une Clgy (161.53) plus élevée que

celle de A. alternata avec une valeur de 153.25mg/mL.

Tableau 9 : Concentration (mg/mL) en extrait réduisant de 50% (Clsp) et 90% (Cly) la

croissance mycélienne de A. alternata et F. oxysporum.

Croissance mycélienne

Extrait Champignon
Clso Cloo

A. alternata 28.25 153.25

Extrait
éthanolique F. oxysporum 28.20 161.53
A. alternata 15.12 175.12

Extrait
méthanolique F. oxysporum 53.13 191.06

Le potentiel antifongique des phénols et des tanins des extraits de plantes a €té prouvé
par diverses recherches contre les especes fongiques pathogenes (Duke, 2002 ; Castillo et al.
2010 ; Zuniga et al., 2012). Les flavonoides et les polyphénols apparentés protegent les
plantes contre les invasions microbiennes (Harborne & Williams, 1995) et il ne devrait pas
étre surprenant qu'ils ont ét€ trouvés in vitro pour €tre des substances antimicrobiennes
efficaces contre un large éventail de micro-organismes. Il a ét€ prouvé hors de tout doute que
l'effet de I'extrait sur l'inhibition fongique dépend du solvant utilisé pour l'extraction (Castillo

et al., 2010).

Dans 1’¢tude ¢établie par Ameziane et al. (2007), les extraits méthanoliques
d'Eucalyptus globulus et de Citrus villosus étaient plus actifs contre Penicillium digitatum et
Geotrichum candidum que les extraits chloroformiques. Ainsi, il peut étre suggéré que le
méthanol est le meilleur solvant pour l'extraction des composés antifongiques de ces deux

especes végétales.

Les extraits de M. rotundifolia par la présence de différentes familles chimiques
(polyphénols, flavonoides, tanins, coumarines) révelent des activités antifongiques
potentielles, ces composés constituent donc une cible de choix pour enrichir la production des
antifongiques naturels.
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3.4- Activité antifongique de I’huile essentielle

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques selon leurs
constituants majoritaires. Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les huiles
essentielles ou leurs composés actifs pourraient également étre employés comme agents de
protection contre les microorganismes, les champignons et le processus d'oxydation des

aliments (Farhat, 2010).

Pour évaluer l'activité antifongique de 1’huile essentielle de M. rotundifolia, nous
avons adopté la technique de contact direct sur gélose. Les résultats ont montré que 1’huile

essentielle a une activité significative contre les deux champignons testés (Figure 35).

A. alternata a continué de croitre sur les milieux sans huile a 1% et 0.1% ; aussi sur
les milieux dont la concentration en huile est de 0,01%. F. oxysporum a poussé sur les milieux
dont la concentration en huile est de 0,01% et n’a pas développé sur les milieux sans huile a
0.1% ; 1% ; 2% ; 4% ; 10%. L'huile essentielle de M. rotundifolia inhibe completement la

croissance des deux champignons a des concentrations égales a 0.1%.

Le tableau 10 résume les résultats de l'inhibition de la croissance des deux
champignons par I’huile essentielle. Ainsi, en fonction de leur sensibilité, I’espece A.
alternata a montré la sensibilité la plus importante par rapport a F. oxysporum, tandis que la

souche F. oxysporum a montré une sensibilité plus faible a I’huile essentielle.

Tableau 10 : Activité d'inhibition de I’huile essentielle de M. rotundifolia sur la croissance de

A. alternata et F. oxysporum

Concentration en HE %

Champignons 001 01 1 2 4 10 Témoin
A. alternata + - - - - - +
F. oxysporum + - = = = = +

+ croissance, - inhibition
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Activité antifongique de I’huile essentielle de M. rotundifolia

A. alternata

0,1 % 1 % 2 % 4 %

=

Figure 35 : Activité d’inhibition de I’huile essentielle de M. rotundifolia sur la croissance des

deux champignons apres 7 jours d’incubation

Les explants des deux champignons, qui n’ont pas pouss¢, ont été réensemencés dans
des nouvelles boites de Pétri dépourvues d’huile. Les deux champignons prélevés des boites
dont la concentration en huile essentielle est de 1 ; 0.1 et 0.01% ont continué de croitre (effet
fongistatique). Tandis que les explants des deux champignons prélevés des boites dont la

concentration en huile essentielle est de 2 ; 4 et 10% n’ont pas poussé (effet fongicide).

Plusieurs études ont été effectuées sur l'activité antifongique de 1’huile essentielle de
Mentha sp (Oumzil et al., 2002 ; Norsati et al., 2011 ; Moghaddam et al., 2013 ; Moghtader,
2013 ; Mehani et al., 2015 ; Dehghanpour-Farashah & Taheril, 2016 ; Park et al., 2016 ;
Reddy et al., 2017). Cependant, rares sont celles qui ont été consacrées a [’activité
antifongique de I’huile essentielle de M. rotundifolia contre ces deux souches trouvées sur

tomate.

L’huile essentielle de M. rotundifolia a exercé une tres forte activité antifongique
contre les deux champignons par rapport aux extraits éthanolique et méthanolique. Les huiles
essentielles sont des antifongiques plus efficaces que les extraits polaires (Hajlaoui et al.,
2009 ; Mkaddem et al., 2009 ; Teixeira et al., 2012). Elle a inhibé leur croissance mycélienne
a partir d’une tres faible concentration de I’ordre de 1/200 v/v. Les deux souches fongiques
testées ont montré une grande sensibilité a I’huile essentielle de M. rotundifolia riche en
phénols. 1l a été prouvé que les phénols agissent par I’inactivation des enzymes fongiques qui
contiennent le groupement SH dans leur site actif (Farag et al., 1989 ; Celimene et al., 1999).

Les terpenes phénoliques agissent aussi en se fixant sur les groupes amine et hydroxylamine
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des protéines membranaires microbiennes provoquant 1’altération de la perméabilité et la fuite

des constituants intracellulaires (Knowles et al., 2005 ; Lopez-Malo et al., 2005).

L’activit¢ antifongique de [D’huile essentielle analysée peut étre attribuée
principalement a son constituant majoritaire, le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-
2-butenyl)- avec un pourcentage d'environ 89,09%. D’apres El Ajjouri et al. (2010), la
composition chimique des huiles essentielles doit étre prise dans sa totalité. En effet, il ne faut
pas négliger I’effet synergique entre différents constituants, y compris les constituants

minoritaires.

L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite

du contenu cytoplasmique et la mort de la levure (Mann et al., 2000).

Les chercheurs expliquent que l'activité antibactérienne et antifongique maximales des
huiles essentielles des plantes sont causées par des constituants chimiques contenant des
hétéroatomes tels que 1'oxygene (Dorman et Deans, 2000 ; Proestos et al., 2006 ; Ben-Bnina

etal., 2010).
4- Conclusion

Le pouvoir inhibiteur de la croissance mycélienne des deux extraits (éthanolique et
méthanolique) et de 1’huile essentielle de M. rotundifolia a été mis en évidence par la
réduction ou I’inhibition de la croissance mycélienne avec I’augmentation de la concentration

de ’extrait et de [’huile.

L’effet antifongique trés intéressant de [’huile essentielle de M. rotundifolia par
rapport a I’effet des extraits éthanolique et méthanolique indique le potentiel de cette espece
végétale comme source de matiere fongicide naturelle. La présente étude a révélé que cette
menthe présente un effet antifongique contre A. alternata et F. oxysporum, ce qui offre une
base scientifique pour l'utilisation de cette espece comme une bonne source de composés

antifongiques.

Ce travail préliminaire pourrait constituer une base pour la détermination des
concentrations suffisantes et efficaces pour les études in planta, en vue de la lutte biologique
par des substances actives naturelles de M. rotundifolia contre les agents phytopathogenes de

A. alternata et F. oxysporum.
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V- Activité antioxydante des extraits, de I’huile essentielle et de son compose majoritaire

de Mentha rotundifolia L.
1- Introduction

La plupart des plantes aromatiques et médicinales contiennent des composés
chimiques ayant des propriétés antioxydantes (Benabdallah et al., 2016). Récemment, 1'intérét
s'est considérablement accru en trouvant des antioxydants naturels pour remplacer les
antioxydants synthétiques, qui ont été limités en raison de leurs effets secondaires tels que la
cancérogenese (Puangpronpitag & Sittiwet, 2009). Parmi ces composés naturels, les phénols
et les composés volatils constituent 1'un des principaux groupes de composés a base de plantes
agissant en tant qu'absorbeurs de radicaux et antioxydants (Malik et al., 2012; Benmansour et

al., 2015).

Les Lamiaceae est 1'une des familles les plus utilisées comme source de biomolécules
a effet antioxydant élevé (Boussouf et al., 2017). Dans cette famille, le genre Mentha est
représenté par six especes principales: M. rotundifolia, M. longifolia, M. spicata, M. aquatic,
M. pulegium et M. piperita,, selon la flore de 1'Algérie (Quezel & Santa, 1963). Divers extraits
ou huiles essentielles d'especes de Mentha ont démontré une activité antioxydante (Kapp,
2015). En Algérie et en Afrique du nord, cette plante aromatique a été appliquée en médecine
traditionnelle pour un large éventail d'actions comprenant le froid, le choléra, la bronchite, la
tuberculose, la sinusite, D’antiflatulente, 1’expectorante, 1’antitussive, la tonique, la
stomachique, la carminative, 1’analgésique 1’antispasmodique, I’anti-inflammatoire, la
sédative, I’hypotensif et I’insecticide (Bremnes, 2002; McKay & Blumberg, 2006; Kamkar et
al., 2010). De plus, il est bien documenté que 1'huile essentielle et les extraits d'especes de
Mentha possedent des propriétés antimicrobiennes, fongicides, antivirales, insecticides et
antioxydantes (Brahmi et al., 2017a). De telles activités biologiques multiples des huiles
essentielles de Mentha pourraient étre attribuées a la présence de certains composants
chimiques, tels que le menthone, 1'oxyde de pipéritone, le camphre et le linalol (Mimica-

Dukic et al., 2003; Hussain et al., 2008; Bendaoud et al., 2009).

L’activité antioxydante des extraits et de I'huile essentielle de Mentha rotundifolia a
été considérée dans la littérature, mais il y a trés peu de rapports sur l'effet du composé
majoritaire de son huile. Sur la base de ces considérations, cette étude vise a évaluer I’activité
antioxydante des extraits, de 1'huile essentielle et du composé isolé de Mentha rotundifolia L.

récoltée du nord-est algérien.
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2- Matériel et méthodes
2.1- Produits chimiques et réactifs

Le carbonate de sodium anhydre, le réactif phénolique de Folin-Ciocalteu, le méthanol
(réactif analytique et gradient de qualité HPLC) ont été achetés aupres de Merck (Darmstadt,
Allemagne). L’acide éthylénediaminetétra-acétique (EDTA), le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), l’acide 3- (2-pyridyl) -5,6-bis (4-phénylsulfonique) -1,2,4-triazine (ferrozine ), le
chlorure de fer (II) (FeCl,), l'acide gallique, le 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol (BHT), le
diméthylsulfoxyde (DMSO) ont été achetés chez Sigma-Aldrich GmbH. (Taufkirchen,
Allemagne). Tous les autres produits chimiques étaient de qualité analytique et obtenus a

partir de Sigma ou Merck.
2.2- Activité antioxydante
2.2.1- Activité de piégeage du radical DPPH

L'activit¢é de piégeage radicalaire a ¢été déterminée par une méthode
spectrophotométrique basée sur la réduction d'une solution méthanolique de DPPH selon la
méthode de Blois (1958). Les solutions d'échantillon ont ét€ ajoutées a une solution
méthanolique a 0,004% de DPPH. Le mélange a été agité vigoureusement et laissé reposer a
une température ambiante pendant 30 minutes dans l'obscurité. L'absorbance est mesurée a
517 nm contre un blanc par un spectrophotometre (Rayleigh, UV-2601). Le piégeage du

radical DPPH est calculé selon la formule:

% Activité du piégeage du radical DPPH

= [(A517(controle) — A517(échantillon)) / As17(controley] X 100

dont: Aconusle €St 1'absorbance de la réaction du contr6le (contenant tous les réactifs sauf le

composé d'essai), et Aschanilion €St 1'absorbance du composé d'essai.

L’activité de piégeage du radical DPPH a été exprimée en valeurs de Clsp (ug/mL)
pour comparaison. La valeur ICsy de chaque échantillon est définie comme la concentration
de I’échantillon requise pour une diminution de 50% de 1’absorbance de 1’échantillon. Le

BHT est utilisé comme un contrdle positif.
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2.2.2- Activité de chélation des métaux sur les ions ferreux (Fe**)

L'activité de chélation des métaux a été déterminée selon la méthode de Decker et
Welch (1990) avec quelques modifications. Brievement, 250 pL des échantillons ont été
mélangés avec 25 pl de 2 mmol/L de FeCl, et 100 uLL de 5 mmol/L de ferrozine. Le mélange
est dilué avec de 1'éthanol et laissé au repos a température ambiante pendant 10 minutes.
L'absorbance de la solution est mesurée par spectrophotométrie a 562 nm. L’activité de

chélation des métaux est calculé selon la formule:

% Activité de chélation des métaux

= [(As62(controle) — As62(6chantilion)) / As62(controle)] X 100

dont: Aconusle €St 1'absorbance de la réaction du contrdle (contenant tous les réactifs sauf le

S i ) échantillon u $ ‘-
composé d'essai), et A est I'absorbance du composé d'essai

L’activité de chélation des métaux a été exprimée en valeurs de Clsp (mg/mL) pour
comparaison. La valeur ICsy de chaque échantillon est définie comme la concentration de
I’échantillon requise pour une diminution de 50% de 1’absorbance de 1’échantillon. L'EDTA

est utilisé comme témoin positif.
2.3- Détermination de la teneur en phénols totaux

Le contenu des phénols totaux des échantillons a été analysé en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton et Rossi (1965), en utilisant 1'acide gallique en
standard, avec quelques modifications (Yegenoglu, Aslim & Oke, 2011). Les solutions de
fraction ont été mélangées avec 0,2 mL de réactif Folin-Ciocalteu a 50% et laissées réagir
pendant 3 minutes et 1 mL de solution aqueuse de Na,C0Os; a 2% a été ajouté. A la fin de
l'incubation de 45 min a température ambiante, 1'absorbance de chaque mélange a été mesurée
a 760 nm. La méme procédure a également été appliquée aux solutions standard de 1'acide
gallique. Les teneurs en composés phénoliques totaux ont été exprimées en pg d'équivalent

d’acide gallique par mg de fractions.
2.4- Analyses statistiques

Toutes les expériences ont été réalisées en trois répétitions. Les résultats ont été
exprimés en moyennes + écarts-types. Les analyses statistiques sont effectuées en utilisant le
SPSS 11.5 (SPSS, Chicago, IL). Les différences entre les moyennes sont faites par analyse de

variance (ANOVA) et les moyennes sont comparées en utilisant le test de Tukey. L'analyse de
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corrélation de Pearson est utilisée pour comparer le contenu phénolique total et l'activité

antioxydante des extraits.
3- Résultats et Discussion

L'identification des antioxydants des plantes médicinales est un domaine de recherche
en croissance rapide et de nombreux antioxydants ont été étudiés par plusieurs méthodes
(Seladji et al., 2014). Le test DPPH est une méthode rapide, fiable et peu coliteuse qui a
souvent été utilisée pour évaluer le potentiel antioxydant de divers composés naturels

(Molyneux, 2004).

L’activité de piégeage des radicaux DPPH de I'huile essentielle, du composé isolé , des
extraits et de l'antioxydant synthétique de référence sont données dans le tableau 11. Une
faible valeur de ICsy indique une plus grande activité de piégeage des radicaux libres. Selon
ces valeurs ICsy, ’ordre des capacités de piégeage des radicaux DPPH des échantillons de
M. rotundifolia est : 1'extrait méthanolique> 1’extrait aqueux> 1’extrait éthanolique> 1’huile
essentielle> le composé majoritaire (p <0,05). Le piégeage des radicaux libres le plus élevé

est observé chez l'extrait méthanolique avec une Clso de 36,4 + 1,1 pg / mL.

Dans notre étude, la teneur en composés phénoliques totaux dans les échantillons
variait entre 18,9 et 112,7 pg/mg (Tableau 11). Benabdellah et al., 2016 ont montré que la
teneur en phénols totaux de I’extrait méthanolique de M. rotundifolia est de I’ordre de 15.10
mg/g, tres inférieure a celle trouvée dans notre échantillon (112.7 pg/mg). Les mémes auteurs
ont révélé que I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de M. rotundifolia par DPPH
est enregistrée par une valeur de ICsy de ’ordre de 31.66 pg/mL, inférieure a la valeur de
notre plante de I’ordre de 36.4 pg/mL. Seladji et al. (2014) ont déterminé que la teneur en
composés phénoliques totaux des extraits aqueux était supérieure a celle des extraits
méthanoliques de M. rotundifolia, contrairement aux résultats de notre étude. Dans ce travail,
une corrélation significative (R = 0,953, p <0,01) est observée entre la teneur en composés
phénoliques totaux et l'activité de piégeage de DPPH indiquant que les composés phénoliques
étaient principalement responsables de cette activité. Nickavar et al. (2010) ont observé une
corrélation positive entre les activités de DPPH et le contenu phénolique total des especes de

Mentha, y compris M. rotundifolia. Méme observation a été relevé par Dorman et al. (2003).
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Tableau 11 : Activité antioxydante des différents échantillons de M. rotundifolia’

. Piégeage du radical Chélation des Teneur en phénols
Matériel DPPH métaux totaux
I1Csy (ug/mL) ICsy (mg/mL) (g GAE/mg extrait)

Huile essentielle > 100 3.3 +04° 18.9 + 0.4°

Extrait aqueux 453 +1.2° 0.5 +0.1° 85.9+2.9°

Extrait méthanolique 36411 42+0.0° 112.7 + 3.6

Extrait éthanolique 60.5 +0.7° >5 65.3 +1.3¢
Composé isolé > 100 1.3+02° NE®
BHT 233+ 1.6" NE? NE®
EDTA NE? <0.5 NE*

1 P . PRI -
Les valeurs représentent des moyennes * écarts types pour les trois répétitions. Les valeurs dans la méme

colonne avec différents exposants sont significativement différentes (p <0,05), 2 Non étudiés.

La forte corrélation entre les valeurs de concentration en phénols dans les extraits de
plantes et 'activité antioxydante est bien documentée (Borneo et al., 2009; Waheed et al.,
2014 ; Benabdellah et al., 2016). A cet égard, Luximun-Ramma et al. (2002) ont montré une
corrélation linéaire entre l'activité antioxydante et le contenu phénolique des extraits de
plantes. En outre, il convient de tenir compte du fait que les capacités antioxydantes peuvent
étre attribuées a la structure chimique des composés, ainsi qu'a l'effet synergique ou
antagoniste des composés présents dans 1'extrait brut (Al-Owaisi et al., 2014). D’autre part, le
coefficients de corrélation entre la teneur en phénols totaux et I’activité antioxydante de M.
rotundifolia suggere que 1’activité antioxydante est fortement corrélée a la teneur en tannins et
polyphénols et faiblement corrélée aux flavonoides (Benabdellah et al., 2016). Les données de
la littérature sur les activités antioxydantes des especes de Mentha sont souvent difficiles a

comparer en raison des différences dans les méthodologies (Moldovan et al., 2014).

La figure 36 montre les courbes dose-réponse des activités de piégeage du radical
DPPH des extraits et de I'huile essentielle. Les capacités de piégeage des radicaux DPPH
augmentent avec la concentration accrue des échantillons d'essai. L'extrait méthanolique
présentait 66% d'activité de piégeage a la concentration de 50 pg/mL. Dans cette étude, les
extraits de M rotundifolia avaient une activité de piégeage inférieure a celle de I'antioxydant
synthétique BHT. Seladji et al. (2014) ont rapporté que les activités de piégeage des radicaux

des extraits aqueux et méthanoliques de M. rotundifolia étaient inférieures a celles des
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témoins positifs (I’hydroxyanisole butylé (BHA) et ’acide ascorbique). Dans une autre étude
(Moldovan et al., 2014), la plus forte activité de piégeage radicalaire des extraits chez M.
rotundifolia est observée avec I’extrait éthanolique (ICsyp = 104.74+1.76 pg/mL). Brahmi et
al., (2015) ont rapporté que les extraits éthanoliques de M. pulegium sont plus riches que les
extraits éthanoliques de M. rotundifolia par les composés phénoliques totaux mais plus
faibles pour la teneur en flavonoides. Selon Benabdallah et al. (2016), les extraits
méthanoliques des especes de Mentha évalués ont montré des niveaux antioxydants

considérables corrélés a la forte teneur en polyphénols.

Les extraits de Mentha sont largement connus pour agir en tant que piégeurs de
radicaux libres in vitro. Les extraits éthanoliques de M. rotundifolia, ont ét€é montrés pour
éteindre les radicaux supéroxyde (Brahmi et al., 2015). Le test du DPPH est appliqué pour
mesurer les capacités antioxydantes des extraits de Mentha extraits par différents systemes de
solvants; ceux-ci comprennent I’extrait éthanolique de M. rotundifolia (Triantaphyllou et al.,
2001, Nickavar et al., 2010); I’extrait méthanolique de M. rotundifolia (Benabdallah et al.,
2016) et I’extrait aqueux de M. rotundifolia (Ramdani et al., 2017). L activité de piégeage du
radical DPPH a également été utilisée pour évaluer l'activité antioxydante de 1'huile essentielle

de M. rotundifolia (Riahi et al., 2013, Brahmi et al., 2016b).
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Figure 36 : Activité de piégeage du radical DPPH des échantillons de M. rotundifolia aux

concentrations testées. MREO: huile essentielle de M. rotundifolia, MRAE: extrait aqueux de M.
rotundifolia, MRME: extrait méthanolique de M. rotundifolia, MRC: composé isolé de I'huile essentielle de M.

rotundifolia.
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L'activité chélatante (Figure 37) des extraits est déterminée par le dosage de la
ferrozine. La ferrozine peut former quantitativement des complexes avec Fe2". En présence
d'autres agents chélatants, la formation du complexe est perturbée, ce qui entraine une

diminution de la couleur rouge du complexe.

En présence d'autres agents chélatants, la formation du complexe est perturbée, ce qui
fait disparaitre progressivement la couleur rouge du complexe. La mesure de la vitesse de
réduction de la couleur permet d'estimer Il'activité chélatante du chélateur coexistant
(Yamaguchi et al., 2000). Dans ce test, les extraits de M. rotundifolia et 1’antioxydant
standard ont interféré avec la formation du complexe ferrozine Fe™, suggérant qu'ils ont une
activité chélatante et capturent les ions ferreux avant la ferrozine. Comme le montre le
tableau 11, la formation du complexe ferrozine Fe** est rompue en présence d'extraits, ce qui
indique que les extraits de M. rotundifolia chélatent le fer. L'activité chélatante des métaux de
l'extrait aqueux de M. rotundifolia a 2 pg/mL a montré une nette activité de piégeage du
peroxyde d'hydrogene. L'activité chélatante métallique des échantillons a diminué dans 1'ordre
suivant: EDTA>extrait aqueux>composé majoritaire>huile essentielle>extrait
méthanolique>extrait éthanolique (P <0,05). Il a été noté que les agents chélatants qui forment
des liaisons avec un métal sont des antioxydants secondaires en raison de la réduction du
potentiel redox. Le fer peut stimuler la peroxydation lipidique par la réaction de Fenton et
peut également accélérer la peroxydation en décomposant les hydroperoxydes lipidiques en
radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent eux-mémes extraire I'hydrogene et perpétuer la

réaction en chaine de la peroxydation lipidique (Halliwell, 1991).

L'activité chélatante la plus élevée est observée dans l'extrait aqueux (ICsp=
0.5+0.1mg/mL) tres intéressante en la comparant avec celle du témoin EDTA
(IC50<0.5mg/mL). Cette capacité est peut étre attribuée a sa richesse en phénols (85.9ug/mg),
en particulier, en scutellarine (30.39mg/kg). Selon Nakagawa et al. (2004), les polyphénols
peuvent agir comme chélateur d’ions en agissant directement avec les radicaux libres. Le
composé isolé de 1'huile essentielle présente une capacité de chélation (ICsp=1.3+0.2mg/mL)
supérieure que celle de [I’huile essentielle (IC50=3.3 £ 0.4 mg/mL), di probablement au

composé majoritaire le 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3- (3-méthyl-2-butényl)-.
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Figure 37 : Activité de chélation des métaux des échantillons de M. rotundifolia aux
concentrations testées. MREO: huile essentielle de M. rotundifolia, MRAE: extrait aqueux de M.

rotundifolia, MRME: extrait méthanolique de M. rotundifolia, MRC: composé isolé de 1'huile essentielle de M.

rotundifolia.

La présente étude incorpore principalement la puissance de chélation des métaux des
extraits et de l'huile essentielle de M. rotundifolia. L'huile essentielle de M. rotundifolia
examinée pour sa capacité antioxydante dans le test de chélation, a montré une activité
antioxydante intéressante, qui est attribuée au composant 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-
(3-méthyl-2-butényl)-. Les ions de fer libres sont responsables de la génération de radicaux
libres. Ainsi la chélation du fer peut étre une propriété utile pour prévenir la formation de
radicaux libres (Deep et al., 2017). Le chélateur EDTA est souvent utilisé a une concentration
unique. Ce dernier est souvent trop €élevé pour mettre en évidence toute relation dose-réponse

linéaire. En effet, la réponse maximale est atteinte aux concentrations testées (Canabady-

Rochelle et al., 2015).

Selon Gongalves et al., (2009), la capacité a chélater les especes de fer (II) dépend de
la composition chimique de chaque variété de Mentha. Ils supposent que la capacité a chélater
les especes de fer (II) est liée au composé chimique principal présent dans chaque huile

essentielle.

La chélation des ions métalliques est considérée comme une stratégie antioxydante tres
importante dans les plantes médicinales aromatiques (Dastmalchi et al., 2008), parce que ces

métaux peuvent générer des EOAs in vitro et in vivo (Wong et al., 2006) et contribuer a
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déclencher la peroxydation lipidique. En effet, il a été montré que les solvants polaires ont une
grande capacité a chélater les ions métalliques (Nguyen et al., 2001), ce qui est en accord avec
nos résultats ou l'extrait aqueux (ICso = 0,5 + 0,1 mg/ mL) présente le plus fort pouvoir de
chélation. De plus, comme attendu de leur composition, les extraits polaires des especes de

Mentha ont montré une meilleure activité que les huiles essentielles (Kamkar et al., 2010).
4- Conclusion

La composition chimique de l'huile essentielle hydrodistillée de M. rotundifolia,
cultivée a Sétif (Algérie), est déterminée par GC et GC / MS. Quatorze composants ont été
identifiés avec le 3-Cyclopenten-1-one, le 2-hydroxy-3- (3-méthyl-2-butényl) - (89,09%)
comme composant principal. Par rapport aux huiles essentielles de M. rotundifolia qui
poussent en Algérie et dans d'autres pays, la présence prédominante de ce composé rapporté
ici, pour la premiere fois, n'a jamais été décrite, ce qui donne une certaine originalité a notre
étude. L'analyse CLHP a montré que la scutéllarine est le principal composé phénolique de
tous les extraits, ce qui pourrait étre une source prometteuse d'antioxydants naturels. Cette
étude a montré que les extraits, I'huile essentielle et le composé isolé de M. rotundifolia
présentent des activités anti-oxydantes intéressantes. Ces résultats peuvent €tre exploités pour
la purification des principes actifs et la préparation de formes améliorées de plantes
médicinales efficaces comme M. rotundifolia. Ainsi, d'autres études sont nécessaires pour
étudier les activités antioxydantes in vivo et pour identifier tous les composés actifs présents

dans M. rotundifolia et leurs mécanismes d'action précis.
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VI- Activité antiproliférative de D’extrait aqueux et de I’huile essentielle de

M. rotundifolia contre trois lignées cellulaires HeLLa PC3 et HT29
1- Introduction

En Algérie, les registres du cancer reconnus par les instances internationales,
confirment la progression de cette maladie: actuellement on comptabilise environ 45 000
nouveaux cas de cancer par an, avec 24 000 déces. Ce chiffre s’explique par le caractére
particulierement accéléré de la transition démographique et épidémiologique dans notre pays
et d’un développement socio-économique tres rapide traduisant une profonde mutation des

modes de vie de nos concitoyens (Anonyme, 2014).

Le traitement du cancer a pour but de guérir, de prolonger la vie et d'améliorer la
qualité de vie des patients. Il existe trois types de stratégies thérapeutiques anticancéreuses a
savoir la stratégie chirurgicale, la stratégie radio thérapeutique et la stratégie médicale
comprenant 1I’immunothérapie, 1’hormonothérapie et la chimiothérapie (Kihindo, 2011). Par
ailleurs, le traitement du cancer est onéreux, compliqué et difficile d’acces pour la population.
La prise en charge des cancers requiert des combinaisons de plusieurs classes de médicaments
anticancéreux (Chauvergne & Hoerni, 2001). Ceci expose le patient a la cumulation des effets
indésirables (souvent graves) des différents médicaments associés. Environ 60% des
médicaments actuellement utilisés pour le traitement du cancer ont été isolés a partir de
produits naturels (Gordaliza, 2007); le taxol, la vincristine et la vinblastine isolés a partir de

Taxus sp et Catharanthus roseus (Vanchaelen, 1992; Vanchaelen et al., 1995).

Les plantes sont une source inestimable pour le développement de nouveaux
médicaments, en particulier parce qu'il a déja ét€ déterminé que les plantes sont une
excellente source de substances antitumorales cliniquement pertinentes (Melo et al., 2011).
Par conséquent, il y a un intérét croissant d’étudier le potentiel thérapeutique des herbes
médicinales (Pan et al., 2010). Les huiles essentielles qui sont capables de piéger les radicaux
libres peuvent jouer un réle important dans la prévention de certaines maladies telles que le
dysfonctionnement cérébral, le cancer, les maladies cardiaques et le déclin du systeme
immunitaire (Kamatou & Viljoen, 2010). Certains polyphénoles dont principalement

les flavonoides présentent un pouvoir antioxydant trées marqué, ils inhiberaient fortement la

prolifération et la migration des cellules tumorales et peuvent représenter de nouvelles

molécules anticancéreuses (Bruneton, 2009).
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Mentha rotundifolia une lamiacée tres répandue dans la région de Sétif, est tres riche
en huile essentielle, en flavonoides et en acides phénoliques. Elle a fait I’objet de plusieurs
recherches sur la composition phytochimique et activités biologiques. Toutefois, 1’activité
antiproliférative de M. rotundifolia a été représentée par de treés peu travaux. Un fait important
est que Mentha rotundifolia pourrait étre une source possible d'agents thérapeutiques contre le
cancer (Manosroi et al., 2006). De plus, I'huile de Mentha et ses composants sont connus pour
leurs propriétés anti-cancéreuses (Bakkali et al., 2008; Kapp, 2015), ce qui les rend dignes

d'étre explorés.

Par conséquent, 1’objectif de cette étude est d’évaluer in vitro les propriétés
antiprolifératives de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle de M. rotundifolia contre trois

lignées cellulaires a savoir HeLLa, PC3 et HT29.
2- Matériel et Méthodes
2.1- Bioessais

Des kits ELISA de prolifération cellulaire, BrdU (colorimétriques) ont été obtenus
aupres de Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Allemagne). Le médicament anti-tumoral 5-
florouracil a été fourni par Sigma. D'autres produits chimiques antiprolifératifs utilisés étaient

de qualité analytique et obtenus aupres de Sigma-Aldrich, Merck et Roche.
2.2- Préparation de la solution mere

La solution mere d'échantillons et le 5-FU sont préparés dans du DMSO et dilués avec
du Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) et du RPMI-1640. La concentration finale de

DMSO est inférieure a 1% dans tous les tests.
2.3- Lignées et culture cellulaire

Les lignées cellulaires HelLa et HT29 sont mises en culture dans un milieu DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) et la lignée cellulaire PC3 mise en culture dans un
milieu RPMI-1640 supplémenté avec 10% de sérum feetal bovin (FBS), 2% de Pénicilline
Streptomycine. Les cultures sont ensuite maintenues a 37°C dans un incubateur a 5 % de CO,

et a saturation en vapeur d'eau et le milieu est changé tous les 2 jours.
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2.4- Test de prolifération cellulaire

Les effets antiprolifératifs de I’extrait et de 1’huile ont été étudiés sur les lignées Hel a,
HT29 et PC3 en utilisant le test de prolifération BrdU ELISA (Ceyhan et al., 2013 ; Demirtas
et al., 2013 ; Karakus et al., 2013 ; Mert et al., 2013 ; Sahin Yaglioglu et al., 2013). Le 5-

fluorouracile (5-FU) a été utilisé comme témoin positif.

Les cellules cultivées sont cultivées dans des microplaques de 96 puits (COSTAR,
Corning, USA) a une densité de 3 x 10* cellules/puits. Dans chaque ensemble expérimental,

les cellules sont étalées en triple et répliquées deux fois.

Les lignées cellulaires sont exposées a quatre concentrations d'échantillons et de 5-FU
pendant 24 h a 37 °© C dans une atmosphere humidifiée de 5% de CO,. Les cellules sont
incubées pendant une nuit avant d'appliquer le réactif de dosage ELISA BrdU Cell

Proliferation (Roche, Allemagne) selon la procédure du fabricant.

La quantité de prolifération cellulaire est évaluée en déterminant le A4so nm du milieu
de culture apres addition de la solution de substrat en utilisant un lecteur de microplaque

(Awareness Chromate, USA).

Les résultats sont rapportés en pourcentage de l'inhibition de la prolifération cellulaire,
ou la densité optique mesurée a partir des cellules traitées par le témoin est considérée comme
étant égale a 100% de la prolifération. Tous les essais sont répétés au moins deux fois en

utilisant les cellules HeLLa, PC3 et HT29.
Le pourcentage d'inhibition de la prolifération cellulaire est calculé comme suit:
(1- A ¢ehantitlon/ A controte) X 100
dont : A &chantillon : absorbance de 1’échantillon, A conwsle - absorbance du témoin.
2.5- Détermination de Cl;, et ClI7;5

La concentration qui inhibe la croissance de 50% des cellules (Clsp) est une mesure de
l'efficacité d'un composé dans l'inhibition de la fonction biologique. Dans cette étude, les

valeurs Clsg et Cl;s ont été déterminées en utilisant EDsg plus v1.0.
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2.6- Analyses statistiques

Les résultats de 'investigation in vitro sont des moyennes + écart-type. Les différences
entre les groupes ont été testées par ANOVA. Les valeurs de p<0,0] sont considérées comme

significatives.
3- Résultats et Discussion

L'activité antiproliférative des échantillons a été déterminée contre les cellules HelLa
(carcinome de 1'utérus humain), HT29 (lignée cellulaire d'adénocarcinome colorectal humain)
et PC3 (lignée cellulaire de cancer de la prostate humaine) en utilisant le test ELISA de
prolifération cellulaire BrdU (Ceyhan et al., 2013 ; Demirtas et al., 2013 ; Karakus et al., 2013 ;
Mert et al., 2013 ; Sahin Yaglioglu et al., 2013). Le 5-FU est utilis¢ comme témoin positif.
Les activités des échantillons et standard ont été étudiées sur quatre concentrations (25, 50
100 et 250 pg/mL). Les valeurs Clsg et Cl;s des échantillons contre HeLa, HT29 et PC3 sont

données dans le tableau 12.

Tableau 12 : Les valeurs de Clsg et Cl;s de I’extrait aqueux et I’huile essentielle de M.

rotundifolia vis-a-vis des lignées cellulaires HelLa, HT29 et PC3

HT29 HeLa PC3
Clsp CIs Clsg CI;s Clsp Clss
Extrait aqueux >250 >250 205.43 >250 <100 220.20
Huile essentielle <25 >250 <25 >250 <25 <25

Il ressort du Tableau 12 I’effet antiprolifératif de 1’huile essentielle de M. rotundifolia
est important vis-a-vis des trois lignées cellulaires HeLLa, HT29 et PC3 avec une Clsy < 25

pg/mL.

Selon les criteres du NCI (National Cancer Institute), pour un extrait, une valeur de
Clso comprise entre 50 et 100 pg/mL est considérée comme faiblement active, et modérément

active s'il elle est comprise entre 10 et 49 ug/mL (Boyd, 1997).

Ce résultat montre que I’huile essentielle de M. rotundifolia a une activité
antiproliférative intéressante. En effet, selon les normes posés par 1’American National

Cancer Institute (ANCI) qui estime qu’un extrait ayant démontré une activité inhibitrice de
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croissance (Clso) inférieure a 30 pg/mL lors d’essais préliminaires de cytotoxicité peut étre

considérée comme une source potentielle de molécules cytotoxiques (Jhokadze et al., 2007).

3.1- Inhibition de la prolifération cellulaire de la lignée HeLa par D’extrait aqueux et

I’huile essentielle de M. rotundifolia

Pour déterminer le pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire nous avons
déterminé I’effet de différentes concentrations de 1’extrait aqueux et de I’huile essentielle sur
la prolifération de la lignée cancéreuse Hela. La figure 38 présente les pourcentages

d’inhibition de la prolifération des cellules HeLa.
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Figure 38: Activité antiproliférative de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle de M.

rotundifolia sur la lignée cancéreuse HelLa

L’activité antiproliférative de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle de M.
rotundifolia montre qu’avec toutes les concentrations (25, 50, 100 et 250pg/mL), I’extrait
aqueux et I’huile essentielle présentent des pourcentages d’inhibition de la prolifération de la
lignée cancéreuse HelLa inférieurs a celui du témoin. L’effet antiprolifératif de 1’huile
essentielle de M. rotundifolia est meilleur par rapport a celui de I’extrait aqueux avec toutes

les concentrations.
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3.2- Inhibition de la prolifération cellulaire de la lignée PC3 par D’extrait aqueux et

I’huile essentielle de M. rotundifolia

Nous avons déterminé ’effet de différentes concentrations de 1’extrait aqueux et de
I’huile essentielle de M. rotundifolia sur la prolifération de la lignée cancéreuse PC3. Les
pourcentages d’inhibition de la prolifération de ces cellules cancéreuses sont présentés dans la

figure 39.
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Figure 39 : Activité antiproliférative de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle de M.

rotundifolia sur la lignée cancéreuse PC3

Cette étude montre qu’avec toutes les concentrations, 1’huile essentielle de M.
rotundifolia présente des pourcentages d’inhibition de la prolifération de la lignée cancéreuse
PC3 meilleurs que ceux du témoin. L’extrait aqueux, quant a lui, a la concentration 100pg/mL
et 250ug/mL a présenté des pourcentages d’inhibition (55.10 et 79.90%, respectivement) de la
prolifération de la lignée cancéreuse PC3 meilleurs que ceux du témoin (37.79 et 62.24%,
respectivement). A la concentration finale de 250pg/mL, I’extrait aqueux (79.90%) et ’huile
essentielle (82.69%) de M. rotundifolia présentent des pourcentages d’inhibition de la

prolifération de la lignée cancéreuse PC3 supérieurs a celui du témoin (62.24%).
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3.3- Inhibition de la prolifération cellulaire de la lignée HT29 par I’extrait aqueux et

I’huile essentielle de M. rotundifolia

L’effet de différentes concentrations de 1’extrait aqueux et de I’huile essentielle de M.
rotundifolia a été déterminé sur la lignée cancéreuse colorectale humaine HT29. Les
pourcentages d’inhibition de la prolifération de la lignée cancéreuse HT29 sont présentés dans

la figure 40.
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Figure 40 : Activité antiproliférative de I’extrait aqueux et de I’huile essentielle de M.

rotundifolia sur la lignée cancéreuse HT29

Il en ressort qu’avec toutes les concentrations, ’extrait aqueux et I’huile essentielle
présentent des pourcentages d’inhibition de la prolifération de la lignée cancéreuse HT29
inférieurs a celui du témoin. L’effet antiprolifératif de 1’huile essentielle de M. rotundifolia

est meilleur par rapport a celui de I’extrait aqueux avec toutes les concentrations.

A notre connaissance, jusqu’ a ce jour, aucune étude n’avait encore été réalisée sur
’activité antiproliférative des huiles essentielles des espéces de Mentha de Sétif sur les trois
lignées cancéreuses ¢tudices. En effet, il s’agit 1a de premicre ¢étude sur Dactivité

antiproliférative de I’huile essentielle de M. rotundifolia.

L’effet antiprolifératif présenté par I’huile essentielle de M. rotundifolia peut étre lié a
sa richesse en 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- (89,09%) décelé lors

de la GC/MS ou a ses composés minoritaires. L’interaction des différentes molécules
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existantes dans un extrait peut influer sur leur activité soit d’une fagon synergétique soit d’une

facon antagoniste (Aneb, 2017).

Selon Bayala (2014) les huiles essentielles ayant présenté des effets antiprolifératifs
sont pour la plupart riches en composés terpéniques oxygénés. En effet, des études ont
démontré P’activité antiproliférative et anticancéreuse des terpenes (Gould, 1997). Certains
monoterpenes ont suscité un grand intérét en raison de leurs propriétés chimiopréventives et
chimiothérapeutiques (Holstein & Hohl, 2003). L’huile essentielle de M. rotundifolia
principalement dont la ICso est inférieure a 25ug/mL sur les trois lignées cellulaires
cancéreuses est donc d’une trés bonne activité antiproliférative. Les sesquiterpenes et leurs
dérivés constituent une classe de composés naturels tres prometteuse dans la recherche de
nouveaux agents anticancéreux (Piochon, 2008). De nombreux sesquiterpenes ont, en effet,
démontré un potentiel comme agents thérapeutiques (Modzelewska et al, 2005) dans le

traitement du cancer.

Les variations observées au niveau de I’efficacité¢ de I’extrait et de I’huile essentielle
de M. rotundifolia pourraient €tre attribuées a la constitution génétique des différentes lignées
cellulaires utilisées. Sur la lignée cancéreuse PC3 I’huile essentielle a montré une activité
antiproliférative tres intéressante avec toutes les concentrations meilleure que le témoin. La
cytotoxicité de 1’huile essentielle de M. rotundifolia, semble étre sélective vue la variabilité de

ses effets antiprolifératifs sur les différentes lignées des différents types de cancer.
4- Conclusion

La synthese des résultats de 1’activité antiproliférative de I’extrait aqueux et de 1’huile
essentielle de M. rotundifolia sur la lignée cancéreuse HelLa (carcinome de 1'utérus humain),
HT29 (lignée cellulaire d'adénocarcinome colorectal humain) et PC3 (lignée cellulaire de
cancer de la prostate humaine), montre que 1’huile essentielle présente le meilleur taux
d’inhibition de la prolifération des trois lignées cancéreuses. En terme de Clso, cette huile a
une Clso inférieure a 25ug/mL sur les trois lignées cellulaires cancéreuses donc elle est d’une
tres bonne activité antiproliférative. Cette huile est majoritairement composée de
3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- (89,09%) décelé lors de la GC/MS.
Une investigation phytochimique plus approfondie doit se poursuivre pour la séparation, la
purification et I’identification de molécules antiprolifératives responsables de cette activité.
Bien qu'il soit important d'évaluer la capacité antiproliférative de cette huile envers les lignées

cellulaires tumorales, il est également pertinent de tester la méme huile contre les cellules
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normales, comme on le sait, la plupart des agents anticancéreux ne font pas la différence entre
le cancer et les cellules normales, ce qui pourrait entrainer une toxicité systémique et des
effets indésirables. A cet égard, d’autres recherches sont nécessaires pour déterminer la bonne
concentration qui réduit l'activité de prolifération des cellules tumorales et cause le plus petit
dommage aux cellules normales. Cette huile recele de composé majoritaire dont la
phytochimie et le potentiel pharmacologique n’ont encore jamais été étudiés ce qui ouvre

d’intéressantes perspectives de recherche pour les années a venir.
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Conclusion générale

Le screening phytochimique des extraits de M. rotundifolia a montré une richesse
importante en métabolites secondaires prouvés d’avoir des propriétés biocides intéressantes.
La séparation du composé majoritaire de I’huile essentielle de M. rotundifolia a été faite par
colonne chromatographique en utilisant un gradient de solvants. L’analyse de 1’huile
essentielle par GC/MS a révélée 1’existence de 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-
2-butenyl)- comme composé majoritaire avec un pourcentage de 89.09%, composé qui n’a
jamais été trouvé dans I’huile essentielle de M. rotundifolia. L’¢étude phytochimique des
extraits et de I’huile essentielle de M. rotundifolia a révélé I’existence de composés ayant un

vaste champ d’activité biologique.

L’utilisation de I’huile essentielle et du 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-
2-butenyl)- de M. rotundifolia par contact ou par inhalation comme bioinsecticides, peut
également étre efficace, sélective, biodégradable, a faible développement de résistance dans la

population de S. granarius, charancon du blé.

L’huile essentielle de M. rotundifolia a montré une activité biocide intéressante sur R.
padi et S. avenae pucerons des céréales. Cette huile a montré aussi un effet répulsif a I’égard
des adultes de R. padi et S. avenae et appartient selon le classement de McDonald et al.
(1970) a la classe répulsive V avec un taux de répulsion moyen de 85 % pour R. padi et a la
classe IV avec un taux de répulsion moyen de 71,90% pour S. avenae. En raison de son
activité insecticide et répulsive, cette huile essentielle pourrait €tre utilisée en guise de
solution alternative dans les systemes intégrés de lutte biologique contre les pucerons de

céréales.

L’effet antifongique trés intéressant de I’huile essentielle de M. rotundifolia par
rapport a ’effet des extraits éthanolique et méthanolique indique le potentiel de cette espece
végétale comme source de matiere fongicide naturelle. La présente étude a révélé que cette
menthe présente un effet antifongique contre Alternaria alternata et Fusarium oxysporum, ce
qui offre une base scientifique pour l'utilisation de cette espece comme une bonne source de

composés antifongiques.

Les extraits, I'huile essentielle et le composé isolé de M. rotundifolia présentent des
activités anti-oxydantes intéressantes. Le piégeage des radicaux libres le plus élevé est

observé chez l'extrait méthanolique avec une forte corrélation entre les valeurs de
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concentration en phénols dans D’extrait et l'activité antioxydante. L'activité chélatante
métallique des échantillons est bien marquée par ’extrait aqueux et le composé isolé de

I’huile essentielle.

L’huile essentielle présente le meilleur taux d’inhibition de la prolifération des trois
lignées cancéreuses a savoir HelLa (carcinome de I'utérus humain), HT29 (lignée cellulaire
d'adénocarcinome colorectal humain) et PC3 (lignée cellulaire de cancer de la prostate

humaine).

Pour conclure, ces résultats peuvent étre exploités pour la purification des principes
actifs et la préparation de formes améliorées de M. rotundifolia. Une identification et une
caractérisation plus poussées de la (des) molécule (s) active (s) des extraits ou de 1’huile
essentielle de M. rotundifolia, sont nécessaires pour formuler un biocide potentiel contre les
différents agents phytopathogenes. Ce travail préliminaire pourrait constituer une base pour la
détermination des concentrations suffisantes et efficaces pour les études in planta, en vue de
la lutte biologique par des substances actives naturelles de M. rotundifolia contre les agents
phytopathogenes de A. alternata et F. oxysporum. Ainsi, d'autres études sont nécessaires
pour étudier les activités antioxydantes in vivo et pour identifier tous les composés actifs
présents dans M. rotundifolia et leurs mécanismes d'action précis. Par rapport aux huiles
essentielles de M. rotundifolia qui poussent en Algérie et dans d'autres pays, la présence
prédominante de 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- dont Ia
phytochimie et le potentiel pharmacologique n’ont encore jamais ¢été étudiés ce qui ouvre

d’intéressantes perspectives de recherche pour les années a venir.

Au terme de ce travail nous pouvons conclure que I’espece de M. rotundifolia étudiée
a une activité insecticide, fongicide, antioxydante et antiproliférative tres intéressante. Ceci
nous mene a dire que la plante étudiée est prometteuse comme source de biocide et se préte

bien a des investigations dans le domaine de la protection des végétaux.
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Abstract: In order to contribute to the development of an integrated pest
management strategy for stored grains, the insecticidal activity of Mentha
rotundifolia L. essential oil was evaluated against Sitophilus granarius, wheat weevil.
Insects and toxicity tests were carried out under laboratory conditions at a
temperature of 27 £ 2 ° C and a relative humidity of 60 £+ 5%, at Cankir1 Karatekin
University, Yaprakli Vocational School, Department of Animal and Plant Production.
The essential oil was analyzed by gas chromatography (GC) and gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) to give 14 compounds in the essential
oil of M. rotundifolia. The major component of the oil was identified as 3-
Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- (89,09%). M. rotundifolia
essential oil has remarkable insecticidal properties. Highest contact toxicity (100%)
of the oil was observed against S. granarius (1uL/insect application of 4% (v/v) oil
solution in acetone, after 24 h). Highest fumigant toxicity (100%) was observed for S.
granarius (10uL/10mL container application of 1% (v/v) oil solution in acetone, after
24 h). The set of knowledge elements obtained should help guide strategies for the
integrated protection of the grain quality during the storage of local cereals
production.

Keywords: Essential oil, Mentha rotundifolia, Sitophilus granarius, contact toxicity,
fumigant toxicity, stored products.

INTRODUCTION

In Algeria, cereals have strategic importance because it is at the base of the
country's food security [1]. Cereal grains have always been the main food source for
humans and domestic animals.

The knowledge of the phenomena governing
their conservation and the control of their storage
techniques are decisive for the survival of the world's
population which records growth rates barely
conceivable, moving humanity from 1.5 billion people
around 1850 to more than 7 billion today [2]. The
storage conditions, the physiological characteristics of
the grain, type of cereal and grain cereals varieties and
their origins, contributed significantly in the degree of
infestation, species richness and the level of presence of
insects [3]. In the case of wheat, these insects can cause
considerable losses, up to 50% [4, 5].

The wheat granary weevil Sitophilus granarius
L. is one of the most widespread and destructive
primary insect pests of stored cereals such as wheat,
maize, rice, oat, sorghum and barley [6]. In addition to
the physical damage that it causes to grain, this insect
also allows the entry of pathogenic organisms, such as
fungi or bacteria [7]. S. granarius adults can survive

unfavorable conditions in the structure of storage
facilities for some time [8].

Nowadays, insect control strategy in stored-
food products relies heavily upon the use of gaseous
fumigants and residual insecticides, both of which pose
serious hazards to warm-blooded animals and the
environment [9], also generated the problem of
resistance to phosphine, malathion, pyrethroids,
methoprene, hydroprene [10-13].

In recent years, there is an increasing attention
on the control of storage pests by natural products,
including plant extracts, essential oils and their pure
components [14]. Their use has been the subject of
several research projects in the last decade and aroused
a strong scientific interest reflected in the number of
works dealing with the effectiveness of essential oils in
the protection of grains and stored products [15-22].
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The toxicity of a large number of plant
extracts, essential oils and their constituents has been
assessed against S. granarius [23-30, 9]. Large number
of studies involving insecticidal activity of Mentha
species (Repellent properties, Fumigation activity,
antifeedant activity,....) against adult of storage pests
were reported [31].

Since it was not done before, the aim of this
work is to evaluate the insecticidal activity of Mentha
rotundifolia essential oil against Sitophilus granarius, a
well-known pest that causes an economically important
yield loss in storage silos.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and essential oil extraction

The samples of M. rotundifolia used in our
study were collected on June 2014 from Chouf Lakdad
region (Setif, Algeria). A sample of 100 g of the air
dried plant was subjected to hydrodistillation for 3h,
using a Clevenger type apparatus [32] to produce
essential oil. M. rotundifolia essential oil was preserved
in an amber flask at low temperature (4°C) until further
analysis.

Gas chromatography—-mass spectrometry analysis
(GC/MS)

The essential oil performed on Agilent
Technologies GC 7890A with a built-in 5975 Triple
Axis Detector MS system, equipped ionization system,
HP5-ms (30 m x 250 mm x 0.25 mm) column and
ionization energy (70 eV) for GC-MS detection. The
helium was used a carrier gas at a flow rate (1 ml.min™
). The same column temperate was achieved with GC
analysis given above in our laboratory, by comparison
of their mass spectral fragmentation patterns (WILLEY
and NIST database/Chem Station data system) and their
retention indices (determined with reference to
homologue series of normal alkanes).

Insect culture

S. granarius cultures were reared in laboratory
at 2742 °C and 6045 r.h. in a dark climate chamber in
the Yaprakli Vocational School, Department of Animal
and Plant Production, at Cankir1 Karatekin University.
The food medium used was wheat for S. granaries and
1-2 month-old adults were used in trials. Tests are also
carried out in under the same condition and the same
laboratory.

Insecticidal activity
Insecticidal contact toxicity assay of essential oil on
S. granarius

The M. rotundifolia essential oil was diluted
with acetone to obtain 4%, 2%, 1%, 0,75% and 0,50

(v/v) doses. The essential oil was applied at the rate of 1
pl/insect with a 50 pul Hamilton syringe [33]. Controls
were determined using acetone. The essential oil was
applied topically to the dorsal surface of thorax of the
insects [34]. The treated insects were transferred to the
60 mm diameter Petri dishes. The Petri dishes were
incubated at 25+2 °C and the number of dead insects
was recorded after 24 h. For each replication, 10 insect
were used and each experiment was repeated five times.

Fumigant insecticidal toxicity assay of essential oil
on S. granaries

The M. rotundifolia essential oil was diluted
with acetone to obtain 1%, 0,50% and 0,25 (v/v) doses.
In the experiments were used glass tubes (10ml). Adults
of S. granarius were transferred to glass tubes. The
discs were cut 1 cm diameter from filter paper. The
stock solutions of oils (10ul) were impregnated to these
discs with micropipette. Controls were determined
using acetone. The discs were left 5 min. open to
evaporate the acetone. The discs were attached to the
rubber caps of the test tubes with a needle and caps
were closed. The glass tubes were incubated at 25+2 °C
and the number of dead insects was recorded after 24 h.
For each replication, 10 insect were used and each
experiment was repeated three times.

Statistical analysis

The activity results obtained in the insecticidal
activity assays were transformed into percent death
values; which were used to obtain the arcsin values
[35]. The arcsin values were subjected to variance
analysis (ANOVA) followed by Tukey’s multiple
comparison test with P < 0.05 significance level. All of
the statistical analysis were performed with Minitab
Release 14 program [36].

RESULTS

The essential o0il composition of M.
rotundifolia was given in Table 1. Fourteen compounds
were identified. The 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-
3-(3-methyl-2-butenyl)- is the major constituent of this
oil with a rate of about 89.09%. The remainder consists
of monoterpenes and sesquiterpenes.

The examination of Table 1 revealed the
presence in M. rotundifolia essential oil of certain
identical compounds  (B-Pinene). Two  minor
compounds with levels not exceeding 0.5% of the total
essential oil were identified: 1-Octen-3-o0l, acetate
(0.29%) and Borneol (0.38%).
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Table-1: Chemical composition of M. rotundifolia essential oil

Compound RT RI %0 Name
number (mn)
1 11.751 | 907 | 1.18 a-Pinene
2 12.951 | 947 | 0.54 B-Pinene
3 13.135] 953 | 1.17 B-Pinene
4 13.337 ] 959 | 0.68 B-Pinene
5 14.749 1 1001 | 1.74 B-Terpinyl acetate
6 17.304 | 1077 | 0.29 1-Octen-3-ol,acetate
7 19.619 | 1144 | 0.38 Borneol
8 22.873 | 1237 | 0.52 Carvone oxide
9 26.509 | 1346 | 89.09 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-

(3-methyl-2-butenyl)-

10 27.352 | 1372 | 0.77 | 3-Methyl-2-pent-2-enyl-cyclopent-2-enone
11 27.548 | 1378 | 1.25 Cinerolone

12 28.212 | 1397 | 091 Caryophyllene

13 28.867 | 1419 | 0.70 B-Farnesene

14 30.078 | 1458 | 079 B-Cubebene

The results in Table-2 show that the contact
insecticidal activity of M. rotundifolia essential oil
against S. granarius revealed a very interesting

biological activity. At 4% concentration of this oil,
insect mortality is marked by 100% after 24 hours of
incubation.

Table-2: Contact activity of M. rotundifolia essential oil against Sitophilus granarius after 24h of incubation

Doses % | Mortality+StDEV %
Control 0.00£0.00
4 100.00+0.00
2 68.46+1.46
1 62.05+0.22
0.75 29.52+1.72
0.50 0.00+0.00

(F=328,11; d.f.=5,24; P=0.000)

The analysis of Table 3 shows a very
interesting fumigant insecticidal activity of M.
rotundifolia essential oil with a rate that exceeds 80%

of mortality at 0.5% concentration and 100% of
mortality at 1% concentration, after 24 hours of
incubation.

Table-3: Fumigant activity of M. rotundifolia essential oil against Sitophilus granarius after 24h of incubation

Doses % | Mortality+StDEV %
Control 0.00+0.00
1 100.00+0.00
0,5 83.64+0.67
0,25 0.00+0.00

(F=1158,24; d.£.=3,8; P=0.000)

DISCUSSION

With the 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-
methyl-2-butenyl)- as major component, the essential oil
of our study does not exhibit the same chemical
characteristics of the essential oils of M. rotundifolia of
Algerian origin: as the major compound, piper tone
oxide (72.87%) [37], pulegone (70.4%) [38],
piperitoneone (33.06%) [39], piper tone oxide (Miliana:
31.4%, Rouina: 19.7%) and piperitenone oxide (Miliana:
27.8%; Rouina: 29.4%) representing chemo type 1[40].
For the sample from Chlef, the major components are
piperitenone (54.9%) and piperitenone oxide (17.6%)
representing chemo type 2. While the piperitenone oxide

was found with 38.6% in Rouina and 23.5% in Miliana
[41].

Previous studies in other countries on the
chemical composition of the essential oil of M.
rotundifolia have revealed the existence of chemo types
with different major components, such as -
Caryophyllene (26.67%) in Beja and pulegone (32.09%)
in Bizerte [42], 2.4 (8), 6-p-menthatrien-2.3-diol in Cuba
[43], linolool (35.32%) in Egypt [44], piperitol (57.6%)
in Spain [45], Pulgone (85%) [46], Menthol (40.50%)
[47] in Morocco. Piperitenone oxide has been reported
as a characteristic constituent of volatile oils of M.
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rotundifolia chemo types with 80.8% in Uruguay [48]
and 81.5% in Germany [49].

Despite the large number of chemical types
listed in the literature for essential oils of M. rotundifolia
L., the predominant presence of 3-Cyclopenten-1-one, 2-
hydroxy-3- (3-methyl-2-butenyl ) - of our oil has never
been described, which gives a certain originality to this
sample.

Differences in chemical composition observed
for essential oils is likely related to abiotic factors such
as climate specific regions of provenance samples,
geographical factors such as altitude and soil type [40].

According to [42], genetic factors should not be
excluded in explaining the chemo-variation of essential
oils. Moreover, chemical differences in the oil
composition of plant species in relationships with
harvesting season were reported [50].

For insecticidal contact activity and after
application of the essential oil, we note very high
mortality rates that can vary from 60 to 100% depending
on the concentration (between 1 and 4%), which is
probably due to the synergistic effect between the
majority compound and /or the one of the elements
present in the composition of this oil.

In general, the toxicity of essential oils isolated
from plant samples against stored-product pests is
related to their major components [26]. The insecticidal
activity against S. granarius of the essential oil of
several plants was evaluated [51-53, 25-27, 9, 29].
Indeed, the essential oil of M. rotundifolia contains
mainly hydrocarbon monoterpenes such as o-pinene
whose insecticidal properties have already been
demonstrated and oxygenated monoterpenes such as
borneol, cinerolone whose insecticidal properties have
also already been demonstrated against several insects.

However, it would be difficult to think that the
insecticidal activity of the oil is limited only to some of
its major constituents; it could also be due to certain
minority constituents or to a synergistic effect of several
constituents [54]. The toxic effects of essential oils
depend on the insects species, the time of exposure and
the plant [55]. For this last point, the essential oil of
Crithmum maritimum gave low contact activity against
S. granaries [30].

Fumigant insecticidal activity, shows that
essential oils are sources of biologically active vapors
that are potentially effective insecticides [26]. Therefore,
the possibility of using these natural fumigants to control
insects in stored products may be worthy of further
investigation [56].

Among the components of the essential oil,
monoterpenoids have attracted the greatest attention for

their fumigant activity against insects of stored products
[57]. Several reports indicate that monoterpenoids cause
insect mortality by inhibiting the activity of
acetylcholinesterase enzyme (AChE) [58]. Therefore, it
is suspected that, in addition to inhibition of AChE,
monoterpenes may also act on other vulnerable sites (for
example monooxygenases dependent on cytochrome
P450) [59].

The toxicity of the essential oils against the
insects of the stored products is influenced by the
chemical composition of the oil, depending on source,
season and ecological conditions, extraction method,
extraction time and plant part used [60].

It is well known that for fumigants, the active
stages (adults and non-diapausing larvae) of insects are
more susceptible than the sedentary stages (eggs and
pupae) due to differences in their respiratory rate [57].

Laboratory tests with plant products in the
presence of a stored product such as wheat proved less
effective than in the absence of the stored product,
mainly due to high sorption of the oil/components by the
commodity [61].

In conclusion the essential oil obtained from M.
rotundifolia  afforded high contact and fumigant
insecticidal activity against to the major stored product
insects namely S. granarius. The rapid action of the oil
in inducing as much as 100 % mortality within a 24 hour
exposure period indicated that it could be a promising
fumigant agent against the indicated stored product pest.
Considering the results of the contact and fumigant
insecticidal activity in this study, the essential oil of M.
rotundifolia has the potential to be employed in the
control of S. granarius.
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Résumé

Le recours aux biopesticides connait un regain d’intérét en protection des végétaux. Cette étude a mis en exergue
’activité biocide des extraits et de 1’huile essentielle de Mentha rotundifolia récoltée dans la région de Sétif, a I’égard
de différents bioagresseurs. L'analyse par CLHP a révélée la richesse majoritaire des extraits étudiés par la scutellarine
dont I’extrait méthanolique a enregistré la concentration la plus élevée (40.24 mg /kg). L’analyse de I’huile essentielle
par GC/MS a révélée 1’existence majoritaire de 3-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-(3-methyl-2-butenyl)- avec un
pourcentage de 89.09%, composé qui n’a jamais été trouvé dans 1’huile essentielle de M. rotundifolia. L’activité
insecticide par contact et par inhalation de I’huile essentielle et du composé isolé de cette huile contre Sitophilus
granarius, charangon du blé, a enregistré une mortalité totale obtenue aprés 24h d’incubation. L’activité insecticide de
I’huile essentielle de M. rotundifolia vis-a-vis de Rhopalosiphum padi et Sitobion avenae, pucerons des céréales, a
montré une augmentation de la mortalité¢ en fonction de la durée d’exposition des pucerons a I’huile et en fonction des
concentrations étudiées. Cette huile essentielle présente un fort pouvoir répulsif a 1’égard des adultes de R. padi et S.
avenae. L’activité antifongique in vitro, aprés 7 jours d’incubation, de I’extrait éthanolique et méthanolique vis-a-vis
Alternaria alternata et Fusarium oxysporum, champignons isolés sur tomate, a montré une inhibition importante de la
croissance mycélienne des deux especes fongiques. L’activité antifongique de I’huile essentielle a révélée une
inhibition totale de la croissance mycélienne des deux especes, aprés 7 jours d’incubation. L’espéce M. rotundifolia
par la richesse de ses extraits et de son huile essentielle en métabolites secondaires, est qualifiée d’étre une alternative
naturelle intéressante pour la protection des végétaux.

Mots clés : Mentha rotundifolia, charangon du blé, pucerons des céréales, répulsif, inhibition de la croissance
mycélienne, métabolites secondaires, Sétif.

Abstract

The use of biopesticides is seeing renewed interest in plant protection. This study highlighted the biocidal activity of
the extracts and the essential oil of Mentha rotundifolia harvested in the region of Setif, with regard to various pests.
HPLC analysis revealed the majority of extracts studied by scutellarin whose methanolic extract recorded the highest
concentration (40.24 mg / kg). Analysis of the essential oil by GC / MS revealed the predominant existence of 3-
Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3- (3-methyl-2-butenyl) - with a percentage of 89.09%, compound that has never been
found in the essential oil of M. rotundifolia. The insecticidal activity by contact and inhalation of the essential oil and
the isolated compound of this oil against Sitophilus granarius, wheat weevil, recorded a total mortality obtained after
24 hours of incubation. The insecticidal activity of M. rotundifolia essential oil against Rhopalosiphum padi and
Sitobion avenae, cereal aphids, showed an increase in mortality depending on the duration of exposure of aphids to oil.
This essential oil has a strong repellent effect against adults of R. padi and S. avenae. The antifungal activity in vitro,
after 7 days of incubation, of the ethanolic and methanolic extract against Alternaria alternata and Fusarium
oxysporum, fungi isolated on tomato, showed a significant inhibition of the mycelial growth of the two fungal species.
The antifungal activity of the essential oil revealed a total inhibition of the mycelial growth of the two species after 7
days of incubation. The species M. rotundifolia by the richness of its extracts and its essential oil in secondary
metabolites, is qualified to be an interesting natural alternative for the protection of the plants.

Key words: Mentha rotundifolia, wheat weevil, cereal aphids, repellent, inhibition of mycelial growth, secondary
metabolites, Setif.



