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Introduction générale

Les plantes produisent et accumulent un ensemble de composés d’une grande
diversité, regroupés sous le nom de métabolites secondaires. Le nombre de structures
décrites excéde 100 000, toutefois cette estimation reste loin de la réalité. En effet, seules
20 a 30% des plantes ont éte étudiées du point de vue biochimique (Dixon, 2001 ; Wink,
2011). Le métabolisme primaire du végétal rentre directement dans un systéeme de survie
destiné a exécuter des fonctions physiologiques intrinseques. Il existe aussi un
métabolisme secondaire qui lui n’est pas impliquer dans un processus vitale mais possede
typiquement des propriétés écologiques, cette caractéristique a été détournée au profit de
I’homme, exploitant ainsi les substances naturelles dans des industries diverses (Yang et
al., 2018).

Le Sahara Algeérien dispose d'une biodiversité floristique exceptionnelle, constituée
d'environ 500 especes végétales (Ozanda, 1991). Ce sont en effet des réservoirs de

substances naturelles a intérét majeur pour les oasiens.

Cette ¢tude rentre dans la thématique de 1’axe de recherche sur la biodiversité
floristique algérienne et plus particulierement des plantes aromatiques et médicinales au
niveau du laboratoire sur les Zones Arides de Bab Ezzouar. Notre travail se résume en une
étude cyto histochimique des métabolites secondaires présents dans les feuilles et pétioles
de deux espéces végétales en I’occurrence Moringa oleifera Lam. et Vitex.agnus castus L.,
espéces introduites dans les zones arides du Sahara Algérien et plus particuliérement dans
la région d’Adrar pour un développement rural durable en Algérie. Elles sont connues des
autochtones pour leurs apports nutritionnels et médicinaux et, qui résistent bien a la
sécheresse. Ce travail est en effet une premiere ebauche pour présenter les deux essences
végétales en essayant d’un coté d’identifier la nature des composés phénoliques présents
dans les pétioles et feuilles de Moringa oleifera Lam. et Vitex agnus castus L.et de 1’autre
de les situer au niveau cellulaire et tissulaire par la technique cyto histochimique. Cette

étude comporte deux parties :

La premiére partie porte sur une synthése bibliographique, consacrée d’un coté a la
présentation succincte du métabolisme secondaire, suivi d’une présentation botanique des

deux essences végetales, Moringa oleifera Lam et Vitex agnus castus L.

La seconde étape concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres,

I'un sur le matériel et les méthodes utilisées et 1’autre, regroupera I’ensemble des résultats
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qui seront suivis d’une discussion générale et une conclusion ainsi que certaines

perspectives en vue des travaux ultérieurs.
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Chapitre | Synthese bibliographique

I.Généralités

Le regne végétal produit des centaines de milliers de composes organiques de faible
poids moléculaire, qui ont été classés par les chercheurs en trois grands groupes (Erb et
Kliebenstein, 2020) : Les métabolites primaires, présents dans toutes les plantes et
essentiels a leur survie (Wink, 2016), les métabolites secondaires ou spécialisés, produits
pour conferer un avantage sélectif a I'organisme (Oakley, 2017) et les phytohormones

(Davies, 2004) qui régulent les processus de I'organisme.

Les métabolites primaires comprennent (Mosunova, 2020) : les lipides, les
protéines, les glucides et les acides nucléiques. Ils représentent des nutriments, qui sont
directement liés a la croissance et au développement de 1’organisme (Sato et Matsui, 2012 ;
Fernie et Pichersky, 2015). Les métabolites secondaires, composes non nécessaires a la
croissance ou a la reproduction d'un organisme (Oakley, 2017), ils sont produits pour
conférer un avantage sélectif a l'organisme, qui leur permet d’interagir avec

I'environnement biotique et abiotique (Hartmann, 2007).

Les métabolites secondaires se divisent en trois grands groupes qui sont (Krief,
2003) :

v’ Les composés phénoliques ;

v" les huiles essentielles ;

v les alcaloides.

I.1.Les composés phénoliques
1.1.1.Définition

Les composés phénoliques sont présents et s’accumulent dans presque toutes les
parties de la plante, a savoir les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs et les fruits.
L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle, libre ou engagé

dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside (Bruneton, 2015 ; Saponjac et al., 2016).

1.1.2.Biosynthése des composés phénoliques

La biosynthese des phénols naturels des plantes est principalement issue de deux

voies : la voie du shikimate et la voie de I’acétate malonate (Chavez, 1996).
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» La voie du shikimate ou de I’acide shikimique, qui est aussi responsable de la
biosynthése des acides aminés, conduit a la formation des acides benzoiques,
acétophénones, lignanes, lignines et coumarines. La biosynthese de ces composes a
lieu aprés désamination de deux acides aminés précurseurs: phénylalanine et
tyrosine(  Bruneton, 1993). Cette désamination donne des acides
hydroxycinamiques dont les esters CoA, qui sont a leur tour a ’origine de ces
composés phenoliques cités ci-dessus (Macheix , 1996).

> La voie d’acétate malonate consiste a réaliser un ensemble de noyaux aromatiques
par cyclisation de chaines polycétoniques, elles-mémes obtenues par condensation
de groupements acétates. Ceci ne se fait qu’aprés carboxylation de 1’acétyle CoA
en Malonyl-CoA (Merghem , 2009). Cette voie utilise comme précurseur l'acide
acetique activé sous forme d'acétyl-S-coenzyme A. Le couplage des unités acétates
conduit & la formation des poly-3-cétoesters qui, apres cyclisation, donnent
naissance aux composés mono ou polycycliques. Les flavonoides sont issus de cette
voie (Birch et Donovan ,1953).

/ | =
posas du
Acide chorismique T TYROSINE brurissemant
| e f‘ TN
+
Parawydasas
mﬁu SNk PHENYLPROPANOIDES i
(p-hyaronybenzoique, | 4—] Sarines 58 L ACIOE T2 Darivis dos acides
salicylique, gadique..... ey iquea, caidious, - am;g;r;gam.@:'.
= e
Quinores s-s.(c.u:l o
o (3 eyl CoA | Parmtyanaaa Laccases

hydrolyaablas

Y meuEs

FLAVONOIDES
Favananes, Nlavonoes

anthooyanals
flavanes STILBEMNES
1anins concanses.. ragwaratrol

ISOFLAYOMNOIDES

Figure 1. Voies de biosynthese des polyphénols (Maurent, 2017).
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1.1.3. Classification
Les composées phénoliques sont tres diversifiés et parmi eux : les acides phénoliques,

les flavonoides, les tanins et les stilbénes (Richter, 1993).

1.1.3.1.Les acides phénoliques
Un acide-phénol (ou acide phénoligue) est un composé organique possédant au moins

une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011).
IIs sont représentés par deux sous-classes (fig.2 et 3): les dérivés de I’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (Thompsen, et Mottola, 1984).

COOH

AN

Figure 2. Squelette de base d’un acide hydroxybenzoique (Guignard, 1996)

COOH

Figure 3. Squelette de base d’un acide hydroxcinnamique (Malagas, 1992)

1.1.3.2.Les flavonoides
Les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure en C6-C3-C6 du

diphénylpropane (fig.4), les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux

benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygené C (De Rijke et al.,

2006).

/O

Al C
N

Figure 4. Squelette de base des flavonoides (Remesy et al., 1996).
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Les flavonoides sont distribués dans les feuilles, I’écorce, les fleurs et les graines
des plantes (Medic et al., 2003). Ils s’accumulent dans les vacuoles et selon les espéces, ils
se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou ils se répartissent entre 1’épiderme et le
mésophylle. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrées dans les cellules épidermiques
(Bruneton , 1999).

Il existe plusieurs classes de flavonoides (fig.5) dont les principales sont : les
flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les

anthocyanidines (Remesy et al., 1996).

O N 0 R
($1]]
(4] (8]
Flavonols Flavones Flavan-3-ols
0 ‘
0.
‘ \
O 0 # on
Isoflavones Flavanones Anthocyanidines

Figure 5. Structure des différentes classes des flavonoides (Remesy et al., 1996)

1.1.3.3 Les stilbénes
Les stilbénes ont une structure en C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques sont reliés

par deux carbones, eux-mémes unis par une double liaison. Ils peuvent étre libres ou
hétérosidiques, parfois polymériques. Ils sont présents dans de nombreuses familles de

végétaux supérieurs (la vigne, I’arachide...) (Bruneton, 2008).

1.1.3.4.Les tanins
Le terme « tanin » regroupe des composés polyphénoliques caractérisés par leurs

propriétés de combinaison aux protéines (Manach et al.,2004) d’ou leur capacité a tanner
le cuir. Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols et peuvent exister

dans plusieurs organes des tissus jeunes ou ils sont concentrés dans les vacuoles ou dans

6
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les tissus agés et, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides (Karamaé et
Pegg, 2009). Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins

hydrolysables et tanins condensés (Monteiro et al., 2007).

% Tanins hydrolysables
Ce sont des esters du D-glucose et de I’acide galliqgue ou de ses dérivés, en
particulier 1’acide ellagique (fig. 6 a) (Monties et al., 1969; Cheng et al., 2007) . Ces
substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase)
(Nagata et al., 1992).

% Tannins condensés
Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeres constitués
d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (fig.6 b)

(Monties et al., 1969; Danglettere, 2007).

O

I

(@) (b)
Figure 6. Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un
gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) (Sikora et McBride, 1990).

1.1.3.5.Les lignines :

Les lignines (fig.7) constituent une classe importante de produits naturels dans le
regne végétal et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols
(monomeres) qui sont les alcools p-coumarique, coniférilyque et sinapilyque. Ces
monomeres servent de précurseurs pour les lignines mais aussi pour les lignanes (Muanda
Nsemi, 2010).
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La lignine est un constituant structural de la plante. Liée a la cellulose et aux
hémicelluloses, elle constitue les parois cellulaires de la plante, elle est importante pour la
matrice cellulaire du xyléme contribuant par sa nature a 1’hydrophobicité des parois
cellulaires permettant ainsi le transport de 1’eau et des minéraux dans la plante entiére

(Boeriu et al., 2004).

OH OH OH
= = =
OCH; HyCO OCH;
OH OH OH
Alecool coumarylique Alcool coniférylique Alcool sinapylique

Figure 7. Structures des monomeres constituant la lignine (Monties, 1989)
1.2. Les alcaloides
1.2.1. Définition

Les alcaloides (fig.8) sont des substances organiques, a caractére alcalin et
présentant une structure complexe (Hemingway et Phillipson, 1980 ; Bruneton, 2009).
La présence d’azote confére a la molécule un caractére basique plus au moins prononcé.
Leurs roles s’avérent d’une extréme importance diis d’une part a leur activité
physiologique et d’une autre part a leur toxicité (Cordell, 1981). Les alcaloides dérivent
des acides amines, ils constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires
avec pres de 10 000 a 12 000 différentes structures, leur classification se fait selon 3
ordres : leur activité biologique, leur structure chimique et leur voie de biosynthése (Zenk
et Juenger, 2007).

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, ils ne
s’accumulent pas forcément dans leur lieu de synthése mais migrent vers les organes
cibles. Selon l'espéce de la plante, ils peuvent s’accumuler uniquement dans une seule
partie de celle-ci, dans les écorces, les racines, les feuilles ou dans les fruits (Dunet,
2009).
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pyrrole pyrroline pyrrolidine  indole pyrrolizidine
= [ ] X | X
~ Z ZN N
M N
H
pyridine  pipéridine quinoléine isoquinoléine quinolizidine
L3 L
b o
H
tropane imidazole pyrimidine

Figure 8. Hétérocycles azotés constituant le noyau de base d’un alcaloide (Weniger, 2010)
1.2.2. La biosynthese des alcaloides

La synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, ils se
concentrent ensuite dans la vacuole. Leur biosynthese est trés complexe, toutefois, ['une
des premiéres étapes est la décarboxylation des aminoacides par des décarboxylases
spécifiques .Pour les alcaloides vrais, leur précurseur est un acide aminé simple, dans
certains cas .La formation d’un alcaloide nécessite 1’intervention de deux acides aminés
différents, ou de deux molécules d’un méme acide aminé (quinolizidines), cependant le

premier cas reste tres rare (Bruneton, 1993).

L’ornithine et la lysine sont a l’origine des alcaloides a cycle pyrrolizidine
quinolizine. L’histidine forme le noyau imidazole de la pilocarpine, alcaloide des Rutacées.
La proline, le glutamate ne sont pas a I’origine d’un cycle particulier mais ils participent a

la structure d’un certain nombre d’alcaloides.

La majorité des alcaloides est liée a la formation du noyau aromatique. La tyrosine
et la phénylalanine, sont les précurseurs de I’important groupe des alcaloides
isoquinoléiques. Le tryptophane est a 1’origine de la quasi-totalité des alcaloides indoliques
(Guignard, 2000).
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1.3. Les hétérosides
1.3.1. Les saponines

Ce sont des glycosides, des stéroides, ou de triterpénes dont la propriété phare est
de mousser au contact de I’eau. Ils se composent d’aglycones non polaire liés & un ou
plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires
explique leur comportement moussant en solution aqueuse (Manach et al., 2004).
1.3.2. Les mucilages

Ce sont des polymeres complexes de fructose, d’acide glucuronique, et d’acide
manuronique. Les mucilages sont des mélanges colloidaux qui gonflent au contact de I’eau

(Muanda Nsemi, 2010)

I.4. Etude des especes
1.4.1. Moringa Oleifera Lam.
1.4.1.1. Présentation de Moringa Oleifera Lam.

Moringa oleifera Lam. ou Moringa pterygosperma Gaertner appartient a la famille
monogénérique des arbres et arbustes : les Moringaceae. Cette famille comprend environ
12 a 14 especes (Lalas et Tsaknis, 2002). Les plus connues sont : M arborea, M. borziana,
M. concanensis, M. drouhardii, M. hildebrandtii, M. longituba, M. ovalifolia, M.

peregrina, M.pygmaea, M. rivae, M.ruspoliana, M. stenopetala (Fuglie, 2002).
Plusieurs noms vernaculaires sont attribues a Moringa oleifera Lam. :

> En Inde, il est appelé Dumstick pour rappeler la forme du fruit qui ressemble a une
baguette (Pousset, 1999).

» En anglais : connue sous « west Indian tree », ou « Drumstick Tree », ou
encore « Never die tree » en référence a sa résistance a la sécheresse (Hédji et al.,
2014).

» En Afrique francophone, I’arbre est appelé « nébéday », nom vraisemblablement
dérivé de son nom anglais.

» En Algérie, dans la région d’Adrar, est connu sous le nom de Shadjarat El Hahyete.

10
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1.4.1.2. Répartition géographique et habitat

Moringa oleifera Lam. est une espece originaire des régions d'Agra et
d'Oudh, au nord-est de I'Inde, au sud de la chaine de montagne de I’Himalaya (Rajangam
et al.,2002). Aujourd’hui, il se retrouve sur trois continents et dans plus de cinquante pays
tropicaux et subtropicaux, a saison seche marquée, voir en zone aride : 1’ Afrique, I’ Arabie,
le Sud-est asiatique, les iles du pacifique, I’Amérique du sud. Son introduction en Afrique
de I'Est a eu lieu au début du 20eme siécle par le biais du commerce et des échanges
maritimes (Foidl et al., 2001). Des essais d’introduction de M. oleifera Lam en Algérie ont
été réalisés a titre expérimental a partir de semences en provenance de Dar el Salem
(Tanzanie), en raison de ses nombreuses applications qui lui ont valu le surnom de «
I’arbre a multiples usages » ou « arbre miracle » pour certains. M. Oleifera Lam. favorise
les habitats avec des climats tropicaux et subtropicaux ou la pluviométrie peut aller de
250mm a 2000mm et une altitude allant de 0 a 2000m. Les températures optimales pour

son épanouissement varient entre 25 et 35°C
1.4.1.3.Classification

% Laleye et al., (2015) ont établi la classification classique suivante :

Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous classe Dillenidae
Ordre Capparidales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espéce Oleifera

% M. oleifera Lam selon APG 11l (2009), appartient a

Ordre Brassicales

Famille Moringaceae

11
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1.4.1.4.Description botanique

v" Moringa oleifera Lam. est un arbre (fig.9) atteignant 10 a 12m de hauteur (Roloff
et al., 2009) et dont le diamétre du tronc varie entre 20 et 40cm (Foidl et al., 2001).
Ses branches poussent de maniere désorganisée, son écorce est de couleur grise

fonceée violacée ou blanchatre et son feuillage est persistant (Yussof, 2016).

Figure 9. Aspect générale de Moringa oleifera Lam. (Roloff et al., 2009)

v’ Les feuilles (fig 10) sont alternes, pétiolées avec a 10 paires de pennes portant
chacune deux paires de folioles opposées, poussent principalement a 1’extrémité

des branches, elles mesurent 20 a 70cm de long (Morton, 1991).

12
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Figure 10. Feuilles de Moringa oleifera Lam. (Mohamed Ouali, 2016)

v L’inflorescence (fig.11) est en panicule aux fleurs irréguliéres. Ces derniéres sont
bisexuées et délicatement parfumées, (Besse, 1996 ; Roloff et al., 2009). elles sont
de couleur blanche tirant sur le creme, avec des points jaunes a la base, elles se
composent de 5 sepales qui sont symétriques et lancéolés, 5 pétales inégaux et
entourés de 5 étamines (Hédji et al., 2014)

Figure 11. Fleur de Moringa oleifera Lam. (Louni, 2009)

v Les fruits sont sous forme de gousses a trois valves allongées, déhiscentes et
mesurant 20 a 60cm de long. Les gousses sont situées au sommet des branches et

renferment chacune environ 12 a 35 graines (Foidl et al., 2001) .

13
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v’ Les graines (fig.12) sont de forme arrondie, ailées, avec une cogue marron semi-
perméable. Le poids moyen d’une graine est de 0.3g dont 25% sont représentés par
la coque. La production annuelle de I’arbre est de 15 000 & 25 000 graines (Makkar
et Becker, 1997)

Figure 12. Graines de Moringa oleifera Lam. (Sivanesan et al., 2016)

1.4.1.5.Composition chimique :
Diverses études sur la composition phytochimique de

Moringa Oleifera Lam. ont révélé son importante valeur nutritive.

v Les phénols : la présence des composés phénoliques a été révélée au niveau
des feuilles, celles-ci contiennent entre 0.67% et 3.4% des phénols totaux
(Makkar et Becker, 1996 ; Richter et al., 2003 ; Siddhuraju et Becker, 2003
; Tchiégang et Kitikil, 2004).

v' Les flavonoides : essentiellement présents au niveau des feuilles, de
I’écorce de la tige et aussi des fleurs, (Kumbhare et al., 2012 ; Alhakmani et
al., 2013).

v’ Les tanins : les feuilles de Moringa Oleifera Lam. sont riches en tanins.
Cependant, les tanins condensés sont les plus marqués, ils sonT présents
sous forme de traces notamment au niveau des feuilles (Makkar et Becker,

14
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1996 ; Richter et al., 2003 ; Siddhuraju et Becker, 2003 ; Tchiégang et
Kitikil, 2004).

v' Les terpénes : les tritérpénoides sont essentiellement présents au niveau de
I’écorce et des fleurs de la plante (Kumbhare et al., 2012 ; Alhakmani et al.,
2013).

v Les éléments minéraux : ils existent en quantité importante au niveau des
feuilles particulierement le fer et le zinc (Kozat, 2007). Leur présence a été
aussi révélée au niveaux des graines, mais de moindre importance (Dhakkar
et Maurya, 2011 ; Aho et Lagasi, 2012).

v' Les acides gras : fortement présents dans les graines, notamment les acides

gras saturés et insaturés. L’acide oléique représente 70% des acides gras

totaux (Foidl et al., 2001).

v' Ajouté a cela, les acides aminés et les sucres simples, dont les fleurs
manifestent la plus grande teneur, et certaines vitamines dont l’acide

ascorbique, présent au niveau de la feuille (Laleye et al., 2015).
1.4.1.6.Propriétés et utilisations :

Historiquement, toutes les parties de la plante ont été consommées comme
nourriture et/ou utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de maladies
métaboliques, inflammatoires, infectieuses, tumorales, respiratoires ainsi que I’arthrite,
athérosclérose, soulagement de la douleur... Aujourd’hui, de nombreuses études
scientifiques soutiennent ces usages traditionnels (Elgamily et al, Jaja-Chimedza et al.,
2017).

Selon Fuglie (1999), M.Oleifera Lam. est exploité de plusieurs facons : les feuilles
sont utilisées pour la production de fourrage animal et d’engrais vert. Le tronc est exploité
dans la production de gomme et de colorants. Le nectar des fleurs est connu pour la
production de miel. Les graines ont fait 1’objet de plusieurs études concernant les
traitements des eaux usés, la poudre de graine s’est avérée étre trés efficace pour floculer

les contaminants et purifier I’eau potable (Berger ; Olsen ., 1987 et Gassenschmidt .,1995).
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L’extrait de graine a notamment était utilisé comme agent coagulant pour différents types
de lait ,il renferme des protéines générant une activité de coagulation du lait appropriée
pour la fabrication du fromage, cet extrait vient rajouter une valeur nutritive
supplémentaire au fromage produit (Sdnchez-Mufioz., 2017) Les huiles de M.oleifera Lam.
sont dotées d’une faible tendance a se détériorer et a rancir, ce qui leur doit leur utilisation
en tant que lubrifiant dans la machinerie fine el que 1’horlogerie (William et al., 2012).
M.oleifera Lam. Posséde une propriété antifongique, trés exploitée dans les cultures
transgéniques, grace a la Mo-CBP3 qui est une protéine liant la chitine qui inhibe la
germination et la croissance mycélienne des champignons phytopathogenes (James et
Zikankuba, 2017).

M.oleifera Lam. est aussi mis en avant grace a ses propriétés thérapeutiques dd
en grande partie a sa richesse nutritive. La poudre de feuille est trés convoitée comme
moyen de lutter contre la malnutrition chez les jeunes enfants dans les pays sous-
développés (Ndong et al., 2007). Selon Malki et EI Rabey (2015) M.oleifera Lam. est doté
d’un pouvoir tonifiant, fortifiant et stimulant du syst¢tme immunitaire lui permet de se
positionner en tant que complément alimentaire tres bénéfique pour les patients atteints du
VIH (Tete—Benissan et al., 2012). Les anémies hémolytiques peuvent étre atténuées grace

a son aptitude a amplifier le sang (Jaiswal et al.,2009).
1.4.2.Vitex agnus castus L.

1.4.2.1. Présentation de Vitex agnus castus L.

Vitex agnus castus L. appartient au genre Vitex qui est le plus grand genre de la
famille des verbénacées comprenant 250 espéces réparties dans le monde entier (Rani et
Sharma, 2013). Les plus répandus sont : V. canescences, V. cooper, V.cymosa, V. fisherii,
V. gardneriana, V. glabrata, V.leptobotrys, V. scabra, V. plygama, V. agnus castus L.
(Sena-filho et al., 2008).

V. agnus castus L. est I’espéce la plus connue et étudiée, plusieurs noms vernaculaires
lui sont attribués :
v' En Anglais, il est connu sous le nom de « Chast tree » ou « Berry chast » en

référence a ses pouvoirs anaphrodisiaques (Dugaoua, 2008).
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v En francais, « Gattilier », « Baie de I’arbre chast » dérivé de son nom anglais, ou
encore «Poivre de moine » par rapport aux moines qui l’astiquaient afin de
respecter leur veeu de chasteté (Tela-Botanica, 2015).

v En Algérie, son nom varie en fonction des régions « Kaf mariam » pour rappeler la
forme des feuilles qui ressemblent a des doigts, ou encore « Kharouaa » dans la

région d’ Adrar
1.4.2.2. Répartition géographique et habitat

Vitex agnus castus L. est retrouvé dans les endroits humides, au bord des cours
d’eau a faible altitude, particulierement dans la zone méditerranéenne. Il est originaire
d’Asie, il a été introduit en Europe occidentale dans les jardins médiévaux et, s’est ensuite
répandu en Asie centrale et occidentale ainsi qu’en Afrique (Allais, 2008). Il est
maintenant cultivé partout dans le monde y compris la partie sud des Etats Unis. Il est aussi
cultivé dans plusieurs zones subtropicales différentes dans le monde (Zahid et al., 2016).
En Algérie, cette espéce trouve un ultime refuge dans les oueds et méme en plein cceur du

Sahara (les zones arides).

V. agnus castus L. pousse sur tous les sols, pauvres en éléments nutritifs,

caillouteux ou calcaires. Il résiste aussi parfaitement a la sécheresse.
1.4.2.3. Classification

% Cronquist (1981) a établi la classification suivante :

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sous classe Astéridae

Ordre Lamiales

Famille Verbénacées

Genre Vitex

Espece Vitex agnus castus L.
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% Selon APG (2009), Vitex agnus castus L. appartient a:

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

1.4.2.4. Description botanique

Vitex agnus castus. L est un arbuste a feuilles caduques (fig.13) qui pourrait croitre
en moyenne de 1,5 m a 2 m de haut. Son port est ligneux et ramifié. Le systeme racinaire

est pivotant.

Figure 13. Allure générale de Vitex agnus castus L. (Dunning, 2016).

Les feuilles (fig.14) sont composees, palmées, avec des folioles vertes, linéaires,

lancéolées, et dentées (Quezel et Santa 1963).
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Figure 14. Feuilles de Vitex agnus castus L. (Gruffat, 2020)

v L’inflorescence est de type épi. Les fleurs (fig.15) sont petites, de couleur bleue
violacée, parfumeées. Le gattilier fleurit deux fois par an, en Avril et en Septembre
(Mohamed Ouali, 2016).

Figure 15. Fleurs de Vitex agnus castus L. (Ruas, 2012)

v Les fruits sont des baies (fig.16) similaires a des grains de poivre, durs, d'un
pourpre & la peau noire, jaunatres a l'intérieur, a moitié couverte par leur calices
verts et contenant quatre graines (Quezel et Santa 1963). L'odeur est aromatique et

épicée, la saveur est chaude, singuliére aprés maturation.
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Figure 16. Graines de Vitex agnus castus L. (Courtoy, 2013)

1.4.2.5. Composition chimique

Des analyses phytochimiques de Vitex agnus castus.L ont révélé la présence
d’acide phénolique et leurs dérivés phénols, flavonoides, tanins, iridoides, et huile

essentielle (Sarac et al., 2015).

v Les phénols : Le seul dérivé de ’acide benzoique présent dans le gattilier est
I’acide p-hydroxybenzoique, il est retrouveé dans les graines et dans les fruits
(Hoberg et al., 2000). L’unique dérivé de 1’acide cinnamique connu chez Vitex

agnus castus L. est I’acide férulique et se retrouve dans le fruit.

v Les flavonoides : D’aprés Allais (2008) les teneurs en flavonoides différent en
fonction de la partie de la plante et sont plus concentrés dans les feuilles, au niveau

des sommités fleuries et dans les fruits.

v' Les tanins : ils sont présents dans les fruits, les fleurs et les feuilles (Antolic et
Males, 1997).

v’ Les iridoides : Ce sont des composés monoterpeniques et se présentent sous forme
de glucosides (hétérosides) (Allais, 2008 ; Bruneton, 2009), ce qui les stabilise et
les rend hydrosolubles. Ils sont présents (Kuruuzum-Uz et al., 2003) dans les
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feuilles, les fruits et les sommités fleuries. Ces molécules possédent diverses
activités thérapeutiques notamment des activités antispasmodiques, anti-
inflammatoires ou encore laxatives (Hu et al., 2007) et agissent sur les récepteurs

de la progestérone.

v Les huiles essentielles se retrouvent principalement les fleurs et également dans les
fruits (Allais, 2008).

1.4.2.6. Propriétés et utilisations

Traditionnellement Vitex agnus castus L. a été utilisé par les praticiens de la
phytothérapie dans le traitement de nombreuses maladies féminines, y compris les troubles
menstruels, D’insuffisance prémenstruelles du corps jaune, Dinfertilité¢, 1’acné, la

ménopause et la pré-ménopause (Daniele et al., 2005).

Vitex agnus castus L. est apprécié pour ses nombreuses vertus. Ainsi, ses feuilles
aromatiques sont utilisées comme antiparasitaires et vermifuges et permettent de calmer et
de soulager les douleurs. Ses racines, quant a elles, sont tonifiantes et permettent de lutter
contre la fievre, elles représentent un puissant expectorant et ont aussi des propriétés
diurétiques. Ses fruits, pour leur part, sont utilisés pour soulager et / ou améliorer les

symptémes des maladies obstétricales et gynécologiques (Mohamed Ouali, 2016).

Les flavonoides et les tanins contenus dans Vitex agnus castus L. pourraient étre
responsables de son activité antioxydante (Sarikurkcu et al., 2009). Les extraits d’huiles
essentielles quant a elles démontrent des propriétés antifongiques et antimicrobiennes
(Stojkovi¢ et al., 2011 ; Asdadi et al., 2015).
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La partie expérimentale a débuté au mois d’Avril jusqu’au mois de Juin 2021.
Elle a éte réalisée au niveau des laboratoires suivants :
s Le laboratoire de Recherche sur les Zones Arides (LRZA), sis a l’université
d’Alger,pour la réalisation des coupes histologiques au microtome
< La coloration des coupes histologiques, les observations microscopiques ainsi que
le screening phytochimique ont été réalisés au laboratoire de Physiologie Végétale,

sis a I’Ecole Nationale des Sciences Agronomiques (ENSA) d’El Harrach.

I1.1.Matériel
11.1.1.Matériel végétal

L’¢échantillonnage est réalis¢é au niveau de la station de OuledAissa, a la Wilaya
d’Adrar(fig. 17), en Mars 2021, par M™ Mohamed Ouali, par une matinée ensoleillée
séche, a 30°C.

Nous avons travaillé sur les feuilles et les pétioles des deux especes végétales :
Moringa oleifera Lam. et Vitex agnus castus L..D’une part, les organes végétatifs sont
séchés a I’ombre et a I’air libre, puis broyés a 1’aide d’un broyeur électrique (Moulinex).
Le broyat est conservée dans des sachets en papier et stockés dans un endroit sec, pour la

partie screening phytochimique.
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Figure 17. Localisation de la zone de 1’échantillonnage (www.googel map.com).
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D’autre part, pour la partie histologique, nous avons conservé les organes suscités
dans le mélange Formol-Alcool-Acide Acétique (FAA) pendant 48 heures et ensuite dans

de I’alcool absolu jusqu’a réalisation des coupes histologique.

11.2. Méthodes
11.2.1. Screening phytochimique

C’est un test qualitatif, qui constitue la premiere étape dans la recherche des
molécules a activités thérapeutiques, il est basé sur des essais de solubilité, des réactions de
coloration et de précipitation. Le but de ce test est de connaitre la composition en
métabolites secondaires, il est effectué soit sur le broyat, soit sur un infusé (Bouyer, 1996).

(Annexe I)

11.2.1.1.Mode opératoire

Nous avons ajouté 100 ml d’eau distillée bouillante & 10g de poudre végétale. Puis nous
avons laisseé infuser pendant 15 min, avec agitation de temps en temps et enfin, nous avons
filtré.

> Les anthocyanes

A 5 ml de I’infusé ont été ajouté quelques goutes d’ammoniaque ¥ .L’apparition d’une

couleur rouge indique la présence des anthocyanes.

> Les tanins

Nous avons ajouté quelques gouttes d’une solution de F¢Cl3 & 5% a 5 ml d’infusé. La

réaction donne une coloration bleue noire en présence des tanins.

> Les tanins catéchiques
Nous avons additionné 7 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol & 40% et 5 ml

d’HCI concentré) a 15 ml de I’infusé. La réaction donne une coloration rouge en présence

des tanins catéchiques.
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» Les tanins galliques

A 5 ml de I’infusé ont étéajoutés 2 g d’acétate de Sodium et quelques gouttes de F¢Cls.

La réaction donne une coloration bleue foncée en présence des tanins galliques.

> Les flavonoides

5 ml d’HCI, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool isoamylique ont été mélangés a 5 ml

d’infusé. La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.
> Les alcaloides

Nous avons ajouté 10 ml d’acide sulfurique (10%) a 1g de poudre végétale. Puis, nous

avonsagiteé énergiquement le mélange pendant 2 mn et par la suite, nous avons filtré.

Une fois le filtrat obtenu, nous avons versé2 gouttes du réactif de Dragendorf.

L’apparition d’un précipité rouge orangé indique la présence des alcaloides.

» Les glucosides

2 gouttes d’acide sulfurique ont été rajoutées a2 g de poudre végétale. L apparition

d’une coloration rouge brique, ensuite violette indique la présence des glucosides.

» Les mucilages

5ml d’éthanol absolu sont rajoutés a 1ml de I’infusé. L’obtention d’un précipité

floconneux indique la présence de mucilages.

» Les saponines

1ml d’eau distillée est rajouté a 2ml de I’infusé. Les tubes sont énergiquement remués.

Nous mesurons ensuite 1’épaisseur de la mousse formée :

Pas de mousse = test négatif -
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Mousse moins de 1 Cm = test faiblement positif +
Mousse de 1-2 cm = test positif ++
Mousse de plus de 2 cm = test trés positif +++ (Trease et Evans, 1987).

11.2.2.Etude cyto-histochimique

Une analyse cyto-histochimique est réalisée afin de localiser certains métabolites
secondaires au niveau cellulaire et tissulaire. Les échantillons utilisés pour les tests cyto-
histochimiques sont frais. Les coupes sont réalisées a 1’aide d’un microtome de type

LEICA RM 2125 RT. (Annexe II)

11.2.2.1. Mode opératoire

11.2.2.1.1.L’inclusion des organes dans la paraffine

> La fixation

L’inclusion des organes dans de la paraffine est la premicre étape d’un long
processus, la fixation en est le début, elle consiste a maintenir les échantillons en

immersion dans une solution Formol Alcool Acide Acétique (FAA) pendant 48 heures.
» Ladéshydratation

S’en suit alors la déshydratation, qui se fait par des bains successifs dans des

solutions alcooliques & concentration croissante :

Ethanol 70° 1h

Ethanol 95° 15 mn

Ethanol 95° 30 mn

Ethanol 100° 30 mn (vide partiel)
Ethanol 100° 1h

Ethanol 100° 1 nuit

AN N N N NN

» L’imprégnation

L’échantillon est ensuite soumis a une imprégnation dans différentes solutions

comme suit :
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1 bain de Toluéne + Ethanol 100° (1/1) 30 mn

bains de Toluéne pur 1h chacun

1 bain de Toluéne pur + Paraffine (1/1) 30 mn & 58-60°C
bains de paraffine pur 1h a 58-60°C chacun

AN N NN

1 bain de paraffine pur toute la nuit a 58-60°C

> L’inclusion

Aprés le dernier bain, les échantillons sont completement immerges dans de la
paraffine. Tout d’abord, le choix du moule métallique se fait selon la taille de 1’échantillon,
dans lequel nous faisons couler de la paraffine pure chaude, une fine couche sera formé au
fond du moule, I’échantillon est alors déposé minutieusement a ’aide d’une pince. A ce
stade 1a, une cassette est déposée sur le moule et & 1’air libre de fagon a ce que la paraffine
pénetre dans ses perforations. Enfin, apres refroidissement, les cassettes de paraffine

obtenus sont refagonnés et prétes pour une éventuelle utilisation.
11.2.2.1.2.La confection des coupes

Les blocs de paraffines sont passés dans un microtome de type LEICA RM21
25RT, les coupes réalisées sont d’épaisseur variant entre 5 a 7um .Les rubans de coupes
sont étalés délicatement sur des lames préalablement nettoyées avec de I’éthanol
etimbibées avec une eau gelatineuse. Le tout est ensuite déposé. Les lames contenant les
coupes sont égouttées et séchées sur une plaque chauffante de type LEICA HI 1220, a 40°

C, puis laissées a température ambiante.
> Le deparaffinage
L’étape de déparaffinage consiste a faire passer les coupes dans trois bains de
Toluene :
v 1 bain de toluéne pur 20 mn
v’ 2 bains de Toluéne pur 10 min chacun
» La réhydratation

Enfin, les coupes ont été réhydratées sur trois bains d’éthanol :
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v" 2 bains d’Ethanol 4 100° 10mn chacun
v' 1 bain d’Ethanol a 100° + formol (4/1) 5 min

Les révélations sont faites en présence de réactifs appropriés, a I’aide d’un

microscope photonique de type Olympus, modéle Cx21 F S 1.Les photos sont prises au

moyen de deux cellulaires de type Samsung Galaxy A30 et Samsung Galaxy J4.

> Les alcaloides

Les alcaloides sont révélés par le réactif de Dragendorf. Les coupes sont trempées
dans le réactif pendant quelques minutes, puis rincées a 1’eau. Les alcaloides se colorent en

noir.

> Les tanins

La vanilline est d’abord dissoute dans 1’acide chlorhydrique (Andary et al., 1994).
Elle colore en marron ou jaune marron les catéchines, les procyanidols et les tanins
condensés contenus principalement dans les vacuoles ou autour de la paroidans le cas des

tissus morts.

» Lignines

Les coupes histologiques sont trempées dans 1’acide acétique pendant 10 min. Apres
un rincage a 1’eau, les coupes sont colorées au vert de méthyle, colorant spécifique des
tissus lignifies (Langeron, 1949).

Les lignines a radicaux coniferyls dérivant directement de 1’acide férulique sont détectées
par la réaction au phloroglucinol chlorhydrique (test de Wisner) (Vance et al., 1980).

Les coupes sont mises au contact d’une solution de phloroglucinol a 1% dans I’éthanol
96° pendant 10 min, ensuite montées dans une goutte d’HCl a 50%. Les radicaux

conyferyls imprégnant la paroi cellulaire sont colorés en rouge-violace a pourpre.

> Les lignines a groupements syringyls dérivant de ’acide sinapique sont révélées
graceau test de Maule (Faulkner et Kimmins, 1975). Les coupes sont immergées

dans une solution de KMnO,4 a 1% pendant 15min. Elles sont ensuite rincées a
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l'eau distillée puis mises en contact avec I’HCI (2N) pendant 5 min. Elles sont
ensuite rincées a l'eau distillée puis traitées avec du NH4CI (2N) en solution dans

I'eau. Les groupements syringyls des lignines pariétales se colorent en rouge-brun

par le test de Maule.

> La coloration au bleu de toluidine

Le bleu de toluidine confére a la fois une couleur rose violacé a la cellulose et une

couleur bleue turquoise a la lignine. Les coupes sont colorées au bleu de toluidine pendant

une minute, puis rincées a I’eau courante.
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Chapitre 111 Résultats et interprétations

II1. Résultats et interprétation
I11.1. Résultats du Screening phytochimique des extraits aqueux des pétioles et

feuilles de Moringa oleifera Lam.
Les résultats des tests phytochimiques des feuilles et pétioles de Moringa oleifera
Lam. Sont regroupés dans le tableau |

Tableau I: Résultats du screening phytochimique des pétioles et feuilles de Moringa

oleifera Lam.
Organes végétatifs

Metabolites pétioles feuilles
secondaires
Anthocyanes + +
Tanins + +
Tanins catéchiques ++ ++
Tanins galliques + +
Flavonoides + +
Alcaloides + +
Glucosides + +
Mucilage + +
Saponines - -

+ : présence - : absence;

I11.2. Etude cyto-histochimique des pétioles et feuilles de Moringa oleifera Lam.

» La réaction de Dragendorff a mis en évidence une tres faible présence
d’alcaloides sous forme de traces noires aussi bien au niveau du pétiole qu’au
niveau des feuilles de Moringa oleifera Lam.

Au niveau des pétioles, leur présence est accentuée au niveau du
parenchyme cortical, et sont sous forme de traces au niveau du parenchyme

phloémien et parenchyme médullaire (fig.18, photo C1).
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Figure 18.C1 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Moringa oleifera Lam.;
alc : alcaloide; ep : épiderme; pc : parenchyme cortical; sc : sclérenchymes ; xyl : xyleme;

vs : vaisseau; phl : phloéme; pm : parenchymes médullaire.

Comme dans les pétioles, les alcaloides sont faiblement présents dans les feuilles de
Moringa Oleifera Lam. lls sont sous forme de traces au niveau des parenchymes
palissadiques et lacuneux et méme au niveau des cellules du parenchyme ligneux et au

niveau du xyleme (fig.19, photo C2).

Figure 19.C2 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Moringa oleifera
Lam.; alc : alcaloide; np : nérvure principale; ep : épiderme; pp : parenchyme palissadique;

xyl : xyléme; vx : vaisseaux; phl : phloéme; pl : parenchymes lacuneux

» La révélation cyto-histochimique des tanins par la vanilline chlorhydrique
(Andary et al. 1994) a permis d’identifier leur site d’accumulation au niveau
des tissus du pétiole et des feuilles des deux especes étudiees. Les tanins, de

type condensés sont principalement accumulés dans la vacuole des cellules de
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tissus périphériques encore vivants, ils lui donnent une couleur jaune-orange.
Dans les tissus morts, et apres déshydratation de la vacuole, ces composés
s’incrustent dans la paroi et lui conférent une teinte jaune-brunatre.

Dans les pétioles, ils sont concentrés dans les cellules de 1’épiderme, a la base du

poil tecteur, dans les cellules du parenchyme cortical, du collenchyme, ainsi que celles du

parenchyme médullaire et phloémien (fig. 20, photo C3).

Figure 20.C3 : Coupe transversale au niveau du pétiole Moringa oleifera Lam. ;

tan : tanins; ep : épiderme; pc : parenchyme cortical; sc : sclérenchymes; xyl : xyléme ;

vs : vaisseau; phl : phloéme; pm : parenchymes médullaire.

Figure 21.C4 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Moringa olifera

Lam. ; tan : tanins ; ep : épiderme ; np : nervure principale ; pp : parenchyme palissadique

pl : parenchymes lacuneux
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Dans les feuilles, les tanins condensés sont incrustés dans les cellules de

I’épiderme, des parenchymes palissadique et lacuneux (fig. 21, photo C4).

» La révélation cyto-histochimique des lignines au vert de méthyle (Langeron,
1949), montre que celles-ci imprégnent les parois du sclérenchyme au niveau de
I’écorce, ainsi que celles des éléments du xyleme (vaisseaux et parenchymes

ligneux) au niveau du cylindre central des pétioles de Moringa oleifera Lam.

(fig. 22, photo C5).

Figure 22.C5 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Moringa oleifera Lam. ;
lign : lignine ; phl : phloéme ; pc : parenchyme corticale ; pm : parenchyme médullaire ;

ep : épiderme ; xyl : xyléme, vs : vaisseau ; sc : sclérenchyme
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Figure 23.C6 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Moringa oleifera
Lam. ; lign : lignine ; ep: épiderme; xyl : xyléme: vs: vaisseau; pl: parenchyme

lacuneux ; pp : parenchyme palissadique ;

Au niveau des feuilles, celles-ci sont concentrées dans les parois des vaisseaux et
des cellules du parenchyme ligneux (fig.23, photo C6).

Vu que la coloration en vert caractéristique des tissus lignifiés n’était pas bien
apparente au niveau des feuilles et, pour mieux élucider la présence des lignines dans les
pétioles et les feuilles de Moringa oleifera Lam., nous avons réalisé la coloration par le
réactif de toluidine. Celui-ci colore en bleu la lignine et en violet les tissus cellulosique
(fig.24, 25 et 26, photos C7 et C8).

Figure 24.C7 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Moringa olifera Lam. ;
cel : cellulose ; lign: lignine; ep: épiderme; pc : parenchyme cortical; sc:
sclérenchymes, xyl : xyléme ; vs : vaisseau ; phl : phloeme ; pm : parenchymes médullaire
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Figure 25.C8 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Moringa olifera Lam. ;
cel : cellulose ; lign: lignine; ep: épiderme; pc : parenchyme cortical; sc:

sclérenchymes, xyl : xyléeme ; vs : vaisseau ; phl : phloéme ; pm : parenchymes medullaire

Figure 26.C9 : Coupe transversale au niveau de la feuille Moringa olifera Lam. ;

cel : cellulose ; lign : lignine ; phl : phloeme ; pl : parenchyme lacuneux ; pp : parenchyme

palissadique ; ep : épiderme ; vs : vaisseau ; xyl : xyleme

» Les radicaux conyferyls des lignines mis en évidence par le test de Wiesner
(Vance, 1980) montrent une réaction positive au niveau des parois des cellules
du sclérenchyme, ainsi que celles des vaisseaux et du parenchyme ligneux des

pétioles (fig.27, photo C11) de Moringa oleifera Lam.
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lign con

Figure 27.C11: Coupe transversale au niveau du pétiole de Moringa oleifera Lam.
; lign con: lignine conyferylique; ep: épiderme; pc: parenchyme corticale; phl:

phloeme ; xyl : xyléeme ; sc ; sclérenchyme ; vs : vaisseau ; pm : parenchyme médullaire

Au niveau des feuilles, ces derniers sont concentrés dans les parois des vaisseaux

ainsi que celles de cellules du parenchyme ligneux (fig.28, photo C12).

Figure 28. C12 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Moringa oleifera
Lam. ; lign con : lignine conyferylique ; ep: épiderme ; np: nervure principale ; pl:
parenchyme lacuneux ; xyl : xyleme : vs : vaisseau ; pp : parenchyme palissadique.
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> Laréaction de Maule (Faulkner et Kimmins, 1975) révélant les radicaux
syringyls des lignines, donne une réaction positive, reflétée par une coloration
rouge, au niveau des parois du sclérenchyme, des vaisseaux, du parenchyme
ligneux entourant les vaisseaux du xyleme de Moringa oleifera Lam. (fig.29,
photo C13).

Figure 29.C13 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Moringa oleifera Lam.
; lign syr : lignine syringylique; ep: épiderme; pc: parenchyme corticale; sc:

sclerenchyme; xyl : xyléme; phl : phloeme; vs : vaisseau; pm : parenchyme médullaire.
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Figure 30.C14 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Moringa oleifera

Lam. ; lign syr: lignine syringylique; np: nervure principale; ep: épiderme; pp:

parenchyme palissadique; xyl: xyléeme; pl: parenchyme lacuneux

Au niveau des feuilles, les radicaux syringyls des lignines sont incrustés dans les
parois des eléments du xyleme notamment les vaisseaux et le parenchyme ligneux (fig.30,
photo C14).

111.3. Résultats du Screening phytochimique des extraits aqueux des pétioles et

feuilles de Vitex agnus castus L.

Les résultats des tests phytochimiques des feuilles et pétioles de Vitex agnus castus

L. Sont regroupés dans le tableau Il
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Tableau I1: Résultats du screening phytochimique des pétioles et feuilles de Vitex

agnus castus L.

Organes vegétatifs | pétioles feuilles

Métabolites

secondaires

Anthocyanes + +
Tanins + +
Tanins catéchiques ++ ++
Tanins galliques + +
Flavonoides + +
Alcaloides + +
Glucosides + +
Mucilage + +
Saponines - -

+ : présence - : absence;

111.4. Etude cyto histochimique des pétioles et feuilles de Vitex agnus castus L.

» La réaction de Dragendorf a mis en évidence une trés faible présence
d’alcaloides sous forme de traces noires aussi bien au niveau du pétiole et des
feuilles de Vitex agnus castus L.
Au niveau des pétioles, leur présence est accentuée au niveau du parenchyme
cortical, et sont sous forme de traces au niveau du parenchyme phloémien et parenchyme
médullaire (fig.31,photo C1).
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Figure 31.C1 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Vitex agnus cactus L.
alc: alcaloides; ep: épiderme; pm: parenchyme médullaire; pc: parenchyme

corticale ;phl : phloeme ; xyl : xyléme ; vs :vaisseau ; sc : sclérenchyme.

Comme dans les pétioles, les alcaloides sont faiblement présents dans les feuilles de

Vitex agnus castus L.

Figure 32.C2 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus L.
alc : alcaloide ; ep : épiderme ; np : nervure principale ; pp : parenchyme palissadique ; pl :

parenchyme palissadique ; xyl : xyleme ; cc : cylindre central ; phl : phloéme
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IIs sont sous forme de traces diffuses dans les cellules des parenchymes
palissadiques et lacuneux et méme au niveau des cellules des parenchymes palissadique et

lacuneux et celui ligneux, au niveau de xyléme (fig 32 et 33, photo C2 et C3).

Figure 33. C3: Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus L.
alc: alcaloide; ep: épiderme; pp: parenchyme palissadique; pl: parenchyme

palissadique ; ps : poil sécréteur

» Chez Vitex agnus cactus L., les pétioles et feuilles de Vitex agnus cactus
renferment des tanins, il s’agit de tanins condensés, mis en évidence par
screening phytochimique. Ces derniers sont localisés dans les cellules
épidermiques, a la base des poils sécréteurs, dans les cellules du parenchyme
cortical et meédullaire (fig. 32 et 33 photos C2 et C3).
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Figure 34.C4 : Coupe transversale au niveau du pétiole Vitex agnus cactus L. tan :
tanins ; ep : épiderme ; ps : poil sécréteur ; pc : parenchyme corticale ; sc : sclérenchyme ;
phl : phloéme ; vs : vaisseau ; pm : parenchyme médullaire ; xyl : xyléme

Figure 35. C5 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus L.
tan : tanins ; ep : épiderme; pp : parenchyme palissadique ; xyl : xyléeme ; phl : phloéme ;

pl : parenchyme lacuneux ; vs : vaisseau ; np : nervure principale

Alors que dans les feuilles, les tanins condensés montrent une présence importante

dans les cellules des parenchymes palissadique et lacuneux (fig. 35, photo C5)
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» La révélation cyto-histochimique des lignines au vert de méthyle, montre que
celles-ci impregnent les parois du sclérenchyme au niveau de 1’écorce des
pétioles de Vitex agnus cactus L. ainsi que les parois des vaisseaux et celles du
parenchyme ligneux au niveau du cylindre central (fig.36 et 37, photos C6 et

C7).

Figure 36 et 37. C6 et C7 : Coupes transversales au niveau du pétiole de Vitex
agnus cactus L. lign: lignine; xyl: xyléme ; vs: vaisseau; sc: sclérenchyme ; phl:

phloeme ; pm : parenchyme médullaire ; ep : épiderme ; pc : parenchyme corticale ;
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Figure 38. C8 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus L.
lign : lignine ; ep : épiderme ; np : nervure principale ; xyl : xyléme ;vs : vaisseau ; pp :

parenchyme palissadique ; pl : parenchyme lacuneux

Dans les feuilles, la lignine est présente dans les parois des éléments du xyleme

(vaisseaux et parenchymes ligneux) (fig.38, photo C8).

» Vu que la coloration en vert caractéristique des tissus lignifiés n’était pas bien
apparente en niveau des feuilles et, pour mieux élucider la présence des lignines
dans les pétioles et feuilles de Vitex agnus cactus L., nous avons réalisé la
coloration par le réactif de toluidine. Celui-ci colore en bleu la lignine et en
violet les tissus cellulosique (fig.39 et 40, photos C9 et C10).
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Figure 39. C9 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Vitex agnus cactus L.
cel : cellulose ; lign: lignine; ep: épiderme; ps: poile sécréteur; pc: parenchyme
corticale ; phl: phloéme ; ep : épiderme ; sc : sclerenchyme ; xyl : xyléme ; vs : vaisseau ;
pm : parenchyme médullaire

Figure 40. C10 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus
L. cel: cellulose; lign: lignine; xyl: xyléme; pp: parenchyme palissadique ; pl:
parenchyme lacuneux ; phl : phloéme
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» Les radicaux conyferyls des lignines mis en évidence par le test de Wisner
(Vance, 1980) montrent une réaction positive dans les pétioles de Vitex agnus
cactus. L, la présence des radicaux conyferyls des lignines est observée dans
les parois des cellules du sclérenchyme ainsi que les parois des vaisseaux au
niveau du cylindre central (fig.41, photo C11).

Figure 41. C11 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Vitex agnus cactus L.
lign con: lignine conyferilique ; ep: épiderme; pc: parenchyme corticale; sc:

sclerenchyme ; phl : ploéme ; xyl : xyleme ; vs : vaisseau ; pm : parenchyme médullaire

Dans les feuilles, ces derniers sont comme Moringa oleifera Lam. présents dans les parois

des éléments du xyleme (vaisseaux et parenchymes ligneux) (fig.42, photo C12).
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Figure 42. C12 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus
L. lign con : lignine conyférilique; ep : épiderme ; pp : parenchyme palissadique ; xyl :

xyleme, vs : vaisseau ; pl : parenchyme lacuneux

Figure 43.C13 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Vitex agnus cactus L.
lign syr : lignine syringylique; ep :épiderme ; pc : parenchyme corticale ; xyl : xyleme ; sc :
sclérenchyme ; vs : vaisseau ; pm : parenchyme médullaire
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> La réaction de Maule (Faulkner et Kimmins, 1975) révélant les radicaux
syringyls des lignines, donne une réaction positive, reflétée par une coloration
rouge, au niveau des parois du sclérenchyme, des vaisseaux, du parenchyme
ligneux entourant les vaisseaux du xyléeme de Vitex agnus castus L. (fig.43 et

44, photos C13 et C14).

Figure 44. C14 : Coupe transversale au niveau du pétiole de Vitex agnus cactus L.
lign syr : lignine syringylique; ep :épiderme ; pc : parenchyme corticale ; xyl : xyleme ; sc :

sclérenchyme ; vs : vaisseau ; pm : parenchyme médullaire

Au niveau des feuilles, les radicaux syringyls des lignines sont incrustés dans les parois des

éléments du xyléme notamment les vaisseaux et le parenchyme ligneux (fig.45, photo

C15).
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ligh sVE

Figure 45.C15 : Coupe transversale au niveau de la feuille de Vitex agnus cactus L.
lign syr : lignine syringylique; np : nervure principale ; pp : parenchyme palissadique ;

xyl : xyleme ; pl : parenchyme lacuneux
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Chapitre IV Discussion et conclusion

V. Discussion et conclusion

Le potentiel d’une plante médicinale est attribu¢ a 1’action de ses constituants
phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant des

maladies chez les végétaux (Mohammedi, 2013).

Cette analyse phytochimique a permis de déterminer qualitativement les composés
non nutritifs mais biologiquement actifs qui conférent la saveur, la couleur et d'autres
caractéristiques a la plante. En effet, le potentiel d’une plante médicinale est attribué¢ a
I’action de ses constituants phytochimiques.

L'ensemble des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés
pharmacologiques diverses (Ouedraogo, 2001), justifient l'utilisation multiple de Moringa
oleifera Lam. et Vitex.agnus castus L. en tradi-thérapeutique et, de I’autre coté, pour se
défendre et pouvoir subsister aux contraintes imposées par le climat et le milieu (Rira,
2006), en zones arides.

La variabilité des teneurs en composés phénoliques est généralement corrélée avec
I’importance des activités biologiques. En effet, Les flavonoides jouent un réle dans la
coloration des végétaux (Ribéreau Gayon et Reynaud, 1968), protegent les plantes contre
le stress hydrique et génere une tolérance des plantes aux métaux lourds présents dans les
sols. Plusieurs effets pharmacologiques sont attribués aux flavonoides notamment dans la
protection des aliments d’origine végétale de 1’oxydation, ce sont des antioxydants réputés
pour leur action anti radiculaire (Makhloufi, 2010).

Les tanins, sont connus pour donner un go(t amer aux plantes notamment a
I’écorce ou aux feuilles et les rendent ainsi impropres a la consommation pour les insectes
ou le bétail (Eberhard et al., 2005). Ils sont également produits en réponse a un stress
environnemental, suscité par différents facteurs: déficience en éléments nutritifs,
sécheresse, températures élevées et intensité lumineuse (Rira, 2006). lls peuvent également
réguler les tissus ayant subi des blessures superficiels ou bien des brllures (Bruneton,
1999).

Les alcaloides sont des métabolites secondaires tres hétérogenes, souvent connus
pour leur potentielle toxicité a forte dose. Néanmoins, ils présentent également des
propriétés pharmacologiques et thérapeutiques non négligeables (William et al., 2003). En

effet, diverses activités biologiques leur sont attribuées (Milcent et Chau, 2003), a faibles
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doses, ils sont anesthésiques locaux, analgésiques, antibiotiques, antiparasitaires, anti-
tumoraux (Chenni, 2010).

La lignine est un constituant structural de la plante, bien que primordiale d’un point
de vue vital, maintient la structure du végétal (Boeriu et al., 2004).

La répartition des métabolites secondaires montre des accumulations tres
localisées, généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec 1’interaction
de la plante avec les conditions biotiques et abiotiques de leur environnement, ces
substances sont accumulées dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante
durant l'organogénése et sous l'influence de plusieurs facteurs stimulants (Hutzler et al.,
1998).

Egalement, [I’inégale répartition des extraits polyphénoliques pourrait
s’expliquer par le fait que la distribution des métabolites secondaires peut changer pendant
le deéveloppement de la plante, ceci serait lié aux conditions climatiques dures (la
température, exposition solaire, secheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des
métabolites secondaires notamment les polyphénols et les flavonoides (Falleh et al., 2008).

Ces résultats, suggerent que Moringa oleifera Lam. et Vitex agnus castus L.
pourraient représenter une source naturelle et prometteuse de molécules chimiques qui
possédent des activités biologiques trés importantes. L’ensemble de ces résultats obtenus
ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche de substances d'origine naturelle

biologiquement active, il est souhaitable de :

compléter ce travail par la purification et 1’identification de diverses molécules isolées en

utilisant des techniques chromatographiques, spectrales et spectrophotométriques ;

de caracteériser le profil phénolique des deux essences végétales a travers des techniques
chromatographiques qualitatives et quantitatives notamment la GCMS, ’HPLC, ...avec
I’application des tests de 1’activité antioxydante in vivo afin d’y trouver une application
pharmaceutique dans le traitement des infections humaine, animale et végétale, tout

comme conservateurs des aliments ;
élargir le panel des tests des activités in vitro, évaluer et tester les différents extraits et molécules

isolées in vivo afin d’y trouver une application pharmaceutique de ces molécules actives, ou alors

en conservation des produits destinés a la consommation.
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Tableau 111 : Les résultats de screening phytochimique des feuilles Moringa oleifera
Lam.
Métabolites secondaires de Apres le test Interprétation
feuilles

Extrait aqueux

Alcaloides




Tanins galliques
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Tanins catéchiques

Anthocyanes

++
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Mucilages

Glucosides

Saponines
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Tableau IV : Les résultats de screening phytochimique des feuilles de Vitex agnus castus
L.

Métabolites secondaires de Apres le test Interpretation
feuilles

Extrait agueux

Alcaloides




Tanins galliques
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Tanins catéchiques

Anthocyane

++
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Mucilages

Glucosides

Saponines




Annexe I1

Etude cyto-histologique

&
-

[ "3y
Pétioles et feuilles deMoringa oleiferaLam. Tiges de Vitex agnus castus L.

Figure 46.Matériel végétal

Figure 47.0rganes immergés dans un bain de paraffine
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1-Coulage de la paraffine 2-Dépot des échantillons 3- Insertion de la cassette

A- Rlacs de naraffine i Bloc de Moringa oleifera Lam. Bloc de Vites agnus catus L.

Figure 48. Inclusion des organes dans de la paraffine
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2-Coupes histologiques obtenues . 4- Séchane des lames [
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Figure 49. Confection des coupes histologiques

Figure 50. Déparrafinage et réhydratation



Résumé

Le présent travail a pour objectif d’abord d’identifier sur un infusé de pétioles et de
feuilles de Moringa oleifera Lam. et Vitex agnus castus L., deux espéces de la région d’ Adrar,
la présence de métabolites secondaires et par la suite les situer sur le plan tissulaire et
cellulaire a travers une étude cyto histochimique, réalisées sur des coupes transversales,
minces, confectionnées au microtome.

Le screening phytochimique a montré la présence d’anthocyanes, de flavonoides, de
tanins, d’alcaloides, de glucosides et de mucilages. Seules les saponines s’avérent absentes.

L’étude cyto histochimique a également donné des résultats similaires pour les
pétioles et feuilles des deux essences végetales. En effet, les alcaloides sont faiblement
présents dans les deux organes analyses, ils sont plus concentrés dans le parenchyme cortical
des pétioles. Les tanins sont tres présents dans les pétioles et feuilles des deux especes
végétales, ils sont localisés dans les vacuoles des cellules jeunes périphériques dont
I’épiderme et les parenchymes ou incrustés dans les parois cellulaires lignifiées. Les lignines
sont aussi présentes dans les pétioles et feuilles des deux especes végétales, elles sont
concentrées dans les parois des cellules sclérenchymateuses au niveau du cortex ou celles des
vaisseaux et parenchyme ligneux du xyléme, dans le cylindre central. Deux types de lignines
sont mises en évidence, il s’agit, de lignines coniféryliques et de lignines syringilliques, les
deux incrustées dans les parois de cellules du sclérenchyme et celles des parois des vaisseaux
et parenchyme ligneux des pétioles et feuilles de deux especes végétales.

Mots clés : Vitex agnus castus L., Moringa oleifera Lam., étude cyto-histochimique, Adrar,
métabolites secondaires

Abstract

The purpose of this work is first to identify on an infused of petioles and leaves of
Moringa oleifera Lam. and Vitex agnus castus L., two species from the region of Adrar, the
presence of secondary metabolites and subsequently their location on the tissue and cell plane
through a cytohistochemical study, carried out on thin cross-sections made of microtome.

Phytochemical screening showed the presence of anthocyanins, flavonoids, tannins,
alkaloids, glucosides and mucilages. Only saponins are missing.

The cytohistochemical study also gave similar results for the petioles and leaves of the
two plant species. Indeed, alkaloids are weakly present in both organs analyzed, they are more
concentrated in cortical parenchyma petioles. The tannins are very present in the petioles and
leaves of the two plant species, they are localized in the vacuoles of the young peripheral cells
including the epidermis and parenchyma or encrusted in the lignifiedcellwalls. The lignins are
alsopresent in the petioles and leaves of the two plant species, they are concentrated in the
walls of the sclerechymatous cells at the level of the cortex or those of the vessels and woody
parenchyma of the xylem, in the central cylinder. Two types of lignin are identified, namely
coniferyl lignin and syringillic lignin, the two embedded in the cell walls of sclerechyme and
those of the vessel walls and the woody parenchyma of the petioles and leaves of two plant
species.

Keywords: Vitex agnus castus L., Moringa oleifera Lam., cyto-histochemical study, Adrar,
secondary metabolites
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