Agmal) Akl jhagal Ay il ) Ay sgeand
Al Gl g Ml adeil) 515 g

1‘..5...\hucual..\9 Qh)éa.bal@
Slall g dadal) gl 4K

Université Ferhat Abbas Sétif 1
Faculté des Sciences de 1a
Nature et de 1a Vie

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ECOLOGIE VEGETALE
N° ......../SNV/2018

THESE

Présentée par

BOUCHAALA Meriem

Pour 1’obtention du dipldme de
DOCTORAT 3™ CYCLE
Filiere: BIOLOGIE
Spécialité: Valorisation et Protection de la Biodiversité Végétale
THEME

Etude phytochimique, caryologique et activités biologiques des
huiles essentielles du genre Helichrysum Auct. Plur. de I'Est
Algérien

Soutenue publiquement le : 28 /02 / 2019

DEVANT LE JURY
Président Laouer Hocine Pr. UFA Setif 1
Directeur Ramdani Messaoud Pr. UFA Setif 1
Co-directeur Chalard Pierre Pr. Univ. Clermont Ferrand, France
Examinateurs Lograda Takia Pr. UFA Sétif 1
Akkal Salah Pr. Univ. Constantine 1
Yahia Abdelouahab Pr. Univ. Mila

Laboratoire de Valorisation des Ressources Biologiques Naturelles




Laildl

¢ Helichrysum italicum var. numidicum <ULl 250 sel) ¢ 3230 Laubul) g 3l adlatinl o
H. stoechas ssp. rupestre. H. stoechas ssp. scandens (e il Ca% 5 d°H. lactuem var.typicum.
g Jil e oDt Alee il el il Aol 50 3 el b (e ledde Jeandl) 3 )
Helichrysum <tlall 3 jhaall g 3 ALasl Jalaill elal 70,025 = L3 Cipnia 333 30 s
S L a5 e S 5e 46 25 5 GC-SM ALY Adlkaally A 5l hall 4y Jlall Lé) e gila 5 S Al 5
aa Alalill i elal | Helichrysum ois 15 Juatil Jilasy) Jiatll XS5 o 59 038y
A G Ll aes i Ll sie |3 Helichrysum (e §153Y 4l @5l A5 Sl
4 51a)) dpeudl Ll aui | Candida albicans 3_seadl aa blis gl jedai ol Ll cpa 8 cla jlaal
S il @ eda T OMCE-7 40 s WA e Helichrysum osiall dall &1 5530 Zaulul) &gy 50
WAl e caw Ll ol Led Ll Helichrysum osis £ 5590 4l Cig 3l ol Lgdle: J saanll o
s a3 e Helichrysum osis e )Y Laa sl S Al ol ciSe MCF-7 4ilda yudl
Al Ay jaall ) V1 U< ) = 7 aslisl) 2anll ae 2n1= 4= 28 Lnal) Bl ol ) (o0 5m 50 5 S
RERENIRAT

el ¢ ce}u}.oj)s c:t_.g.;jlﬁj.s :\...ubd cu_al..m:\S S 5 ‘Gml.ua\ < ) «Helichrysum ;Zg;m.d\ <ilalsly
el , MCF-7 ¢l 5 Saall Chlabiaa BARAFR IR



Résume

L'extraction des parties aériennes des huiles essentielles d’Helichrysum italicum
var. numidicum, d’H. lactuem var. typicum et des deux sous-especes, H. stoechas ssp.
scandens et H. stoechas ssp. rupestre, de I’Est Algérien a été réalisée par
hydrodistillation. L’extraction a donné un liquide visqueux avec un rendement moyen
faible de 0,025%. La composition chimique des huiles essentielles des espéces du genre
Helichrysum a été analysée par GC et GC/SM. Cette analyse a permis d’identifier 46
composés avec la présence d’une variabilité interspécifique importante. L’analyse
statistique confirme la séparation des especes du genre Helichrysum. L’évaluation de
’activité antimicrobienne des huiles essentielles du genre Helichrysum a montré un effet
modeste contre toutes les bactéries testées, alors qu’elles ne présentent aucune activité
antifongique significative contre Candida albicans. L’évaluation de ’activité cytotoxique
des huiles essentielles des especes du genre Helichrysum a été réalisée sur une lignée des
cellules cancéreuses mammaires MCF-7. Les resultats obtenus ont montrés que les huiles
essentielles des espéces n’ont aucune activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses
MCF-7. L’étude caryologique du genre Helichrysum a permis de déterminer un nombre
chromosomique tétraploide 2n= 4x= 28 avec un nombre de base x = 7 pour chacune de

Ses especes.

Mots clefs: Helichrysum, Huile essentielle, Composition chimique, Caryologie,

Chromosome, Activité antimicrobienne, Cytotoxicité, MCF-7, Algérien



Abstract

The extraction of aerial parts of the essential oils of Helichrysum italicum var.
numidicum, H. lacteum var. typicum and both subspecies, H. stoechas ssp. rupestre and
H. stoechas ssp. scandens, from Eastern Algeria was carried out by hydrodistillation.
Extraction gave a viscous liquid with a low average yield of 0.025%. The chemical
composition of the essential oils of the genus Helichrysum was analyzed by GC and GC /
MS. This analysis identified 46 compounds with the presence of significant interspecific
variability. The statistical analysis confirms the separation of species of the genus
Helichrysum. The evaluation of the antimicrobial activity of Helichrysum essential oils
showed a modest effect against all bacteria tested, while they show no significant
antifungal activity against Candida albicans. The evaluation of the cytotoxic activity of
the essential oils of the species of the genus Helichrysum was carried out on a line of
MCF-7 mammary cancer cells. The results obtained showed that the essential oils of the
species have no cytotoxic activity on MCF-7 cancer cells. The karyology study of the
genus Helichrysum made it possible to determine a tetraploid chromosomal number 2n =

4x = 28 with a base number x = 7 for each of its species.

Keywords: Helichrysum, Essential oil, Chemical composition, Caryology, Chromosome,

Cytotoxicity, antimicrobial activity, MCF-7, Algerian.
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Introduction

L’Algérie est un pays possédant d’importantes richesses en ressources
phylogénétiques. Grace a sa position geographique, a la diversité pédoclimatique, et sa
flore et faune méditerranéenne, elle est considérée comme une zone disposant
géographiquement d’un haut potentiel de variabilité génétique et d’une large gamme
d’écosystémes.

Divers botanistes ont contribué a faire connaitre la flore d'Algérie. Parmi eux,
Quézel et Santa (1963) et Ozenda (1977). Mais jusqu'a aujourd'hui aucun document
d'ensemble ne fut publié.

La flore Algérienne reste mal connue, inexploitée, tres peu étudiée en plus du
danger de disparition qu’elle en court. En effet, 640 espéces sont considérées comme
rares et menacées d’extinction, tandis que 168 especes endémiques algériennes sont
absolument a protéger, d’ou I’urgence a étudier ces ressources et de mettre au point un
plan pour leur sauvegarde et leur préservation.

L’étude caryologiques jouent un role principal dans les recherches
systématiques en vue de compréhension des relations phylogénétiques les processus de
spécialisation (Stebbins, 1971). Le comptage chromosomique consiste a déterminer le
nombre chromosomique permettant d’établir des relations phylogénétiques entre
espéces d’un méme genre ou entre genres d’une méme famille. Mais, leur
développements est étroitement liée a 1’évolution es techniques démarquages des
chromosomes.

En effet les plantes aromatiques et médicinales jouent un rdle économique
considérable dans plusieurs secteurs, tels que I’industrie cosmétique, 1’industrie agro-
alimentaire et l’industrie pharmaceutique. Les plantes représentent un réservoir
immense de composé du métabolisme secondaire qui a 1’avantage d’avoir une grande
diversité structurale et ils possédent un trés large éventail d’activités biologiques.

Dans le cadre de la valorisation et la protection de la flore algérienne, nous nous
sommes particulierement intéressés au genre Helichrysum, qui est représenté dans
notre pays par trois especes et de sous-espéces. Certaines d'entre elles sont utilisées
comme plantes medicinales dans les pays du pourtour mediterranéen et renferment une

huile essentielle parfumée.



INTRODUCTION

Une premiere partie de ce travail est basée sur I'étude phytochimique, en
prospectant le profil chimique des especes de ce genre, en utilisant les différentes
techniques de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de
masse. Une deuxiéme partic de ce travail a fait I’objet de 1’étude des activités
biologiques des huiles essentielles de nos especes. La troisiéme partie s’est consacrée a
la caractérisation génétique des especes en utilisant la caryologie pour le

dénombrement chromosomique dans 1’étude phylogénique.
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1- Geénéralités sur les Astéracées
1-1- La famille des Asteraceae

La famille des Astéracées, étymologiquement, ce terme vient du grec aster,
rappelant la forme des fleurs en étoile. La famille des Asteraceae, aussi appelée
Compositeae, est la plus vaste la plus diversifiée des familles de plantes a fleurs. Il
s’agit d’une famille cosmopolite. Elle est principalement distribuée en région
tempérée, subtropicale et tropicale, souvent en région montagneuse (Cronquist, 2001;
Singh, 2004). Elle comprend en effet entre 1600 et 1700 genres et de 24000 a 30000
especes décrites (Funk et al., 2005), dont 750 especes endémiques (Gaussen et Leroy,
1982; Guignard, 1994). En Algérie, cette famille regroupe 408 espéces réparties sur
109 genres (Quézel et Santa, 1963).

1-1-1- Description botanique

Les Astéracées sont généralement des plantes herbacées érigées ou grimpantes,
annuelles, bisannuelles ou pérennes, parfois des arbustes et plus rarement des arbres
(Guichard, 2002). Les feuilles sont le plus souvent alternes, opposées ou verticillées,
simples, parfois profondément lobées ou découpées, a nervation généralement pennée
ou palmé (Usher, 1966; Gaussen et Leroy, 1982). L'inflorescence est indéterminée, les
fleurs hermaphrodites ou unisexuées, parfois stérile, actinomorphes ou zygomorphes,
sont agglomérées en capitules, entourés par un involucre de bractées, terminales ou
axillaires.

Les sépales profondément modifiés, forment un pappus composé de deux a
nombreuses écailles. Le grain de pollen est généralement tricolporés (Judd et al.,
1999). Les fruits sont des akeénes, souvent couronnée généralement d'une aigrette de
soie appelée pappus qui favorise la dispersion des graines par le vent (Usher, 1996).

La graine est exalbuminée (Cronquist, 2001; Spichiger, 2002; Singh, 2004).

1-1-2- Systématique
Selon la classification établie par Cronquist (1988), les Asteraceae sont des

dicotylédones, appartenant a I’ordre des Asterales. Dans la classification APG IIlI,
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I’ordre des Asterales contient 11 familles, dont la famille des Asteraceae (source «The

Angiosperm Phylogeny Group, 2009 » (Tableau 1).

Tableau 1: Position taxonomique de la famille des Asteraceae

Classification selon Cronquist (1988) | APG Il (2009)

Regne Plantae

Sous-Régne Tracheobionta

Embranchement Spermaphytes

Sous-Embranchement Angiospermes | Clade

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Eudicotylédones Clade
Eudicotylédones supérieures Clade

Sous-classe Asterideae Clade
Campanulidae= Euasteridae Il | Clade

Ordre Asterales Ordre

Famille Asteraceae Famille
Asteroideae Sous-Famille

Tribu Gnaphalieae Tribu

Genre Helichrysum Genre

La classification n’a pas subi de grands changements depuis la premicre
classification APG I en 1998 (The Angiosperm Phylogeny Group, 1998), si ce n’est
des remaniements de familles.

La famille des Asteraceae est divisée en sous-familles, elles-mémes divisées en
tribus, bien que leurs nombres, noms et compositions varient selon les auteurs et dans
le temps. Bremer en 1994, reconnaissait trois sous-familles Asteroideae,
Barnadesioideae et Cichorioideae, divisées en 17 tribus (Bremer, 1994). Depuis, la
famille des Asteraceae a fait I’objet de constants remaniements quant a ses divisions,
notamment grace aux récents travaux de biologie moléculaire et au nombre croissant
de nouveaux échantillons. Actuellement, il existe 12 sous-familles au sein des
Asteraceae, incluant elles-mémes 43 tribus dont la tribu des Gnaphalieae (Funk et al.,
2009; Reveal, 2012; Angiosperm Phylogeny, 2014).
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1-1-3- Intéréts des Asteraceae
1-1-3-1-  Intéréts économiques

Certaines espéces d’Asteraceae sont des plantes ornementales, comme les
Asters, les Dahlias, les Chrysanthemes, les Gerberas, les Zinnias, Tagetus et le genre
Helichrysum (Singh, 2004). D’autres espéces sont a la base de 1’alimentation comme
la laitue (Lactuca sativa), l'artichaut (Cynara scolymus), I'endive (Cichorium intybus),
la chicorée (Cichorium intybus), l'estragon (Artemisia dracunculus) et du tournesol
(Helianthus annuus).

Autres espéces oléagineuse appartenant a la famille des Asteraceae comme le
carthame des teinturiers ou le safran des teinturiers (Carthamus tinctorius), le
tournesol Helianthus annuus), dont I’huile végetale extraite est a usage alimentaire,
énergétique ou industriel (Li et al., 1996; Zehra, 2005; Demirbas and Kara, 2006 ;
Sensdz and Angin, 2008).

Cette famille regroupe également un grand nombre de plantes adventices
(mauvaises herbes) (chardons, par exemple) qui causent des pertes économiques pour

de nombreuses cultures (Heywood, 1985).

1-1-3-2-  Intérét thérapeutique

La famille des Asteraceae offre des espéces trés importantes d’un point de vue
thérapeutique. De nombreuses espéces sont utilisées en médecine traditionnelle et sont
associées a un panel d’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette
famille.

Actuellement, quarante-trois espéces d’Asteraceae sont inscrites dans la liste
des plantes médicinales de la Pharmacopée francaise, dont trente-sept sur la liste A et
six sur la liste B (Pharmacopée francaise, 2014).

Les propriétés biologiques attribuées aux Asteraceae sont tres nombreuses,
notamment des propriétés antimicrobiennes (Casiglia et al., 2015; Negreiros et al.,
2016; Vieira et al., 2016; Ferhata et al., 2016; Majouli et al., 2016; Abu-Darwish et
al., 2016; Zater et al., 2016; Dane et al., 2016; Gakuubi et al., 2016; Valarezo et al.,
2016; Hellali et al., 2017; Segueni et al., 2017; Bel Hadj et al., 2017; Al Jahid et al.,
2017), antioxydants (Hussein et al., 2016; Zhiyuan et al., 2016; Ferhata et al., 2016;


https://fr.wikipedia.org/wiki/Alimentation
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89nergie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Industrie
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Dif et al., 2016; Segueni et al., 2017; Hellali et al., 2017; Dib et al., 2017; Cote et al.,
2017; Toubane et al., 2017), antiinflammatoire (Haimoud et al., 2015; Abu-Darwish et
al., 2016; Toubane et al., 2017; Coté et al., 2017; Tadica et al., 2017), cytotoxique
(Jassbi et al., 2016; Zater et al., 2016; Kchaou et al., 2016; Jassbi et al., 2016; Coté et
al., 2017), anticholinesterase (Ferhata et al., 2016), antimorale (Dou et al., 2017),
insecticides (Politi et al., 2016), larvicides (Bouguerra et al., 2017)

Les espéces d’Astéracées sont également trés allergénes causant des dermatites
de contact. Ces manifestations peuvent apparaitre par contact direct avec la plante ou
bien par disséminations de certaines parties séches de la plante, des poils sécréteurs, ou
méme du pollen ; mais aussi au contact des cosmétiques ou produits formulés a partir
d’extraits de plante (Picman, 1986; Paulsen et al., 2008; Jack et al., 2013).

1-2- La tribu des Gnaphalieae

La tribu des Gnaphalieae est I'une des plus grandes tribus de la famille des
Astéraceae, contient plus de 185 Genres et 1240 especes largement répandues sur la
plupart des continents (Bayer et al., 2007). C’est la tribu la plus diversifiée dans
I'némisphere sud, avec trois centres principaux de diversification, I'Amérique du Sud,
I'Afrique du Sud et I'Australie (Anderberg and Freire, 1991; Bayer et al., 2007; Ward
et al., 2009).

Les Gnaphalieae actuels ont d'abord été classés sous la tribu des Inuleae par
Cassini (Cassini, 1822). Plus tard, Bentham (Bentham and Hooker, 1873) a divisé les
Inuleae en neuf sous tribus basées sur la présence des capitules homogames ou
hétérogenes, et sur d'autres caractéres comme la morphologie de réceptacle, style et
bractées. La majorité des Gnaphalieae étaient inclus dans les sous-tribus Filagineae,
Gnaphalieae, Angianthieae, Relhanieae et Athrixieae. Merxmiller et al., (1977) a
reconnu trois sous-tribus dans la tribu des Inuleae: Inulinae, Gnaphaliinae et
Athrixiinae, basées sur la cytologie, la phytochimie, la palynologie et d'autres
Caracteres morphologiques. Ces derniers auteurs ont place les Gnaphalieae
principalement dans la sous-tribu Gnaphaliinae, bien que certains genres aient

également été accueillis dans les Athrixiinae.



CHAPITRE | GENERALITES

Les Gnaphalieae ont d'abord été reconnus comme indépendants des Inuleae par
Anderberg (Anderberg, 1989; Anderberg, 1991), qui ont divisé le classique Inuleae
(Merxmuller, 1977) en trois tribus: Inuleae, Plucheeae et Gnaphalieae. Plusieurs
études phylogénétiques basees sur des sequences d’ADN ont convenu de considérer les
Gnaphalieae comme indépendantes des Inuleae (Bayer and Starr, 1998; Kim and
Jansen, 1995; Wagstaff and Breitwieser, 2002).

Anderberg, (1991) a suggéré de classer les Gnaphalieae en cing sous-tribus
(Angianthinae, Cassiniinae, Gnaphaliinae, Loricariinae et Relhaniinae) basé sur
d'analyses cladistiques de caracteres morphologiques (Anderberg, 1991). Dans la sous-
tribu Gnaphaliinae, regroupe les deux plus grands genres qui sont Helichrysum et
Gnaphalium, avec des centaines d'especes et avec de nombreux genres Segréges

étroitement liés (Osman, 2011).

1-3- Le genre Helichrysum

L’étymologie du terme Helichrysum n’est pas claire, I’interprétation la plus
courante et celle qui viendrait du grec «hélios» soleil et «chryos» or. Une autre
interprétation moins courante du terme Helichrysum stipule que ce terme peut aussi se
rapporter & une plante aux fleurs dorées, grimpante en spirale (helix) dont I’immortelle
aurait emprunté le nom (Lieutaghi et al., 2006). Le nom francais exprime une autre
caractéristique, les Immortelles séchent en conservant longtemps leur aspect et leur
couleur car les capitules de fleurs sont entourés de bractées écailleuses qui ne se fanent
pas (Pooley, 2003; Couplan et al., 2009; Pen du, 2012).

1-3-1- Description botanique du genre
Le genre Helichrysum appartient a la tribu Gnaphaliinae (Hilliard, 1983 ;
Anderberg, 1991). La plupart des plantes du genre Helichrysum sont vivaces et
presque toujours sous-frutescentes a la base (Coste et al., 1937). Ce sont des plantes a
capitules hétérogames (rarement homogames par suppression des fleurs marginales
femelles), multiflores, discoides. Le réceptacle est plan, non paléacé, alvéolé ou non.
Les fleurs du rayon femelles, peu nombreuses, sur un seul rang, ou nulles. Les

fleurs du disque tubuleuses sont hermaphrodites, toutes fertiles ou presque.
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L’involucre est campanulé, hémisphérique ou cylindrique, a bractées brillantes et
scarieuses, imbriquées sur plusieurs rangs. Les akénes petits, cylindriques ou
pentagonaux un peu comprimés. Les aigrettes a soies ordinairement sont unisériees
(Quézel et Santa, 1963).

1-3-2- Répartition géographique du genre

Le genre Helichrysum comprend environ 500 a 600 especes (Hilliard, 1983;
Engler, 1964). Ce genre est localisé sur les cing continents: une zone regroupe les pays
du pourtour méditerranéen, sur le continent américain : en Amérique du Nord et en
Amérique du Sud, en Afrique : surtout a Madagascar, en Afrique du Sud et Afrique de
I’Est, et dans les régions Masai du Sahel et de Somalie, en Asie : dans I’Est et le Sud
du continent, et au Moyen-Orient, dans la péninsule Sud Arabique (Galbany-Casals et
al., 2014) (Figure 1).

L’Helichrysum est doté d’un polymorphisme élevé, avec la présence d’un grand
nombre d’hybrides. Ces plants possédent une grande ressemblance phénotypique, ce
qui rend difficile 1’identification des spécimens. En Italie, des especes hybrides (H.
angustifolium X H. italicum ssp. italicum) sont identifiées, des hybrides de (H.
rupestre X H. italicum ssp. microphyllum) sont présentes en Sardaigne. Une espece est
présente dans tous les pays du pourtour méditerranéen est H. stoechas (Figure 2).

En Algérie Quézel et santa, (1963) identifient la présence de 1’hybride (H.
rupestre X H. stoechas), cet hybride a été signalé en Espagne et aux Baléares
(Galbany-Casals et al., 2014).
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Figure 1 : Répartition géographique du genre Helichrysum (Galbany-Casals et al., 2014)
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Figure 2: Distribution géographique d'Helichrysum stoechas (Degrelle, 2015)

1-3-3- Caryologie du genre

Les études cytologiques du genre Helichrysum ont été limités a quelques
dénombrements chromosomiques et I’étude des caryotypes, seulement 10 a 12% des
especes du genre ont bénéficiées de ces études caryologiques (Galbany-Casals et al.,
2009). Ces études ont montrées que les especes du genre Helichrysum sont des
polyploides (Galbany-Casals and Romo, 2008; Galbany-Casals et al., 2009).

La polyploidie est une force significative de I'évolution des plantes, environ
50% des especes d'angiospermes sont d'origine polyploide (Stebbins, 1971; Averett,
1980; Dewet et al., 1980, Levin, 1983; Masterson, 1994). La polyploidie aboutit
géneralement a une spéciation instantanée, augmentant la biodiversité et fournissant un
nouveau matériel géenétique pour I'évolution (Levin, 1983; Wendel and Doyle, 2005).
Les polyploides peuvent avoir des niveaux supérieurs d'adaptabilité et des probabilités
plus élevees de survie (Levin, 1983; Thompson et Lumaret, 1992; Soltis and Soltis,
2000).

10
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Les espéces méditerranéennes et asiatiques du genre Helichrysum, sont des
tétraploides a 2n = 28 et des octaploides a 2n = 56, avec un nombre chromosomique de
base a x = 7. Ces races chromosomiques proviennent d'espéces diploides sud-
africaines, principalement avec 2n = 14, a travers les événements de polyploidisation
(Namur et Verlaque, 1976). Carr et al., (1999) ont montré que certaines especes
Australienne du genre Helichrysum ont un nombre chromosomique de 2n = 8, 14 et 42
avec deux nombres de base x =4 etx = 7.

Les travaux de Galbany-Casals and Romo, (2008) montrent que le nombre
chromosomique le plus couramment trouvé dans le genre Helichrysum est 2n = 28,
principalement chez les espéces méditerranéennes, macaronésiennes, asiatiques et
africaines.

Certaines especes africaines du genre Helichrysum montrent un nombre
chromosomique de 2n = 14, alors que certaines especes de la Méditerranée orientale et
d’Asie ont un nombre chromosomique de 2n = 56 (Galbany-Casals and Romo, 2008).
Le nombre chromosomique a 2n = 42 a été cité deux fois dans la littérature (Febles,
1989; Galbany-Casals and Romo, 2008).

Tous ces travaux sur le genre Helichrysum indiquent que le nombre
chromosomique de base pour le genre est de x = 7. L'existence de différents niveaux
de ploidie basé sur ce nombre de base (x = 7) montre que la polyploidie joue un réle
important dans 1’évolution de nombre de chromosomes au sein du genre Helichrysum
(Galbany-Casals and Romo, 2008).

Galbany-Casals et al., (2009) montrent la présence de dysploidie dans
I'évolution du nombre de chromosomes du genre, en découvrant deux nouveaux
nombres de base pour le genre, (x = 4 et x = 5), représentés par plusieurs especes
d'Afrique du Sud, méditerranéennes et asiatiques, avec 2n = 8 et 2n = 10, qui sont
dérivés d'especes avec 2n = 14.

Des études de caryotype réalisées sur des espéces d'Helichrysum en Iran
montrent la présence d’une série polyploide (2n = 14, 24, 28, 32, 36, 42, 48, 54 et 60),
correspondant & des nombres de bases de (x = 6, 7 et 8), ce qui indique que la

polyploidie n'est pas seulement importante pour le processus de spéciation mais joue

11
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également un réle dans la diversification des populations au sein du genre (Azizi et al.,

2014).

Les données chromosomiques disponibles indiquent que la polyploidie a joue

un réle important dans la spéciation et I'évolution du genre Helichrysum (Galbany-

Casals and Romo, 2008 ; Galbany-Casals et al., 2009), avec 1’existence de variations

extensives du nombre chromosomique et le niveau de ploidie dans le genre, ce dernier

ayant été rapporté comme x = 4, 5, 7, 8 (Namur et Verlague, 1976; Carr et al., 1999;
Galbany-Casals and Romo, 2008 ; Galbany et al., 2009; Azizi et al., 2014) ( Tableaux

2).

Tableau 2: Variabilité du nombre chromosomique dans le genre Helichrysum

Espéces du genre Helichrysum 2n X Ploidie Références | Zone d’étude
Graveolens (M. Bieb.) Sw.
Pamphylicum P. H. Davis and 28 Tétraploide | Namur et Turquie
Kupicha
7 Verlaque, :
Stoechas (L.) Moench 197q6u Grece
Plicatum DC. . Turquie et
Orientale (L.) Gaertn. 56 Octaploide Gréce
Lindleyi H. Eichler 8 4 Diploide
Bracteatum (Vent.) Andrews
T - Carretal., .
Diosmifolium (Vent.) Sweet 14 Diploide 1999 Australie
Obcordatum Benth.
Scorpioides Labill. 42 Hexaploide
14 Diploide
Odoratissimum (L.) Sw. 28 Tetraplolllde Afrique du Sud
42 Hexaploide
. 14 Diploide
Foetidum (L) Moench 28 Tétraploide Cameéroun
14 Diploide
Rugulosum Less. 8 7 Tétraploide
Cymosum (L.) D. Don Galbany-
Asperum (Thunb.) Hilliard and Burtt Cassal and
Mariepscopicum O.M. Hilliard Romo, 2008
Patulum (L.) D. Don .
. Afrique du Sud
Splendidum (Thunb.) Less. 14 Diploide

Retortum (L.) Willd.

Appendiculatum (L. fil.) Less.

Mixtum (O. Kuntze) Moeser

Cephaloideum DC.

Reflexum N.E.Br.

12
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Opacum Klatt . .
Nudifolium (L) Less. 28 Tetraploide
Chionoides Philipson A
Kilimanjari Oliv. 14 Diploide Kenya
Italicum (Roth) G. Don ssp ltalie
siculum (Jord. And Fourr.)
Italicum ssp Microphyllum .
(Willd.) Nyman Espagne, Italie
Crassifolium (L.) D. Don
Pendulum (C. Presl) C. Presl i . Espagne
Serotinum (DC.) Boiss. 28 Tétraploide
Stoechas (L.) Moench Espagne
Arenarium (L.) Moench France
graveolens (M. Bieb.) Sw. Arménie
Pamphylicum P. H. Davis and
Kupicha Turquie
Plicatum DC. 56 Octaploide
Spiralepis Hilliard and B.L. Burtt
Zwartbergense Bolus 8
Litorale Bolus Afrique du Sud
Indicum (L.) Grierson 10 Diploide
Globosum Sch. Bip. Gallbany-I Kenya
Setosum Harv. 14 Casgosogt - Tanzanie
Patulu (L.) D.Don Afrique du Sud
Pendulum (C. Presl) C. Presl
i ( ) 28 Tétraploide Espagne
Erotinum DC.
Plicatum DC. 56 Octaploide Turquie
60 D loid
Leucocephalum Boiss. ecap O_I, ©
54 Nonaploide
Davisianum Rech.f. 48 Octaploide
. . 42 Heptaploide
Globiferum Boiss. 36 a P pI .I.d
_ €Xaplolge | azizietal., Iran
Oligocephalum DC. 24 Tétraploide 2014
Globiferum Boiss.
Armenium DC. . .
Oocephalum Boiss. 28 Tétraploide
Rubicundum (K. Koch) Bornm. 14 Diploide
Plicatum DC. 32 Tétraploide

Selon les données bibliographiques le nombre de base le plus commun dans le

genre Helichrysum est x = 7 avec 1’existence de quatre différents niveaux de ploidie.

On constate que le niveau de ploidie commun le plus éleve dans le genre Helichrysum
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est le diploide a 2n = 2x = 14 observé dans 22 espéces qui sont la plupart des especes
africains, suivie par les especes méditerranéennes, macaronésiennes, asiatiques et
quelque especes africaines qui sont principalement des tétraploide 2n = 4x= 28
observé dans 20 espéces. Seulement trois espéces méditerranéennes sont connues étre
octoploides avec 2n = 8x = 56. Finalement, le niveau héxaploide, 2n = 6x = 42, est

rarement observé (seulement deux fois) observé dans les espéeces australiennes et

africaines (Tableau 3).

GENERALITES

Tableau 3 : Occurrence de la ploidie chez le genre Helichrysum

La courbe de régression indique que lorsque le niveau de ploidie augmente dans le

genre Helichrysum le nombre des especes diminue (Figure 3).

24

Polyplo diep'o'd'e al 5 | 6| 7|8 |Total| %
2% a1 22 | - | 27 | 4154
ax - [ 2 (20 1| 238 | 3538
6x T - [ 22 -1 24 | 615
7x T 3 - [ - 3 | a2
8x - [ 33 -] 6 | 923
ox T - 1 - - 1 | 154
10x T - 1 - -1 1 | 154
Total a0 1 (1247 1] 6

22

20 t

18

16

14

12

10 ¢

Nombre d'especes

nombre de base (x= 7) = 30,5-7,5*x

Ploidie x =7

Figure 3: Le niveau de polyploidie dans le genre Helichrysum
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Le pourcentage le plus éleve du niveau de ploidie dans le genre Helichrysum est
observé chez les espéces diploides avec 41,54%, suivie des espéces tétraploides dans
la deuxieme place avec un pourcentage de 35,38%, les especes octaploides sont
représentées par 9,23%, les especes héxaploides se retrouvent dans la nature avec
6,15%, les especes héptaploides avec 4,62% et enfin les espéces décaploides et
nonaploides sont représentées par les pourcentages les plus faibles dans le
genre Helichrysum avec 1,54%. La courbe de régression indique que le
pourcentage de présence de la polyploidie du genre Helichrysum dans la nature

diminue lorsque le niveau de ploidie augmente (Figure 4).

45

40 Niveau de ploidie = 40,6593-6,5934*x
35
30
25
20

15

10

Pourcentage de niveau de ploidie

2x 4x 6x 7x 8x 9x 10x
Ploidie

Figure 4: Pourcentage de niveaux de ploidie dans le genre Helichrysum
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1-3-4- Utilisation médicinale du genre Helichrysum

Des enquétes ethnopharmacologiques ont été menées dans différentes régions
du monde afin de recueillir des connaissances sur les usages traditionnels des especes
du genre Helichrysum, car I’utilisation pharmaceutique des immortelles est connue
depuis la période greco-romaine (Ruberto et al., 2002).

L'utilisation des inflorescences d’H. arenarium en Europe centrale a été
signalée pour ses propriétés antiseptiques, coléreuses et spasmolytiques (Sala et al.,
2001), tandis qu’H. graveolens a été utilisé en Turquie dans le contrdle des symptémes
du diabéte sucré, de la cicatrisation et du diurétique (Aslan et al., 2007).

L'espece H. stoechas a été utilisée en Espagne et en Portugal sous forme
d’infusion et de décoction pour traiter les maladies Infectieuses et diverses maladies
liées au systéme respiratoire, contre les troubles digestifs et les troubles hépatiques et
aussi contre la fievre et le mal de dents (Gonzéalez-Tejero, 1989; Mulet, 1991; Peris et
al., 2001; Sanchez-Romero, 2003; Shunying et al., 2005; Latorre, 2008; Rivera et al.,
2008; Carvalho, 2010; Silva et al., 2011; Barroso et al., 2014). En Lybie H. Stoechas a
été utilisée contre les douleurs de colique rénales (El gadi et al., 1994). Les fleurs d’H.
Stoechas ont été utilisées sous forme de tisane en Espagne pour les problemes cardio-
vasculaire dont I’hypertension (Carrié and Valles, 2012).

L'espéce H. italicum a un intérét économique élevé en raison de son huile
essentielle tres recherchée par l'industrie du parfum et I'aromathérapie (Mastelic et al.,
2008; Leonardi et al., 2013). De nombreux travaux en Portugal rapportent que I'huile
essentielle d’H. italicum est utilisée contre les problemes dermatologiques comme
cicatrisant et comme antihématome puissant (Voinchet et Giraud-Robert, 2007;
Proenca da Cunha et al., 2007, 2012; Viegas et al., 2014; Kladar et al., 2015).

Les fleurs séchées d’H. italicum avaient une grande réputation dans la médecine
traditionnelle en tant que cholérique, diurétique, cholagogue, expectorant, Analgésique
et Astringent (Litvinenko et al., 1992; Rivera and Obon, 1993; Chinou et al., 1996,
1997). Les fleurs et les feuilles d’H. italicum sont utilisées en infusion et décoction
dans le traitement de plusieurs maladies telle que, les troubles respiratoire et ’ORL
comme le rhumes, la toux, la bronchite et pharyngite, asthme et 1’allergie (Bruni et al.,

1997; Uncini and Tomei, 1999; Pieroni, 2000; Passalacqua et al., 2007; Guarino et al.,
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2008; Di Novella et al., 2013), dans les troubles digestifs (Mulet, 1991; Luque et al.,
1998; Pardo de Santayana et al., 2005; Parada, 2007; Benitez et al., 2010), les troubles
du foie et de la vésicule biliaire (Redzic, 2007), dans les insomnies et les maux de téte
(Cornara et al., 2009), les infections et les maladies de la peau (alopécie) (Ballero et
al., 2001; Latorre, 2008) et dans les infections intestinales parasitiques (Segarrai,
2008).

Il est aussi signalé que les infusions d’H. italicum sont utilisées comme un
antiseptique buccale pour les maux de dents (Gonzalez-Tejero, 1989; Barber et al.,

2005) et en poudre pour la guérison des plais (Rivera et al., 2008).

1-3-5- Activités biologiques des huiles essentielles du genre Helichrysum

Diverses ¢tudes ont démontré [’activité biologique d’un grand nombre
d’espéces appartenant au genre Helichrysum (Ramanoelina et al., 1987; Tomas-
Barberan et al., 1988; Afolayan and Meyer, 1997; Tomas-Lorente et al., 1989;
Lourens et al., 2004; Rosa et al., 2007; Kolayli et al., 2010 ), I’activité antivirale et
antituberculeuse des constituants d’H. melanacme (Lall et al., 2006), I’effets
antihistaminiques et antieicosanoides de la fraction d'acide oléanolique et d'acide
ursolique d’H. picardii (Rosa et al., 2007), les activités antimicrobiennes des espéeces
d'Helichrysum (Albayrak et al., 2010; Demir et al., 2009), I’activité antioxydant de
I'nuile essentielle de H. microphyllum ssp. tyrrhenicum (Ornano et al., 2015), I’activité
antioxydant in vitro d’H. buddleioides (Prashith Kekuda et al., 2017), D’activité
antimicrobienne de I'extrait hydroalcoolique d’H. leucocephalum sur I'inhibition de la
culture de Streptococcus mutans (Dubravka et al., 2017). L activité insecticide d'huile
essentielle d’ H. faradifani endémique a Madagascar est évaluée par (Benelli et al.,
2017).

Le potentiel thérapeutique trés varié des huiles essentielles a attiré, ces derniéres
annees, l'attention des chercheurs, de ce fait, plusieurs études sur ’activité cytotoxique
des huiles essentielle des espéces du genre Helichrysum ont été reéalisées (Lourens et
al., 2011; Afoulous et al., 2011; Mati¢ et al., 2013; Gouveia-Figueira et al., 2014;
Mashigo et al., 2015; Lawal et al., 2015; Ornano et al., 2015).
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Des activités biologiques de nombreux métabolites isolés a partir d’H. italicum
et en particulier de sa fraction volatile présentent des propriétés pharmacologiques,
telles que des propriétés anti-inflammatoires (Sala et al., 2003; Voinchet et Giraud-
Robert, 2007), antiallergique (Angioni et al., 2003; Voinchet et Giraud-Robert, 2007),
antioxydant (Schinella et al., 2002; Sala et al., 2001, 2002; Rosa et al., 2007
Appendino et al., 2007) et des propriétés anti-VIH (Appendino et al., 2007), l'activité
antimicrobienne (Mastelic et al., 2005; Chao et al., 2008; Bouzid et al., 2017) et des
propriétés antifongique (Angioni et al., 2003; Masteli¢ et al., 2005; Bouzid et al.,
2017).

Il a été précédemment rapporté que H. stoechas a des activités antibactériennes
(Rios et al., 1990, 1991; Chinou et al., 1997; Roussis et al.,2002; Aslan et al., 2006;
Sobhy and El-Feky, 2007; Giovannini et al., 2008; Haddouchi et al., 2016; Chaouche
et al., 2016; Boubakeur et al., 2017), anti-inflammatoire (Recio et al. 1991; EI-Dahmy,
1994; Bremnera et al., 2009) et antioxydant (Carini et al., 2001; Albayrak et al., 2010;
Haddouchi et al., 2014; Barroso et al., 2014; Faozia et al., 2017; Boubakeur et al.,
2017), antinociceptif (Hwisa et al., 2011), antifungique (Aslan et al. 2006; Sobhy and
El-Feky, 2007), antiviral (Aslan et al., 2006) et antiallergique (Carini et al. 2001).

1-3-6- Composition chimique des huiles essentielles du genre Helichrysum

dans la littérature

La chimie du genre Helichrysum est trés complexe avec une grande variété de
composés organiques identifiés par des travaux antérieurs a partir de ’huile essentielle
ou d’extraits aux solvants organiques, concernent principalement les composés
terpéniques (Tira et al., 1967; Theron et al., 1994; Lloyd et al., 1978; Bohlmann and
Abraham, 1979; Jakupovic et al., 1986; Jakupovic et al., 1987, 1989), les flavonoides
(Bohlmann et al., 1979; Bohlmann and Abraham, 1979; Drewes et al., 2006;
Wollenweber et al., 2005; Van Puyvelde et al., 1989; Bohlmann and Zdero, 1983;
Bohlmann and Ates, 1984; Bohlmann and Misra, 1984; Cubukcu et Damadyan,
1986;Tomas-Barberan et al., 1988; Jakupovic et al., 1989; Pietta et al., 1992; Suezgec-
Selcuk and Birteksoez, 2011; Popoola et al., 2015), les lactones (Mezzitti et al., 1970;

Rios et al., 1970; Orzalesi et al., 1969), les composés coumariniques (Cubukcu, 1976;
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Bohlmann and Zdero, 1980), les composés phénoliques (Vrkoc et al., 1973, 1975;
Randriaminahy et al., 1992; Kolayli et al., 2010; Taglialatela-Scafati et al., 2013).
Depuis plusieurs décennies, de nombreux travaux ont été publiés sur 1’étude
phytochimique des huiles essentielles des espéces de genre Helichrysum (Annexe).
Plusieurs especes du genre Helichrysum ont été étudies, H. orientale, H. heldreichii et
H. doeryeri (Roussis et al., 2000), H. fulgidum et H. cymosum (Bougatsos et al.,
2004), H. dasyanthum, H. excisum, H. felinum et H. petiolare (Lourens et al., 2004),
H. faradifani (Cavalli et al., 2006), H. cymosum ssp cymosum (van Vuuren et al.,
2006), H. oocephalum (Firouznia et al., 2007), H. pallasii (Formisano et al., 2009), H.
gymnocephalum (Afoulous et al., 2011), H. noeanum (Elkiran et al., 2013), H.
oligocephalum (Esmaeili, 2013; Ghassemi-Dehkordi et al., 2015).

La composition chimique d’huile essentielle de H. italicum varie en fonction de
I'origine géographique et du cycle végétatif des espéces (Paolini et al., 2006). Il existe
de nombreuses études sur la composition chimique des huiles essentielles d’H.
italicum cultivées en France (Bianchini et al., 2001, 2003, Masteli¢ et al., 2008;
Perrini et al., 2009; Morone-Fortunato et al., 2010; Cristofari et al., 2012), en Italie
(Bianchini et al., 2003; Paolini et al., 2006; Morone-Fortunato et al., 2010; Mancini et
al., 2011; Melito et al., 2016), au Portugal (Costa et al., 2015), en Croatie (Masteli¢ et
al., 2005; Ivanovic et al., 2011), a Serbie (Stupar et al., 2014), au Brésil (Nebojsa et
al., 2015) et en Algérie (Bouzid et al., 2017).

Tres peu d’études ont touchés a la phytochimiques d’espéce H. stoechas, en
Portugal on trouve les travaux de (Ascensao et al., 2001; Proenca da Cunha and
Cardoso do Vale, 1974), en Grece (Chinou et al., 1997 a et b; Roussis et al., 2002), en
France (Vernin and Poite, 1998), en Espagne (Tsoukatou et al., 1999), en Lybie
(Sobhy and ElFeky, 2007). En Algérie jusqu'en ce jour aucune étude phytochimique

n‘avait été établie sur cette espéce.
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2-  Les huiles essentielles

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition
des parfums et dans les préparations culinaires.

Les premicres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles
(H.E) datent de I’an 3000 avant J.C (Baser and Buchbauer, 2010). Les huiles
essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine depuis ses
premiéres genéses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses
matieres premieres végeétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les
huiles essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie,
médecine, rites religieux, coutumes paiennes, alimentation, etc...(Franchomme et al.,
2007).

L’¢étape byzantine de la civilisation a permis I’instauration des bases de la
distillation et avec 1’ére arabe de la civilisation, 1’huile essentielle devient un des
principaux produits de commercialisation internationale. Ainsi, vers [’an mille,
Avicenne, médecin et scientifigue persan, a défini précisément le procédé
d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie deviennent les principaux centres de
production de divers types d’extraits aromatiques.

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au
niveau des techniques d’obtention et de I’analyse de leur composition chimique.
Parallelement, leur utilisation a aussi tiré profit de ’avénement de 1’aromathérapie.
René-Maurice Gatte fosse a créé, en 1928, le terme de 1’aromathérapie et il a mené de
nombreux travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés; ces
résultats seront a 1’origine de nombreuses autres recherches (Rene, 1937 ; Besombes,
2008).

2-1- Définition

Le terme «huile essentielle» a été inventé au 16™™ siécle par le médecin Suisse
Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remede naturel

(Burt, 2004). De trés nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles
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essentielles. D’aprés William Naves (1874 - 1936), aucune des définitions des huiles
essentielles n’a le mérite de la clarté, ni celui de la précision. Cet auteur définit les
huiles essentielles comme « des mélanges de divers produits issus d’une espece
vegétale, ces mélanges passent avec une certaine proportion d’cau lors d’une
distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau » (Garnéro, 1996).

Cette définition a été reprise a peu de choses preés par AFNOR et ISO: « L’huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’une matiére premiere d’origine végétale, soit
par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe
frais de certains agrumes, soit par distillation. L huile essentielle est ensuite séparée de

la phase aqueuse par des procédés physiques» (1ISO, 1997 ; AFNOR, 2000).

2-2- Répartition, localisation et fonction des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi
les 1500 000 especes végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », ¢’est-a-dire
qu’elles synthétisent et sécrétent des quantités d’essence aromatique méme infimes
(Bruneton, 1999; Degryse et al., 2008). Certaines familles se caractérisent par le grand
nombre d’espéces a essences qu’elles groupent, en particulier les Labiées, les
Ombelliferes, les Myrtacées, les Lauracees, les Rutacées, les Lamiacées, les
Astéracées, les Apiécées, les Cupressacees (Bruneton, 1999; Benayad, 2008).

Tous les organes vegétaux peuvent renfermer des huiles essentielles (Belaiche,
1979; Paris et Hurabielle, 1981; Bruneton, 1999; Ghuestem et al., 2001; Anton et
Lobstein, 2005; Scimeca, 2007; Festy, 2008; Teixeira, 2013). On en trouve dans les
parties aeriennes (Bel Hadj et al., 2017; Dib et al., 2017; Behbahani et al., 2017;
Hussain el al., 2017), dans les écorces (Yusei and Miyazawa, 2012; Elgendy et al.,
2017; Piyamas et al., 2017; Labib et al., 2017), dans les racines (Dhouiouia et al.,
2016; Fraternale et al., 2016; Sitarek et al., 2017), dans le bois (Quan et al., 2014),
dans les graines (Zhao et al., 2017; Bel Hadj et al., 2017; Bouchachia et al., 2017,
Singh et al., 2017), dans les boutons floraux (Natalija et al., 2017; Morshedloo et al.,
2017), dans les Fruits (Ben Marzoug et al., 2011; Hui et al., 2014; Mehmet et al.,
2017; Piras et al., 2017), dans les rhizomes (Sudipta et al., 2017) et dans les feuilles
(Sudipta et al., 2017; Piras et al., 2017; Singh et al., 2017).
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Les huiles essentielles sont classees parmi les métabolites secondaires; leur
biosynthese et leur accumulation se font géneéralement au niveau des structures
histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante (Bruneton,
1999). Elles se situent soit dans les poils sécréteurs, soit au niveau des canaux
sécréteurs ou encore des poches sécrétrices (Figure 5) (Bruneton, 1999; Hazzit, 2002;
Boz et al.,, 2009; Deleu et al., 2010). Les poils sécréteurs ou poils glandulaires
épidermiques sont rencontrés dans les organes de plantes de quelques familles
(Verbenaceae, Lamiaceae, Geraniaceae et autres), les canaux sécréteurs ou canaux
glandulaires sont présents dans la plupart des bois résineux de la famille des
Cupressaceae, ces glandes sont aussi retrouvées dans des organes des especes de la
famille des Burseraceae, des Anacardiaceae, Apiaceae et Dipterocarpaceae, et les
poches sphériques schizogenes sont des glandes qu’on retrouve chez les especes des
familles Rubiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Hypericaceae et Rosaceae (Belaiche, 1979;
Bruneton, 1999; Paris et Hurabielle, 1981; Ghuestem et al., 2001; Endrias, 2006).

Cellules secrétrices Canaux secréteurs Poches schizolysigénes

Figure 5: Quelques organes sécréteurs d'huiles essentielles (Ngakengi-Limbili, 2012)

2-3- ROle des huiles essentielles
Les plantes aromatiques produisent des huiles essentielles en tant que
métabolites secondaires (Normant et Normant, 1968; Roberts et Marjorie, 1977), mais
leur réle exact dans les processus de la vie de la plante reste mal connu (Rai et al.,
2003). Elles sont en général considérées comme des déchets du métabolisme cellulaire

de la plante (Salle et Pelletier, 1991; Amiot, 2005). Certains auteurs pensent que les
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huiles essentielles pourraient avoir un role attractif ou répulsif vis-a-vis des prédateurs
(insectes, herbivores...) et favoriseraient ainsi la pollinisation (Bruneton, 1999;
Guignard, 2000).

D’autres auteurs affirment que les huiles essentielles jouent un role hormonal,
régulateur et catalyseur dans le métabolisme végétal et semblent aider la plante a
s’adapter a son environnement (Belaiche, 1979). D’autres considerent I’huile comme
source €nergétique, facilitant certaines réactions chimiques, et conservant 1’humidité

des plantes dans les climats désertiques (Belaiche, 1979; Guignard et al. 1985).

2-4- Variation de la composition des huiles essentielles
Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de
leur composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est
fondamentale car les activites biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent
étre tres différentes (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999; Benini, 2007). Cette variabilité
peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinséque, spécifiques du
patrimoine génétique de la plante ou extrinséque, liés aux conditions de croissance,

facteurs de I'environnement ou de développement de la plante.

2-4-1- Facteurs intrinseques

Parmi les principaux facteurs intrinseques qui influencent la composition et le
rendement des huiles essentielles sont ’influence du stade végétatif (Garnéro, 1991,
Bruneton, 1999; Stefanini et al., 2006; Aprotosoaie et al., 2010), I’organe de la plante
(Maffeir and Sacco, 1987; Barry, 2001, Stefanini et al., 2006; Chowdhury et al.,
2009), les hybridations, les facteurs de mutation, la polyploidie (Garnéro, 1991;
Aprotosoaie et al., 2010) et le polymorphisme chimique (Garnéro, 1991; Anton et
Lobstein, 2005; Belyagoubi, 2006).

2-4-2- Facteurs extrinseques
Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition
chimique de I'huile essentielle. La température, la quantité de lumiére, la pluviométrie

et les conditions édaphiques représentent autant de causes potentielles de variations de
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la composition chimique d’une plante aromatique donnée (Bruneton, 1999;
Mohammad et al., 2009; Olle and Bender, 2010).

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’influence de 1’origine géographique sur
la composition et le rendement des huiles essentielles (Barry, 2001; Mohammedi and
Fouzia, 2007; Marzoukia et al., 2009).

Les conditions culturales telles que la date de semis, la date de récolte, les
traitements phytosanitaires, ’emploi d’engrais, ainsi que les techniques de récolte
influencent aussi la composition et le rendement en huiles essentielles (Barry, 2001;
Lahlou, 2004; Stefanini et al., 2006; Benini, 2007; Aprotosoaie et al., 2010).

Les facteurs édaphiques: les propriétés physiques du sol (porosité, rétention
d'eau...), la nature (argileuse, sablonneuse..), la composition (teneur en azote, terrains
calcaires, siliceux...) etc., sont des facteurs déterminants pour I’huile essentielle
(Guignard, 1983).

Le prétraitement du matériel végétal: le séchage, les conditions de conservation,
notamment les modifications physiques et biochimiques dues a l'action de Il'air, du
soleil... etc., ont également une influence sur la composition de l'huile essentielle
(Abdoul, 2002).

La méthode d’extraction (Huang, 1987; Weinreich and Nitz, 1996; Bruneton,
1999, Mohamed, 2005; Abramson et al., 2007; Benini, 2007; Silano and Delbo, 2008)
et I’état du matériel végétal (Pinto et al., 2006; Hettiarachichi, 2008), influent aussi la
composition et le rendement des huiles essentielles. 1l faut aussi signaler que le
stockage des matieres premiéres avant distillation peut également influencer la

composition et le rendement des huiles (Besombes, 2008).

2-5-  Secteurs d’application des huiles essentielles
Les huiles essentielles constituent une matiere premiére destinée a divers
secteurs d’activités (Bessah et Benyoussef, 2015). Quatre principaux secteurs de leur
utilisation, a une échelle industrielle, peuvent étre retenus (Ouamba, 1988;
Jouhanneau, 1991 ; Bruneton, 1999; Nicole, 1996; Grysole, 2004).
Les industries des cosmétiques, savonneries et parfumeries constituent le plus

gros consommateur d’huiles essentielles (Balandrin et al., 1985; Shahi et al., 2009).
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Elles représentent 60 % de la demande totale en substances naturelles, selon le
National Research Development Corporation (NRDC) (Lubbe and Verpoorte, 2011).

Les huiles essentielles sont utilisées comme matiere premiere de base dans la
fabrication des parfums et d’autres produits cosmétiques (Muyima et al., 2002;
Fischetti, 2010).

Les huiles essentielles sont utilisees dans 1’industrie alimentaire pour rehausser
le golt des aliments (Heath, 1981; Sacchetti et al., 2011). Elles sont aussi utilisées
pour la conservation des aliments grace aux effets antimicrobiens et antioxydants de
certains de leurs constituants (Burt, 2004; Shan et al., 2005). Ces agents naturels
viennent réduire ou remplacer les agents de conservation chimiques ou synthétiques
qui présentent des effets néfastes sur la santé (Viuda-Martos et al., 2009; Miguel,
2010).

Les huiles essentielles représentent un outil thérapeutique important qui permet
d’¢largir le champ des traitements médicaux conventionnels (Robard, 2004; Millet et
al., 2010). Elles peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques
(Bardeau, 2009; Hamid et al., 2011), mais aussi comme matieres premieres pour la
synthese de principes actifs (Bessah et Benyoussef, 2015).

L’utilisation des huiles essentielles dans différentes pathologies (digestive,
infectieuse...) fait appel a leurs propriétés: anti-infectieuse, antalgique, anti-
inflammatoire, sédative, antimicrobien, antispasmodique, antioxydants et cytotoxiques
(Steflitsch and Steflitsch, 2008; Bardeau, 2009; Le Hir, 2009).

L’industrie chimique est le principal utilisateur des isolats issus des huiles
essentielles comme matiéres premiéeres pour la synthése de principes actifs
médicamenteux, de vitamines, de substances odorantes (Ouamba, 1988; Jouanneau,
1991).

2-6- Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des substances tres délicates et s'alterent facilement,
ce qui rend leur conservation difficile. Les risques de dégradation des huiles
essentielles sont multiples (Lobstein et al., 1983; Bruneton, 1999). Ces dégradations

peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas enfermées dans des flacons
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propres et secs en aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté, qui sont
conservés a l'abri de la lumiere et de la chaleur (Valnet, 1984; Salle et Pelletier, 1991;
Bruneton, 1999).

2-7- Composition chimique des huiles essentielles
Comme toute substance, les huiles essentielles, sont des melanges complexes et
variables appartenant principalement a deux groupes chimiques qui se caractérisent par
des origines biogéneétiques distinctes : le groupe des composés terpéniques et le groupe
des composés aromatiques dérivés du phenylpropane (Guignard et al.,, 1985;
Teisseire, 1991; Buchanan et al., 2000; Guestem et al., 2001). Elles peuvent également
renfermer divers produits issus du processus de dégradation mettant en jeu des

constituants non volatils (Bruneton, 1999).

2-7-1- Les composes terpéniques

Les terpenes forment un groupe de produits naturels largement représentés dans
les huiles essentielles et d’un intérét chimique considérable. Ce sont deS cOmposes
hydrocarbures formés par un assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques, ce
sont des polymére de 1’isopréne formule brute (CsHg) , (Lamarti et al., 1994). Selon le
nombre d’unités associées on distingue : les monoterpénes (2 unités: Cyg), les
sesquiterpenes (3 unités: Cys), les diterpénes (4 unités: Cy), les triterpenes (6 unités:
Cag), les tétraterpénes (8 unités: Cyo) et les polyterpénes (n unités: Cs,) (Bruneton,
1999; Lamarti et al., 1994).

Les terpenes ont des structures tres diverses, ils peuvent étre acycliques,
monocycliques, bicycliques ou polycycliques, ils contiennent la plupart des fonctions
chimiques des matiéres organiques (alcools, éthers, aldéhydes, cétones, etc...) (Paris et
Hurabielle, 1981, Svoboda, 2000).

Les terpenes volatils a faible masse moléculaire tels que les monoterpénes (Cyg)
et les sesquiterpénes (Cys) sont les plus rencontrés dans les huiles essentielles
(Bruneton, 1999), leur conférant un caractére volatil et des propriétés olfactives (Pibiri,
2006 ; Bakkali et al., 2008 Couic-Marinier et Lobstein, 2013). A titre indicatif quelque

monoterpenes et sesquiterpenes sont représentées dans les figures 6 et 7.
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Figure 6: Structure chimique de quelques monoterpénes des HE
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Figure 7: Structure chimique de quelques sesquiterpenes des HE
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2-7-2- Les composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés du
phenylpropane (C6-C3) (Figure 8), mais ils sont beaucoup moins fréquents dans les
huiles essentielles que les composés terpéniques (Paris et Hurabielle, 1981; Kurkin,
2003). lls peuvent comprendre des phénols (eugénol, chavicol) ex : huile essentielle de
girofle (eugénol), des aldéhydes (cinnamaldéhyde) ex : huile essentielle de cannelle,
des alcools (alcool cinnamique) ex : huile essentielle Baume du Pérou, des dérivés
méthoxy (anéthol, estragol, elémicine) ex : huile essentielle de fenouil (anéthole) ou
méthylene dioxy (apiole, myristicine, safrole) ex : huile essentielle de persil (apiole)
(Bruneton, 1999).

O
HO

Alcool cinnamique Eugénol Aldéhyde cinnamique
O
O aVal
O
o)
Apiole Ancéthole

Figure 8: Structure chimique de quelques composés aromatiques des HE

2-7-3- Les composes d’origine diverses
Les huiles essentielles peuvent contenir d’autres produits résultant de la
dégradation d’acides gras comme: le (3Z)-hexen-1-ol et d’autres composes issus de la
dégradation des terpénes comme les ionones (Teisseire, 1991). D’autres composés
azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares dans les huiles essentielles
(Bruneton, 1999).
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2-8- Biosynthese des constituants d’huiles essentielles
La Biosynthese des constituants des huiles essentielles emprunte deux voies
utilisant comme intermédiaire, I’acide mévalonique pour les terpénoides et 1’acide

shikimique pour les phénylpropanoides (Mann, 1987; Bruneton, 1999).

2-8-1- Biosynthese des terpénes

Biogénétiqguement, le précurseur universel de tous les terpénes est l'acide
mévalonique (MVA), obtenu apres condensation enzymatique de trois molécules
d'acides acétique (Mann, 1987; Bruneton, 1999). Sa phosphorylation suivie d'une
décarboxylation aboutie a lI'unité isoprénique de base: le pyrophosphate d'isopenténe-
3-yle (IPP). L'isopentényle diphosphate isomérase (IPP) catalyse l'isomérisation de
I'IPP en diméthylallyl pyrophosphate (DMAP). La liaison covalente de I'IPP a son
isomere conduit a la formation du précurseur des monoterpenes en C10, le géranyle
diphosphate (GPP). De la méme maniere, la liaison covalente du le géranyle
diphosphate (GPP) avec I'IPP conduit a la formation de la farnésyle diphosphate
(FPP), le précurseur des sesquiterpenes en C15, puis une troisieme molécule IPP
réagissant sur le farnésyl pyrophosphate (FPP) donne le géranyl pyrophosphate
(GGPP), précurseur des diterpenes en C20 (Figure 9).

Ces réactions de condensation sont catalysées par des prényltransférases (PT)
ayant comme substrat des prényl-PP a courte chaine, la GPP synthase, la FPP synthase
et la GGPP synthase (Yeh and Rilling, 1977; Spurgeon and Porter, 1981; Gershenzon
and Croteau, 1993). Selon le processus, les diterpénes, triterpénes, ainsi que les

tétraterpenes sont obtenus (Bruneton, 1999).
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Figure 9: Biosynthese des terpenes

2-8-2- Biosynthese des composés aromatiques

Les dérivés de phénylpropane sont biogénétiquement issues d'une voie
métabolique secondaire dite de I'acide shikimique, qui est la plus courante et qui
conduit principalement aux acides cinnamiques et a leurs dérivés via les acides aminés
(Mann, 1987). Cet intermédiaire se forme par une série de conversions biologiques
dont la premiére étape est une condensation aldolique stéréospéciflque entre le
phosphoénolpyruvate (PEP) et I'érythrose-4-phosphate pour former un composé en C-,
dont la cyclisation conduit a I'acide déhydroquinique. Ce dernier se déshydrate pour
donner I'acide déhydroshikimique qui a son tour conduit a I'acide shikimique par une
réaction de reduction.

L’acide skikimique obtenu est transforme en acide chorismique qui occupe une
position clé dans ce métabolisme. Il est réarrangé en acide préphénique qui apres
décarboxylation et oxydation donne 1’acide phénylpyruvinique. Cet acide aromatique
se transforme en phénylalanine, acide aminé aromatique qui est a 1’origine des
composés aromatiques (Hahlbokck and Scheel, 1989) (Figure 10).
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Figure 10: Biosyntheése des dérivés de phénylpropanoides

2-9- Procédés d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de la matiére végétale peut-étre réalisée au
moyen de nombreux et divers procédés, basée sur des techniques anciennes,
distillation (Bruneton, 1999; Benjilali, 2004), enfleurage (Belaiche, 1979; France-Ida,
1996) et expression (Bruneton, 1999). Ces techniques d’extraction ont démontré leur
efficacité mais aussi leur limite en termes de productibilité, de rentabilité et de qualité
des extraits. En effet la perte de certains constituants, la degradation de certains
composés par effet thermique, ainsi que la présence de résidus de solvants oraganiques
plus au moins toxiques, peuvent étre engendrer par ces techniques d’extraction
(Garnéro, 1996).

Des techniques plus récentes, d’un emploi trés limité, présentent plusieurs
avantages, pourraient résoudre tous ces problémes, telle que 1’extraction par micro-

ondes ou ultrasons (Kaufmann and Christen, 2002; Lucchesi, 2004; Vivekananda et
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al., 2007; Boukroufa et al., 2010), I’extraction par les solvants organiques (Kaufmann
and Christen, 2002; Chemat et al., 2015; Rai et al., 2017) et I’extraction par fluides
supercritiques (Cavero et al, 2006; Garcia-Salas et al., 2010; Sharif et al., 2014;
Arranz et al.,, 2015; Ozkal and Yener, 2016). Parmi ces diverses méthodes, la
distillation est de loin la méthode la plus utilisée pour extraction des huiles essentielles
(Bruneton, 1999).

2-9-1- Hydrodistillation
La distillation a I’eau ou «hydrodistillation», est une méthode simple et la
plus anciennement utilisée. Le procédé consiste a immerger la matiére premiére
végétale dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou dans un alambic
industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur (Figure 11). L’ensemble est
ensuite porté a ébullition sous une pression atmosphérique. La chaleur permet
I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules
vegetales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange
azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles
se séparent de I’eau par différence de densité (Bruneton, 1999). La distillation peut
s’effectuer avec ou sans cohobage (recyclage de 1’ecau de distillation a I’aide d’un
siphon) des eaux aromatiques obtenues lors de la décantation. Au laboratoire, le
systtme équipé d’une cohobe, généralement utilisé pour I’extraction des huiles

essentielles, est le Clevenger.
La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant
atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végetale a traiter. La
durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la

composition de I’extrait.
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Figure 11: Schéma du procédé de la Hydrodistillation (Chenni, 2016)

2-9-2- Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est I'une des méthodes anciennes pour
I’obtention des huiles essentielles, surtout si elles sont destinées a des fins
thérapeutiques (Bego, 2001). A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne
met pas en contact direct, I’eau et la matiére végétale a traiter (Figure 12). Dans ce
systéeme d’extraction, le matériel végétal est supporté par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli d’eau. Sous
I’action de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en

entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement.
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Figure 12: Schéma du montage de I’entrainement a la vapeur d’eau (Chenni, 2016)

Les vapeurs d’eau chargées en composes volatils sont ensuite condensées avant
d’étre décantées. Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases distinctes,
phase aqueuse et phase organique: ’huile et I’eau condensées que 1’on appelle eau
florale ou hydrolat (Belaiche, 1979). Cette technique permet d’éviter des réactions lors
du contact des constituants des huiles essentielles avec I’ecau conduisant a des

changements dans la composition finale de 1’extrait (Nixon and McCaw, 2001).

2-9-3- L’hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une variante de 1’entrainement a la vapeur (Figure 13).
Dans le cas de I’hydrodiffusion, le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant.
Cette technique exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de
cette méthode réside dans 1’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le
mélange « Vapeur d’eau + huile essentielle » dispersé dans la matiére vegétale.
Comme pour I’entrainement a la vapeur d’eau, ’hydrodiffusion présente I’avantage de
ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau. De plus, I’hydrodiffusion permet
une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la

réduction de la consommation de vapeur (Lucchesi, 2005).
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Figure 13: Schéma du dispositif de I’hydrodiffusion (Chenni, 2016)

2-10-  Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des complexes naturels de molécules volatiles et
odorantes, synthétisées par les plantes aromatiques. Les huiles essentielles possedent
de nombreuses propriétés biologiques. Certains constituants des huiles essentielles
présentent un pouvoir antioxydant tres marqué et sont aujourd’hui commercialisés,
c’est le cas de I’eugénol (Nagababu and Lakshmaiah, 1992; Ogata et al., 2000; Barclay
et al., 2006; Amorati et al., 2013), le thymol (Echazu et al., 2017; Luna el al., 2017;
Meeran et al., 2017; Razavi et al., 2017) et le carvacrol (Zareiyan et al., 2017;
Baranauskaite et al., 2017; Homayounia et al., 2017).

De nombreuses huiles essentielles présentent un pouvoir antioxydant (Mantle et
al., 1998 ; Karioti et al., 2006; Aazza et al., 2011; Trifan et al., 2015; Sudipta et al.,
2017; Baschieri et al., 2017; Tohidi et al., 2017; Asprea et al., 2017; Hailu et al., 2017;
Dib et al., 2017; Zaixiang et al., 2017; Sahraoui et al., 2017; Dahmane et al., 2017;
Guenane et al., 2017; Bendif et al., 2017; Benabed et al., 2017).

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont

utilisées dans le traitement préventif de certains types de cancers (Edris, 2007), I’huile
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essentielle des graines de Nigella sativa (Ait Mbarek et al., 2007, Vaiyapuri et al.,
2016; Khalife et al., 2016; Bahramian et al., 2017; Czajkowska et al., 2017), I’huile
essentielle des rhizome de Curcuma (Hongping et al., 2017; Nagvi et al., 2017; Youdi
et al., 2017), d’autre part 1’huile essentielle d’Allium sativum (Srivastava et al., 1995;
Singh and Singh et al., 2008; Chunyang et al.,2017; Toshihiro et al., 2017).

Plusieurs études ont mis en évidence l'activité cytotoxique des huiles
essentielles dans leur ensemble (Ahmad et al., 1997; Zheng et al., 1992 ; Mary Helen
et al., 2012; Hajlaoui et al., 2016; Aliberti et al., 2016; Su and Hou, 2016; Hamdan et
al., 2016; Felhi et al., 2017; Coté et al., 2017; Oukerrou et al., 2017; Da silva et al.,
2017; Al-Gendy et al., 2017; Nur et al., 2017; Jardak, et al., 2017; Bendif et al., 2017,
Ramdane et al., 2017; Ali et al., 2017).

Beaucoup d’articles scientifiques sont publiés chaque année par des médecins,
des pharmaciens, des biologistes et des chercheurs qui travaillent sur les multiples
propriétés des huiles essenticlles et I’intérét s’est porté tout particulierement sur leur
activité antimicrobienne. Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature
pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des
Lamiaceae (Ramdan et al., 2017), I’huile essentielle de thym (EIl Ajjouri et al., 2008 ;
Kamdem et al., 2015; Adrar et al., 2016; Tamert et al., 2017), I’huile essentielle de
origan (Soares et al., 2017; Bouyahya et al., 2017; Nabet et al., 2017; Ozkan et al.,
2017), I’huile essentielle de la lavande (Minooeianhaghighi et al., 2017; Miliani, et al.,
2017; Benbelaid et al., 2012, Quedrhiri et al., 2017); I’huile essentielle de menthe
(Mimica-Duki¢ et al., 2003; Abdelli et al., 2016; Chrysargyris et al., 2017), I’huile
essenielle du romarin (Khia et al., 2014; Bouyahya et al, 2017; Hadian et al., 2017),
I’huile essentielle de la sauge (Adrar et al., 2016; Salari et al., 2016; Cutillas et al.,
2017; Moghimi et al., 2017).

Cette activité de ces huiles est due principalement a ces composes majoritaires
tels que le thymol, le carvacrol, le 1,8-cinéole et le p-cymeéne, qui sont souvent utilisés
comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques (Pellecuer et al, 1980; Didry et
al., 1994; Kordali et al., 2008; Guo et al., 2009; Raquel et al., 2011; Ahmad et al.,
2011; Morcia et al., 2012; Ulloa et al., 2017; Boonruang et al., 2017; Miladi et al.,
2017; Marchese et al., 2017).
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Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou
leurs composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection
contre les champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée
alimentaire (Lis-Balchin, 2002; Amara et al., 2017).

De nombreux travaux ont mentionnés les propriétés anti-inflammatoires des
flavonoides (Qiang et al., 2016; Hanadkova et al., 2017; Dzoyem et al., 2017; Nile et
al., 2017; Sulsen et al., 2017). Les huiles essentielles, possédant des aldéhydes, ont des
propriétés actives contre I’inflammation, comme I’huile de Gingembre (Ezzat et al.,
2017; Rondanelli et al., 2017; Abolaji et al., 2017).

Malgré les nombreuses molécules synthétiques susceptibles d’étre utilisées, la
protection des végétaux peut également se faire avec certaines essences naturelles. Une
dizaine d’huiles essentielles sont répertoriées comme ayant des activités insecticide ou
insectifuge sur les moustiques et autres insectes (Ayvaz et al., 2010; Zoubiria et al.,
2014; Sharon et al., 2014; Jun-Hyung and Murray et al., 2015; Govindarajan et al.,
2016; Hussein et al., 2017; Castillo et al., 2017; Ganiyu et al., 2017; Demircia et al.,
2017; Costa et al., 2017).

2-11- Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont considérées comme une matiére premiere destinée a
divers domaines (parfumerie, cosmétique, industrie  pharmaceutique et
agroalimentaire), une parfaite connaissance de leur composition chimique est
nécessaire pour en controler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité en vue de
leur valorisation. Ainsi 1’analyse des huiles essentielles, qui consiste en des méthodes
de séparation et d’identification des composants, reste une étape importante.

Plusieurs techniques et méthodes permettent d'analyser quantitativement et
qualitativement les huiles essentielles (Joulain and Konig, 1994; Audigie et al., 1995).
Parmi ces méthodes d'analyse, la chromatographiques est la méthode la plus utilisée

dans le domaine des huiles essentielles (Schwedt, 1993).
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2-11-1- Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est basée sur le principe de la chromatographie de partage (Tranchant,
1964). La phase stationnaire étant un liquide non volatil réparti ou greffé sur un
support inerte, la phase mobile est constituée de gaz inerte (hélium, azote, argon ou
hydrogene), appelé gaz vecteur, Il doit étre trés pur et surtout ne pas contenir ni
oxygene, ni eau. Le débit du gaz est ajusté par un régulateur. La solution est injectée
au moyen d'une seringue soit manuellement, soit avec un injecteur automatique qui
permet d'obtenir une meilleure reproductibilité. La chambre d’injection est maintenue
a une température telle que la vaporisation de 1’échantillon, se fait dans un temps le
plus court possible. La séparation des composes depend du type de colonne utilisée et
de la polarité de la phase stationnaire (Arpino et al., 1995).

Aprés avoir choisi le type de colonne appropriée et un programme de
température adéquat, la détection des composés, est obtenue par un détecteur FID
(détecteur par ionisation a flamme). Dans le cas des huiles essentielles, le FID est le
détecteur le plus cité dans la littérature. Pour d’autres applications particulieres,
recherche de pesticides par exemple, les détecteurs de type ECD (détecteur a capture
d’¢électron) ou TSD (détecteur termo-ionique spécifique) sont les plus adaptés. Ces
détecteurs sont rarement utilisés pour I'analyse des huiles essentielles en raison de leur
grande sensibilité envers les atomes de chlore, d’azote ou de phosphore, atomes qui
sont peu rencontrés dans celles-ci (Caude et Jardy, 1996).

L'identification d'une substance peut étre facilitée par la connaissance de son
temps de rétention qui est une valeur caractéristique pour une phase stationnaire
donnée. En effet, les temps de rétention de chaque composé dépendent des conditions
expérimentales (nature et épaisseur de la phase stationnaire, programmation de la
température, état de la colonne etc...) (Sutour, 2010).

Une meilleure information peut étre obtenue grace a I’utilisation des indices de
rétention (IR), mesurés sur les colonnes apolaire et polaire, qui sont plus fiables que
les temps de rétention (TR).

Les indices de rétention (IR) sont calculés a partir d’une gamme d’étalon
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires. Le calcul peut se faire pour

une experimentation a température constante par interpolation logarithmique: indices
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de Kovats (1K) (1965). Les temps de rétention, bien que spécifiques d’un composé, ont
tendance a varier d’une analyse a 1’autre, notamment du fait du vieillissement des
colonnes.

L’indice de rétention de Kovats par la relation :

Tr[A]-Tr[Cn]
TR[C(n+1)]-Tr[Cn]

IK =100n +100x

Ou : IK est I’indice de Kovats

n : nombre d'atomes de carbone de la paraffine (alcane) précédant immédiatement le
produit inconnu X.

Tr (A) : temps de rétention du produit inconnu X.

Tr (Cn) : temps de rétention de la paraffine (alcane) a n atomes de carbone précédant
immédiatement le produit x.

Tr [C (n+1)]: temps de rétention de la paraffine (alcane) a n+1 atomes de carbone
suivant immédiatement le produit x.

Les indices de rétention sont ensuite comparés avec ceux des produits de
référence (bibliothéque du laboratoire ou décrits dans la littérature). Toutefois, il est
fréquent d’observer des variations, parfois importantes, C’est pourquoi la comparaison
des indices sur deux colonnes de polarité différente est nécessaire. (Van Den Dool et
Kratz, 1963). Malgré tout, ceci ne peut suffire a une bonne identification, sans 1’apport
du couplage entre la CPG et une technique d’identification spectroscopique: en général

la spectrométrie de masse CPG/SM.

2-11-2- Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse (GC/SM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est
une methode d'analyse qui combine la séparation et I'identification (les performances
de la chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie de masse) afin
d'identifier et/ou de quantifier précisement de nombreuses substances. La méthode est
basée sur la séparation des constituants a 1’aide de la CPG et leur identification par la
spectrométrie de masse. (Longevialle, 1981; Lafferty and Michnowicz, 1992;
Constantin, 1996; De Hoffmann et al., 1999).
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Le principe de cette méthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase
mobile), les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le
spectrometre de masse au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse
variables dont la separation sera en fonction de leur masse. (Desjobert et al., 1997;
Bruneton, 1999). L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de
rétention (IR) et des donnees spectrales (spectres de masse) des constituants
individualisés avec les caractéristiques de produits de référence contenus dans des
bibliotheques de spectres informatisées construites au laboratoire ou commerciales
(Lafferty and Stauffer, 1994; Joulain and Koénig, 1998; NIST, 1999; Adams, 2001).

Lorsqu’un ou plusieurs constituants de I’huile essentielle sont inconnus dans les
bibliothéques de comparaison et qu’ils ne sont pas décrits dans la littérature. Il est
alors nécessaire de les purifier par distillation fractionnée ou par des techniques
chromatographiques préparatoires telles la Chromatographie sur Couche Mince
(CCM), la Chromatographie liquide sur Colonne ouverte (CCM), la Chromatographie
Liquide Haute Performance (CLHP) ou encore la Chromatographie en Phase Gazeuse
Préparatoire (CGP). L’objectif est d’aboutir a leur identification structurale par les
techniques spectroscopiques usuelles : Résonance Magnétique Nucléaire du proton
(RMN-1H) et du carbone-13 (RMN-13C), SM, IRTF,...(Paolini, 2005).

40



CHAPITRE 11
MATERIEL ET
METHODES




Chapitre II Matériel Et Méthodes

1- Matériel végétal
1-1- Description des espéces échantillonnées
Diverses recherches ont été consacrées aux plantes médicinales appartenant au
genre Helichrysum, dont certaines espéces sont peu étudiées. Les espéces du genre
Helichrysum sont des Angiospermes dicotylédones appartenant a la famille des
Asteraceae et a la tribu des Gnaphalieae. Ce genre est trés largement répandu dans le
monde ; en Algérie il est représenté par trois especes: Helichrysum stoechas, H.

italicum et H. lacteum (Quézel et Santa, 1963).

1-1-1- Helichrysum stoechas

L’immortelle commune, est une espece vivace, polymorphe, aromatique. La
tige, de 10-60 cm, est ligneuse a la base. Les feuilles sont linéaires, lancéolées-obtuses,
non odorantes par froissement. Les capitules sont assez gros de 5-7 mm, regroupés en
corymbes, globuleux ou campanulés, de couleur jaune doré. Les bractées externes de
I'involucre sont ovales ou oblongues, entierement scarieuses, glabres ou velues a la
base, les akénes sont finement papilleux. Les fleurs qui se dessechent persistent sur la
plante, tout en gardant leur belle couleur dorée, ce qui évoque l'immortalité. C’est une
plante cosmopolite.

En Algérie I’H. stoechas est représentée par deux sous-especes (rupestre et
scandens) (Quézel et Santa., 1963).

1-1-1-1- Helichrysum stoechas ssp. rupestre
C'est un arbuste vivace endémique du pourtour méditerranéen caractérisé par
ses capitules en corymbe lache, peu nombreux. Les feuilles sont souvent glabrescentes
en dessus et tomenteuses en dessous. Les bractées de I'involucre sont ovoides. Cette
plante se trouve dans le Tell algérois et constantinois (Figure 14). Cette sous espéce
posséde plusieurs synonymie: H. fontanesii., H. rupestre., Gnaphalium stoechas
(Quézel et Santa, 1963).
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Figure 14: Helichrysum stoechas ssp. rupestre (Photo Bouchaala Meriem, 2015)

1-1-2- Helichrysum stoechas ssp. scandens

C'est une plante vivace a capitules en corymbe peu nombreux. Les feuilles sont
tomenteuses en dessus (bien que vertes), trés blanches en dessous. Les bractées de
I'involucre sont aigués, les intérieurs linéaires a partie coriace, elle est couverte de
glandes dorées (Figure 15).

La sous-espéce scandens posséde plusieurs synonymes : Gnaphalium scandens,
H. caespitosum, H. rupicolum, H. decumbens, H. stoechas ssp. rupicolum (Quézel et
Santa, 1963).
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Figure 15: Helichrysum stoechas ssp. scandens (Photo Bouchaala Meriem, 2015)

1-1-3- Helichrysum lacteum

C’est une plante vivace, gazonnante, de 10 a 40 cm. Les rameaux sont stériles
présentent la particularité de se terminer par une rosette de feuilles et de se renfler
parfois en tubercules aériens. Les feuilles sont oblongues ou spatulées, tomenteuses
araneeuses; celles des hampes floriféres sont flexueuses. Les capitules globuleux, de
prés de 1 cm, sont pédonculés et réunis en corymbe dense. Les bractées de l'involucre
sont poilues a la base et égalant les fleurs, de couleur argentée, laiteuses et brillantes et
dressées.

L’H. lacteum est une plante aromatique d'Afrique du Nord (Algérie, Maroc) aux
fleurs blanches (Figure 16). Cette espece est représentée en Algérie par une variété
endémique typicum, elle est commune dans les clairieres de cedres et de paturages de

montagne (Quézel et Santa, 1963).
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Figure 16: Helichrysum lacteum var. typicum (Photo Bouchaala Meriem, 2015)

1-1-4- Helichrysum italicum

Helichrysum italicum, appelée I’immortelle d’Italie, est une plante vivace,
aromatique, atteignant 20 a 50 cm de hauteur, tomenteuse, a feuilles odorantes par
froissement, grises, fortement enroulées. Les fleurs de couleur jaune sont regroupées
au sommet des tiges en bouquet compact. Les capitules sont disposés en corymbe
fourni, cylindriques, étroits, pédonculés. Les bractees de l'involucre dorées, sont
étroites, les intérieures généralement glanduleuses. Les fruits sont des akenes a glandes
disséminées, blanches et brillantes (Figure 17).

Cette espece posséde plusieurs synonymes: H. angustifolium var. numidum, H.
stoechas ssp. numidicum, Gnaphalium italicum, H. angustifolium (Quézel et Santa,
1963). L'espece H. italicum se localise au sud de I’Europe et en Afrique du Nord, c’est
une plante endémique méditerranéenne (Mastelic et al., 2008). Elle pousse dans les
foréts claires, sur des graviers montagnards ou sur des sols secs. Cette espece est

représentée en Algérie par une variété endémique numidicum (Quézel et Santa, 1963).
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Figure 17: Helichrysum italicum var. numidicum (Photo Bouchaala Meriem, 2015)

1-2-  Lieux de récolte des especes étudiées (Zone d’étude)

La détermination des especes a été réalisée sur des échantillons possédant les
parties aériennes végeétatives (tiges et feuilles) et reproductives (fleurs, et graines) qui
constituent les éléments fondamentaux de leur identification. L’identification a été
facilitée par I'utilisation de la flore de Quézel et Santa (1963). Les échantillons
témoins, sont conservés au laboratoire de valorisation des ressources biologiques
naturelles.

Aprés la localisation des especes du genre Helichrysum le choix des stations
échantillonnées, lieu de prélévement des espéces étudiées, est basé sur la présence et
I’accessibilité a ces especes et selon les moyens mis a notre disposition. Cinq stations
ont été choisies pour la récolte des echantillons du genre Helichrysum.

L’H. italicum a été recoltée dans la station des Bibans (wilaya de Bordj Bou

Arreridj) durant le mois de mai 2014, I’H. lacteum de la station de Megres au mois de
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juin 2014 (wilaya de Seétif) et pour les échantillons de I’espéce H. stoechas, sous-
espece rupestre de la station de Darguina au moins d’avril 2014 (wilaya de Bejaia)
alors que la sous-espéce scandens est prélevee de la station de Boutaleb durant le mois
de février 2014 (wilaya de Sétif) (Figure 18). De chaque station, un préléevement de la
plante (tige, feuille et inflorescence) en plein stade de floraison a été réalise pour les
analyses phytochimiques et des graines matures ont éte prelevées pour [I'étude

caryologique.

*’( zone d'échantillonnage e |
2 kilométres

~| limite de wilaya

source:Shuttle Radar Topography Mission + intervention de I'auteur

Figure 18 : les zones d’échantillonnage des espéces du genre Helichrysum
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2- Meéthodes expérimentales
2-1- Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des espéces du genre Helichrysum étudiées a
été effectuée par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger (Figure 19).
L'hydrodistilation se base sur le pouvoir que posséde la vapeur d'eau a transporter les
huiles essentielles.

L’opération consiste a introduire 300 g de matériel végétal (tiges, feuilles, fleurs
bourgeons), coupés en petits morceaux dans un ballon en verre contenant une quantité
suffisante d'eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les
débordements de I'ébullition. Les vapeurs chargées d'huiles essentielles passent a
travers le tube vertical, puis dans le réfrigérant ou aura lieu la condensation. Les
gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau
distillée. En raison de la différence de densité, I'huile essentielle surnage a la surface
de I'eau.

L’extraction a €té réalisee au laboratoire de valorisation des ressources
biologiques naturelles (VRBN) de I’Université de SETIF 1. Les huiles essentielles
récupérées sont conservees dans des tubes bien fermés, en verre ombré, a I'abri de la

lumiére et stockée a 4°C jusqu'a I’utilisation.
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Figure 19: Dispositif d’extraction des huiles essentielles, type Clevenger

2-1-1- Calcule du rendement en huile essentielle
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini
comme ¢étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres 1’extraction et
la masse de la matiére végétale seche utilisée. Le rendement exprimé en pourcentage,

est calculé par la formule suivante:

RY6 = M= 400
MVS

R% : Rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage.
MHE: Masse d’huile essentielle.

MVS : Masse de la matiére végétale.
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2-2- Analyse chimique des huiles essentielles

L’analyse chromatographique des huiles essentielles étudiees est réalisée dans
le laboratoire de chimie des huiles essentielles a I'Université Blaise Pascal de
Clermont- Ferrand (France).

La séparation et 1’identification des constituants volatiles des huiles essentielles
des espéces de genre Helichrysum ont été realisée au moyen de la chromatographie en
phase gazeuse (CPG) couplée a la spectrométrie de masse (GC/SM). La détermination
quantitative a été faite sur un appareil équipé d’un détecteur a ionisation de flamme
(CG/FID).

Chromatographe Hewlett-Packard HP 7890 équipé d’un détecteur a ionisation
de flamme (CPG/FID). Les conditions opératoires utilisés se trouvent ci-dessous :
Conditions opératoires

e Colonne: Apolaire : DB5 MS: 40 m x 0,18 mm 0,18 um

e Gaz vecteur : Helium: 1 ml/min

e Température de I’injecteur: 280 °C avec diviseur 1/100

e Température du détecteur: 280°C

e Programmation du four: 50°C pendant 5min, 5°C/min, °C jusqu’a 300°C
e Injecteur mode split 1: 60

L’appareil utilisé¢ est un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-
Packard HP 5890 couplé avec un spectrometre de masse Hewlett Packard HP 5975-C.
Une banque de spectre de masse informatisée est couplée a ce systeme pour une
caractérisation préliminaire des composants de I’huile essentielle. Les conditions
opératoires utilisés se trouvent ci-dessous :

Conditions opératoires
e Colonne: Apolaire : DB5 MS: 40 m x 0,28 mm 0,18 um

Gaz vecteur: Hélium: 1 ml/min

e Energie d’ionisation: 70° V

e Tempeérature de I’injecteur: 280 °C avec diviseur 1/100

e Température du détecteur: 280°C

e Programmation du four: 50°C pendant 5 min, 5° C/min, °C jusqu’a 300°C
e Injecteur mode split 1: 100
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En effet, dans les conditions de programmation de température constantes au
CPG, le temps de rétention d'un composé reste également constant. Mais, en pratique,
les conditions d'analyse varient beaucoup et, pour cette raison, le temps de rétention
seul ne serait fiable. Avec l'introduction du systeme des indices de Kovats (1K),
I'identification des différents composés des huiles essentielles est devenue plus
pratique. Le calcul des indices de Kovats (1K) se fait en utilisant les temps de rétention
corrigés des deux alcanes qui encadrent le composé inconnu (Maarse et Belz, 1981).
Ces indices expriment la rétention d'un produit comparé a son homologue
hydrocarbure linéaire, examiné dans les mémes conditions de température.

L’identification des composés a été réalis€e par comparaison de leurs spectres
de masse et de leurs IK avec ceux des bases de données Adams et celle établie par le
laboratoire d’accueil. Les résultats d’analyse sont traités par des techniques

numériques d'analyse des données

2-3- Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles

2-3-1- Preéparation des milieux de culture

Pour 1’évaluation de I’activité antimicrobienne, la gélose Mueller Hinton a été
utilisée. En effet il s’agit d’un milieu non sélectif et qui comporte des ions favorisant
une bonne diffusion des antibiotiques. La gélose de Muller Hinton stérile a été coulée
dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de diamétre, I’épaisseur de la gélose doit
étre de 2 mm, répartie puis séchées pendant 30 min a une température ambiante avant
leur emploi. Avant solidification de la gélose, les boites ont été disposées sur une

surface plane afin d’assurer une bonne uniformisation de la surface de la gélose.

2-3-2- Test de I'activité antibactérienne
L'évaluation de I'activité antibactérienne est réalisée par la méthode de diffusion
sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose appelée méthode
d’aromatogramme. Bien que la technique de I’aromatogramme soit reconnue comme
fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape préliminaire a des études plus
approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats essentiellement qualitatifs.

Elle consiste a déposer un disque stérile, imbibé d’huile essentielle, sur un tapis

50



Chapitre II Matériel Et Méthodes

bactérien au tout début de sa croissance et de mesurer la zone ou les bactéries n’ont
pas pu se développer. L’activité biologique se¢ manifeste par I’apparition d’un halo
d’inhibition de la croissance microbienne autour du disque contenant 1’huile
essentielle. La lecture s’effectue par la mesure du diamétre d’inhibition observé. Le
diametre d’inhibition, qui traduit Pactivité antibactérienne de ’huile essentielle, est
ainsi déterminé (Figure 20). La souche sera qualifiée de sensible, tres sensible,

extrémement sensible ou résistante.

Disque de papier

imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle
>@ e
Inoculum Incubation a 37°C
bactérien pendant 24 heures
H >
Bofte de Pétl.'i-avec Diamétre
gélose nutritive dinhibition

Figure 20: Schéma simplifié du principe de la méthode de I’aromatogramme

L’¢tude de I’aromatogramme a été réalisée sur cinq souches fréquentes en
pathologie humaine, qui sont fournies par le CHU Saddna Abdenour de Sétif. Une
Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 2592), quatre gram négative
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
ATCC 25922 et Shigella sp) et une levure (Candida albicans).

Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de
milieu de culture incliné. Leur croissance est réalisée a 37°C en milieu nutritive sur
gélose Mdueller-Hinton. Les antibiotiques ; Gentamicine (GENT), Cefotaxime (CTX)

et Colistin sulfate (CS) ont été utilisés comme un témoin positif.

2-3-3- Préparation de I’inoculum
Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant des

milieux sélectifs appropriés aux souches bacteriennes utilisées puis incubees a 37°C
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pendant 24 heures, afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées. Aprés ce temps
d’incubation, des colonies bactériennes bien isolées et parfaitement identiques sont
prélevées a I’aide d’une anse de platine, puis émulsionnées dans un tube contenant 2
ml d’eau physiologique en agitant au vortex. La densité de I’inoculum est ajustée a 0,5

Mc Farland grace a un Densimat.

2-3-4- Ensemencement

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage. Il consiste a tremper un
¢couvillon de coton stérile dans la suspension bactrienne puis le frotter, apres 1’avoir
essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totaliteé de la surface gelosée de fagon
a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60°C, apres chaque
application pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum. L’ensemencent effectu¢
de telle sorte assure une distribution homogéne des bactéries. Il faut charger

I'écouvillon a chaque fois pour chaque boite.

2-3-5- Préparation des disques
Des disques vierges de 6 mm de diametre (stérile) sont déposés a la surface du
gélose ensemencée apres avoir €té chargé de 10 pl d’huile essentielle de chaque
especes, des dilutions au DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2, 1/5 et 1/10 (v/v) ont été
faites et disposés sur les autres disques. D’autres disques, chargés de 10 ul de DMSO
sont utilises comme témoins négatifs.
Des antibiogrammes (témoins positifs) sont effectués en parallele avec les

aromatogrammes. Le test est répété trois fois pour avoir des résultats fiables.

2-3-6- Incubation et lecture
Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, I’activité antibactérienne est déterminée
en termes de diametre de la zone d’inhibition produite autour des disques.
Pour savoir si I’effet des huiles est bactéricide ou bactériostatique, un
prélévement a partir de la zone d’inhibition est transféré dans un tube contenant du

bouillon nutritif. Ce dernier est incubé dans une étuve a 37°C pendant 24 h, puis
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examiné a I’ceil nu. Un milieu trouble indique un effet bactériostatique, tandis qu’un

milieu clair indique un effet bactéricide de I’huile testée.

2-4- Evaluation de ’activité cytotoxique des huiles essentielles in vitro
Le test de cytotoxicité des huiles des espéces du genre Helichrysum a été réalisé
au Laboratoire de Sciences Veégétales et Fungique a l'université Paul-Sabatier de
Clermont Ferrand sous la direction du professeur Florence Caldefie-Chezet.
L'évaluation de la cytotoxicité des huiles essentielles des especes de genre
Helichrysum est réalisée par une technique en utilisant la résazurine. Cette technique
utilisée repose sur 1’estimation de la viabilité cellulaire par spectrophotométrie.
Cette expérience a eté effectuée sur la lignée de cellules cancéreuses
mammaires appelé MCF-7 (acronyme de Michigan Cancer Fondation 7). Ce sont des
cellules épithéliales dérivant d’un adénocarcinome de sien. Cette lignée est la plus

utilisé dans les laboratoires spécialisés dans la cancérologie du sein.

2-4-1- Le test ala résazurine

La résazurine est un composé non-fluorescent et de coloration bleue, non
toxique, perméable aux membranes cellulaires, commercialisé sous le nom de «
bleu alamar ». Elle fonctionne comme un indicateur de la viabilité des cellules en
mesurant le pouvoir de réduction de celles-ci. Ce test est fondé sur la réduction de la
résazurine (bleue non fluorescente) en résorufine (rose fluorescente) par des cellules
métaboliquement active et dont I’intensité de fluorescence ou de coloration rose
obtenue est directement proportionnelle a la quantité de cellules vivantes (Figure
21).

La fluorescence est ensuite mesurée grace a un lecteur de plague (Fluoroskan
Ascent FL) a 590 nm.
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Figure 21 : La réduction de la résazurine en résorufine.

2-4-2- Intensité de fluorescence
L’intensité de fluorescence obtenue aprés lecture au Fluoroskan Ascent FL est
convertie en pourcentage de viabilités cellulaires par rapport a la prolifération des
cellules témoins DMSO, il est établi que le DMSO n’a aucune influence sur la
prolifération des cellules. Les effets cytotoxiques des huiles essentielles ont été evalués

en pourcentage de viabilité cellulaire.
Pour chaqgue huile essentielle, la concentration inhibitrice médiane (ICsy) est
mesurée a 50 % de viabilité cellulaires. Les résultats sont présentés sous la forme

moyenne + ESM (Ecart Standard a la Moyenne).

2-4-3-  Mode opératoire
1*"etape : criblage
Cette étape consiste a évaluer 1’effet cytotoxique de quatre concentrations d’HE
sur la viabilité des cellules cancéreuses mammaires MCF-7. Sur une plaque de 96
puits, il y a la possibilit¢ de tester une seule huile essentielle (HE) a quatre
concentrations différentes, séparées par des colonnes d’eau +1 colonne témoin
(DMSO).

Jour 1 : Ensemencement des cellules
La premiére etape consiste a préparer le milieu de culture RPMI additionnée
d’insuline humaine (RPMI Ins+), de 10% de sérum de veau feetal (SVF) et de 1 % de

Glutamine. La deuxieme étape consiste a préparé la suspension cellulaires.
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Avant le début du test, les cellules sont comptées sur une lame de Malassez
(plague de microscope quadrillée). Pour cela la suspension cellulaire est mélangée
avec de bleu de trypan, avant d’étre déposée, aprés homogénéisation, sur une lame de
Malassez. Cette étape se fait en double par un double contage

A partir du double comptage, la suspension cellulaire de MCF-7 est préparée a la
concertation souhaitée avec le milieu de culture complet préparée au préalable.

La suspension est ensuite ensemencée dans des plaques de 96 puits (plague test et
plaque Ty), dans un volume de 200 pl par puits et de 100 pl d’eau sur les puits en
périphérie, pour éviter les effets de bords. Les plaques sont ensuite mises dans
I’incubateur (24 h a 37°C, air humidifi¢, 5 % CO,).

- Plaque test (Huile): Ensemencement de 10 000 cellules/puits dans 5 colonnes
de 6 puits d’une plaque de 96-puits

- Plaque T, (Témoin): Ensemencement de 10 000 cellules/puits dans 2 colonnes

de 6 puits d’une plaque de 96-puits.

Jour 2 : Lecture du Tjet traitement des cellules
Cette étape consiste a mesurer la prolifération des cellules MCF-7 dans la
plaque Ty a I’aide de la solution de résazurine diluée au 1/50 dans du PBS-10 % SVF

par lecture au Fluoroskan Ascent FL, aprés 24 h a fin verifier leur bonne prolifération.

Préparation des dilutions d’huiles

Pour chaque huile une solution mére a 1% dans du PBS doit étre préparée (50
ul d’HE 100 % + 50 ul DMSO+ 490 ul PBS). A partir de celle-ci les concertations
d’huiles essentielles testées sont préparées par dilutions dans un milieu RPIM complet.
La concentration de témoin (DMSO) correspond a la plus fort concentration HE testé
(Figure 22).

Il faut repartir 200 pl de chaque concentration d’HE par puits et 200 pl de
témoin dans la colonne du contréle, ensuite distribuer 100 pl d’eau dans les puits en
périphérie et entre les colonnes d’HE. Puis les plaques sont mises a incuber pendant

72h a 37 C°.
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Huile essentielle 100 %

Huile essentielle (196) : 30 ul d:IE (100 %5+ 30 ul DRZ0 + 490 ul PES
Huilz szzentialla (0 04%5) tﬁl} ul d°'HE (1 %)+ 3840 ul EPMI
Huile 2zzantiall= (0,02%%) ‘l ml d°HE (0,04 %) + 2 ml EPMI
Huilz szzantislla (0,01%) : :ml d’HE (0.02 %) + 1.3 ml EPMI
Huilz 2zzentisll= :3:335?.:3:*1 ml d°HE (0,01 %2)+ 1 ml RPAhA

Témoins DASZ0 (0,04 %)

C DLSO(1%%) : 10 pl DRSO + 990 1l RPMI

OISO (0,04%2) - 400wl DS (1 %) + 9600 ul BPMI

Figure 22: Schémas de la gamme de criblage des huiles essentielles
Jour 5 : lecture de la viabilité des cellules
Aprés 72 h de culture, la prolifération des cellules est mesure a 1’aide de la
solution la résazurine. 200 ul de résazurine, diluée au 1/50 dans du PBS- 10 % SVF,
sont a distribuer dans chaque puits + 1 colonne sans cellule (fluo de base). Les plaques
sont mises ensuite a incuber pendant 2 heures a 37 °C. La Lecture des plaques a été
effectuée avec un fluoroskan a 590 nm.
2°™¢ étape : Amélioration des concentrations ciblées pour criblage
Si lors de la 1% étape de criblage aucune modification de la viabilité n’est
observée, 1’é¢tude de I’extrait est abandonnée. Si au contraire, un effet cytotoxique est
observé, un second criblage sera réalisé en affinant les concentrations testées.
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3eme

étape : Evaluation de I’effet cytotoxique
Lorsque les bonnes concentrations de criblage auront été déterminées, 3 essais
indépendants seront réalises dans les mémes conditions, afin de valider les résultats

obtenus.

2-5- Technique caryologie
L'étude caryologique est réalisée sur les méristemes racinaires prélevés sur des
graines germees, des quatre especes (H. stoechas ssp. scandens, H. stoechas ssp.
rupestre, H. italicum et H. lacteum), dont I'analyse cellulaire révélerait le plus grand
nombre de mitoses possibles. Cette technique d’écrasement ou squash passe par

plusieurs étapes.

2-5-1- Prétraitement

Le but des cultures est de permettre le prélevement des pointes de racine dont
I'analyse cellulaire révélerait le plus grand nombre de mitose possibles. Les semences
sont mises a germer sur du papier filtre saturé d’eau distillée dans des boites de pétri, a
une température de 4°C. Aprés germination des graines, les racines sont prélevees
quand elles auront 1cm de long ou dés 1’apparition des poils absorbants.

Le prétraitement consiste a prélever des pointes de racines avec les zones
méristimatiques et les mettre dans une solution antimitotique saturée. La solution
antimitotique choisie est la colchicine & une concentration de 0,05%. La colchicine est
de loin la substance qui présente le moins de danger, parmi d’autres substances
antimitotiques. Cette solution inhibe la formation du fuseau achromatique et retardent
la division du centromere, ce qui entrainera I'éparpillement des chromosomes dans les
cellules. Les pointes de racines sont immergées dans la colchicine a 0,05% pendant 1h

30 mn, a température ambiante et a I’obscurité.

2-5-2- Fixation
Le but de fixation est d'empécher toute activité cellulaire ultérieure en tuant les
cellules sans les altérer. De plus, la fixation améliore le contraste entre les

chromosomes et le fond cytoplasmique (Jahier et al., 1992).
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Dans notre étude nous avons utilisé le fixateur de Farmer et Moore (1905), c’est
un mélange d’éthanol pure et d’acide acétique glacial (3v : 1v). Le fixateur assure en
méme temps la fixation des chromosomes et un mordancage de la préparation. La
fixation peut étre suivie d'un traitement de maturation approprié. Les racines sont
maintenues dans le fixateur au moins 24 h a une température de -4°C. Si les
préparations ne sont pas utilisées au bout de 48 h, elles doivent étre conservées en

augmentant le volume d'alcool jusqu’a (9v : 1v).

2-5-3- Maturation
La maturation facilite I'écrasement des pieces et la répartition de la préparation
en couches unicellulaires lors des colorations par écrasement (Squash). Pour les
racines destinées a étre colorées par l'orcéine acétique, la maturation se fait dans

I'acide acétique a 45 % pendant 10 a 15 minutes et a température ambiante.

2-5-4- Coloration et Technique d’écrasement (Squash)
Le colorant utilisé est I'orcéine acétique, qui a I'avantage de ne pas colorer les
nucléoles, ni les membranes nucléaires, ni le cytoplasme; seuls les chromosomes en

mitose prennent la coloration et ils n'ont pas tendance a se "sur-colorer”.

2-5-4-1-  Préparation de I’orcéine acétique (Jahier et al., 1992)

Dissoudre 2,2 g d'orcéine dans 100 ml d'acide acétique pur cristallisable a
chaud; faire bouillir doucement pendant 5 minutes, laisser refroidir et filtrer (Solution
). Conserver a I'abri de la lumiére. Au moment de I'emploi, on prend 4,5 ml d'orcéine
acétique (solution 1), on y ajoute 5,5 ml d'eau distillée (Solution II). Pour la coloration
on prend 9 ml de la solution Il et on ajoute 1ml d'HCL normal (Solution I11I), le

montage se fait dans la solution 1.
2-5-4-2- Coloration et écrasement des racines

La coloration des chromosomes ameliore leur visibilité et facilite la séparation

des cellules. La coloration est réalisee on placant les pointes des racines dans des
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verres de montre en pyrex contenant de l'orcéine acétique (solution Il préparée au
moment de I'emploi).

On chauffe sur bec bunsen jusqu'a émission de vapeurs blanches, puis on isole
le méristeme racinaire sous la loupe et on le place sur une lame. Le montage se fait
dans une goutte d'orcéine acétique (solution II), puis on recouvre la préparation avec
une lamelle.

L'écrasement est fait par pression des méristemes racinaires avec le pouce
(squash) perpendiculairement a la lamelle et en faisant attention de ne pas déplacer la
lamelle latéralement. Les préparations sont lutées avec de la dissolution pour vélo et

conservées au réfrigérateur jusqu'au moment de I'observation.

2-5-5- Observation et photographie
Les observations sont faites a lI'aide d'un microscope de recherche Axioscope
40, avec objectifs 10 X, 40 X et 100 X HI. Le comptage des chromosomes et fait sur
les plaques métaphasiques les mieux étalées puis photographiées a 1’aide d’une caméra

Kappa X 10 reliee au microscope.

2-5-6- Montage et conservation des préparations

Monter un objet en préparation microscopique, consiste a enfermer cet objet,
entre lame et lamelle, dans un liquide réfringent spécial appelé Euparal qui sert a la
fois de milieu d'observation et de conservation. Ce milieu doit posséder des qualités
optiques et chimiques qui assurent a la fois la visibilité parfaite de tous les détails et la
conservation indéefinie de I'objet (Conger and Fairchild, 1953).

Pour éliminer I'eau et l'acide acétique qui se trouvent dans la préparation, nous
enlevons la dissolution pour vélo du pourtour de la lamelle. La préparation est placée
en position horizontale, la lamelle vers le bas, dans une toupine dont I'atmosphére est
saturée d'acide acétique a 45 % et on attend le décollement de la lamelle.

Apreés le décollement de la lamelle, les deux faces de la lame sont déshydratées
a l'alcool 80° puis a I'alcool 100° et enfin & I'alcool butylique. Entre chaque opeération

on egoutte bien sur du papier filtre et on met une goutte d'Euparal sur la lame.
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La lamelle est déshydratée de la méme fagon, puis placée sur la lame. La
préparation est essorée doucement entre deux feuilles de papier Joseph. La coloration
demeure vive et le milieu reste limpide dans la mesure ou l'acide et l'eau sont

complétement éliminés.

2-6- Techniques numériques d'analyse des données
2-6-1- Analyse en Composantes Principales (A.C.P.)

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

I'information perdues c'est une classification des donnés en amas (clusters) corrélés.

2-6-2- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA)

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

ont été réalisées en utilisant le logiciel STISTICA 10.
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CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSIONS

1-  Reésultats chimiques
1-1- Le rendement

L'extraction des huiles essentielles, d’H. italicum var. numidicum, H. lactuem
var. typicum et H. stoechas avec deux sous-especes, scandens et rupestre, a été
réalisée jusqu'a I’obtention d’une quantité suffisante d’huile. L’extraction par hydro
distillation des parties aériennes des échantillons, d'une durée de 3 heures, a donné un
liquide visqueux avec une couleur jaune pale.

Les rendements en huiles essentielles des especes eétudiées, du genre
Helichrysum, sont trés faibles avec une moyenne de 0,025%. Les rendements d’H.
italicum var. numidicum, H. lactuem var. typicum et H. stoechas ssp. scandens sont les
plus éléve avec une moyenne de 0,03%, tandis que le rendement d’H. stoechas ssp.
rupstre est le plus faible avec une valeur de 0,02%. Nos résultats obtenus sont
similaires au rendement de 1’espéce H. italicum ssp. Italicum (0,02%) de la région
d’Italie (Mancini et al., 2011; Nebojsa et al., 2015), et a ceux de 1’espéce H. Stoechas
(0,04%) de France (Vernin and poite, 1998).

Ces rendements peuvent étre considérés comme faibles comparés a d’autres
especes du genre, en particulier chez H. italicum (0,12%) (Mastelic et al., 2005), H.
italicum (0,2%) (Masteli¢ et al., 2005, 2008; Morone-Fortunato et al., 2010; Ivanovic
et al., 2011), H. stoechas (0,3%) (Ascensao et al., 2001). Le rendement d’H. italicum
ssp. italicum est de 0,42% (Cristofari et al., 2012; Bouzid et al., 2017). Tandis que
Bianchini et al., (2001) sur la méme sous-espece ont trouvés un rendement de 0,46%.
Le rendement d’H. italicum ssp. microphyllum est de 0,41% (Bianchini et al., 2003),
alors que la méme sous-espece possede un rendement de 0,5% (Perrini et al., 2009). H.
stoechas avec 0,8% représente le rendement le plus élevé dans le genre (Ascensao et
al., 2001 ; Sobhy and El-feky, 2007).

Ces variations de rendement en huile essentielle peuvent étre attribuées a
plusieurs facteurs, dont l'origine géographiques, I’espéce, l'altitude et la période de
récolte ainsi au temps de séchage et aux techniques d'extraction des huiles essentielles
(Curado et al., 2006).
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1-2- Analyse des huiles essentielles

L’analyse chimique des huiles essentielles a été réalisée par chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) (Figure 23-26).
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Figure 23: GC/MS profile d’H. stoechas ssp. rupestre (a : GC/Fid — b : GC/Mas)
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L'identification des composants est basée sur la comparaison de leurs spectres

de masse avec ceux de la bibliothéque spectrale de masse (Masada, 1976; NIST, 2002)

et ceux décrit par Adams ainsi que sur la comparaison de leurs indices de rétention soit

avec ceux de composés authentiques ou avec des valeurs de la littérature (Adams,

2001). Les composées identifiées dans ces huiles ainsi que leurs abondances relatives

sont représentés par ordre de leurs apparitions (Tableau 4).

Tableau 4. Composition chimique d’huiles essentielles des especes du genre Helichrysum

H. stoechas

Especes du genre Helichrysum Ssp. ssp. | H. H. italicum
rupetsre scandens acteum
Total (%) 83,03 95,39 96,00 93,02
Nombre des composées | KI 37 45 43 43
Rendement (%) 0,02 0,03 0,03 0,03
1 | 3-methyl-pentanol 860 — 0,04 - —
2 | a-pinene 941 7,79 38,58 7,99 12,02
3 a-fenchene 957 15,01 0,18 - —
4 | camphene 957 - - 0,45 -
5 | B-pinéne 985 — 0,32 0,85 0,67
6 | 2-pentyl furan 997 - 0,52 — —
7 n-octanal 1005 — — 2,14 —
8 d-3-caréne 1024 - 0,26 - —
9 | B-phellandréne 1025 — — - 0,8
10 | ortho-cyméne 1033 1,16 0,29 — —
11 | limonéne 1038 6,01 1,38 1,06 0,2
12 | 1,8-Cineole 1040 - 0,33 — —
13 | y-terpinéne 1066 0,57 0,43 - —
14 | terpinoléne 1092 0,34 - — —
15 | linalool 1108 - - 0,68 —
16 | n-nonanal 1113 0,42 0,71 5,30 0,32
17 | a-terpineol 1207 0,40 0,21 0,73 —
18 | n-decanal 1216 0,61 0,46 1,01 0,63
19 | cyclosativene 1383 0,716 - - —
20 | p-elemene 1389 - - - 0,28
21 | o-copaéne 1391 6,59 6,83 1,25 3,72
22 | a-isocomeéne 1392 - - 0,39 -
23 | caryophylléne (2) 1409 - - 0,75 —
24 | o-gurjunéne 1422 1,11 0,68 — 0,75
25 | caryophylléne (E) 1435 0,62 6,30 10,58 9,22
26 | B-Gurjunene 1447 - 1,48 - -

66




CHAPITRE I

RESULTATS ET DISCUSSIONS

27 | neryl acétone 1459 0,28 0,38 0,30 0,16
28 | aromadendréne 1460 - 0,59 - —
29 | 9-epi-(E)-caryophylléne 1464 - - - 3,57
30 | a-humuléne 1472 1,57 1,33 5,88 4,28
31 | allo-aromadendréne 1477 3,31 0,19 — —
32 | y-muuroléne 1490 0,65 - - 0,62
33 | (E)-B-ionone 1492 1,03 1,05 - 0,26
34 | a-selinéne 1498 - - — 1,3
35 | valencéne 1502 - - 0,28 —
36 | B-selinene 1506 0,73 — 0,81 0,65
37 | viridifloréne 1507 — 0,11 — —
38 | tridecanal 1509 - — — 0,43
39 | cis-B-guaiéne 1513 - 0,26 — —
40 | a-muuroléne 1513 1,24 - - —
41 | y-cadinene 1530 3,19 4,18 0,83 0,58
42 | d-cadinene 1534 0,27 0,51 0,71 1,01
43 | cis-calamenene 1538 — 2,94 — 2,18
44 | trans-cadina-1,4-diéne 1549 — 0,72 — 0,84
45 | B-calacoréne 1559 - 0,63 - —
46 | palustrol 1567 - - - 5,55
47 | (E)-nerolidol 1575 - - 0,64 -
48 | dodecanoic acid 1582 — 2,36 1,22 —
49 | caryolan-8-ol 1583 - - 2,82 —
50 | a-thujopsan-2- ol 1586 — — — 0,08
51 | gleenol 1586 — — - 0,36
52 | caryophyllene oxide 1601 0,81 0,79 6,01 1,14
53 | viridiflorol 1605 — — 0,56 —
54 | globulol 1608 — 0,59 - —
55 | guaiol 1617 - 1,83 - —
56 | 1,10-di-épi-cubenol 1618 — — — 0,27
57 | ledol 1625 9,55 0,21 - 9,11
58 | humuléne epoxide 1l 1632 - 0,39 2,99 0,18
59 | junenol 1633 0,49 — — —
60 | a-muurolol 1644 — — — 0,35
61 | muurola-4,10 (14)-dien-1B-ol | 1647 — 0,73 0,78 -
62 | 1-epi-cubenol 1647 1,97 - - 0,99
63 | y-eudesmol 1654 - 0,26 - —
64 | selin-11-en-4a-ol 1658 — - - 1,59
65 | a-cadinol 1661 - - 0,98 1,45
66 | a-epi-cadinol 1662 3,65 0,5 2,67 1,83
67 | citronellyl tiglate 1666 — — — 0,2
68 | a-epi-muurolol 1676 0,74 0,2 - —
69 | y-dodecalactone 1679 — - 2,49 -
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70 | bulnesol 1687 - 0,19 — —
71 | n-tetradecanal 1730 0,42 - - —
72 | (2)-a-santalol 1779 1,58 - — —
73 | amorpha-4,7 (11)-diene 1780 — - 0,81 —
74 | isotorquatone demethyl 1822 — — 0,61 —

75 | isopropyl tetradecanoate 1828 — — — 12,1
76 | 2-pentadecanone 1856 0,52 4,47 0,99 —
77 | farnesyl acetate-(2E, 6E) 1857 — — 1,30 —
78 | farnesyl acetone-(5Z,9E) 1870 - — 8,25 —
79 | B-bisabolenol 1908 0,57 — 1,60 —
80 | n-nonadecane 1908 — — 0,90 —
81 | cyclo-hexadecanolide 1928 — - 1,04 —
82 | farnesyl acetone-(5E,9E) 1949 - - 0,62 —

83 | hexadecanoic acid 1995 — 6,83 12,62 9,96
84 | 13-epi-manool oxide 2021 3,98 - - -
85 | geranyl linalool (E, E) 2028 - - 0,80 -
86 | torulosol 2068 4,26 — — —

87 | tetracosane 2418 0,18 0,79 - 0,15

88 | pentacosane 2520 — — 1,09 1,39

89 | tricosane 2520 — 0,85 0,49 0,19

90 | héptacosane 2700 — — — 0,82

91 | héxacosane 2722 0,28 — 1,06 0,13

92 | nonacosane 2900 — - - 0,69
93 | octacosane 2925 0,39 — 0,67 -
94 | triacontane 2925 - 2,51 - —

Familles chimiques

Monoterpene hydrocarbonés 30,81 41,44 10,35 13,69

Monoterpenes oXygénés 1,72 1,97 1,71 0,42

Sesquiterpénes hydrocarbonés 20,03 26,75 24,30 29,00

Sesquiterpénes oxygénés 19,39 5,69 17,53 22,90

Diterpenes oxygénés 8,25 0,00 0,80 0,00

Alcanes 0,87 4,15 4,21 3,37

Acides 0,00 9,19 13,84 9,96

Esters 0,00 0,00 3,53 12,30

Acétones 0,52 4,47 11,28 0,00

Aldehydes 1,45 1,17 8,45 1,38

Autres 0,00 0,56 0,00 0,00
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1-2-1- Composition chimique de 1'huile essentielle d’H. stoechas ssp. rupestre

L’analyse chromatographique par (CG/SM) nous a permis d’identifier trente-
sept composés terpéniques dans I’huile essenticlle d’H. stoechas ssp. rupetsre,
représentant 83,03% du total de I'huile. Les principaux composants de cette huile sont
I’a-fenchene (15,02%), le ledol (9,55%), I’a-pinéne (7,76%), 1’a-copaéne (6,59%), le
limonéne (6,01%), le torulosol (4,27%), le 13-epi-manool oxide (3,98%), 1’a-epi-
cadinol (3,66%), I’allo-aromadendrene (3,32%), le y-cadinéne (3,19%), le 1-epi-
cubenol (1;97%), le (2)-a-santalol (1,58%) et 1’ a-humuléne (1,57%).

L’huile essentielle de la sous-espéce rupetsre est riche en monoterpénes
hydrocarbonés qui représentent 30,81% du totale de 1’huile (Tableau 5). Sur les six
monoterpenes hydrocarbonés, I’a-fenchéne, I’a-pinene et le limonéne sont les
principaux composés dominants de cette classe, alors que le reste des composeés,

I’ortho-cymene, le y-terpinéne et le terpinoléne, sont représentés avec des taux faibles.

Tableau 5: Classes chimiques et Composés majoritaires d’H. stoechas ssp. rupetsre

Familles chimiques Pourcentage (%) Composé majoritaire
Monoterpenes
hydrocarbonés 30,81

(6 composés)

a-fenchéne (C1oH16)

(2 composés)
n-décanal (C1oH200)

O

Monoterpenes oxygenés
) 1,71
(3 composés)

(E)-p-ionone (Cy13H20)

Sesquiterpenes oxygeénes 19.38
(8 composes)
HO

ledol (C15H260)
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Sesquiterpénes
hydrocarbonés 20,02
(11 composés)

a-copaene (CisHoa

0
Acétone
(1 compose) 0,52
2-
pentadecanone (C15H300)
Diterpenes oxygénés
f 8,24
(2 composés)
torulosol (CyoH3407)
Alcane 0.87

(3 composés)

octacosane (CagHss)

Les sesquiterpénes hydrocarbonés représentent la deuxiéme classe la plus
importante, avec un pourcentage élevé (20,03%) (Figure 27), 1’a-copaene, 1’allo-
aromadendrene, le y-cadinéne et 1I’a-humulene sont les produits les plus abondants,
alors que le cyclosativene, I’a-gurjunene, le caryophylléne (E), le y-muuroléne, le B-
selinene, I’a-muurolene et le 3-cadinene sont faiblement représentés.

Les sesquiterpenes oxygenés avec huit composants, sont trés abondants avec un
taux de 19,39%. Le ledol, I’a-epi-cadinol, le 1-epi-cubénol et le (Z)-a-santalol sont
représentés avec des taux élevés. Les autres composés ont un taux tres faible variant
entre 0,81% et 0,49%. Contrairement aux sesquiterpenes oxygeénes, les diterpenes
0Xygeéneés représentent 8,25% de I’huile essentielle avec seulement deux composées

dominants, le torulosol et le 13-epi-manool oxide.
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Figure 27: Classes chimiques de I’huile essentieclle d’H. stoechas ssp. rupetsre

Les monoterpénes oxygénés représentent 1,72% du total de I1’huile, avec
I’abondance du (E)-p-ionone (1,03%). Les deux composées aldéhydes, le n-décanal et
le n-nonanal représentent un taux faible de 1,04%. Les alcanes et les acétones

représentent un taux tres faible de 0,87% et 0,52% respectivement.

1-2-2- Composition chimique de 1'huile essentielle d’H. stoechas ssp. scandens

Dans I'huile essentielle d’H. stoechas ssp. scandens, quarante-cing composants
ont été caractérisés, représentant 95,7% du totale de huile. L’a-pinéne avec un taux de
38,58%, I’a-copaene (6,83%), 1’hexadecanoic acid (6,83%), le caryophyllene (E)
(6,30%), le 2-pentadecanone (4,47%), le y-cadinéne (4,18%), le &-cadinene (2,94%), le
triacontane (2,51%), le dodecanoic acid (2,36%), le guaiol (1,83%) et le B-gurjunéne
(1,48%) sont identifiés comme les principaux constituants dans cette huile.

La classe des monoterpénes hydrocarbones est prédominante dans I’huile
essentielle de la sous-espéce scandens avec un taux de 41,44% du totale (Tableau 6).
L’ a-pinéne est le seul composé qui est représenté avec un taux trés élevé dans cette

classe, les composés, le limonéne, le y-terpinene, le B-pinéne, I’ortho-cymene, le 6-3-
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caréne et I’a-fenchéne, sont faiblement représentés avec des taux faibles (1,38% a

0,18%).

Tableau 6 : Classes chimiques et composés majoritaires d’H. stoechas ssp. scandens

Familles chimiques

Pourcentage (%)

Composé majoritaire

Monoterpenes
hydrocarbonés 41,44 N
(7 composés)
(x-pinéne (C10H16)
Sesquiterpenes
hydrocarbonés 26,75 a-copaene (CisHag)
(14 composés)
0
Acides
hexadecanoic acid (C15H3,0,)
HO
Sesquiterpénes oxygénés
. 5,69
(10composés)
guaiol (C15H,60)
Acétone
(1 composé) 447 2-pentadecanone (C15H300)
Alcane
(3 composeés) 415 W\'\’
triacontane (CsoHe2)
Monoterpenes oxygenes i
(4 composés) 1,97 (E)-B-ionone (C13H20)
Aldehyde 117 ANANANAL

(2 composés)

n-nonanal (CgH150)
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/

(0]
Autres

(2 composés) 0,56

2-pentyl furan (CgH140)

Les sesquiterpénes hydrocarbonés, avec quatorze composants, montrent un
pourcentage de 26,75% (Figure 28). Les composées les plus représentatifs dans cette
classe sont, le caryophylléne (E), I’a-copaéne, le y-cadinéne, le cis-calamenéne et le B-
gurjunene. Les autres sesquiterpénes hydrocarbonés sont représentés avec des taux
faibles variant entre 1,33% et 0,11%, 1’a-humuléne, I’a-gurjunéne, I’aromadendrene,
I’allo-aromadendréne, le viridifloréne, le cis-B-guaiene, le 8-cadinéne, le trans-cadina-

1,4-diene et le B-calacoréne.
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Sesquiterpénes oxygénées

Sesquiterpénes hydrocarbons [

Monoterpenes oxygénées

T T T g I g

Monoterpéne hydrocarbons ]

5
o
o

10 15 20 25 30 35 40 45

o
al

Pourcentage des classes chimiques

Figure 28: Classes chimiques dans 1’huile essentielle d’H. stoechas ssp. scandens

Les acides sont représentés dans cette huile par deux principaux composants,
I’hexadecanoic acid et le dodecanoic acid avec un pourcentage de 9,19%. Les 5,69 %
que représentent les sesquiterpénes oxygénées sont formés par dix composées avec
I’abondance du guaiol. Le reste des composées sont représentés avec des taux faibles
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(0,79% et 0,19%), le caryophyllene oxide, le muurola-4,10-(14)-dien-1B-ol, le
globulol, 1’ a-epi-cadinol, ’humuléne epoxide II, le y-eudesmol, le ledol, 1’a-epi-
muurolol et le bulnesol.

Les alcanes représentent 4,15% avec trois composées, triacontane, le tricosane
et le tetracosane avec 1’abondance du triacontane, les deux autres alcanes sont
faiblement représentés, Contrairement aux alcanes les acétones sont représentés avec
un seul composées le 2-pentadecanone avec 4,74% du totale de I’huile.

Les monoterpénes oxygénées sont représentées par quatre composants avec un
pourcentage de 1,97%, le 1,8-cinéole, le (E)-B-ionone, le neryl acétone et 1’a-terpinéol.
Les aldéhydes sont peu représentés avec deux composees, le n-décanal et le n-nonanal
avec un taux de 1,17%. Les autres classes sont faiblement présentes avec un

pourcentage de 0,56% du totale de 1’huile essentielle de cette especes.

1-2-3- Composition chimique de 1'huile essentielle d’H. lacteum var. typicum

Quarante-trois composées terpéniques sont identifiées dans 1’huile essentielle
d’H. lacteum, représentant 96% du total du I’huile. Les composees majoritaires de
cette huile sont, ’hexadecanoic acid (12,62%), le caryophylléne (E) (10,58%), le
farneésyl acétone (5Z, 9E) (8,25%), I’a-pinéne (7,99%), le caryophylléne oxide
(6,01%), I’a-humuléne (5,88%), le n-nonanal (5,30%), I’humulene epoxide 11 (2,99%),
le caryolan-8-ol (2,82%), I’a-epi-cadinol (2,67%), le y-dodécalactone (2,49%), le n-
octanal (2,14%), le p-bisabolénol (1,60%).

Les sesquiterpénes hydrocarbonés représentent le pourcentage le plus élevé
dans cette espece avec 24,30% (Tableau 7). Les composées les plus abondants dans
cette classe sont, le caryophyllene (E), I’a-humuléne et le caryolan-8-ol. Les autres
produits, 1’a-copaéne, le y-cadinene, le B-selinene, le caryophylléne (Z), le 6-cadinéne,
I’a-isocomene et le valenceéne, sont représentés avec des faibles pourcentages variant
entre 1,25% et 0,28%.

74



CHAPITRE I RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 7 : Classes chimiques et Composés majoritaires d’H. lacteum var. typicum

Familles chimiques Pourcentage (%) Composé majoritaire

Sesquiterpénes oH

hydrocarbonés 24,30
(10 composés)

caryophyllene (Ci5H,4)

H

\\\‘\\\
X

Sesquiterpénes oxygénés

0]
(8composés) 16,23 N
H
caryophyllene oxide (C15H240)
Acides 13,84 hexadecanoic acid (C16H3205)
O
Acetone} 11,28
(5 composés)
farnésyl aéetone (5Z,9E) (C15H300)
Monoterpenes
hydrocarbonés 10,35 a-pinene (C1oH16)
(4 composés)
Aldéhyde (3 composés) 8,45 n-nonanal (C9H180)

Alcane (5 composeés) 4,21 //\\A/\/\/\A/i/\\/j

pentacosane (CzsHsy)

0]
Esters (2 composés) 3,53 O:—<—j/\/\/\

y-dodécalactone (C12H2,07)

Monoterpenes 0xygénes
. 1,71
(3 composés) OH

a-terpineol (C1oH150)
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\ OH
Diterpénes oxygénés 0,80
(1 composé) 1 S h h

geranyl linalool (E, E) (C2H340)

Les sesquiterpénes oxygénées representent le deuxiéme pourcentage le plus
élevé dans I’huile essentielle d’H. lacteum avec 16,23%. Les produits les plus
abondants sont, le caryophylléne oxide, I’humuléne époxide II, 1’a-epi-cadinol et le B-
bisabolénol. Le (E)-nerolidol, le viridiflorol, le muurola-4,10-(14)-dien-1B-ol et I’a-
cadinol sont faiblement représentés dans cette huile.

Les acides sont représentés avec un pourcentage de 13,84% (Figure 29).
L’acide héxadécanoique est le composé majoritaire de cette classe alors que I’acide

dodécanoique est faiblement présent dans cette huile.

Aldéhydes Fzrzze e

Acétones [
Esters perzzzai]

Acides frim ]

Alcanes

Diterpenes oxygénées [
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Figure 29: Classes chimiques de 1’huile essentielle d’H. lacteum var. typicum

Le farnésyl acétone (5Z, 9E) est le composé majoritaire des acétones, qui est

représenté avec a taux elevé (11,28%). Les autres acétones, le 2-pentadécanone
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I’amorpha-4,7 (11)-diene et I’isotorquatone deméthyl se trouvent avec des taux trés
faible dans I’huile d’H. lacteum.

Les monoterpénes hydrocarbonés représentent un taux de 10,35%, avec quatre
composants. L’a-pinéne est le produit dominant, les trois autres composées, le
limonene, le B-pinene et le camphéne, sont present avec des taux trés faibles.

Les aldehydes représentent un taux de 8,45% avec, le n-nonanal, le n-octanal
comme composés dominats alors que le n-décanal se trouve avec un taux faible 1,01%.
Les alcanes et les esters sont représentés dans cette huile avec un pourcentage de
4,21% et 3,53% respectivement.

Les monoterpénes oxygénés avec un taux de 1,71% et les diterpénes oxygénés
avec un taux de 0,80% sont les moins représentées dans 1’huile essentielle d’H.

lacteum.

1-2-4- Composition de I'huile essentielle d’H. italicum var. numidicum

L’analyse de I’huile essentielle d’H. italicum fait apparaitre quarante-trois
composés avec un taux de 93,02% du totale de I’huile. Les principaux composés
majoritaires présents dans 1’huile sont, I’isopropyl tetradecanoate (12,10%), 1’a-pinene
(12,02%), 1’hexadecanoic acid (9,96%), le caryophylléne (E) (9,22%), le lédol
(9,11%), le palustrol (5,55%), I’a-humuléne (4,28%), 1I’a-copaene (3,72%), le 9-epi-
(E)-caryophylléne (3,57%), le cis-calamenene (2,18%), 1I’a-epi-cadinol (1,83%), I’a-
sélin-11-en-4-ol (1,59%) et I’a-cadinol (1,45%).

Dans cette huile on constate 1’abondance des sesquiterpenes hydrocarbonés
avec un taux de 29% (Tableau 8). Les produits majoritaires sont le caryophylléne (E),
I’a-humuléne, le 9-epi-(E)-caryophyllene, I’a-copaene et le cis-calamenene.

Les autres produits, I’a-sélinéne, le 5-cadinéne, le trans-cadina-1,4-diene, 1’a-
gurjunene, le B-selinéne, le y-muurolene, le y-cadinéne et le [B-éléméne, sont
faiblement représentés (1,39% - 0,28%.
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Tableau 8 : Classes chimiques et Composés majoritaires d’H. iatlicum var. numidicum

Familles chimiques Pourcentage (%) Composé majoritaire
SeSqUite(rlp:fzgin r;)){)dsréos():arbonés 29 caryophyllene (E) (C15H24)
Sesqu(iltgrggrr;esozg)génés 22,90 ledol (C15H260)
Monoterpénes hydrocarbonés 13,69 a-pinéne (CyoHas)

(4 composés)

O J\
Esters (2 composés) 12,30 Ci\/MO

isopropyl tétradécanoate (C17H340>)

Acides (1 composés) 9,96 hexadecanoic acid (C1sH320,)
Alcanes (6 composés) 3,37 pentacosane (CasHsy)
Aldéhydes (2 composes) 0,95 n-décanal (C1oH200)

Monoterpenes oxygénes

(2 composés) 0,42 (E)-B-ionone (C13H200)

Les sesquiterpénes oxygénées forment la deuxiéme classe chimique la plus
importante dans 1’huile essentielle d’H. iatlicum avec un taux de 22,90% (Figure 30).
Les produits les plus abondants sont le ledol, le palustrol, I’a-epi-cadinol, 1’a-sélin-11-
en-4-ol et I’a-cadinol.

Le caryophylléne oxide, le 1-epi-cubenol, le gléenol, I’a-muurolol, le 1,10-di-
épi-cubenol, le humuléne époxide Il et I’a-thujopsane-2-ol se trouvent avec des faibles
pourcentages.

Les monoterpenes hydrocarbonés représentent 13,69% du totale de 1’huile
essentielle, avec I’a-pinéne comme le produit le plus abondant. Les autres composés,
le B-phellandrene, le B-pinene et le limonene, leurs taux varient entre 0,80 % et 0,20%.

Les esters, 1’isopropyl tétradécanoate et le citronéllyl tiglate représentent
12,30%, avec 1’abondance de 1’isopropyl tétradécanoate, produit majoritaire dans
I’huile d’H. italicum. L hexadécanoic acid (Acide palmitique), représente le seul acide

dans I’huile essentielle d’H. italicum avec un taux de 9,96%.
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Figure 30: Classes chimiques de 1’huile essentielle d’H. italicum var. numidicum

Les alcanes, avec six composants, sont abondants avec un taux de 3,37%.
L’alcane le plus représenté est le pentacosane avec 1,39%. Les autres alcanes,
I’héptacosane, le nonacosane, le tricosane, le tétracosane et 1’héxacosane sont
représentés avec des taux variant entre 0,82% et 0,13%. Les aldéhydes et les
monoterpénes oxygénés sont trés peu abondants dans cette huile avec un taux de
0,95% et 0,42% respectivement.
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1-3- Analyse en composantes principales (ACP)
1-3-1- Etude des variables
1-3-1-1-  Matrice de corrélation

L’examen de la matrice fait apparaitre des corrélations significatives (41,99%
des variables sont significativement corrélées). Les valeurs propres représentant la
variance des composants de I’huile sur les axes sont élevées, 40,12% pour le premier
axe, 33,30% pour I’axe deux et 26,58% pour ’axe trois, donnant ainsi une bonne
contribution a la variance totale. L’ensemble de I’information expliquée par les trois
premiers axes issus de I’ACP est de 100%.

L’analyse statistique (Box whisker) montre que les composés majoritaires des
huiles essenntielles des especes du genre Helichrysum présentent une importante
variablité interspécifique (Figure 31). L a-pinéne (2) est le composant qui présente le
plus de variation au sein des especes, suivi par 1’hexadecanoic acid (83), le

caryophylléne (E) (25) et I’a-copaéne (21). Les autres composants présentent peu de

variabilité.
d %Eé ﬁ@@@%éé T LIAEEE

2 11 21 29 31 43 48 57 62 69 76 83 86
Variables (composés terpéniques)

Figure 31: Variation de la concentration des composés majoritaires
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1-3-1-2-  Cercle des corrélations
La représentation du plan formé par les deux premiers axes principaux plan 1x2
(Figure 32) montre que I’ensemble des composants d’huiles essentielles contribuent
fortement a la formation des axes.

1,0 v

05+t /

00} =

Factor 2 : 33,30%

0,5}

_1‘0 -

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 40,12%

Figure 32: Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x2)

La partie positive de 1’axe 1 est expliquée par le groupe des variables: (3) a-
fenchéne, (10) ortho-cymene, (13) y-terpinéne, (21) a-copaéne, (24) a-gurjunéne, (31)
allo-aromadendrene, (33) (E)-p-ionone, (57) ledol, (68) a-epi-muurolol, (87)
tétracosane, par contre la partic négative de 1’axe 1 est expliquée par le groupe des
variable: (4) camphéne, (7) n-octanal, (15) linalool, (16) n-nonanal, (18) n-décanal,
(22) a-isocomene, (23) caryophylléne (Z), (30) a-humulene, (35) valencene, (47) (E)-
nerolidol, (49) caryolan-8-ol, (52) caryophylléne oxide, (53) viridiflorol, (58)
humuléne époxide II, (65) a-cadinol, (69) y-dodécalactone, (73) amorpha-4,7(11)-
diene (74) isotorquatone diméthyl, (77) farnésyl acétate (2E, 6E), (78) farnésyl acétone
(5Z,9E), (79) P-bisabolénol, (80) n-nonadécane, (81) cyclo-héxadécanolide, (82)
farnésyl acétone (5E,9E), (85) geéranyl linalool (E, E), (88) pentacosane, (91)
héxacosane.
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L’axe 2 dans sa partie positive est caractérisé par le groupe des variables : (9) B-
phellandréne, (20) B-€lémene, (29) 9-epi-(E)-caryophyllene, (34) a-sélinéne, (38)
tridécanal, (42) 6-cadinéne, (46) palustrol, (50) a-thujopsan-2-ol, (51) gléenol, (56)
1,10-di-épi-cubenol, (60) a-muurolol, (64) sélin-11-en-4-a-ol, (67) citronéllyl tiglate,
(75) isopropyl tétradécanoate, (90) héptacosane, (92) nonacosane, par contre sa partie
négative est expliquée par le groupe des variables: (2) a-pinéne, (11) limoneéne, (17) a-
terpinéol, (27) neryl acétone, (41) y-cadinéne, (76) 2-pentadécanone.

La partie positive de 1’axe 3 est expliquée par le groupe des variables : (1) 3-
méthyl-pentanol, (5) B-pinene, (6) 2-pentyl furan, (8) 6-3-caréne, (12) 1,8-cinéole, (25)
caryophyllene (E), (26) B-gurjunene, (28) aromadendrene, (37) viridifloréne, (39) cis-
B-guaiene, (43) cis-calamenene, (44) trans-cadina-1,4-diéne, (45) B-calacoréne, (48)
dodécanoic acid, (54) globulol, (55) guaiol, (61) muurola-4,10 (14)-dien-1B-ol, (63) y-
eudesmol, (70) bulnésol, (83) héxadecanoic acid, (89) tricosane, (94) triacontane.

Par contre sa partie négative est expliquée par le groupe des variables: (14)
terpinolene, (19) cyclosativéne, (32) y-muuroléne, (36) B-sélinene, (40) a-muuroléne,
(59) junénol, (62) 1-epi-cubenol, (66) I’a-epi-cadinol, (71) n-tétradécanal, (72) (Z)-o-

santalol, (84) 13-epi-manool oxide, (86) torulosol, (93) octacosane (Figure 33).

1,0

0,5

00l *

Factor 3 : 26,58%

0,5t

1,0 b

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 40,12%

Figure 33: Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x3)
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1-3-2- Etude des individus (especes) du genre Helichrysum
La superposition du plan 1x2 des variables au plan 1x2 des espéces (Figure 34)
montre que nos especes se sont réparties sur les trois axes issus de I’ACP.
L’Helichrysum lacteum localisée sur la partie négative de I’axe 1 est
caractérisée par le camphene, le n-octanal, le linalool, le n-nonanal, I’a-humuléne, le
caryolan-8-ol, le caryophyllene oxide, le viridiflorol, le farnésyl acétone (5Z, 9E), le B-
bisabolénol, le cyclo-héxadécanolide, le pentacosane et le héxacosane (Figure 26).
Dans la partie positive de I’axe 2, on retrouve I’espéce H. italicum, qui se

caracterise par, le palustrol et I’isopropyl tétradécanoate.
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Figure 34: Projection des espéces du genre Helichrysum Algérien sur le plan (1x2)

La superposition du plan 1x3 des variables au plan 1x3 des especes (Figure 35),
montre que 1’H. stoechas ssp. scandens est située dans la partie positive de I'axe 3,
cette sous-espece est caractérisée par le caryophylléne (E), le cis-calamenene, le
dodécanoic acid, 1’héxadécanoic acid, le triacontane. L’H. stoechas ssp. rupestre
s’oppose a la premiere sous-espéce sur la partie négative de 1’axe 3, elle est
caractérisée par le 1-epi-cubenol, I’a-epi-cadinol, 1’(Z)-a-santalol, le 13-epi-manool

oxide et le torulosol.
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Figure 35 : Projection des especes du genre Helichrysum Algérien sur le plan (1x3)

La projection spatiale tridimensionnelle des especes étudiées basée sur les trois
axes principaux (Figure 36), montre que I’H. italicum, H. lacteum, H. stoechas ssp.

rupestre et H. stoechas ssp. scandens sont nettement séparées, les deux derniéres sous-
especes sont plus proches 1’une de ’autre.
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Figure 36: Projection spatiale des espéces du genre Helichrysum Algeérien
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1-4-  Analyse UPGMA

L'analyse des clusters UPGMA confirme la séparation des espéces étudiées du
genre Helichrysum (Figure 37). Cette séparation est basée sur la distance du linkage
qui indique la présence de variabilité chimique entre les espéces étudiées. L’analyse a
séparé nos especes en deux clades distincts.

La premiére clustration sépare 1’espéce H. lacteum, qui est representée par la
variété typicum, endémique algérienne. Cette espece est morphologiquement et
écologiguement bien distincte des autres espéces du genre Helichrysum. La séparation
de cette espéce est due principalement a la présence des composés a des taux élevés,
I’hexadecanoic acid, le caryophyllene (E), le farnésyl acétone (5Z, 9E), le

caryophyllene oxide, I’a-humuléne et le n-nonanal.

Unweighted pair-group average, 1-Pearson r

H. stoechas ssp. scandens

H. stoechas ssp. rupestre

H. italicum
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Figure 37: UPGMA cluster des especes du genre Helichrysum Algérien

La deuxieme clustration est subdivisée en deux sous-clades, le premier sous-
clade est représenté par I’espéce H. italicum variété numidicum, endémique algérienne.

Du point de vus chimique cette espece se differe des autres espéces par la présence des
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composés, I’isopropyl tétradécanoate, I’a-pinene, 1’hexadecanoic acid, le
caryophylléne (E), le lédol, le palustrol, I’a-humuléne, I’a-copaéne, le 9-epi-(E)-
caryophyllene, le cis-calameneéne.

Le deuxiéme sous-clade correspondant aux deux sous-especes rupestre et
scandens. Ces deux sous-especes sont écologiquement et morphologiquement trés
proches, mais elles sont chimiquement bien différenciées. La sous-espece rupestre est
caractérisée par la présence de I’a-fenchéne, le 1édol, le limonene, le torulosol, le 13-
epi-manool oxide, 1’a-epi-cadinol, allo-aromadendréne, alors que 1’autre sous-espece
se caractérise par I’a-pinene, I’hexadecanoic acid, le caryophyllene (E), le 2-

pentadécanone, le y-cadinene, le triacontane, le dodécanoic acid.

1-5- Chimiotypes des espéces du genre

La région Méditerranéenne est peuplée de différentes espéces et de sous-
especes du genre Helichrysum. Pour comparer la composition chimique des huiles
essentielles de nos populations du genre Helichrysum avec celles du monde, une
UPGMA est réalisée.

e Chimiotypes d’H. stoechas

L’analyse UPGMA montre que les populations d’H. stoechas sont séparées en
deux clades (Figure 38). Le premier clade regroupe les populations de la Créte, de la
Grece et de 1’Algérie. La ssp. rupestre algérienne se trouve nettement séparer des sous
espéces de ce groupe.

La séparation des sous-espéces de 1’espece H. stoechas nous indique la présence
de variabilite chimique importante. Cette variabilité chimique a favorisé la formation
de plusieurs chimiotypes.

La ssp. rupestre se caractérise par la présence du chiomiotype (a-humuléne-a-
fenchéne-ledol). La ssp. barrelieri de la Gréce est représentée par le chiomiotype (a-
humuléne-caryophylléne-(E)-p-elémene), alors que les deux populations de la sous-
espéce barrelieri (Créte 1-2), se caractérisent par le chiomiotype (a-humuléne-

caryophyllene (E)-a-copaéne).
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Le deuxiéme clade regroupe un ensemble de populations du (Portugal, France,
Espagne et Algérie). La sous-espece scandens se trouve plus proche de la ssp. stoechas
d’Espagne. Elle se caractérise par la présence du chiomiotype (a-pinene-y-cadinéne-a-
copaene), alors que la ssp. stoechas d’Espagne est représentée par le chimiotype (o-
pinéne-y-cadinéne-a-epi-bisabolol). Les autres populations du Portugal, de France et

d’Espagne se définissent par le chiomiotype (a-pinéne-limonéne).

Complete Linkage, City-block {(Manhattan) distances

var. a-sincladum (Portugal 2)

H. stoechas (Pougal 3) ——

H. stoechas (Portugal 4) ——

H. stoechas (France 3)

ssp. stoechas (Espagne)

ssp. scandens (Algérie 3)

ssp. barrelier (Créte 1)

ssp. barrelier (Créte 2)

ssp. barrelieri (Gréce 4)

ssp. rupesire (Algérie 4)

0 20 40 G0 80 100 120 140 160 180 200
Linkage Distance

Figure 38: UPGMA cluster des especes H. stoechas du genre Helichrysum

La comparaison des composants chimiques des huiles essentielle de la sous-
espece rupestre avec ceux des populations d’H. stoechas du monde, a montré que la
sous-espéces est séparé des autres population par la présence des composées
majoritaire; 1’a-fenchene, le ledol, alors que les sous-espéces barrelieri de la Grece
(Chinou et al., 1997 ) et la Créte (Roussis et al.,2002), sont caractérisées par la

présence de composé majoritaire le caryophyllene (E).
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Les résultats d’analyse de la sous-espece scandens confirme que cette sous-
espéce est caractérisée par 1’a-pinéne comme compose majoritaire, tandis que la sous-
espece stoechas d‘Espagne (Tsoukatou et al., 1999 ) qui est accés proche d’elle, se
caractérise par la présence des composées 1’a-pinéne et 1’a-epi-Bisabolol.

Les autres auteurs population du portugale (Proenca da Cunha et Cardoso do
Vale 1974 ; Ascensao et al., 2001) et de France (Vernin et Poite 1998), se trouve

proche par la présence de composée majoritaire 1’a-pinene.

e Chimiotypes d’H italicum
L’analyse UPGMA nous a permis de la comparaison de la composition
chimique d’huile essentielle de la population d’H. italicum avec I’H. italicum du
monde. La variété numidicum d’Algérie est caractérisée par la présence de
chiomiotype isopropyl tetradecanote-hexadecanoic acid. Ce qui la sépare du reste des

populations du monde (Figure 39).

Unweighted pair-group average, City-block (Manhattan) distances
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Figure 39: UPGMA cluster des especes d’H. italicum
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Le premier clade regroupe la sous-espece italicum (ltalie 2), I’espéce H.
oligocephalum (Iran 4) et I’espéce H. noeanum de la Turquie

Le deuxieme clade se divise en deux groupes, le premier groupe rassemble
I’espéce H. iatlicum (Algérie 1) avec la majorité des populations H. italicum du
monde. Le deuxieme groupe est subdivisé en deux branches, la premiére branche
regroupe nos deux sous-espéces, scandens et rupestre d’ stoechas avec la plupart des
populations d’ H. stoechas. Alors que la deuxiéme branche rassemble I’espéce
endémique H. lacteum, la variété numidicum avec les autres especes du genre
Helichrysum. Cette espéce endémique est chimiquement bien proche de 1’espéce H.
italicum, qui est riche en a-pinene, caryophyllene (E), hexadecanoic acid,
caryophyllene oxide et farnesyl acetone (5Z, 9E).

Cette séparation des espéces du genre Helichrysum, prouve que le genre
Helichrysum possede des variations chimiques intraspécifique et interspécifique

importantes.
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2- Résultats microbiologiques

Les tests de ’activit¢ antimicrobienne des huiles essentielles des especes du
genre Helichrysum ont été réalisés par la méthode de 1’aromatogramme. Cette méthode
permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance des bactéries par les huiles
essentielles. L’activité des huiles est estimée par la mesure du diamétre d’inhibition
autour d’un disque de papier filtre imprégné d’HE a la surface du milieu gélosé
Mueller-Hinton, dans des boites de pétri, préalablement ensemencées par 106 unité
formant une colonie (UFC)/ml.

Les résultats sont exprimés par la mesure du diametre D des halos d’inhibition
en mm, apres 24h d’incubation a I’étuve a 37°C, suivant trois niveaux d’activités :
Résistant (D = 6mm), Intermédiaire (13mm > D > 6mm), Sensible (D > 13mm)
(Billerberck et al,, 2007).

Les résultats d'activité antimicrobienne obtenus pour 1’huile essentielle d’H.
stoechas ssp. rupestre montrent que 1’huile essentielle et ses différentes dilutions
présentent une acticité inhibitrice sensible contre toutes les bactéries testées avec des
diametres d'inhibition variant entre 8 et 13,5 mm, en comparaison avec les diameétres

génerés par les antibiotiques (Tableau 9).

Tableau 9 : Activité antimicrobiennes d’H. stoechas ssp. rupestre

Bactéries Antibiotiques H. stoechas ssp. rupestre

CTX|CS|GEN| EO | 1/2 |1/5] 1/10

Escherichia coli ATCC 25922 335 |15 | 25 13 9 9 | 85

Staphylococcus aureus ATCC 25923 18 | 18 0 95 | 105 | 9 | 95
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 19 | 13| 17 11 9 8 9
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 18,5 | 15 | 22,5 | 13,5 9 9 8
Shigella sp 14 | 15| 30 | 105 | 9 9 9
Candida albicans 0 0 0 0 0 0 0

CTX : Cefotaxime ; CS : Colistin sulfate ; GEN : Gentamicine

La bactérie Staphylococcus aureus est sensible a I’huile essentielle d’H.
stoechas ssp. rupestre et aux dilutions. La levure candida albicans présente une

résistance a I'huile de cette sous-espece (Figure 41).
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Figure 41 : Diamétre d’inhibition de 1’huile essentielle d” H. stoechas ssp. rupestre

L'huile essentielle et les dilutions d’H. stoechas ssp. scandens génére des
diamétres de zones d'inhibition de 8,5 a 14 mm, sur toutes les souches bactériennes, a
I'exception de la levure Candida albicans qui présente une résistance a I'huile de cette
sous-espece et ses dilutions (Tableau 10).

L'huile essentielle de cette sous-espece possede une activité antibactérienne
moyennement active en comparaison avec les diameétres généres par les antibiotiques,
contre toutes les bactéries testées, sauf Klebsiella pneumoniae qui est résistante, alors
que la bactérie Pseudomonas aeruginosa est résistante aux dilutions (1/2), (1/5) et
(1/10). Les deux bactéries, Staphylococcus aureus et Shigella sp sont sensibles a

I’huile avec des diamétres d’inhibition supérieure a 13 mm (Figure 42).
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Tableau 10 : Activité antimicrobiennes d’H. stoechas ssp. scandens

o H. stoechas ssp.
. Antibiotiques
Bactéries scandens
CTX| CS |GEN| EO |1/2|1/5 ]| 1/10
Escherichia coli ATCC 25922 33,5 15 25 12 11 | 85 8
Staphylococcus aureus ATCC 25923 18 18 0 14 |12 |95 9
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 19 13 17 0 10 | 95| 8
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 185 | 15 | 225 | 10 0|0 0
Shigella sp 14 15 30 14 10 | 9 8,5
Candida albicans 1 - - - 0 0 0 0
CTX : Cefotaxime ; CS : Colistin sulfate ; GEN : Gentamicine
Candida albicans .
|
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Figure 42 : Diamétre d’inhibition de I’huile essentielle d’H. stoechas ssp. scandens

L'huile essentielle pure d’ H. italicum var. numidicum montre une activité

moyenne a élever, contre toutes les bactéries, en produisant un diameétre d'inhibition de

11,5 a 14 mm. Une activité importante est remarquée contre Staphylococcus aureus

par rapport a la gentamicine. Les dilutions (1/2) et (1/5) ont un effet modéré contre

toutes les bactéries testées, sauf Pseudomonas aeruginosa qui résiste a toutes les
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dilutions. Contrairement aux dilutions (1/10), qui affectent seulement la bactérie

Shigella sp (Tableau 11).

Tableau 11 : Activité antimicrobiennes d’ H. italicum var. numidicum

Antibiotiques

H. italicum var. numidicum

Bacteries CTX | CS | GEN | EO | 1/2 | 1/5 1/10
Escherichia coli ATCC 25922 33,5 15 25 14 9 9 0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 18 18 0 14 9 9
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 19 13 17 13 7 7

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 18,5 15 22,5

Shigella sp 14 15

30

115 | 10 | 115

Candida albicans - -

0
0
14 0 0 0
9
0

0 0 0

CTX : Cefotaxime ; CS : Colistin sulfate ; GEN : Gentamicine

Toutes les bactéries testées sont sensibles aux antibiotiques sauf la bactérie

Staphylococcus aureus qui est résistante a la gentamicine. Le champignon Candida

albicans est résistant a I’huile essentielle et ces différentes dilutions (Figure 43).
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Figure 43 : Diamétre d’inhibition de I’huile essentielle d’ H. italicum var. numidicum
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Les résultats obtenus, pour 1’espéce H. lacteum var. typicum, montrent que
I'huile et ses dilutions ont une activité modérée contre toutes les bactéries testées, avec
un diamétre d'inhibition de 8 a 13mm, alors que son activité est importante contre la
bactérie Staphylococcus aureus par rapport a la gentamicine (Tableau 12).

Toutes les bactéries testées sont sensibles aux antibiotiques sauf Staphylococcus
aureus qui est résistant a la gentamicine (Figure 44). Le germe Candida albicans
présente une résistance a I'huile et les dilutions de cette sous-espéce.

Ces résultats obtenus montrent que, toutes les huiles essentielles pures, des
especes du genre Helichrysum étudiées, ont une activité inhibitrice intermédiaire sur

toutes les bactéries testés, alors qu’elle est nulle pour la levure Candida albicans.

Tableau 12: Activité antimicrobiennes d’ H. lacteum var. typicum

) Antibiotiques H. lacteum var. typicum
Bactéries
CTX | CS |GEN |EO| 1/2 |1/5| 1/10
Escherichia coli ATCC 25922 33,5 15 25 | 10 | 105 |10 | 95
Staphylococcus aureus ATCC 25923 18 18 0 10 | 11 |11 | 11

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 19 13 17 9 1105 | 9 9

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 185 | 15 | 225 | 9 8 8 8

Shigella sp 14 15 30 [ 13| 13 |12 | 95

Candida albicans - - - 0 0 0 0
CTX : Cefotaxime ; CS : Colistin sulfate ; GEN : Gentamicine

Les résultats d’évaluation d’effets bactéricides et bactériostatiques des huiles
essentielles des espéces étudiées du genre Helichrysum vis-a-vis des souches
bactériennes testées, révélent qu’ils ont un effet bactériostatique sur toutes les bacteries

testées.
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Figure 44: Diamétre d’inhibition de 1’huile essentielle d’H. lacteum var. typicum

Plusieurs précédentes études ont été consacrées a la détermination du pouvoir
antimicrobien des huiles essentielles et de certains extraits d’especes Helichrysum.
L’étude réalisée par Sobhy et El-feky, (2007) en Libye a montré que 1’huile essentielle
de H. stoechas a une forte activité inhibitrice sur la Staphylococcus epidermis,
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, tandis qu’elle a une activité antifongique
modérée contre Candida albicans. Haddouchi et al., (2016) signale que les extraits
méthanoliques et hexaniques d’H. stoechas ssp. rupestre en Algérie ont une activité
antibactérienne modérée contre les bactéries, Bacillus cereus, Acinetobacter
baumannii, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et
Escherichia coli. Des études ont montré que certaines bactéries testées sont sensibles
aux extraits ethanoliques d’H. stoechas, telles que Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae, comparable a celle
des antibiotiques testés, par contre d’autres bactéries sont résistantes comme

Escherichia coli (Boubakeur et al., 2017).
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Les résultats bactériologiques obtenus dans notre travail, pour 1’espéce H.
italicum var. numidicum sont similaires a ceux trouvés dans la littérature, L'huile
essentielle d’H. italicum est active contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli
(Masteli¢ et al., 2005; Chao et al., 2008). D’autres ¢tudes ont montré que les extraits
d’H. italicum ont la capacité d'inhiber la croissance de Staphylococcus sp (Cosar et al.,
1990; Roussis et al., 2002). Les résultats trouves par Bouzid et al., (2017) ont montré
que toutes les dilutions d’huile essentielle d’H. italicum n’ont aucun effet sur les
bactéries Escherichia coli, Listeria monocytogenes et Klebsiella pneumonia, par contre
sur Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans, 1’huile
essentielle de cette espéces présentent une forte activité inhibitrice.

Récemment, des études plus approfondies ont été sujet d’investigation sur
I’identification des substances naturelles capables d'inhiber la croissance des bactéries
et des champignons pathogenes. Les acides gras libres possedent une forte activité
antibactérienne sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli et sur Pseudomonas
aeruginosa (Sirot et al., 1983 ; Saurat et Thomas, 2009). Bouhdid, (2009) signale que
les huiles essentielles dont les composants majoritaires sont des phénols ou des
aldéhydes expriment la plus grande activité antibactérienne. La présence d’acide
palmitique et des aldéhydes a faible concentration dans la composition chimique de
nos huiles essentielles explique probablement la faible activité bactériologique de nos
especes.

Les huiles essentielles riches en géraniol, carvacrol et thymol présentent une
excellente activité antifongique contre candida albicans (Dalleau et al., 2008; Kordali
et al., 2008; Ahmad et al., 2011; Marcos-Arias et al., 2011; Leite et al., 2015;
Boonruang et al., 2017; Miladi et al., 2017). Des recherches ont montré que les
extraits naturels contenant des acides phénoliques ont une activité antifongique contre
les especes du genre Candida (Manayi et al., 2013; Alves et al., 2014; Teodoro et al.,
2015). L’absence des acides phénoliques et des composés terpéniques comme le
géraniol, le carvacrol et le thymol dans la composition des huiles essentielles, des
especes étudiées du genre Helichrysum peut expliquer les résultats obtenus pour

candida albicans.
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3- Résultats de I’activité cytotoxique

Le test de cytotoxicit¢ permet la recherche d’un effet toxique sur un type
cellulaire par I’évaluation d’un parametre donné (croissance cellulaire, intégrité
cellulaire, activité fonctionnelle cellulaire...).

L’évaluation de I’activité cytotoxique des huiles essentielles des espéces du
genre Helichrysum a été réalisée pour la premiere fois sur la lignée des cellules
cancereuses mammaires MCF-7 (acronyme de Michigan Cancer Fondation 7).

La mesure de I’effet cytotoxique des huiles essentielles des especes du genre
Helichrysum sur la prolifération des cellules cancéreuses mammaires MCF-7 est
effectuée par la technique de fluorescence en utilisant la résazurine.

Aprés 72h de culture, I’intensité de fluorescence obtenue aprés lecture en
Fluoroskan Ascent Fl1 a 590 nm, est convertiec en pourcentage d’inhibition de la
prolifération par rapporte a la prolifération des cellules témoin (DMSO).

Les résultats obtenus sont exprimée en pourcentage de viabilités en fonction de
différente concentration d’huiles essenticlles des especes du genre Helichrysum

(Figure 45).
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Figure 45 : Cytotoxicité des huiles essentielles des espéces du genre Helichrysum
(HSR : H. Stoechas ssp. rupestre, HSS : H. Stoechas ssp. scandens, HL : H. Lacteum
et HI : H. Italicum)
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Les résultats, de 1’activité cytotoxique obtenus, montrent que les huiles
essentielles des espéces ¢étudiées n’avaient pratiquement aucune activité sur la
prolifération cellulaire globale des lignées cellulaires MCF-7, comparées aux cellules
témoin (DMSO). Pour les quatre huiles des especes d’Helichrysum, une croissance
supérieure a 80% a été observée pour les lignées cellulaires MCF-7 avec les
différentes concentrations des huiles, cette croissance indique que les huiles
essentielles n’ont aucune une activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses.

L'effet inhibiteur des huiles essentielles des espéces Helichrysum sur la viabilité
cellulaire est inférieure a 50%, donc la concentration inhibitrice (IC50) qui est la
concentration qui inhibe de moitié la prolifération cellulaire globale n’est pas
calculable.

A notre connaissance, jusqu’ a ce jour, aucune ¢tude n’avait ét¢ réalisée sur
I’activité cytotoxique des huiles essentielles de nos espeéces étudiées du genre
Helichrysum. Cependant dans la littérature quelque études sur la cytotoxicité des
huiles essentielles des autres especes du genre Helichrysum, ont été réalisées sur les
cellules MCF-7 et d’autres lignées cellulaires.

La cytotoxicité des extraits des espéces Helichrysum d’Afrique de sud a été
évaluée in vitro, contre les lignées cellulaires d'épithélium rénal humain transformé
(Graham) et adénocarcinome du sein (MCF-7), une croissance inférieure a 25% a été
observée pour ces deux lignées cellulaires a la concentration 0,1 mg/ml (Lourens et al.,
2011). D’autre part I'huile essentielle de H. gymnocephalum a montré une forte activité
cytotoxique sur les cellules cancéreuses mammaires humaines (MCF-7), avec 1C50 de
16 + 2 mg/ L (Afoulous et al., 2011).

La cytotoxicité des extraits isolés d'H. zivojinii endémique de la Macédoine a
été testée contre différentes lignées cellulaires cancéreuses (cellules adénocarcinome
du col de l'utérus humain (HeLa), mélanome humain (Fem-x), humain leucemie
myeéloide (K562) et adénocarcinome mammaire humain (MDA-MB-361), les résultats
obtenus indiquent une activité cytotoxique significative (Mati¢ et al., 2013).

D’autre part I'huile essentielle d’H. microphyllum ssp. tyrrhenicum de la
Sardaigne a montré une cytotoxicité significative contre trois lignées cellulaires
tumorales humaines (MDA-MB 231, HCT116 et A375) testés, notamment sur des
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cellules de mélanome A 375, qui présente une forte activité inhibitrice de valeur (IC50
a 16 pg / ml) (Ornano et al., 2015).

Au cours des dernieres années, une attention considérable a été accordee a
I'identification de substances naturelles capables d'inhiber, de retarder ou d'inverser le
processus de la cancérogeneése a plusieurs étapes. Comme exemple le 5-cadinéne a été
signalé comme substance a activité cytotoxique élevée sur les lignée cellulaire de
carcinome du sein humain BT-20 et épithélium humain lignee cellulaire
d'adénocarcinome HelLa (Kubo and Morimitsu, 1995). Afoulous et al., (2011) dans
une étude sur les propriétés anticancéreuses d’H. gymnocephalum, ont établies des
corrélations entre les composés identifiés et leurs activités biologiques anticancéreux
sur les MCF-7. Cette corrélation suggere que la présence a forte concentration des
composés tels que l'a-terpinoléne, 1'aromadendréne et le B-sélinene, pourrait avoir un
effet positif sur I'activité anticancéreuse. La présence de ces composées chimiques a
faible concentration, dans les huiles essentielles des especes étudiées du genre
Helichrysum, peuvent expliquer 1’absence d’effet cytotoxique sur les lignées
cellulaires MCF-7.

4-  Reésultats Caryologique

Le dénombrement chromosomique a été réalisé sur les méristemes racinaires
des graines des especes du genre Helichrysum en appliquant la technique du squash.

L’observation microscopique des plaques métaphasiques d’H. italicum var.
numidicum de la localité des Bibans (Bourdj Bou Arreridj) et de la variété typicum de
I’espéce H. lacteum de la localité de Megres (Sétif), ont montrés un nombre
chromosomique tétraploide (2n = 4x = 28) avec un nombre de base a x = 7 (Figure
46).
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o
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Figure 46: Plaque métaphasique des cellules méristimatiques racinaires des especes du
genre Helichrysum : a) H. lacteum a 2n= 4x= 28 ; b) H. italicum a 2n = 4x= 28 ; c) H.
stoechas ssp. rupestre a 2n = 4x= 28 ; d) H. stoechas ssp. scandens a 2n = 4x= 28

Les mémes résultats caryologique a nombre chromosomique tétraploide (2n =
4x = 28) avec un nombre de base a X = 7 ont été obtenus en réalisant le déenombrement
chromosomique des deux sous-espéces méditerranéennes, H. stoechas ssp. rupestre et
H. stoechas ssp. scandens, des localités de Derguina (Bejaia) et de Boutaleb (Setif).

Le résultat de 2n = 28, obtenu pour I’espéce H. italicum var. numidicum, est
semblable avec ceux de la littérature. Les résultats des deux sous-especes siculum et
microphyllum d&’H. italicum d’Espagne et d’Italie, montrent le méme nombre
chromosomique tétraploides (2n = 4x = 28) (Galbany-Cassal et Romo, 2008). Le
méme résultat chromosomique est obtenu pour la variété ericoideum d'ltalie
(D’Amato, 1971).

Le dénombrement chromosomique des deux sous-especes rupestre et scandens
d’H. stoechas, révéle la présence d’un tétraploide a 2n = 28. Le méme nombre
chromosomique est trouvé en Espagne pour 1’espéce H. stoechas (Galbany-Cassal et
Romo, 2008), en créte (Namur et Verlaque, 1976) et en Italie (Kamari et al,, 1999).
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Le nombre chromosomique 2n = 4x = 28 ainsi le nombre de base x= 7 est
identifiée pour la premiere fois pour la variété endémique algérienne H. lacteum var
typicum.

Nos resultats obtenus pour le nombre chromosomique des especes étudiées de
genre Helichrysum algériennes qui sont des espéces tétraploides 2n =4x = 28 avec X =
7, ont confirmeés les suggestions bibliographiques que les especes de genre
Helichrysum tétraploides avec le nombre chromosomique de base x = 7 sont en
génerale des especes méditerranéennes, macaronésien, asiatique et africaine (Namur et
Verlaque, 1976 ; Galbany-Casals et al., 2008, 2009 ; Azizi et al., 2014). Cependant la
découverte de nombre de base x=7 dans les especes étudiées de genre Helichrysum
algériennes apportent un soutien supplémentaire a la polyploidie en tant que principale

tendance évolutive du nombre de chromosomes chez Helichrysum.
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Conclusion

Le travail que nous avons entrepris porte sur 1’étude phytochimique,
caryologique et les activités biologiques du genre Helichrysum Auct. Plur. de I’Est
Algérien.

Les huiles essentielles extraites de quatre espéces du genre Helichrysum par
I'nydrodistillation, ont données un rendement faible de 0,025%. Cette variabilité en
rendement peut-étre due principalement a plusieurs facteurs, dont l'origine
géographiques, ’espéce, l'altitude et la période de récolte ainsi au temps de séchage et
aux techniques d'extraction des huiles essentielles.

L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles des especes du
genre Helichrysum a été réalisée par GC/SM. Trente-sept composés terpéniques sont
identifiés dans 1’huile essentielle d’H. stoechas ssp. rupetsre. Les principaux
composants de cette huile essentielle sont I’a-fenchéne, le ledol, I’a-pinéne, I’a-
copaene, le limonene, le torulosol, le 13-epi-manool oxide, 1’a-epi-cadinol, I’allo-
aromadendrene et le y-cadinéne.

Dans I'huile essentielle d’H. stoechas ssp. scandens, quarante-six composants
ont été caractérisés. L’a-pinéne, 1’a-copaéne, 1’hexadecanoic acid, le caryophyllene
(E), le pentadecanone, le y-cadinene, le 5-cadinéne, le triacontane, le dodecanoic acid,
sont identifiés comme les principaux constituants dans cette huile.

Quarante-quatre composées terpéniques sont identifiées dans 1’huile essentielle
d’H. lacteum. Les composées majoritaires qui représentent les taux les plus elevees de
cette huile sont, ’hexadecanoic acid, le caryophylleéne (E), le farnésyl acétone (5Z,
9E), l’a-pinene, le caryophylléne oxide, 1’a-humulene, le n-nonanal, I’humuléne
epoxide 11, le caryolan-8-ol, I’a-cadinol-épi, le y-dodecalactone.

L’analyse de I’huile essentielle d’H. italicum fait apparaitre quarante-trois
composés Les principaux composés majoritaires présents dans 1’huile sont, 1’isopropyl
tetradecanoate, 1’a-pinéne, 1’hexadécanoic acid, le caryophyllene (E), le lédol, le
palustrol, I’a-humuléne, 1’a-copaene, le 9-epi-(E)-caryophylléne, le cis-calaménene, 1’a-
épi-cadinol.

En matiére d’activit¢ antimicrobienne, les huiles essentielles du genre
Helichrysum ont montré un effet modeste vis-a-vis toutes les souches bactériennes
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testées, alors qu’elles ne présentent aucune activité antifongique significative contre
Candida albicans, ceci est di principalement a la nature de la composition chimique
de ces huiles essentielles.

L’évaluation de I’activité cytotoxique des huiles essentielles des especes du
genre Helichrysum a été établie sur les lignées des cellules cancéreuses mammaire
MCEF-7. Les résultats obtenus ont montrées que les huiles essentielles des especes ne
présentent aucuns effets cytotoxiques sur les cellules cancéreuses MCF-7 a la
concertation testée.

Le dénombrement chromosomique porté sur les espéeces du genre Helichrysum
Algérien nous a permet de déterminer un nombre chromosomique tétraploide a 2n =
4x = 28 avec un nombre chromosomique de base x = 7.

Nous espérons que notre travail contribue a faire progresser les connaissances
sur la flore Algérienne, car chaque espece peut étre considérée comme un reservoir
important de géne et une source pour la recherche des produits a intérét
pharmacologiques. Comme perspective dans la continuité de ce travail, il serait
intéressant de faire des investigations chimique sur les différent extrais de ces espece
du genre Helichrysum, ainsi établir des études sur d’autres activités biologiques et
d’évaluer I’activité cytotoxique de ces extraits sur d’autres liguées cellulaires avec

différentes concentrations.
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Tableau annexe : composition chimiques des huiles essentielle des espéces du genre Helichrysum

Annexe
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1 1-cyclopropane-azul éne-4-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 2,3,4,7,8,8a-hexahydro-1H-3a,7-methanoazul éne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 2,4,6,9-tetramethyl Dec-8-en-3,5-dione 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 2,6-bisaboladien-12-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 | 2-hexadecanol 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00 0,00 0,00
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16 allo-aromadedréne epoxide 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 | amorpha-4,9-dien-14-al 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00 0,00 0,00
18 | a-amorphéne 0,00 | 0,00 0,00 3,65 1,84 000 | 1,30 1,00 000 | 000 | 0,00 5,10 2,50
19 | d-amorphéne 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
20 | anisole 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
21 | aromadendréne 183 | 0,00 0,00 1,42 0,00 0,00 | 0,00 2,20 030 | 1,50 | 0,00 2,00 0,20
22 | benzyl benzoate 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
23 0-cis-bergamoténe 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Annexe

24 | o-trans-bergamoténe 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 040 0,00 0,00
25 | o-trans-bergamotol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
26 | a-betulenol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
27 | bicyclogermacréne 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 5 0,00
28 | Bicyclosesquiphellandréne 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 5,60 0,00
29 | epi-icyclosesquiphellandréne 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
30 | PB-bisaboléne 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 150 0,00 0,00
31 | B-bisabolenol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
32 | a-epi-bisabolol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
33 | a-bisabolol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 030 0,00 0,00
34 | bisabolone (6S,7R) 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
35 | borneol 000 | 050 0,00 022 | 18 | 030 | 1,20 0,00 330 | 1,80 | 050 0,00 0,10
36 | B-bourbonéne 000 | 0,00 0,00 018 | 711 | 000 | 0,00 0,00 000 | 060 | 0,00 0,00 0,00
37 | butenoic acid, 3-methyl-2- 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
38 | cadina14-diéne 244 | 0,00 0,86 000 | 000 | 000 | 0,00 0,10 000 | 000 | 0,00 0,00 0,60
39 | o-cadinéne 257 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 060 | 0,00 0,00 0,50
40 | y-cadinéne 000 | 0,00 0,00 19 | 134 | 000 | 0,0 2,00 000 | 000 | 040 0,00 0,50
41 | o-cadinéne 089 | 0,00 0,86 495 | 000 | 020 | 030 2,20 0,70 | 000 | 060 3,60 0,00
42 | a-epi-cadinol 154 | 0,00 2,50 000 | 000 | 000 | 0,0 0,60 020 | 000 | 0,00 0,00 0,70
43 | o-cadinol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
44 | a-cadinol 000 | 0,00 0,00 072 | 000 | 000 | 0,0 1,00 020 | 010 | 0,00 0,00 1,20
45 | ciscaamenéne 000 | 0,00 0,00 025 | 000 | 000 | 0,0 0,80 030 | 060 | 000 1,80 0,00
46 | camphéne 000 | 0,00 0,00 000 | 059 | 030 | 0,00 0,00 040 | 040 | 030 0,00 0,40
47 | camphor 000 | 0,00 0,00 004 | 535 | 000 | 0,00 0,00 0,0 | 000 | 0,00 0,00 0,00
48 | o-3-caréne 000 | 0,00 0,00 684 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,20
49 | carvacrol 298 | 331 | 4250 | 000 | 000 | 000 | 020 0,00 0,0 | 000 | 0,00 0,00 0,50
50 | caryolan-8-ol 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00
51 | caryophylla-4(12),8(13)-dien-50-0l 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 050 | 0,40 1,50 040 | 000 | 0,00 0,00 0,00
52 | caryophylléne (E) 419 | 3852 | 344 | 2702 | 000 | 1330 | 570 | 2760 | 1400 | 1080 | 1420 | 0,00 0,60
53 | caryophylléne (Z) 000 | 033 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 4,20
54 | 14-hydroxy-9-epi-(E)-caryophylléne 000 | 1,9 0,00 000 | 000 | 520 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
55 | 9-epi-(E)-caryophylléne 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
56 | caryophylléne acohol 000 | 0,00 0,00 120 | 000 | 010 | 0,00 1,40 1,9 | 040 | 0,00 0,00 0,00
57 | a-caryophylléne alcohol 000 | 098 0,00 120 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 0,00 0,00
58 | caryophylléne oxide 436 | 1035 | 0,00 765 | 1245 | 1,30 | 2,10 6,90 250 | 160 | 020 0,00 0,80
59 | caryophyllénol II 000 | 208 0,00 000 | 000 | 020 | 0,00 1,00 030 | 000 | 000 0,00 0,00




Annexe

60 | 8-cedrén-13-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
61 | B-cedrena 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
62 | o-cedréne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00
63 | 1,8-Cineole 0,00 0,00 1,58 0,00 1,14 20,60 | 34,00 0,00 22,40 | 20,40 0,70 47,40 0,00
64 | citronellyl acetate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60
65 | copaborneol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,40 2,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
66 | 0-copaéne 0,00 0,00 0,00 1,83 0,28 0,10 2,50 4,00 1,30 1,20 0,60 0,40 1,70
67 | B-costol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
68 | p-cresol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
69 | 1-epi-cubenol 0,00 0,49 3,25 0,00 0,00 0,00 0,00 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
70 | ar-curcuméne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00
71 | y-curcuméne 0,00 0,00 0,54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 19,40 5,60 0,00
72 | a-curcuméne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,90 0,00 0,00
73 | B-curcuméne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
74 | p-cyméne 0,00 2,82 1,72 7,55 0,00 5,50 6,50 0,00 9,80 2,40 0,40 4,30 0,00
75 | n-decana 1,01 0,38 1,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40
76 | decanoic acid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70
77 | oa-dihydroagarofuran 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
78 | diosphenal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
80 | y-dodecalactone 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
81 | dodecane 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
82 | dodecanoic acid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
83 | B-eleméne 0,00 0,00 0,00 0,00 2,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
84 | epimanoyl oxide 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
85 | eremophilene 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
86 | eudesm-5-en-11-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
87 | eudesm-7(11)-en-4-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
88 | a-eudesmol 0,00 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
89 | B-eudesmol 0,00 0,00 6,23 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30
90 | 7-epi-a-eudesmol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
91 | y-eudesmol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
92 | exo methyleneisomer of 0,00 5,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
93 | (2E,6Z)-farnesal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
94 | (E)-B-farnesene 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,20 0,00 0,60
95 | o-farnesene 0,00 0,00 0,00 1,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
96 | farnesyl acetate-(2E,6E) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50




Annexe

97 | farnesyl acetone-(5Z,9E) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
98 | d-fenchane 0,00 0,00 0,00 0,00 2,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
99 | a-fenchene 0,78 0,00 0,00 6,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,10 32,30 0,00 0,00
100 | fenchyl alcohol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,30 0,00 1,50 0,70 0,00 0,00 0,00
101 | B-fenchyl alcohol 0,00 0,00 0,00 0,88 131 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
102 | geranyl acetate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
103 | geranyl butanoate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
104 | geranyl propanoate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
105 | geranyl tiglate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
106 | germacréne D 0,00 0,30 0,00 0,00 2,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
107 | globulol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 0,20 0,60 0,00 0,00 1,40
108 | cis-B-guaiéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
109 | o-guaiéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00
110 | 6-guaiéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 0,00 0,00 0,00 1,10 0,00 0,00 0,00
111 | guaiol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
112 | o-gurjunéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 1,00 0,10 0,10 0,00 0,00 0,00
113 | y-gurjunéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
114 | hentriacontane 5,54 1,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40
115 | heptacosane 4,57 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50
116 | hexadecane 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
117 | hexadecanoic acid 17,50 2,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 16,20
118 | hexadecéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
119 | 3,4-hexanedione 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
120 | 3-Hexen-1-ol-(Z) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00
121 | hexyl-2-methylbutanoate 0,00 0,00 0,00 0,00 1,97 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
123 | B-himachaléne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00
124 | o-humuléne 0,00 2,85 0,00 151 1,28 0,60 0,20 9,40 2,00 1,30 1,40 0,00 2,90
125 | humuléne epoxidell 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,70 0,70 0,20 0,00 0,00 0,00
126 | (E)-B-ionone 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
127 | isoeugenol acetate (E) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
128 | iso-italicéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,20 0,00 0,00
129 | iso-italicéne epoxide 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
130 | isopropyl tetradecanote 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
131 | ispbornyl acetate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
132 | italicéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,0 0,00 0,00
134 | kauréne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,00 0,00 1,30 0,00 0,00 0,00 0,00




Annexe

135 | lavandulyl acetate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,10 0,00 0,00
136 | ledéne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
137 | ledol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,60 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00
138 | limonéne 0,00 0,00 1,72 0,00 0,00 6,10 2,20 0,00 3,10 7,20 2,80 0,50 1,50
139 | linalool 1,19 0,00 0,00 1,62 391 0,00 0,00 0,20 0,00 0,10 1,00 0,00 0,50
140 | linoleic acid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,80
141 | manool 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
142 | 13-epi-manool oxide 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
143 | menthol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
144 | menthone 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
145 | a-muuroléne 0,00 0,00 0,00 151 1,28 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00 0,00 0,00 0,30
146 | y-muuroléne 0,00 0,00 0,00 0,00 2,99 0,00 0,00 1,80 2,20 0,00 0,10 0,00 1,30
147 | a-epi-muurolol 0,00 0,00 1,22 1,20 7,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,90
148 | myrcéne 0,00 0,00 0,00 0,37 0,00 1,00 0,70 0,00 0,50 1,20 0,40 0,00 0,00
149 | myristic acid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
150 | myrtenal 0,00 0,00 0,00 0,00 5,28 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
151 | neointermedeol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
152 | nerol 0,00 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
153 | (E)-nerolidol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
154 | (Z)-nerolidol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,80 0,00 0,10 0,00 0,10 0,00 0,10
155 | (2)-nerolidol acetate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
156 | neryl acetate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
157 | neryl isovalerate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
158 | neryl propanoate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
159 | neryl propionate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
160 | nonacosane 11,07 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80
161 | n-nonand 1,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,50
162 | (E)-B-ociméne 0,00 0,00 0,00 0,22 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 3,60 0,20 2,40 0,40
163 | (2)-B-ciméne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,90 0,00 0,00 0,10 9,50 0,00 0,00 0,00
164 | n-octana 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10
165 | 3-octanone 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
166 | palmitic acid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
167 | palustrol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168 | n-pentacosane 1,25 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70
169 | 2-pentadecanone 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
170 | pentan-3-one 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00




Annexe

171 | B-phellandréne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00
172 | phenyl acetaldehyde 0,90 0,00 1,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40
173 | o-pinéne 0,00 0,66 0,92 0,75 1,69 16,60 2,80 0,00 6,80 12,40 1,70 0,00 2,50
174 | B-pinéne 0,00 1,05 0,00 0,00 8,72 6,20 1,10 0,00 0,40 3,70 1,20 1,10 0,80
175 | o-pinéne epoxide 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
176 | pinocampheol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
177 | trans-pinocarveol 0,00 0,00 0,00 0,00 3,18 0,20 0,00 0,00 0,40 0,60 0,00 0,00 0,00
178 | pinocarvone 0,00 0,00 0,00 0,00 151 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
179 | rosifoliol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00
180 | selin-11-en-40-ol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
181 | o-selinéne 0,91 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
182 | B-selinéne 1,29 0,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 3,30 0,00
183 | spathulenol 0,00 0,00 0,00 0,00 7,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
184 | terpinén-4-ol 0,00 0,00 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 2,70 0,20
185 | o-terpinéne 0,00 0,00 0,00 2,82 0,00 3,50 0,00 0,00 0,10 1,20 0,00 1,30 0,00
186 | y-terpinéne 0,00 191 1,64 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
187 | o-terpinéol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,80 0,00 5,10 2,60 0,50 1,80 1,30
188 | y-terpinéol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10 0,00 0,00 1,00 0,90 0,00 0,00 0,00
189 | o-terpinoléne 0,00 0,00 0,85 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,30 0,00
190 | n-tetradecane 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
191 | tetradecanoic acid 4,84 154 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,60
192 | thymol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
193 | torreyol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
194 | torulosol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
195 | triacontane 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
196 | valencéne 0,00 0,00 0,00 1,89 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
197 | o-vanillin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
198 | viridiflorol 0,00 0,00 0,00 0,70 0,00 0,00 18,20 0,70 0,90 0,80 0,00 0,00 0,00
199 | o-ylangene 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
200 | zonaréne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
201 | (Z)-o-santalol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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1 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
2 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 310 | 000 | 300 | 000
3 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 220 | 260 | 000 | 450 | 1,80 | 000 | 570 | 260 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
4 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 230 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
5 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
6 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 340 | 000 | 480 | 000
7 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 11,10 | 000 | 830 | 000
8 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 340 | 190 | 000 | 000 | 240 | 100 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
9 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
10 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 370 | 560 | 11,00 | 460 | 620 | 000 | 1470 | 880 | 000 | 440 | 000 | 020 | 000 | 000
11 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,30 | 200 | 240 | 150 | 060 | 000 | 1,00 | 140 | 000 | 410 | 000 | 000 | 000 | 000
12 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,70 | 260 | 690 | 040 | 260 | 000 | 060 | 030 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
13 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
14 | 040 | 000 | 000 | 0,70 | 1,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
15 | 000 | 753 | 120 | 000 | 000 | 260 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
16 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 230 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
17 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 280 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
18 | 000 | 131 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 320 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
19 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 150 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
20 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
21 | 070 | 240 | 520 | 000 | 000 | 08 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 440 | 000
22 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
23 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 050 | 000 | 000 | 0,70 | 030 | 000 | 060 | 000 | 000 | 000 | 219




Annexe

24 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 030 | 000 | 000 | 060 | 030 | 070 | 330 | 260 | 020 | 000 | 0,00
25 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 470 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
26 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,80 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000
27 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
28 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
29 2,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
30 0,00 000 | 000 | 050 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
31 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 120
32 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 080 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000
33 0,50 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 090 | 000 | 000 | 130 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
34 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 230 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000
35 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,80 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000
36 0,00 000 | 000 | 1,40 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
37 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
38 0,30 107 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
39 0,40 000 | 000 | 000 | 000 | 0,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
40 3,50 205 | 370 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 136
41 0,00 190 | 640 | 000 | 29 | 300 | 000 | 000 | 000 | 000 | 060 | 000 | 020 | 010 | 09 | 000 | 060 | 000 | 050 | 085
42 2,50 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
43 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
44 0,80 000 | 000 | 1,60 | 000 | 300 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
45 0,00 089 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
46 0,50 000 | 000 | 290 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000
47 0,00 000 | 000 | 1,50 | 10,10 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
48 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
49 0,90 000 | 000 | 1600 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 1,90 | 000 | 98 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
50 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000
51 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000
52 0,00 710 | 1350 | 1,40 | 000 | 550 | 000 | 000 | 000 | 000 | 270 | 000 | 000 | 000 | 170 | 000 | 200 | 570 | 420 | 691
53 3,60 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
54 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
55 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
56 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000
57 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
58 2,70 260 | 000 | 1,60 | 000 | 420 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000
59 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000




Annexe

60 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 420 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
61 0,00 614 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
62 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 240 | 000 | 68 | 000 | 960 | 096
63 0,00 000 | 200 | 430 | 3060 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 150 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
64 1,90 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
65 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
66 1,40 019 | 800 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 010 | 000 | 000 | 1,20 | 070 | 020 | 361
67 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 750 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
68 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
69 0,60 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
70 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 230 | 1,80 | 640 | 000 | 640 | 000 | 1,9 | 150 | 830 | 1,50 | 230 | 010 | 230 | 401
71 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1290 | 370 | 500 | 1070 | 000 | 000 | 11,10 | 860 | 1880 | 660 | 000 | 140 | 000 | 12,40
72 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 350 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
73 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
74 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 050 | 000 | 1,70 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
75 0,10 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
76 0,90 000 | 000 | 000 | 000 | 350 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,00 | 000 | 000 | 0,00
77 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
78 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
80 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
81 0,00 000 | 910 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
82 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
83 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
84 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 520 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
85 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 430 | 000 | 000 | 0,00
86 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 08 | 350 | 000 | 230 | 000 | 000 | 1,80 | 1,70 | 000 | 340 | 000 | 200 | 000 | 000
87 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
88 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 020 | 1,00 | 000 | 090 | 000 | 09 | 030 | 040 | 000 | 230 | 220 | 030 | 000 | 000
89 0,20 246 | 000 | 000 | 000 | 000 | 040 | 080 | 000 | 130 | 000 | 140 | 000 | 000 | 000 | 250 | 350 | 000 | 050 | 107
90 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
91 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
92 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
93 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
94 1,10 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
95 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
9% 0,90 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00




Annexe

97 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
98 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
99 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
100 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
101 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
102 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 010 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 470 | 000
103 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
104 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 280 | 000 | 000 | 0,00
105 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
106 0,00 000 | 1,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
107 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
108 0,00 053 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
109 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
110 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
111 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 050 | 1,00 | 000 | 1,10 | 000 | 230 | 060 | 030 | 000 | 000 | 200 | 030 | 060 | 000
112 0,00 051 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
113 0,00 11,06 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 240 | 000 | 100 | 000
114 0,70 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
115 1,20 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
116 0,00 000 | 420 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
117 | 1470 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
118 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 980 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
119 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 11,30 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
120 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
121 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
123 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
124 2,10 000 | 360 | 080 | 000 | 59 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 160 | 000
125 0,00 255 | 000 | 000 | 000 | 310 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
126 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
127 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
128 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,70 | 030 | 040 | 080 | 050 | 000 | 020 | 020 | 320 | 040 | 000 | 000 | ooo | 000
129 0,00 000 [ 000 | 000 | 000 [ 000 | 000 | 000 [ 000 | 000 | 000 | 1680 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 509 | 0go | 000
130 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
131 0,00 000 | 000 | 290 | 1390 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
132 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 240 | 120 | 09 | 300 | 000 | 000 | 070 | 060 | 000 | 1,30 | 000 | 000 | ogo0 | 462
134 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00




Annexe

135 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
136 0,00 393 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
137 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0O | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
138 0,90 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 690 | 290 | 000 | 460 | 000 | 000 | 1,90 | 760 | 000 | 450 | 400 | 450 | 380 | 064
139 0,30 000 | 000 | 060 | 000 | 080 | 240 | 210 | 390 | 270 | 050 | 000 | 39 | 110 | 000 | 210 | 000 | 140 | 140 | 042
140 | 14,90 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
141 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 422
142 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
143 0,00 000 | 89 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
144 0,00 000 | 10,80 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
145 0,50 043 | 000 | 000 | 000 | 1,10 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 115
146 0,60 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
147 0,00 070 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
148 0,40 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
149 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 280 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
150 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
151 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 230 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
152 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 320 | 420 | 390 | 400 | 1880 | 000 | 1,40 | 220 | 070 | 270 | 110 | 000 | 020 | 021
153 0,00 302 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
154 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
155 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 230 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
156 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 3630 | 3490 | 32,00 | 31,00 | 850 | 0,00 | 1870 | 33,30 | 2920 | 3580 | 1040 | 150 | 11,50 | 3,10
157 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 250 | 040 | 160 | 050 | 000 | 000 | 070 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
158 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
159 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 48 | 49 | 360 | 510 | 680 | 000 | 470 | 38 | 1010 | 340 | 070 | 040 | 000 | 000
160 1,90 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
161 0,90 000 | 000 | 040 | 360 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
162 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
163 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
164 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
165 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 28 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
166 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 530 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
167 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
168 2,30 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
169 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
170 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00




Annexe

171 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
172 1,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0O | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
173 1,90 000 | 580 | 1,20 | 59 | 000 | 270 | 1,70 | 000 | 1,80 | 000 | 000 | 200 | 420 | 040 | 080 | 1280 | 5350 | 1020 | 2,80
174 0,20 017 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
175 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
176 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
177 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
178 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
179 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
180 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,40 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
181 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 210 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 060 | 060 | 390 | 000 | 000 | 520 | 040 | 591
182 0,60 455 | 000 | 050 | 000 | 390 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 050 | 080 | 1,60 | 000 | 200 | 790 | 1,60 | 994
183 0,00 990 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
184 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 040 | 040 | 1,50 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
185 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
186 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 00O | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000
187 0,40 000 | 000 | 000 | 000 [ 070 | 070 | 1,70 | 1,00 | 050 | 230 | 000 | 1,30 | 210 | 1,10 | 090 | 200 | 080 | 140 | 049
188 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
189 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
190 0,00 000 | 79 | 000 | 000 | 010 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
191 1,70 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
192 0,00 000 | 000 | 1,50 | 360 | 300 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 28 | 000 | 540 | 000 | 110 | 0,00
193 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
194 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
195 0,20 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
196 0,00 000 | 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
197 0,00 0,00 | 000 | 51,00 | 200 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00
198 0,00 352 | 000 | 000 | 000 | 1,50 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 09 | 000 | 150 | 000 | 000 | 3,01
199 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1,30 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
200 0,00 539 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00
201 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00




Annexe
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1 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 020 | 000 | 302 | 000 | 000 | 0,00 4,70 019 | 331 | 000
2 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
3 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
4 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
5 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 1,02 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
6 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
7 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
8 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
9 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
10 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
11 000 | 000 | 000 | 0,00 0,80 1,10 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
12 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
13 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
14 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
15 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 1,20 059 | 000 | 0,00
16 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
17 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
19 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 0,00
20 0,00 2,99 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
21 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 0,00 0,00 150 | 020 | 1,80 | 000 | 000 | 0,00 0,00 0,00 | 000 | 000




Annexe

22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00 0,00 | 0,00 0,00
23 144 | 0,00 0,00 0,00 1,60 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
24 3,24 1,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,63 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 057 0,00
31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 000 | 2190 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 1,60
32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
36 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
37 0,00 224 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
40 0,00 0,00 0,00 1,90 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,20 | 0,00 4.40 0,00 0,60 1,00 2.90 051 | 0,27 0,83
41 1,52 0,14 0,00 3,90 0,00 0,00 0,30 1,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,94 0,00 0,71
42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 2,67
43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,60 0,00 | 0,00 0,00
44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,45 0,00 0,00 | 0,00 3,60 0,00 0,00 0,00 0,00 050 | 3,65 0,98
45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,18 6,85 0,10 | 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,45
47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
48 0,00 1,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,25 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
49 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 1,50 0,00 0,00 0,00 0,80 0,20 6,00 280 | 27,90 | 33,60 15,60 6,30 | 0,62 0,00
50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 2,82
51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
52 474 | 048 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,22 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 6,50 1,60 0,00 079 | 081 | 10,58
53 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,75
54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,57 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00




Annexe

58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 | 0,00 6,01
59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
61 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
62 0,00 | 1361 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 1,30 0,00 1,30 1,80 0,90 6,83 6,59 0,00
64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
66 3,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 1,97 1,25
67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
68 0,00 2,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 1,58 0,00
70 1,90 0,00 1,00 0,10 3,90 2,60 2,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
71 | 2245 | 000 | 1,20 | 370 | 250 820 | 2740 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00 0,00 000 | 000 | 000
72 0,00 | 11,41 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
73 0,00 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
74 0,00 1,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,20 046 | 0,62 0,00
75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00 | 0,00 1,01
76 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3.80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 236 | 0,00 0,00
80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 2,49
81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 1,22
83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,30 0,90 0,00 0,00 | 0,00 0,00
84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
85 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
87 0,00 0,00 2,80 1,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
88 0,00 2,88 0,00 0,00 1,30 2,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
89 0,00 0,00 0,70 0,20 1,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
93 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,50 0,00 0,00 1,70 0,00 0,00 018 | 1501 | 0,00




Annexe

95 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
9% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 1,30
97 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 8,25
98 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
99 0,00 1,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 059 | 0,00 0,00
100 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
101 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
102 | 0,00 | 10,05 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
103 | 0,00 0,00 0,00 0,00 2,30 1,30 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
104 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
105 | 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
106 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
107 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 0,00 0,26 | 0,00 0,00
108 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,30 0,00 0,00 | 0,00 0,00
109 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 2,90 0,00 0,00 0,00 0,00 1,83 | 0,00 0,00
110 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
111 | 0,00 2,36 1,90 0,20 1,10 3,10 0,16 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 2,60 1,40 068 | 1,11 0,00
112 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,83 | 0,00 0,00
113 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
114 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
115 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
116 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
117 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,96 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 2,10 0,00 0,00 000 | 0,00 | 12,62
118 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
119 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
120 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,90 200 | 1340 | 21,10 3,40 1,33 | 157 0,00
121 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
123 | 0,00 1,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
124 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,28 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 1,30 0,00 0,00 0,39 | 0,00 5,88
125 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,05 | 1,03 2,99
126 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 7.80 0,00 0,00 | 0,00 0,00
127 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
128 0,00 0,00 0,00 1,20 0,00 0,30 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
129 1 900 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
130 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 12,10 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
131 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00




Annexe

132 | 542 0,00 1,10 1,00 1,20 1,30 1,18 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
134 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00 021 | 955 0,00
135 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
136 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
137 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,11 3,12 2150 | 18,70 | 2,00 | 14,00 | 9,00 0,00 0,00 1,38 | 6,01 0,00
138 | 2,52 6,07 3,50 0,80 0,00 0,00 0,50 0,20 0,00 0,20 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 | 0,00 1,06
139 0,51 298 1,70 2.20 3,30 2,20 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 398 0,68
140 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
141 | 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
142 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,00 | 065 0,00
143 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
144 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
145 | 139 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 020 | 0,74 0,00
146 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 1,24 0,00
147 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
148 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 | 0,00 0,00
149 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
150 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
151 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
152 | 0,78 504 | 0,00 6,80 440 | 13710 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
153 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,40 0,00 0,00 071 | 042 0,64
154 | 0,00 1,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
155 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
156 | 7,85 491 | 7370 | 60,30 | 55,70 | 4150 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
157 | 047 0,00 1,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
158 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
159 | 1,39 0,00 3,70 540 | 1270 | 5,60 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
160 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
161 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80 0,00 | 0,00 5,30
162 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
163 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
164 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 2,14
165 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
166 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
167 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,55 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 447 | 052 0,00
168 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,39 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 1,09




Annexe

169 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 14,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,99
170 | 0,00 1,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
171 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
172 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
173 | 1591 | 378 0,00 0,00 0,00 0,00 | 5350 | 12,02 1,70 0,70 0,60 0,00 0,00 1,40 0,00 0,00 0,32 | 0,00 7,99
174 | 0,00 1,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 4,82 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,85
175 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5000 | 6850 | 77,70 | 2830 | 63,00 | 12,00 | 0,00 1,00 | 3858 | 7,79 0,00
176 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
177 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
178 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
179 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,80 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
180 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,59 0,00 0,20 0,10 0,00 0,00 1,60 4,90 1,00 0,00 | 0,73 0,00
181 | 4,78 0,00 0,00 0,00 0,40 0,30 1,00 1,30 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,20 0,00 | 0,00 0,00
182 6,94 0,00 0,00 0,00 0,50 0,40 0,00 0,65 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,30 4,30 0,00 0,00 | 0,00 0,81
183 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
184 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
185 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 | 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 043 | 057 0,00
186 | 0,00 1,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 | 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 021 | 040 0,00
187 | 0,26 247 0,00 0,00 0,90 1,50 0,39 0,00 0,78 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,73
188 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
189 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
190 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
191 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
192 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 4,26 0,00
193 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,10 0,00 | 0,00 0,00
194 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 251 | 0,00 0,00
195 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,60 0,00 | 0,00 0,00
196 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,28
197 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
198 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,70 0,00 | 0,00 0,56
199 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00
200 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00 0,00 | 0,00 0,00
201 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 | 1,58 0,00




Annexe

Auteurs:

A (Roussis et al., 2000); B (Bougatsos et al., 2004) ; C (Lourens et al., 2004) ; D (van Vuuren et al., 2006) ; E (Cavalli et al.,
2006) ; F (Afoulous et al., 2011) ; G (Formisano et al., 2009) ; H (Elkiran et al., 2013) ; | (Firouznia et al., 2007) ; J (Esmaeili,
2013) ; K (Ghaemi-Dehkordi et al., 2015) ; M (Morone-Fortunato et al., 2010) ; N (Cristofari et al., 2012) ; O (Morone-Fortunato et
al., 2010) ; P (Mancini et al., 2011) ; Q (Paolini et al., 2006) ;R (Nebojsa et al., 2015) ; S (Nebojsaet al., 2015) ; T (Bianchini et al .,
2003) ; U (Masteli¢ et al., 2008) ; V (Bianchini et al ., 2003) ; W (Masteli¢ et al., 2005) ; X (Ivanovic et al., 2011) ; Y (Stupar et al.,
2014) ; X (Melito et al., 2016) ; AB (Perrini et al., 2009) ; AC (Costaet al., 2015) ; AD (Proenca et Cardoso, 1974) ; AE (Ascensao et
al., 2001) ; AF (Tsoukatou et al., 1999) ; Al (Vernin et Poite, 1998) ; AJ (Roussis et al., 2002) ; AK (Chinou €t al., 1997) ; BM
(Bouchaala et al., 2016).
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The aim of this work is to investigate the chemical composition, antibacterial of essential oil
and chromosome numbers from Helichrysum lacteum variety typicum endemic to Algeria.
Samples of H. lacteum were collected in the flowering stage, in eastern Algeria locality. The
air dried materials were subjected to a hydrodistillation which gave a viscous liquid with pale
yellow oil. The chemical composition of the essential oil was analyzed by GC and GC / MS. A
total 46 compounds representing 95.74% of the total oil were identified in H. lacteum. The
chemical composition is dominated by the presence of major products, hexadecanoic acid
(12.62%), caryophyllene (E) (10.58%), farnesyl acetone (5Z, 9E) (8.25%), a-pinene (7.99%), a-
humulene (5.88%), nonanal-n (5.30%), humulene epoxide II (2.99%), caryolan-8-ol (2.82%),
a-cadinol-epi (2.67%), y-dodecalactone (2.49%), octanal-n (2.14%). The Essential oil of H.
lacteum was tested for five microorganisms. The oil showed modest effect against all the
bacteria tested. The population of H. lacteum shows a tertraploide chromosome number, 2n
= 4x = 28, with a basic number x = 7.

Keywords: Helichrysum lacteum, Endemic, Essential oil, Antibacterial activity, Chromosome
number, Algeria.

1. INTRODUCTION

The genus Helichrysum derives its name from the Greek
words helios (Sun) and chrysos (Gold) which is appropriate
considering the attractive yellow flowers displayed by
several species ' commonly known as gold-everlasting or
eternal flowers?. The genus belongs to the Asteraceae family
and tribe Inuleae ® This large genus consists of

Laboratory of Natural Resource Vaorisation, SNV Faculty, approximately 500-600 species®“. It is a cosmopolitan genus
Setif 1 University, 19000 Setif, Algeria.
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with 25 species native to the Mediterranean area °. In
Algeria, the genus is represented by three species with H.
lacteum variety typicum endemic to Algeria®. Helichrysum
lacteum is an aromatic shrub of North Africa (Algeria,
Morocco) with awhite flowers; this speciesis represented in
Algeria by an endemic variety typicum, it is found in forest
clearings of cedars and mountain pastures and it is very rare
6
Species of the genus play an important role in traditional
medicine, they are used to fight headaches; Inflammation,
respiratory ailments, asthma, bronchitis, cough, infections
and insomnia“*2. Also they have been used as an astringent,
diuretic and expectorant and in the treatment of the liver,
skin, nervous systems, and digestive disorders . The
Isolated phytoproducts of Helichrysum species are used in
the food, cosmetic and pharmaceutical industries™.
Plants from the genus Helichrysum are producers of
secondary metabolites . The chemistry of the Helichrysum
genus is complex, with a wide variety of chemical classes,
among which are monoterpenes and sesquiterpenoids,
diterpenoids and flavonoids 2%, triterpenoids and phenolic
compounds® and flavonoides > 2.
Several studies have recently reported the chemical
composition of Helichrysum essential oils of various origins,
H. italicum from Algeria 2%, from Belgrade * and from
Brazil *, H. microphyllum ssp tyrrhenicum and H italicum
from Italia'**%, H. italicum and H. stoechas from Portugal
3 H. splendidum from South Africa ® and H.
oligocephalum from Iran*%'.
Cytological studies of this genus have been restricted to a
few studies of karyotypes and chromosome number, only
10-12% of the species have benefited from karyological
studies *. The available chromosome data indicate that
polyploidy played a significant role in the speciation and the
evolution of the genus ***°. The chromosome number most
commonly found in Helichrysum is 2n = 28, mainly in the
Mediterranean, Macaronesian and Asian species®. But some
records of 2n = 14 for African species and 2n = 56 for some
East Mediterranean and Asiatic species are aso known*.
The basic chromosome number in Helichrysum are x = 4 and
(x = 7) ®. In the literature, the chromosome number 2n = 42
is published two times 42,
To the best of our knowledge, the chemical composition of
essential oil of Helichrysum lacteum has not been studied
yet, as well as its antimicrobial properties and the
chromosome numbers. The aim of this work was to
investigate the chemical composition, antibacterial of
essential oil and chromosome numbers from Helichrysum
lacteum variety typicum growing in Algeria.

2. MATERIALSAND METHODS
PLANT MATERIAL
Samples of Helichrysum lacteum L. were collected in the
flowering stage, in eastern Algerialocality (Figure 1). Aeria
parts were collected in October 2014.

Helichrysum lacteum variety typicum is a perennial, turf
grass plant of 10-40 cm, characterized by globular Capitulos,
nearly 1 cm long, pedunculate and gathered in dense corymb
(Figure 2). The leaves are oblong or spatulate, tomentose-
aranoseuse. The bracts of the involucre are silvery, milky,
and brilliant, erect; Hairy at the base and matching flowers®.
The air dried materials were subjected to hydrodistillation
for 3h using a Clevenger apparatus type. Voucher specimens
were deposited in the herbarium of the Department of
Ecology and Biology, Setif 1 University, Algeria. The ail
obtained was collected and dried over anhydrous sodium

LA .

-Flg 2: Helichrysum lacteum of Megresregion

ESSENTIAL OIL ANALYSIS

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

One Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC
2592) and four Gram negative bacteria (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and Shigella sp) were
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used in present study. The bacteria inoculums was prepared
from overnight broth culture in physiological saline (0.8 %
of NaCl) in order to obtain an optical density ranging from
0.08-01 at 625 nm. Muller-Hinton agar (MH agar) was
poured in Petri dishes, solidified and surface dried before
inoculation. Sterile discs (6 mm) were placed on inoculated
agar, by test bacteria, filled with 10 yl of mother solution
and diluted essential oil (1:1; 1:2; 1.5 and 1:10 v/v of
DMSO). DMSO was used as negative control. The
antibiotic, gentamicin, cefotaxime and colistin sulphate was
used as positive control. Then Petri dishes were incubated at
37°C during 18 to 24h aerobically. After incubation,
inhibition zone diameters were measured and documented.
KARYOLOGY
The crushing process is used in the karyotype analysis. The
meristems of the roots, resulting from the germination of
seeds, are used for chromosomal preparations. A pre-
treatment at room temperature for 1 hour 15 minutes was
applied before fixation of the root-tips, in a solution of
colchicine a 0.05%. After fixation in a mixture of ethanol
and acetic acid (3: 1), the roots are stored in ethanol at 70° to
the cold, until used. The staining procedure involves the
maceration of roots in acetic acid 45% for 15 minutes. The
staining of chromosomes is performed in emerging in the
roots extremities in acetic orcein by heating for one minute;
then cut the meristems and crush them in adrop of orcein.
3.RESULTS
The hydro-distillation of Helichrysum lacteum essential il
gave aviscous liquid with pale yellow oil. The average yield
of essential oil of the sample is 0.03%. The analysis and
identification of the components of the essentia oil of this
species was performed using the (GC/MS) (Figure 3 and 4).
The compound identified in these ocils and their relative
abundances are presented in order of their appearance (Table
1). This analysis led to the identification of 46 components
representing 95.74% of the total oil of H. lacteum.
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Fig 4: GC/Masse profiles of Helichrysum lacteum

Table 1: Chemical composition of Helichrysum lacteum
essential oil

Total 95.74 Total 95.74
Number of compounds Kl 46 Number of compounds Kl 46
Yield (%) 0.03 Yield (%) 0.03
a-pinene 934 7.99 Viridiflorol 16050.56
Camphene 957 0.45 Humulene epoxide 16172.99
B-pinene 984 0.85 Muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol  16430.78
Octanal-n 1005 2.14 o-cadinol-epi 16482.67
Limonene 10301.06 a-cadinol 16610.98
Linalool 1108 0.68 y-dodecalactone 16792.49
Nonanal-n 11145.30 Pentadecanone-2 16970.99
a-terpineol 1207 0.73 Amorpha-4,7(11)-diene-2 a-OH17800.81
Decanal-n 1216 1.01 B-bisabolencl 17861.60
a-copaene 1379 1.25 |sotorquatone demethyl 18220.61
o-isocomene 1392 0.39 Farnesyl acetate (2E, 6E) 18571.30
Caryophyllene (2) 1409 0.75 Nonadecane-n 19080.90
Caryophyllene (E) 1425 10.58 Farnesyl acetone (5Z,9E) 18708.25
Neryl acetone 1449 0.30 Farnesyl acetone (5E,9E) 19490.62
a-humulene 1461 5.88 Cyclohexadecanolide 19281.04

B-selinene 1494 0.81 Hexadecanoic acid 196812.62
Valencene 1502 0.28 Geranyl linalool (E, E) 20280.80
y-cadinene 1518 0.83 Tricosane 23180.49
A-cadinene 1522 0.71 Pentacosane 25201.09
Nerolidol (E) 15750.64 Hexacosane 26061.06
Dodecanoic acid 1563 1.22 Octacosane 29250.67
Caryolan-8-ol 15832.82 Pentacosane 25201.09
Caryophyllene oxide 1588 6.01 Hexacosane 26061.06

According to our results the chemical composition of the
species, H. lacteum is dominated by the presence of major
compounds, hexadecanoic acid (12.62%), caryophyllene (E)
(10.58%), farnesyl acetone (5Z, 9E) (8.25%), a-pinene
(7.99%), a-humulene (5.88%), nonanal-n (5.30%), humulene
epoxide Il (2.99%), caryolan-8-ol (2.82%), o-cadinol-epi
(2.67%), y-dodecalactone (2.49%) and octanal-n (2.14%).
The antibacterial activity of the essential oils was evaluated
using five microorganisms, using disc diffusion method. The
diameters of inhibition zones of essential oils for the
microorganisms tested are grouped in the table 2. The results
show that the pure oil and dilutions of H. lacteum has
moderate activity against all bacteria, producing a (0-13mm)
diameter of inhibition. While its activity is important against
the bacterium S aureus compared to gentamicin. All tested
bacteria are sensitive to the antibiotics except S. aureus that
isresistant of the gentamicin.
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Table 2: Inhibition diameter (mm) of Helichrysum lacteum essential oil

Controls Inhibition diameter*
. ) o Dilution

Microorganisms =

o 5| &

S gl 8

% || E

5 |8 2 h

‘g s & EOr2 |15 (1/10

[SEISENO]
Escherichia coli ATCC 25922 335|155 [10105 /10 9.5
SaphylococcusaureusATCC 25923 118 180 1011 |11 111
Klebsiella pneumoniae 19 13|17 9 [1059
Pseudomonas syringae 185 1522519 8 8
Shigella sp 14 (1530 (1313 (13 (95

(*) Average inhibition diameter (mm) of threetrials

The observation of metaphase plates of H. Lacteum allowed
us to identify a karyotype with a tetraploide chromosome
number (2n = 4x = 28) and a basic number (x = 7) (Figure

(Magnification = HI 100X).

4. DISCUSSION

In general, yields of essentia oils of Algerian Helichrysum
species are low. The yield of essentia oil of the sample is
0.03%. It is similar with a yield of H. italicum subsp
numidicum 0.03% 2’ and H. italicum subsp. Italicum 0.02%
3046 0.5 % for H. italicum subsp. Microphyllum®’, 0.2% for
H. italicum %*¢, 0.44% for H. italicum %. The ail yield was
0.8% for H. oligocephalum *. These variations can be
explained by the different climates, seasons, geographic and
soil conditions, as well as differences in dtitude and harvest
periods of the plant.

The chemical profile of the essential oil of H. lacteum of
Megres is different from other species reported by other
authors in different regions. Our sample contains high
percentages of hexadecanoic acid (12.62%), caryophyllene
(E) (10.58%), farnesyl acetone (5Z, 9E) (8.25%), a-pinene
(7.99%), a-humulene (5.88%), nonanal-n (5.30%) humulene
epoxide Il (2.99%), caryolan-8-ol (2.82%), o-cadinol-epi
(2.67%), y-dodecalactone (2.49%), octanal-n (2.14%). The
oil of H. italicum collected from the region of Bejaia (North
of Algeria) contained mainly o-cedrene, o-curcumene,
geranyl acetate, limonene, nerol, neryl acetate and a-pinene
% The oils of H italicum collected in the regions of Bibans

(Algeria) have major compounds Isopropyl tetradecanoate,
o-pinene, hexadecanoic acid, caryophyllene (E), ledol,
palustrol, a-humulene, caryophyllene <9-epi>, o-copaene,
cis-calamenene #. On the other hand, In the Mediterranean
region, several chemical compositions of essential oil of
Helichrysum species have been observed'4?*3033637 The
differences in chemica composition of essentia oils
between different species from genus Helichrysum are
probably due to several factors, especially geographical
factors, season and vegetation cycle**.
The bacteriological results of oil H. lacteum subsp typicum
from Algeria are similar to those of other Algerian species
reporting in the literature. The methanolic and hexanic
extracts of H stoechas showed moderate antibacterial
activity against Bacillus cereus, Acinetobacter baumannii,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis and Escherichia coli ®'. The ail of H. italicum form
Algeriainhibited the growth of all the tested microorganisms
except three bacteria Escherichia coli 2. Outer study showed
that the ail of H. italicum has a modest effect against all the
bacteria tested and its activity is important against the
bacterium S aureus #. H. oligocephalum oils from Iran
showed significant antibacterial activity *. The extracts from
H. italicum have the ability to inhibit the growth of
Staphylococcus sp 2.
The number of chromosomes most commonly observed in
Helichrysum is 2n = 28 mainly in Mediterranean,
Macaronesian and Asian species, with basic number x = 4
and (x = 7) ®. The number of chromosomes 2n = 4x = 28
with the basical number x = 7, isidentified for the first time,
for the species H. lacteum, subspecies typicum, endemic of
Algeria. Our results agree with previous reports for the
species of the genus, H. italicum subsp. numidicum from
Algeria®’. The same chromosome number is confirmed in H.
italicum subsp silculum from Italy “+%%3%5 The same result
is obtained for H. italicum subsp. Microphyllum from Italy *
and Spain *.This alows us to say that the chromosomal
number of the Helichrysum genus at least for Algerian
speciesis 2n = 28 (African species) with a basic number of x
=7.
5. CONCLUSION
Analysis of the chemical composition of essential oils by
GC/MS dlowed the identification of 46 components in the
essentiadl  oil of Helichrysum lacteum subsp. typicum
collected from Megres region. It is characterized by the main
presence of hexadecanoic acid (12.62%), caryophyllene (E)
(10.58%), farnesyl acetone (5Z, 9E) (8.25%), a-pinene
(7.99%), a-humulene (5.88%), nonanal-n (5.30%), humulene
epoxide 11 (2.99%), caryolan-8-ol (2.82%), a-cadinol-epi
(2.67%), y-dodecalactone (2.49%), octana-n (2.14%). We
aso note that the chemical composition of the Megres
sample differs from species of genus Helichrysum reported
in the literature.
The antibacterial activity of H. lacteum subsp. typicum
essential oils is tested on for bacteria strains. The results
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show that the essential oil of this species has significant
inhibitory action on amost al the bacteria tested. The
chromosome number of H. lacteum subsp. typicum is stable
and similar to bibliographic results. The chromosomal
number of the Megres population is a tetraploid with 2n = 4x
= 28, and a chromosomal basic number x = 7.
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ABSTRACT

The hydro-distillation of the essential oil of Helichrysum italicum variety numidicum Pomel gave a viscous liquid with
pale yellow oil. The average yield of essential oil of the samples is 0.03%. The chemical composition of essential oil was
analyzed by GC and GC/MS. A total 43 compounds representing 92.9% of the oil were identified in H. italicum. The
chemical composition is dominated by the presence of major products, Isopropyl tetradecanoate (12.10%), a-pinene
(12.02%), Hexadecanoic acid (9.96%), Caryophyllene (E) (9.22%), Ledol (9.11%), Palustrol (5.55%), a-Humulene
(4.28%), Caryophyllene <9-epi> (3.75%), a-copaene (3.72%), cis-Calamenene (2.18%). The Essential oil of H. italicum
was tested for six microorganisms. The oil showed modest effect against all the bacteria tested and it has no significant
antifungal activity against the Candida albicans. The population of Helichrysum italicum shows a tertraploide chromosome

number of 2n = 28 with basic number x = 7.

Keywords: Helichrysum italicum, Essential oil, Antibacterial activity, Chromosome, Algeria.

INTRODUCTION

The genus Helichrysum (Miller) belongs to the Asteraceae
family. The genus Helichrysum is distributed in the
Mediterranean region®. The species Helichrysum italicum
(Roth) G. Don is an aromatic shrub, endemic
Mediterranean plant?. This species is represented in
Algeria by an endemic variety (numidicum Pomel)®
(Figure 1). Helichrysum italicum has a high economic
interest due to its essential oil very sought out by the
perfume industry and aromatherapy?#. The Dried flowers
of this species had a great reputation in traditional
medicine as choleretic, diuretic, cholagogue, expectorant®
7. Many works report that the essential oil of H. italicum is
an antihematome powerful®, so its flowers and leaves are
the most used parts in the treatment of health disorders
such as allergies, colds, cough, toothache, liver and
gallbladder disorders, respiratory and ENT, Digestive
disorders, inflammation, infections and sleeplessness®2°.
The genus is an important source of secondary
metabolites?®. The most analyzed extract of H. italicum is
the essential oil*. There are many studies of the chemical
composition essential oils of H. italicum grown in
France?*?*, in Iltaly®?, in Portugal®, in Croatia?®%®, in
Belgrade®, in Brazilia®. The chemical composition of
essential oils of H. italicum in the world is highly variable
(Table 1). The major components, having significant
variability are o-pinene, neryl acetate, y-curcumene,
limonene, curcumene-ar, B-Selinene and a-selinene. It
should be noted that the chemical composition of essential

oil of H. italicum shows a high level of intra-specific
differences in response to plant genetics®, environmental
factors®#-%, geographical origin and the growing cycle?*%,
The biological activities of the many metabolites isolated
from H. italicum, and especially its volatile fraction have
been found to display pharmacological properties, such as
anti-inflammatory®2°37, antiallergic®%, antioxidant3®,
antiviral activity and anti-HIV properties?®, antimicrobial
activity?>#34 and antifungal properties®®®. Cytological
studies of this genus have been restricted to a few studies
of chromosome numbers and karyotypes, only 10-12% of
the species are studied*®. The available chromosome data
indicate that polyploidy played a significant role in the
speciation and the evolution of the genus*®“8, The
chromosome number most commonly found in
Helichrysum is 2n = 28, mainly in the Mediterranean,
Macaronesian and Asian species*. But some records of 2n
= 14 for African species and 2n = 56 for some East
Mediterranean and Asiatic species are also known“®. The
basic chromosome number in Helichrysum are x = 4 and x
= 7%, In the literature, the chromosome number 2n = 42 is
published two times*®4°. The chromosome number of 2n =
28 has been identified in H. italicum Subsp. Microphyllum
from Italy*® and Spain®.The same chromosome number is
confirmed in H. italicum subsp silculum from ltaly*50-52,
The aim of these studies is to identify the chemical
composition of H. italicum (variety numidicum Pomel)
essential oil and to compare the results to bibliographic
data in the world as well as the identification of the
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Figure 1: Helichrysum italicum var. numidicum Pomel
(Photo Bouchaala, 2015).

geographical distribution of chemotypes. Furthermore,
the investigation of the antibacterial activity of the
essential oil and the chromosome count of this species.

MATERIELS AND METHODES

Plant material

Samples of Helichrysum italicum were collected in the
flowering stage, in eastern Algeria locality (Figure 2).
Aerial parts were collected in October 2014. The air dried
materials were subjected to hydrodistillation for 3h using
a Clevenger apparatus type. Voucher specimens were
deposited in the herbarium of the Department of Ecology
and Biology, Ferhat Abbas University, Algeria. The oil
obtained was collected and dried over anhydrous sodium
sulphate and stored at 4°C in sealed brown vials until use.
Essential oil analysis

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

Antibacterial activity

One Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus
ATCC 2592) and four Gram negative bacteria
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC700603 and
Shigella sp) and the yeast Candida albicans, were used in
present study. The bacterial inoculums was prepared from

overnight broth culture in physiological saline (0.8 % of
NaCl) in order to obtain an optical density ranging from
0.08-01 at 625 nm. Muller-Hinton agar (MH agar) was
poured in Petri dishes, solidified and surface dried before
inoculation. Sterile discs (6 mm) were placed on
inoculated agar, by test bacteria, filled with 10ul of mother
solution and diluted essential oil (1:1; 1:2; 1:5 and 1:10 v/v
of DMSO). DMSO was used as negative control. The
antibiotic, Gentamicin, Cefotaxime and Colistin sulphate
was used as positive control. Then Petri dishes were
incubated at 37°C during 18 to 24h aerobically. After
incubation, inhibition zone diameters were measured and
documented.

Karyology

The crushing process is used in the karyotype analysis. The
meristems of the roots, resulting from the germination of
seeds, are used for chromosomal preparations. A pre-
treatment at room temperature for 1 hour 15 minutes was
applied before fixation of the root-tips, in a solution of
colchicine a 0.05%. After fixation in a mixture of ethanol
and acetic acid (3: 1), the roots are stored in ethanol at 70°
to the cold, until used. The staining procedure involves the
maceration of roots in acetic acid 45% for 15 minutes. The
staining of chromosomes is performed in emerging in the
roots extremities in acetic orcein by heating for one
minute; then cut the meristems and crush them in a drop of
orcein.

Statistical analysis

Cluster analysis (UPGMA) was carried out on the original
variables and on the Manhattan distance matrix to seek for
hierarchical associations among the populations. The
cluster analyses were carried out using STATISTICA 10
software.

RESULTS AND DISCUSSION

The hydro-distillation of the essential oil of H. italicum
subsp. numidicum gave a viscous liquid with pale yellow
oil. The yield of essential oil of the sample is 0.03%. It is
similar with a vyield of H. italicum subsp. Italicum
0.02%%:32, This yield is low compared to those of
literature. The oil yield was 0.2% for H. italicum?%®, 0.5 %
for H. italicum subsp. Microphyllum® and they show that
the yield of Helichrysum varies according to geographical
location. The analysis and identification of the components
of the essential oil of this species was performed using the
(GC/MS). The compounds identified in the oil and their
relative abundances are presented in order of their
appearance (table 2). This analysis led to identification of
43 compounds representing 92.99 % of the total oil of H.
italicum. The chemical composition of H. italicum's
essential oil in the world shows a high level of intraspecific
differences, this is a response to environmental factors®+%,
especially soil properties®, geographical origin, the
growing cycle?*?® and genetic®. This variability is so
pronounced, that the UPGMA analysis did not brought out
homogeneous groups, so that we can identify the different
chemotypes composing this species. The classification of
our populations, according to their chemical kinship
relations, is based on the construction of clades. The
UPGMA based on the Unweighted pair-group average
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Figure 2: Population of Helichrysum italicum sampled
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Figure 3: UPGMA cluster of Helichrysum italicum population.

distance and the City-block (Manhattan) (Figure 3), has
divided the populations into two clades. Although this is
the same species of H. italicum, it exhibits enormous
difference in the chemical composition of essential oils.
Our sample is separated from that of France and the
Croatia in the first clade. We noted the individualization of
H. italicum population studied. This population is rich in
isopropy! tetradecanoate (12.10%), a-pinene (12.02%),
hexadecanoic acid (9.96%), caryophyllene (E) (9.22%),

Ledol (9.11%). It opposed to the populations of France?
and the Croatia®®, which are characterized by 2-
methylcyclohexyl pentanoate (11.1-8.3%) and neryl
acetate (10.4- 11.5%). These populations are close of our
population by the presence of a-pinene (12.8-11.2%). The
antibacterial activity of the essential oils was evaluated
using six microorganisms, using disc diffusion method.
The diameters of inhibition zones of essential oils for the
microorganisms tested are grouped in the Table 3. The
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Table 1: Chemical composition of Helichrysum italicum in the word.

Subsp. Italicum Helichrysum italicum (Roth) Guss. Don microphyllum picardii

Country France Italy Brazil France Croatia Italy | Belgrade Italy France | Portugal

Authors A B C D E F G H | J K L M N ) P Q R S T

1,4,6,9- - - - - - - - - 41 - - - 0.2 — - - - - -
Trimethyldec-8-en-

3,5-dione

2,4,6,9- 22 26 - - 45 - 5.7 26 — 44 - - - - - - _ _ _
Tetramethyldec-8-

en-3,5-

2-Methylcyclohexyl - - — - — - - — — - 34 48 - — - — — _ _ _
octanoate

2-Methylcyclohexyl - - — - — - - - - — 111 8.3
pentanoate

Hexanedione <3,4> - — - 11.3 - - - - — — — _ _ _ _ _ _ _ _ _

3,5,7,10- - - 3.4 - — - - — — - — — — — - — — - - —
Tetramethylundec-

9-en-4,6

4,6,9-Trimethyldec- 3.7 56 11 6.2 46 — 147 88 — — — — — — — — — — — —
8-en-3,5-dione

4,6-Dimethyloctan- 1.3 2 2.4 06 - — 1 14 - 09 - - - - — - - 0.8 11 -
3,5-dione

5,7,10- 17 26 69 26 04 - 0.6 03 - — - - - - — - - - - -
Trimethylundec-9-

en-4,6-

Cedren-13-<8-0l> - - - - - 42 -~ - - - 6.8 - - - - - - - -
Curcumene <ar-> 23 18 64 64 35 - 1.9 15 83 15 23 - 4 0.1 1.9 1 01 39 2.6 2.8
Aromadendrene — — — — — - - — — - — - — — —
Carvacrol — — 1.9 98 -— - - — — - — — — — - — — 15 15 —
Bergamotene <o- - - - - 05 - 0.7 03 - 06 - - 22 - 14 - = 16 - 0.2
cis->

Eremophilene - - = - - - - - - - 43 - - - - - 01 - - -
Eudesm-5-en-11-ol 08 35 - - 23 - 1.8 1.7 - 34 - - - 2 - - - - -
Guaiol 05 1 - - 11 23 0.6 03 - - 2 06 - 0.3 - — 02 11 3.1 0.2
Hexadecene - - - - - 98 - - - - - - - - - - - - -
Italicene <iso-> 07 03 04 05 08 16. 0.2 0.2 3.2 04 - — — — - — 1.2 - 0.3 0.3

Italicene 24 12 09 - 3 - 0.7 06 - 13 - - 46 - 54 1.1 - 1.2 13 1.2
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Table 1: Chemical composition of Helichrysum italicum in the word.

Subsp. Italicum Helichrysum italicum (Roth) Guss. Don microphyllum picardii
Country France Italy Brazil France Croatia Italy | Belgrade Italy France | Portugal
Authors A B C D E F G H [ J K L M N o) P Q R S T
Limonene 69 29 - - 46 - 1.9 76 - 45 4 38 06 45 25 35 08 - - 0.5
Linalool 24 21 39 05 27 - 3.9 11 - 21 - 14 04 14 05 17 22 33 22 0.1
Manool - - - - - - - - - - - - 42 - - - - - - -
Neryl acetate 36. 3% 32 85 31 - 187 33. 292 3. 104 115 31 15 79 73. 603 557 415 -

3 3 8 7
Neryl isovalerate - - 25 16 04 05 - - 0.7 - - - - - 0.5 19 - - -
Nerol 32 42 39 18. 4 - 1.4 22 0.7 27 11 02 02 - 0.8 - 68 44 131 -

8

Neryl propanoate 48 49 36 68 51 - 4.7 3.8 101 34 07 - - 0.4 14 3.7 54 127 56 -
Caryophyllene - - = - - - - - 2.8 - 54 11 69 79 4.7 - - 3.8 -
<trans>
Bergamotene = <oa- - — - — 03 47 06 0.3 0.7 33 - - - 0.2 3.2 - - - - 0.6
trans>
Amorphene <o-> - - - 32 - - - - - - - - - - - - - - - —
Cedrene <o-> — — — — — — — — 2.4 — — 1 1 — — — — — — —
Copaene <a-> - - - - - - - 01 - - 12 02 36 0.7 3.5 - - - - -
Eudesmol <o-> 02 1 - - 09 09 03 04 - 23 22 - - 03 - - - 13 29 -
Pinene <o-> 27 17 - - 18 - 2.0 42 04 08 128 102 28 535 159 - - - - 53.5
Selinene <a-> - - - - - - 0.6 06 39 - - 04 59 52 48 - - 04 03 1.0
Terpineol <a-> 07 17 10 23 05 - 13 21 11 09 2 14 049 08 0.26 - - 09 15 0.4
Caryophyllene <g-> - - - 27 - - - - 1.7 - - 42 - 57 - - = - - -
Costol <B-> - - - - - 75 - - - - - - - - - - - - - -
Eudesmol <f-> 04 08 - - 13 14 - - - 25 35 05 11 - - 07 02 19 - -
Selinene <B-> - - = - - - 0.5 08 16 - 2 16 99 - 6.9 - = 05 04 -
Curcumene <y-> 37 - 5 - 10.7 - 111 86 188 66 11 - 124 14 225 3.7 129 25 82 27.4
Gurjunene <y-> - - - - - - - - - - 24 10 - - - - - - - -
Cadinene <§-> 06 - - 0.2 0.1 0.9 - 06 05 09 - 15 00 39 - - 0.3

A, B_Zl- C, D_23- E_24- Fj26 G,_H-ZS'_|-32' J-

22: K-2; L-2%; M-%0; N-22; 0-%L; P, Q-%"; R, S-%; T-?8, Table data are used in the UPGMA analysis.
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Table 2: Chemical composition of Helichrysum Italicum essential oil.

Total Kl 92.99 Total Kl 92.99
Number of compounds 43 Number of compounds 43
Yield (%) 0.03 Yield (%) 0.03
a-pinene 932 12.02 Palustrol 1567 5.55
B-pinene 974 0.67 Thujopsan-2-a-ol 1586 0.08
Limonene 1024 0.20 Caryophyllene oxide 1582 1.14
B-phellandrene 1025 0.80 Gleenol 1586 0.36
n-nonanal 1100 0.32 Ledol 1602 9.11
n-decanal 1201 0.63 Humulene epoxide 11 1608 0.18
a-Copaene 1374 3.72 Cubenol-1,10-di-epi 1618 0.27
B-elemene 1389 0.28 Cubenol-1-epi 1627 0.99
a-gurjunene 1409 0.75 a-cadinol-epi 1638 1.83
Caryophyllene (E) 1417 9.22 a-muurolol 1644 0.35
Neryl acetone 1434 0.16 a-cadinol 1652 1.45
a-humulene 1452 4.28 Selin-11-en-4-a-ol 1658 1.59
Caryophyllene-9-epi (E) 1464 3.57 Citronellyl tiglate 1666 0.20
y-muurolene 1478 0.62 Isopropyl tetradecanoate 1828 12.10
-ionone (E) 1483 0.26 Hexadecanoic acid 1959 9.96
B-selinene 1489 0.65 Tricosane 2300 0.19
a-selinene 1498 1.30 Tetracosane 2400 0.15
Tridecanal 1509 0.43 Pentacosane 2500 1.39
y-cadinene 1513 0.58 Hexacosane 2600 0.13
A-cadinene 1522 1.01 Heptacosane 2700 0.82
Calamenene-cis 1528 2.18 Nonacosane 2900 0.69
Cadina-1,4-diene-trans 1533 0.84

The chemical composition of the essential oil of H. italicum is dominated by the presence of major compounds,
Isopropyl tetradecanoate (12.10%), a-pinene (12.02%), hexadecanoic acid (9.96%), caryophyllene (E) (9.22%), Ledol
(9.11%), palustrol (5.55%), a-humulene (4.28%), caryophyllene <9-epi> (3.75%), a-copaene (3.72%) and calamenene-

cis (2.18%).

Table 3: Inhibition diameter, (mm) of Helichrysum italicum's essential oil.

Microorganisms Controls Inhibition diameter*

Cefotaxine Colistin sulfate  Gentam  Dilution

icine EO Y5 1/5 1/10

Shigella sp 14 15 30 115 10 115 9
Escherichia coli ATCC 335 15 25 14 9 9 0
25922
Klebsiella pneumoniae 19 13 17 13 7 7 0
Staphylococcus aureus 18 18 0 14 9 9 0
ATCC 25923
Pseudomonas syringae  18.5 15 225 14 0 0 0
Candida albicans 0 0 0 0 0 0 0

(*) Average inhibition diameter (mm) of three trials

results show that the pure oil of H. italicum has moderate
activity against all bacteria, producing a (0-14 mm)
diameter of inhibition. While its activity is important
against the bacterium S. aureus compared to gentamicin.
The dilutions (¥2) have an effect on all tested bacteria,
except against P. syringae that is resistant to all dilution.
The antibiotics used in this study, as well as H. italicum's
oil, have no effect on the growth of the fungus Candida
albicans. This inhibition was dependent on the sensitivity
of the bacteria tested. All tested bacteria are sensitive to the
antibiotics except Staphylococcus aureus that is resistant
to the gentamicine. The candida albicans fungus is
resistant to the antibiotics tested. The bacteriological
results of H. italicum are similar to those in the literature.
The essential oil is active against Staphylococcus aureus

and Echerichia coli?®#344, Other studies have showed that
the extracts from H. italicum have the ability to inhibit the
growth of Staphylococcus sp.%6-°. Our investigation show
a moderate inhibition of grows bacteria tested. The results
showed that the oil of H. italicum subsp. Numidicum from
Algeria does not look like those of the literature reporting
on antifungal properties. A strong antifungal activity of H.
italicum against Globisporangium ultimum is reported?;
While the oil of this species inhibits growth of Candida
albicans?®. There is accordance with previous counts for
this species. The observation of metaphase plates of H.
italicum allowed us to identify a karyotype with a
tetraploide chromosome number (2n = 4x = 28); whose
base number is x = 7 (Figure 4). This subspecies
numidicum, endemic from Algeria, its distribution is very

IJPPR, Volume 8, Issue 10: October 2016

Page 1680



Bouchaala et al. / Chemical Composition, Antibacterial...

-

STy

9
-,

Figure 4: Caryotype of Helichryum italicum (2n£ 4x= 28). (Magnification = HI 100X).

limited. We obtained the first chromosome number on
material from Bibans (Bourdj Bouarreridj) Algeria 2n =
28. Our results agree with previous reports for material
from Corsica®® and Sardinia®2. The same result is obtained
for H. italicum subsp. Microphyllum from Italy*® and
Spain®C. The same chromosome number is confirmed in H.
italicum subsp silculum from Italy*>48 50-52,

CONCLUSION

The essential oil of Helichrysum italicum subsp.
numidicum, collected from Bibans region is characterized
by the main presence of Isopropy! tetradecanoate (12.1%),
a-pinene  (12.02%), Hexadecanoic acid (9.96%),
Caryophyllene (E) (9.22%), Ledol (9.11%), Palustrol
(5.55%), o-humulene (4.28%). We also note that the
chemical composition of the Bibans sample differs from
those reported in the literature. These variations may be
explained by the different climates, seasons, geographic
and soil conditions as well as altitude differences and
harvest periods of the plant. The antibacterial activity of H.
italicum subsp. numidicum essential oils is tested on for
bacterial strains. The results show that the essential oil of
this species has significant inhibitory action on almost all
the bacteria tested. The chromosome number of H.
italicum subsp. numidicum is stable and similar to
bibliographic results. The chromosome count of the Bibans
population is determined, and the number is tetraploide
with 2n = 4x = 28 and a basic chromosome number with x
=17.
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Résumé

L'extraction des parties aériennes des huiles essentielles d’Helichrysum italicum var numidicum et H. lactuem var
typicum et de deux sous especes, H. stoechas ssp scandens et H. stoechas ssp rupstre, a été réalisée par hydro distillation,
I’extraction a donné un liquide visqueux avec un rendement faible avec une moyenne de 0,025%. La composition chimique
des huiles essentielles des espéces du genre Helichrysum a été analysée par GC et GC/MS. L’analyse a permis d’identifier 46
composées avec la présence d’une variabilité interspécifique importante. L’analyse statistique confirme la séparation des
especes de genre Helichrysum avec la présence de variabilité chimique entre ces espéces. L’évaluation de I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles du genre Helichrysum a montré un effet modeste contre toutes les bactéries testées,
alors qu’elles ne présentent aucune activité antifongique significative contre Candida albicans. L’évaluation de I’activité
cytotoxique des huiles essentielles des especes du genre Helichrysum a été réalisée sur une lignée des cellules cancéreuse
mammaire. Les résultats obtenus ont montrées que les huiles essentielles des espéces n’ont aucune activité cytotoxique sur
les cellules cancéreuses MCF7. L’étude caryologique du genre Helichrysum a permis de déterminer un nombre
chromosomique tétraploide 2n=4x= 28 avec un nombre de base x = 7 pour chacune de ses espéces.
Mots clefs: Helichrysum, Huile essentielle, Composition chimique, Caryologie, Chromosome, Cytotoxicité, activité
antimicrobienne, Algérie.

Phytochemical, karyological and biological activities of the genus Helichrysum Auct. pl. from the East of Algeria
Abstract
Extraction of the aerial parts of the essential oils of Helichrysum italicum var numidicum and H. lactuem var

typicum and two subspecies, H. stoechas ssp scandens and H. stoechas ssp rupstre, was carried out by hydro distillation. The
extraction gave a viscous liquid with a low yield with an average of 0.025%. The chemical composition of the essential oils
of the genus Helichrysum was analyzed by GC and GC / MS. The analysis identified 46 compounds with the presence of
significant interspecific variability. Statistical analysis confirms the separation of the genus Helichrysum species with the
presence of chemical variability between these species. Evaluation of the antimicrobial activity of Helichrysum essential oils
has shown a modest effect against all bacteria tested, while they show no significant antifungal activity against Candida
albicans. Evaluation of the cytotoxic activity of the essential oils of the species of the genus Helichrysum was carried out on a
line of breast cancer cells. The results obtained showed that the essential oils of the species have no cytotoxic activity on
MCF7 cancer cells. The karyology study of the genus Helichrysum made it possible to determine a tetraploid chromosomal
number 2n = 4x = 28 with a base number x = 7 for each of its species.
Keywords: Helichrysum, Essential oil, Chemical composition, Caryology, Chromosome, Cytotoxicity, antimicrobial activity,

Algeria
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