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Introduction

I ntroduction

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécientddss apaisantes et analgésiques
des plantes car elles contiennent des principés gai agissent directement sur I'organisme.
Elles sont utilisées aussi bien en médicine classgu’en phytothérapie. Aujourd’hui encore,
les deux tiers de la pharmacopée ont recours & pgapriétés curatives. A travers les siecles,
les traditions humaines ont su développer la casaace et l'utilisation des plantes

médicinales (Larousse ,2001).

Si certaines pratiques meédicinales paraissentgdsat relevent de la magie, d’autres
au contraire semblent plus fondées, plus efficd@esartant toutes ont pour objectif de vaincre
la souffrance et d’améliorer la santé des hommaesoflisse, 2001). D’apres Lucienne 2010,

de nombreux médicament sont élaborés a partir rilesges actifs des plantes.

La scille est une plante vivace a bulbe possédastgiucosides cardiotoniques trés
diurétiques, agissant rapidement. De ce fait, illedcaite de nombreux troubles, telle que la
rétention d’eau. Comme ses constituants sont rapgde €liminés par I'organisme, la scille
soigne les insuffisances cardiaques. A faibles sjot® scille évacue efficacement les
mucosités bronchiques. A doses plus élevées, eflsepte des propriétés vomitives. On

I'utilise aussi en homéopathie (Larousse, 2001).

Les composés phénoliques sont en effet des élémemsrtants des qualités
sensorielles et nutritionnelles des végétaux gmsammme I’'homme, et leur intervention dans
la santé est maintenant reconnue dans des domasréss tels que la lutte conte
I'athérosclérose, leur action anti cancérigénes axydants permettant de lutte contre le

vieillissement cellulaire.

La cytogénétique est une discipline sur laquebgslie 'amélioration des plantes pour
comprendre les mécanismes héréditaires du mondatvet sa diversité taxonomique et

phylogénique. Elle permet I'étude des chromosomesde la mitose.

L'objectif de ce travail est donc d’appréhender daersité des scilles d’Algérie
principalement par la comparaison Bigrnardia numidicad Prospéro automnaljsl reposera
sur un échantillonnage d’individus effectué danszion de Kabylie, a savoir a Tizi Rached,
et s’articulera autour de trois approches compléanes : morphologique, caryologiques, et

biochimique.
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Afin de mieux comprendre ces approches, notre &udéa scille a été devisée en trois
parties :

La premiére partie est consacrée a I'étude bikdiplgigue sur les scilles, les
polyphénols, ainsi que la cytogénétique.

La seconde partie est consacrée aux matériel ébehet utilisées

La derniere partie est consacrée a la discussibméseltats enfin une conclusion et
perspectives d’étude compléteront et finiront nétrele.



Chapitre |

etude

bibliographique



Chap :1 Etude bibliographique

I. Présentation des scilles

1.1. Définition des scilles

Silla est un genre de plantes herbacées monocotylédomesbes. De la famille des
Liliacées (Spichiger, 2003).

Ce sont de petites plantes bulbeuses, dotées tbuffe de longues feuilles lancéolées

et érigées apparaissant apres les fleurs (Cec2l0io8).

En été se dresse la hampe florale cylindrique d& &0 cm de haut, vert clair a nuances
violacées. Les fleurs éclosent en grappes conmgpdotenées de corolles pédonculées,

blanches, a cing pétales finement sillonnés de(@tchini, 2008).
1.2. Historique de la classification des scilles

Les véritables scilles, appartiennent & la fardés Liliacées selon la description de
Quezel et Santa (1962).

Les Liliacées sont la famille des lis, tulipe, ail..c’est une famille groupant plus de
3500 espéces. Le plus souvent, ce sont des heraees par un rhizome ou par un bulbe,
elles croissent dans les pays chauds (Guignafupbnt, 2004). Elles sont divisées en

plusieurs familles voisines selon la classificatfG (Couplan, 2009).

La premiére version d’APG (1998) avait conduitree (certaine pulvérisation de cet
ensemble, en créant une multitude de famille, nteaucoup d’entre elles sont mono

géneétiques et renfermant tres peu d’especes.

APG 1l (2003) suggere de condenser la pluparcee familles, en particulier en

retenant 2 groupes les familles des AlliaceaestAkparagaceae.

Cette méme classification place les scilles danfahaille des Hyacinthaceae. Ces
dernieres rassemblent une quarantaine de genrégOeespéeces subcosmopolites ou plus
localisées (région méditerranéenne, Afrigue du Sud) famille doit son nom au genre
Hyacinthus, la Jacinthe. Ce sont des herbes vivaces, géephytbulbes tuniqué (ou

exceptionnellement a rhizome), présentant ou nerosette de feuilles (Botineau 2010).
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Des études récentes utilisant le séquencage deNI'ABt montré que les espéeces
classées dans le geni&illa ont une phylogénie différente. Ainsi la classifioa
phylogénétique APG Il (2009) classe les scillapslla famille des Asparagaceae.

Les Asparagacées est une famille de plantes moyiédohes. Cette famille n'existe
pas en classification classique de Cronquist (1981 )assimile ces plantes aux Liliacées. La
classification phylogénétique a donc séparée cattalle des Liliacées et la rattache a l'ordre
des Asparagales. L'Angiosperm Phylogeny Group (ABR®@)odifié encore sensiblement le

classement.

Cette famille remarquable par son appareil védetaimprend 2250 especes. Ce sont
des plantes généralement vivaces mais il existerdgat quelques formes arborescentes,

elles croisent alors dans les pays chauds.

La classification des Asparagaceae en sept soulidarast différente : Agavoideae,
Aphyllanthoideae, Asparagoideae, Brodiaeoideae, dmiroideae, Nolinoideae et

Scilloideae
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1.3. Photo morphologie déarnardia numidica

Barnardia numidica se singularise par un treés gros bulbe (> 4 cdia®étre), entouré
de plusieurs tuniques brunes La hampe floraleresséde a I'intérieur de la rosette. Les
feuilles (4 a 6) sont linéaires plus ou moins lare17 mm) et apparaissent avant la
floraison (synanthiées). L'inflorescence est urapge trés allongée, multiflore (30-70), les
fleurs sont purpurines. Une bractée rudimentderaédant pas 1 mm, est régulierement
présente a l'aisselle du pédoncule floral. L'ovaioenporte des loges carpellaires uniovulées.
Ce taxon, occupe les mémes habitatsRjuabtusifolium, mais avec des exigences plus
importantes vis-a-vis des facteurs d’humidité (Haouohe et Misset, 2009).

Figure01 :Morphologie générale dgarnardia numidica (Draa El Mizan 2016)

Figure 02: Morphologie générale dgarnardia numidica (labo CIV 2016).

i
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1.3.1. Présentation deProspéro automnalis

Prospero automnalis est une plante qui appartidatfamille des Liliaceae selon la
classification classique. La classification phylogique la place dans la famille des
Hyacinthaceae (ou optionnellement dans celle dgmragaceae). C’'est une plante vivace de
petite taille mesurant 10-25cm, a bulbe gros, gValenchétre. La tige gréle, généralement
droite dés la base, rude-pubérulente dans son ititégeur, la 2fois plus longue que les
feuilles adultes. Les feuilles sont au nombre dé 5aulles ou tres courtes a la floraison, puis
allongées, dresseées, étroitement, linéaires sudmigin peu en gouttiere, lisses de couleur
vert foncé. Elles sont groupées en grappe courie gllongée, a pédicelle ascendant, sans
bractées, égalant le périanthe persistant long®tam (Hammouche et Misset, 2009).

Les anthéres sont noiratres. Le fruit est une epetipsule, subglobuleuse-obtuse, a 2
graines par loge. La pollinisation est de type er@game (Hammouche et Misset, 2009).

Elle apprécie les pelouses séches o les rochdtsersderrain montagneux ou semi-
montagneux, soit sur les cotes méditerranéennedlagttique jusqu’a 700m d’altitude du
niveau de la mer (Hammouche et Misset, 2009).

1.4. Taxonomie

La classification taxonomique dgarnardia numidica selon uni Plantae est comme

Suit :

+ Regne: Plantae

- Clade: Angiosperma

- Classe: Liliopsida

« Ordre : Asparagales

« Famille : Asparagaceae
« Geure :Barnardia

- Espéce B. numidica
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1.5.Description botanique de la plante

C'est une plante de la région méditerranéenne &iyar un bulbe tuniqué ovoide,
volumineux formé d'écailles emboitées (représenthatune une base de feuilles), insérées

sur un plateau qui porte de nombreuses racinesades (Paris et Moyse, 1967).

Il existe deux variétés de scille: la rouge et lanbhe, correspondant a deux "races
chimiques". La scille rouge possede en plus deilke $lanche des pigments anthocyanique

et un hétéroside particulier le scilliroside (P&tisMoyse, 1981).

Les feuilles sortent en touffe au printemps, efient entiéres, allongées, étroitement

oblongues, lancéolées, d'un vert foncé (ReynolB6 1L

L'inflorescence est une longue grappe dressée pédg ou pourpre, a pédicelles
alternes, minces, accompagnés d'une bractée Bnéabvase éperonnée. La hampe florale

n‘apparait qu'en fin d'été alors que les feuiltest slesséchées (Reynolds, 1996).

Les fleurs sont disposées serrées tout le long deabpe. La fleur a un réceptacle court,
sur lequel sont insérés 6 sépales étalés en &albégaux, légerement unis a la base, ovales-

aigus, blanc ou teinté de vert; les trois sépalfgsieurs sont imbriqués (Reynolds, 1996).

Les étamines en couche de 6 sont unies a la bgséridmthe. Elles ont un filet court et
une anthére biloculaire, ovale oblongue, déhiscpatedeux fentes longitudinales (Paris et
Moyse, 1981).

L'ovaire, ovoide, lisse est surmonté d'un stylessfeque terminent 3 petits lobes
stigmatiferes (Paris & Moyse, 1981).

Les ovules, en nombre indéfini, ascendants, sepbdés dans I'angle interne de chaque loge

en deux séries verticales (Paris et al, 1981).

Le fruit est une capsule a 3 loges, renfermantwia a 4 graines aplaties; il est souvent

accompagné du périanthe desséché (Paris et al). 1981



Chap :1 Etude bibliographique

Les graines séchées, membraneuses, larges, rairapkaties et dilatées en aile de
chaque c6té, rapprochées les unes des autressmmenfeun albumen charnu et un embryon

axile et rectiligne (Reynolds, 1978).

L'odeur est nulle, la saveur acre et amere (Chal&@esemmil, 1974).

Du point de vue anatomique, on observe dans lesnsegi une structure de feuille: les
éepidermes sont formés de cellules rectangulairec ayuelques stomates (Chalmers &
Gemmil, 1974).

Le mésophylle est un parenchyme a cellules polygsrzellulosiques a parois minces,
dont beaucoup contiennent du mucilage entouranpdgsets de grosses raphides d'oxalate
de calcium de 200 a 500 microns de long sur 5 enitbons de diamétre. Il existe aussi des

cellules a tanin et quelques petits faisceauxdiigimeux (Chalmers & Gemmil, 1974).

La poudre de la drogue provenant du broyage duebedb brun rosée (variété rouge) ou

jaunatre (variété blanche), inodore, de saveuréicaenere (Paris et Moyse, 1967).

1.6. Habitat

La scille pousse dans les terrains sablonneux détes c méditerranéennes

essentiellement, mais aussi sur les cotes atlagtifRaris et Moyse, 1967).
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1.7.Répartition géographique

La scille est spontanée sur les rivages sablondeu&a mer Méditerranée mais on la
retrouve aussi dans les paturages, foréts et m¢Qerezel & Santa, 1962).

En Algérie pousse la varieté rouge appelée sclisphgne ou scille méle (Paris &
Moyse, 1967).

Elle se rencontre sur les cétes atlantiques, atu@al, aux Canaries et au Maroc
(Reynolds, 1996).

La carte botanique de la scille se situe tout autdw bassin méditerranéen et
spécialement sur le littoral de I'Algérie, Maroaynisie, Espagne, Italie, Gréce, France, Syrie,

Sicile, Malte et Asie mineure.
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Figure ORépartition des scilles dans le monde (Anonyme 01)
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1.8. Propriétés des scilles

Les scilles sont diurétiques, anti catarrhalesaediotoniques. L’'usage familial de cette
plante est néanmoins vivement déconseillé du faisah action vasoconstrictrice, excitante
pour le cceur, irritante pour I'estomac, ainsi quefait de son dosage complexe (Cecchini
2008).

1.8.1. Utilisations

Le bulbe des scilles est utilisé en pharmacie dstigstrée comme expectorant et
fluidifiant dans les bronchites ou diurétique etmeoe raticide dans la lutte contre certains
rongeurs nuisibles (Guignard et al., 2004p scille maritime contient un hétéroside

cardiotonique.

La scille est une drogue tres ancienne, connudedgptiens, des Grecs et des Arabes.
Dioscoride, Pline et Galien connaissaient ses sffatdiotoniquegt diurétiques (Reynolds,
1996).

Elle sort de l'oubli au 20éme siécle grace auxawsavde Stoll et Tissot qui lui
permettent d'étre de nouveau prescrite. |l y agues années de nombreuses préparations
telles que le vin et vinaigre de scille, une teiatat unegpoudre étaient trés largement utilisés
(Reynolds, 1996).

Une décoction du bulbe dans l'huile d'olive estisé® pour ses propriétés anti-

asthmatiques en médecine traditionnelle (Paris &9801967).

La plante a aussi une valeur ornementale. En effetest cultive dans les jardins

Il est administré dans les affections cardiaquds, malade ne réagit pas a la digitaline

ou entre deux cures digitaliques (Paris & Moys&7)9
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[I. Généralités sur les composés phénoliques

2.1. Définition des polyphénols

Une des originalités majeures des végétaux résabs tbur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En difeipté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiqueks)accumulent fréquemment des métabolites
dite « secondaire » dont la fonction physiologiquiest pas toujours évidant mais qui
présentent une source importante de moléculesaliles par 'homme dans des domaines

aussi difféerents que la pharmacologie ou I'agroatiaire.

Les métabolites secondaires appartiennent a depegachimiques variés (alcaloides,
terpenes composées phénolique....) qui sont tres inégalemepdrtis chez les végétaux
(Macheix et al., 2005).

Plusieurs milliers de composés phénoliques ontcatactérisés jusqu’a aujourd’hui
chez les végétaux. Bien qu’étant trés diversifiésont tous en commun la présence d’'un ou

de plusieurs cycles benzéniques portant une oiephssfonctions hydroxyles.
2.2. Structures et classifications des polyphénals

Les composés phénoliques peuvent étre regroupémombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelaele base (allant d’'un simple C6 a des
formes tres polymérisées). Ensuite par le degrémddifications de ca squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), @mfpar les liaisons possibles de ces
molécules de bases avec d’autres molécules (ghicigédes, protéines, autres métabolites
secondaires pouvant étre ou non des composés pnéwl..).

Selon Collin et al. (2011) en trouve plusieurssés de polyphénols :

11
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- Les acides phénoliques de type benzoique ou ci i

- Les stilbénes.

- Les lignines et subérines.

- Les flavonoides.

les nonvidamoides

D’aprés le degré d'oxydation du noyau pyraniquetregnils sont regroupés en une

dizaine de classes groupées dariabéeau 1

Tableau 01 :les principales classes de composées phénolidisgsds Harborne, 1989 ;
macheix et al. 1990).

Squelette carboné | Classe Composés Origine
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses
espéces
CeCy Acides P-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoioques
CeCs Acides Acides caféique, Pomme de terre,
hydroxycinnamiques | férulique pomme
Coumarine Scopolétine, Citrus
esculétine
CeCy Naphtoquinones Juglone Noix
C6CrCs Stilbénes Resvératrol Vigne
C 6-C3-Cs Flavonoides
- Flavonols Kaempférol, Fruits, légumes|,
- Anthocyanes quercétine fleurs
- Flavanols Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
- Flavanones pélargonidine Pomme, raisin
Isoflavonoides Catéchine, Soja, pois
épicatéchine
Daidzéine
(C 6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6C3)n Lignine Bois, noyau des
fruits
(C19)n Tanins Raisin rouge, kaki
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2.2.1. Les non flavonoides :

Ce sont les formes phénoliques les plus simpleseptéant des structures chimiques
allant des simples phénols, tels qu’acides hydremgbiques, acides hydroxycinnamiques,

coumarines, tanins hydrolysables.
2.2.2. Les flavonoides :

De structure générale en C15 (C6-C3-C6), il comgrrui seul plusieurs milliers de
molécules regroupées en plus de dix classes. quorapose de deux noyaux benzéniques (A
et B) reliés par un hétérocycle en C3, qui difféion la nature des flavonoides (Ribereau-
Gayan, 1968).

Figure 04 :Structure générale des flavonoides (Bruneton, 1999

Cette structure offre généralement deux types dstisution :
» O-substitution : - hydroxylation (-OH)
- O-méthylation (-O-CH3)
- O-glycosylation (-O-Ose)

» C- substitution : - C-méthylation (-C-CH3-)

- C-glycosylation (-C-Ose)

13
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Polyphénols
Flavonoides Acides Stibénes Lignines et
phénoliques suberines

flavonols

Type benzoique

Flavonoides* Type cinnamique

Type coumarique

(dihydro)
chalcones
Tannins hydrolysable
Anthocyanidines Gallotannins Ellagitannins
Anthocyanines

Figure 05: Différentes familles de polyphénols (polyméres davonoides=

proanthocyanidines, anthocyanogénes ou procyanid@kpre Collin, 2011).

2.3. Voies de biosyntheses des composées phénoliques :

Chez les végétaux, les composés phénoliques somgg$oa partir de sucres simples
issus du métabolisme primaire, la majorité d’ertue dérivent directement de la voie des

shikimates.

14
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Par les voies de la 3-oxydation des acides grdse etlle des acides aminés se forment
le deuxiéme précurseur, le malonyl CoA. Ces vomgrfissent aussi les acides aminés

aromatiques (tyrosine, tryptophanepbgnylalanine).

Les deux acides aminés aromatiques, phénylalanihgasine, sont a l'origine de la
formation de la plupart des molécules phénoliquez des végétaux, formés a partir de sucres

simples issus du métabolisme primaires par la stoilimique.

La désamination de la phénylalanine est une prem&ape primordiale de la
biosynthese des majorités des composés phénoliqaeduisant a la formation de l'acide

cinnamique, principale précurseur.

La désamination de la tyrosine par linterventiam ld tyrosine-amonia-lyase (TAL)
permettant de synthétiser I'acide p-coumarique. d&gsiers se convertissent en autres acides
phénols (cinnamiques, benzoiques et coumarinegh alivers autres dérivés phénoliques
(flavonoides, isoflavonoides, tanins, lignine, quies et stilbénes) (Bruneton, 1993).

Les différentes voies de biosynthése des compds&sofiques sont schématisées dans
la figure 06.

15
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Phosphoenol pyruvate

Erythrose 4-Phosphate

Acide

Protéines

A

Phénylalanine

chorismique

|

Acides de la série
Benzoique: p-
hvdroxvhenzoiniie

Certaines

1 Quinones

Tanins
hydrolysables

L Tyrosine
A

PAL| | [TAL
Phénylpropanoides \

dérivés del'acide
cinnamique : Acides
coumarique, caféique,
férulique, sinapique et

[ Coumarine ]

leurs esters CoA.
o J

CHS +3
malonyCHS

CHI

A\ 4
KFIavonone: : \

flavanones, flavonols,
anthocyanols, flavanes,
tanins condensés, ...

Isoflavonoides
\ /

Tr

Quinones,
composés du
brunissement

T

Polyphénoloxydase et
Peroxydase

Dérivés des acides
hydroxycinnamiques:

Acides chlorogénique,
caféoyl-tartrique,...

Réductase
Peroxydase

Laccas

Stilbénes

resveratrc

Figure 06 : Différentes voies de biosynthese des composésqatiques (Macheix, 2005).
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2.4. ROle des composés phénoliques

Guignard(1996) a rapporté que les composés phémsliguraient des rbles trés importants

pour la plante a savoir:

» La croissance cellulaire, 'organogénese, la dogeates bourgeons, la floraison et la
tubérisation,

» lIs participent aux mécanismes d’inhibition tégutage,

» Les flavonoides jouent un rble dans le contrbléaderoissance et le développement

en interagissant avec les diverses hormones végétal

lll. Etablissement d’'un caryotype deéBarnardia numidica

L'emploi d'une technique adéquate doit permettree lbonne séparation des
chromosomes avec des détails morphologiques pemettétablissement correct du

caryotype.
3.1. Mitose

La mitose ne constitue qu’une étape du cycle @ikl En effet la mitose est I'étape la
plus courte du cycle cellulaire, elle alterne auee période de croissance cellulaire appelée
interphase, une étape beaucoup plus longue repaéseyénéralement 3@e la durée du
cycle (Campbell & Reece, 2004).

17
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3.2. Phases de la mitose :

Les principales phases de la mitose sont décritapres selon Campbell & Reece,

2004.

a- Prophase: la chromatine se condense dans le nucléole esteien défini, mais elle
apparait peu a peu. De fuseau de division se fqgnogressivement (il n’est pas visible

dans cette micrographie).

Nucléole Chromatine condensée

Figure 07 Cellule végétal en stade prophase (Campbell etdr@©04)

b- Pro métaphase :les chromosomes sont maintient bien distinctscwheaest constitué de
deux chromatides sceurs identiques rattachées wer leur longueur, plus tard durant cette
phase, I'enveloppe nucléaire se fragmente, et lesotabules du fuseau de division

s’attachent aux kinétochores des chromosomes.

Chromesomes

Figure 08Cellule végétal en stade pro-métaphase (Camptiekece, 2004)
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c- La métaphase :le fuseau de division est complet ; les chromospmai sont attachés

aux microtubules par leurs kinétochores, se rerntitous sur la plaque équatoriale.

Figure 09Cellule végétal en stade métaphase (Campbebketd? 2004)

d- L'anaphase : les chromatides sceurs de chacun des chromosomésséparées et
deviennent des chromosomes a part entiere. Ceedese déplacent vers les poles de la

cellule a mesure que les microtubules kinétochsriancourcissent.

Figure 10Cellule végétal en stade anaphase (Campbell eeR204)
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e- Télophase le noyau des cellules filles se forme. Entre tenigpgytocinese a débuté, la
plaque cellulaire, qui divise le cytoplasme en decroit en direction de la membrane
plasmique et de la paroi de la cellule mére.

Plague celiulaire

FigurellCellule végétal en stade télophase (Campbell ec&e004)
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1. Matériel et méthodes

1.1. Echantillonnage de I'especBarnardia numidica

L’échantillonnage de I'espedgarnardia numidica a été fait dans un verger d’Olivier
(Oleaeuropea) sous un bioclimat Subhumide, au Nord d’algériesdia région de Kabylie,
élevée de 500 m d’altitude environ a Draa El Midans la Wilaya de Tizi-Ouzou.
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Figure 12: Station d’échantillonnage darnardia numidica (Draa El Mizan 2016).
1.2.Matériel végeétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de fesilet de bulbes de I'espéBarnardia

numidica qui est une population de scille d’automne quivot de la région de Kabylie.
1.2.1. Feuilles

Les feuilles prélevées a partir de plantsBienardia numidica, ont été coupées a
I'aide d’'un cutter en petits dés puis séchées daesétuve pendant une semaine a 25°C,
apres le séchage on broie en utilisant un broyeur pbtenir une poudre fine (Figure 13).
Cette derniere nous permettra d’extraire les flavodes.
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a-b- Feuilles Barnardia numidica coupées en petits dés.
c- Séchage a I'étuve d- broydectéque e- poudre végétale des liesiil

Figure 13 : Image d'obtention de la poudre végétale a paes teuilles deBarnardia

numidica
1.2.2. Bulbes

Une poudre végétale bien fine a été obtenue & i bulbes des plantes coupés en
petits dés puis séchés dans une étuve pendaneéomaénge a 25°C, puis a I'aide d’'un broyeur
électrique, ils ont été pulvérisés (Figure 14).t€elerniere nous permettra d’extraire les
flavonoides.
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a- b- Bulbes deBarnardia numidica en petits dés.

c-d- Bulbe deBarnardia numidica coupé en petits dég- poudre végétal du bulbe de
Barnardia numidica

Figure 14:Image d’obtention de la poudre végétale a pag# blulbes dBarnardia
numidica.

1.3. Etude morphologique

1.3.1. Mesures morpho métriques des feuilles et bulbes

Notre étude morphologique de I'espéBarnardia numidica a été effectuée sur cinq
individus par les mesures morpho-métriques destears de I'appareil végétatif (feuilles et
bulbes) et des caractéres de I'appareil reprodu¢keur), pour cela nous avons utilisé du
papier millimétré.

ETﬂ
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Figurel5 Morphologie de I'especBarnardia numidica

Les caractéres morphologiques mesurés sont gralapéde tableau02.

TableauO2ZCaractéres morphologiques mesurés

Symboles Caracteres

A Longueur de la feuille

B Largeur de la feuille

C Nombre de feuilles

D Diametre du bulbe

E Longueur de la hampe
florale

F Longueur de
I'inflorescence

G Longueur du pédoncule
floral

H Nombre de fleurs
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1.4. Etude des flavonoides

L’étude des flavonoides a été effectuée par hydeolcide de la matiere végétale
séche (MVS) ou poudre végétale obtenue a partifalgies et des bulbes de la population
de Barnardia numidica.

1.4.1. Extraction des polyphénols par hydrolyse acide :

Dans notre travail nous nous sommes intéresséoiguctasses des flavonoides (les
C-glycosides, les Anthocyanes et les aglycone®flmue), contenus dans les feuilles et les

bulbes daBarnardia numidica

La technique utilisée a été mise au point par Badth (1954), reprise par Lebreton
(1967) puis par Jagt al.en (1975) et enfin améliorée par Laracine (1984¢ €onsiste en
I'extraction et la séparation des flavonoides patrblyse acide et a chaud de la poudre
végétale (la liaison C-O-C des O-glycosyl-flavoresidest tres fragile et se rompt a
I'hydrolyse acide en libérant les aglycones ; pante la liaison C-C des C-glycosyl-
flavonoides est tres résistante a ce type d’hyde)let permet d’obtenir deux types de

COMpOSES :

=Une fraction daglyconeset d’acides phénols par I'extraction préliminaie

I'éther diéthylique.

=Une fraction deC-glycosideset d'anthocyanesrécupérée par I'extraction au
n-butanol (partie que nous présentons).

Pour cette étude, on utilise 0.5 g de matériel tadgec (M.V.S) sont hydrolysés par
40 mL d’HCI (2N) au bain marie bouillant pendantf avec insufflation d’air toutes les
10min. L'oxygene permet ['oxydation des proanthgggiames en anthocyanidines
correspondantes. L’ensemble du matériels et teaksiqtilisés sont resumés par Iagure
16.
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Q
1

Pesée de la poudre végétale
b- Hydrolyse par HCL 2N

Mettre dans le bain marie

o
|

d- Insufflation d’air

Figure 16: Différentes étapes d’hydrolyse acide

A chaque extraction deux phases apparaissent, $upérieure dite épiphase et l'autre

inférieure dite hypophase.

=Epiphase éthérée

De couleur jaune verdatre, elle contient les agigso(flavones et flavonols) et les
acides phénols. Elle est récupérée apres chacumexdmctions dans un bécher et
évaporée a l'aire libre. Le résidu sec est repaissdomL d’éthanol, puis conservé au
frais avant d’étre soumis a une analyse quantégiar spectrophotométrie UV-visible.

»Hypophase acide
De couleur rougeétre, elle contient les anthocyales C-glycosides et les oses
simples. Elle est récupérée et additionnée a 3%lenh-butanol, remise dans une ampoule a
décanter. Le n-butanol forme dans I'hypophase upihése rougeatre butanolique,
I'ensemble des étapes de cette technique est rgsamagfigure
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Hypophase

butanolique

Epiphase éthérée

Hypophase acide

Figure 17Phases d’extraction des flavonoides.
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Matériel végétal sec de

fruit et feuille broyé

l Poudre

Hydrolyse acide par le Hcl 2N l

l Ebullition (100°C) Pendatmin

Apres refroidissement le mélange est versé dans un
Obtention de  deux

ampoule a décompté avec I'ajout d’éther di-éthudiq phases

l l

* Epiphase étheree » Hypophase acide
Elle contient les aglycones (flavones Elle contient les anthocyanes, les
et flavonols) et les acides phénols C-alvcosides et les oses simp
Récupération, aprés évaporation a Seéparation d au n-butanol (35mi)

- Analyses quantitatives

Figurel8 :Etapes de l'extraction des trois classes de flam@so par hydrolyse
acide selon Lebreton (1967).
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1.5.Analyses quantitatives

Les analyses quantitatives ont été effectuéesaparéthode de colorimétrie basée sur
la propriété de certains composés qui absorbentadtage la lumiére a des longueurs
d’'ondes spécifigues dans le spectrophotométre Wibie; elle permet de réaliser des

dosages grace a la loi de BeerLamber dont |eiperest le suivant:

Figures 19 : Spectronhotométre

Lorsqu’une lumiere dintensit{o passe a travers soiation, une partie de celle-ci
est absorbée par le (s) soluté (s). L'inten/ té lademiére transmise est donc inférieure a

10. On définit 'absorbance de la solution comme :
I
A= lOgm (%)

1.5.1. Dosage des proanthocyanes

La lecture des extrais s'établit par spectrophotam@ 520nm juste aprés extraction
car les proanthocyanes se dégrade rapidement aniéere. La teneur absolue en
anthocyanes est calculée par la formule suivante ldocoefficient correctif, est égale a 6
(Lebretoret al., 1967). Le matériel et la méthode utilisée paitectechnique sont résumés

dans la figure 19.
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Figure 2Btapes de dosage des proanthocyanes

T(mg/g)=5,2 1¢.DO.V. d/p

5,2. 10%: coefficient d’absorption molaire de la cyanidine
DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique

d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

1.5.2. Dosage des C-glycosylflavones
La lecture des extraits s’établit également pactspphotométrie a 340nm et la teneur
absolue est exprimée en Orientine et calculédapfrmule ci-dessous. La figure 19 nous

illustre les matériels et la méthode utilisé.

T (mg/g) = 2,37 1G.DO . V. d/p

2,37.10%: coefficient d’absorption molaire de I'orientine
DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique

d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé
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Figures21 :Méthodes et matériel utilisé pour le dosage deglytosides

1.5.3. Dosage des aglycones flavoniques :

Les flavonoides ayant un hydroxyle (-OH) libre asipon 3 et 5 réagissent avec les
métaux. Le chlorure d’aluminium (Alg)l forme un complexe avec les flavones et/ou les
flavonols. Pour déterminer la teneur en aglycorms, utilise la méthode du dosage
différentiel, qui est basé sur deux dilutions :

- La 1% dilution se faif dans de I’éthanol (extrait éthéré + &thanol 935°)
R -

| ofocues | . "

= o~

g

Figyre22 : Dosagg des aclveones var I’éthanol =

- La Z™dilution se fait dans la solution d’AlgKextrait éthéré + AlGldans
I'éthanol 95°).

La solution d’AICk est préparée par le mélange de 1g de chlorureimialum
dans100mL d’éthanol 95°.
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Figure 23 : Dosage des aglycones par ALCL3

A partir du résidu sec éthéré repris dans de lf@ha 95° et d’autre part avec du
chlorure d’aluminium a 1%, aprés réaction pend&mifh, la lecture des aglycones se fera
entre 400 et 435nm au spectrophotométre type ‘JENE263 UV/VIS'.

Concernant le dosage des Aglycones flavoniquesnfd2@t des flavonols (435nm), la

formule utilisée est la suivante :

T(mg.g")=13x102x ADOxVxd
P

- 1,3.10%: coefficient d’absorption molaire de la quercetine

- ADO : densité optique au pic différenciel égale @(BICl3) — D.O (éthanol 95°)
- ¢ coefficient d’absorption de la Quercétine égakd2g

-V : volume de la solution éthanolique

d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolys@.en

1.6. Etablissement du caryotype dBarnardia numidica

Le niveau de ploidie est établi par comptage cbhsmmique a la métaphase
desméristemes racinaires.

Le protocole expérimental est celui précopiaéJahierr eél., (1992). Ce protocole,
comporte les étapes suivantes :

Notre étude cytogénétique a été réalisée en deundgs parties
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Partie 01 : obtention et préservation du matéggietal

'rigure’z40btention ‘au materer’'végertal (racihes)
% Préfixation
Aprés la germination des fragments de radiculesOdea 1 cm sont prélevés et
prétraitées parlmmersion dans une solution de 8exyduinoline oua-bromonaphtaléne
(agent mitoclasique qui empéche la formationdu dusachromatique) pendant 5 heures a

température ambiante ou 16 heures au frigo. Aiesagent bloque et fixe les cellules pour

empécher la division cellulaire

FigurezoPreraitement aes racines jpabromonapntaléne
% Ringage
Les racines préfixées sont rincées a I'eau dstiiour éliminer I'exces de I'agent

Mitoclasique.
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«» Fixation

Elle est réalisée dans un mélange alcool-acidegaeé(3:1 V/V) pendant 24Heures a 4
C° ou bien a température ambiante. Cette étapaualpd de bloquer toute évolution des

divisions cellulaires et de conserver l'intégritausturale des chromosomes.
s Stockage

Les radicules ont été stockées dans de l'dlc@d6° a froid, afin de les

conserverpendant une longue période.
+« Hydrolyse

Elle a été réalisée apres rincage dans de I'esdili@k, dans une solution d'HCL 1 N au
bain marie a 60 C°, pendant 10 minutes afin d’dbtem bon étalement des cellules et des

chromosomes entre lames et lamelle.
+ Rincage
Le ringcage s’effectue a I'eau distillée poumméher L’exceés d’Hcl.
% Coloration
Cette technique est appelée « Feulgen »elle miégéau point par Feulgen et Rossen

Beck en 1914. Elle se fait dans le réactif de $g@hdant 30 a 60 minutes, a température
ambiante et a l'obscurité. Ce dernier see fsur les groupements aldéhyde libérés
par I'HCL, et colore les chromosomes en rose.

+ Montage et observation

Apres rincage a l'eau (pour éliminer I'excéds colorant), les extrémités racinaires
colorées en rouge vif, sont montées entre lamésredlles, dans une goutte de carmin
acétigue ou bien dans l'acide acétique a 4#5Ur augmenter le contraste entre les
chromosomes et le cytoplasme. Ensuite nous réalidea squashs qui consistent a écraser

les préparations a I'aide d’'une allumette.

Les observations sont faites au microscopetgmique au grossissement 40x10. ( les
meilleures préparations sont celles qui présemtenichromosomes bien individualisés).
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K/

« Dénombrement chromosomique

Des observations au microscope photonique au igsessent 40x10 des plaques
meétaphasiques permettront de faire le dénombrensdmomosomique pour les scilles

(Barnardia numidica).

Le dénombrement chromosomique a été fait aprésnaigm au microscope optique des
plagues meétaphasiques des fragments racinairegv@séldes racines dBarnardia

numidica.

35



Chap I Résultats et discussion

1. Reésultats et discussion

1.1. Variabilité morphologique chez I'espéc8arnardia numidica

Pour mieux comprendre la diversité, des caracgghénotypiques, et la délimitation des
relations interspécifiques, une étude a été faitela variation morphologique de l'espece

naturelleBarnardia numidica.

L’étude morphométrique par I'appréhension de bartactéres quantitatifs a savoir la
longueur de la feuille, largeur de la feuille, lenmbre de feuille, ainsi que le diametre du
bulbe, la longueur de la hampe florale, la longudar I'inflorescence, la longueur du
pédoncule floral, et le nombre de fleurs, ont éa&isés sur cing individus de cette espéce et
cing autres de I'espederospeo autumnalis, Nous avons ensuite comparé les moyennes de
chaque caractere par le test d’égalité des espdirest Studentou Test t).

Ceci a fait I'objet de I'étude de la variabilité rpbologique.

Les matrices des données brutes concernant cesterasa sont regroupés dans le

tableaul (annexe 1).

1.2. Comparaison des moyennes des différents caraxs étudiés

Les differences entre les moyennes des caractamephologiques étudiés, au sein de
chacune de deux espéces sont données dans leut@i3et sont représentés dans la figure
26.
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Tableau 03 : Moyenne * écarts types de caractéeres des deugessptudiees

Espéce

Caractd B. numidica P. autumnalis
LGF 12.34+1.92 4.89+1.71

LRF 0.24+0.09 0.15+0.07

NBF 8.20+2.32 2.50+0.50

DB 2.04+0.34 1.39+0.23
LGHF 14.12+2.41 17.79+3.08
LRF 9.86+4.25 4.81+1.94
LGPF 1.22+0.16 1.08+0.30

La figure 26 nous montre que la longueur de lallisuet le nombre de feuilles et la
longueur de la hampe florale ainsi que le nombreflders sont plus importants chez
Barnardia numidica que chezProspero autumnalis, tandis que le caractére longueur de la
hampe florale est plus élevé che®. autumnalis que B.numidica. Les deux espéces
automnales ne montrent pas de différences quantiangueur de leurs feuilles, le diameétre
du bulbe, ainsi que la longueur du pédoncule floral

Les résultats soumis au testot£0.05) a montré une différence significative ptag
caractéres longueur de la feuille (p-value éga$062) , nombre de feuilles (p value égale a
1.034) et longueur du pédoncule floral (p valualég 0.379).

Les caracteres largeur de la feuille, diamétre dbdy longueur de la hampe florale,
largeur des feuilles et le nombre de feuilles nimaintré aucune différence significative entre
les deux espéces (avec des p values respecti@008, 0.001,0.049, 0.01, 0.003).
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Moyenne
29,6
30 -
25 -
20 17,79
14,1 mB. idi
15 | s B.numidica
4 W P. automnal
9,86
10 - 8,2 7
98 81
5 -
,5
21 39 1,2581
0,15
0 ' ' ' ' ' ' ' caracteres
LGF LRF NBF DB LGHF LRF LGPF NBF

Figure 26 : Moyennes de huit caracteres de deux populationsunéeschezBarnardia

numidica et Prospero autumnalis.

1.3. Etude comparative de la composition en flavonoidesntre les feuilles et les

bulbes de I'espéc®arnardia numidica

Les résultats des dosages des teneurs absolusghdtances phénoliques (anthocyanes,
c-glycosides et les aglycones flavones) extraiessfeuilles et de bulbe de I'esp&anardia

numidica, sont groupés dans les tableaux (annexe 4).

1.3.1. Comparaison intra-spécifique
1.3.1.1. Anthocyanes

+» Cas des feuilles et des bulbes

Les résultats des teneurs an Anthocyanes desefewt des bulbes dBarnardia
numidica sont groupés dans le tableau 04, et matérialeémigure 27.
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Tableau04 : Teneurs absolus en anthocyanes des feuilles etbdiees de Barnardia

numidica.

Individu | Individu 01 Individu 02 Individu 03 Moyenne
Organe
Feuilles 0.098 1.559 0.559 0.726
Bulbes 0.253 0.259 0.245 0.252

Les feuilles deB. numidica présentent une teneur plus élevés en anthocyaeresuae
moyenne égale a 0.726mg/g, par rapport au bulbelddeneur est faible avec une moyenne
de 0.252mg/g.

Teneur

mg/
0,8 - 0,726

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 -

m feuille

M bulbe

0,252

feuille bulbe organe

Figure 27: Moyennes des teneurs absolues en anthocyanesuéesf et des bulbes de

Barnardia numidica.

1.3.1.2. C-glycosides

%+ Cas des feuilles et bulbes

Les moyennes des teneurs des feuilles et bulbesgdrcoside sont consignés dans le
tableau 05 et illustrés par la figure 28.
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Tableau 05 : Teneurs absolues en c-glycosides des feuilles ®tbdébes de Barnardia

numidica:

Individu | Individu 01 Individu 02 Individu 03 Moyenne
Organe
Feuilles 0.034 0.013 0.021 0.023
Bulbes 6.256 7.963 5.688 6.635

Les bulbes d@. numidica présentent une teneur beaucoup plus élevée ercasyie
avec une moyenne de 6.635mg/g tandis que lekbefegbnt pauvres en c-glycosides avec

une moyenne de 0.023mg/g.

Teneur
mg/g
7 - 6,635
6 .
5 -
4 1 H feuille
3 - M bulbe
2 .
1] 0,023
0 T
feuille bulbe organe

Figure 28: Moyennes des teneurs absolues en c-glycosidededdes et des bulbes de
Barnardia numidica.

1.3.1.3. Aglycones

+» Cas des feuilles et des bulbes

Les teneurs en aglycone déterminées pour les dsudt bulbes sont regroupés dans le
tableau 06 et matérialisés par la figure 29.
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Tableau.06 : Teneurs absolues en aglycones des feuilles et didmesb de Barnardia

Résultats et discussion

numidica.

Individu | Individu 01 Individu 02 Individu 03 Moyenne
Organe
Feuilles 0.262 0.326 0.332 0.306
Bulbes 0.067 0.080 0.067 0.072

La figure 29 nous montre que les feuilles présdntee teneur élevée en aglycones
avec une moyenne de 0.306mg/g, alors que les ndélvétent une teneur faible avec une

moyenne de 0.072mg/g.

0,3

0,25 -

0,2 -

0,15 -

0,1 -

0,05 -

¢ Teneur
mg/g

0,306

feuille

0,072

bulbe

m feuille

H bulbe

organe

Figure 29 : Moyennes des teneurs absolues en Aglycones ddkedeat des bulbes de

Barnardia numidica.
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1.4. Répartition des trois classes de flavonoideartk les feuilles et bulbes

Les moyennes des teneurs absolues des trois clis$lesonoides extraits des feuilles
et des bulbes dBarnardia numidica sont groupées dans le tableau 07, et illustrétafayure
30.

Tableau 07 :moyennes des teneurs absolus de trois classésvdadides des feuilles et des

bulbes deBarnardia numidica

Anthocyanes C-glycosides Aglycones
Organe
Feuille 0.726 0.023 0.306
Bulbe 0.252 6.635 0.072

Les résultats de la figure 30 sus-citée renforéemtrésultats précédents relatifs aux
teneurs absolues en substances flavononiques desdganes étudiés « feuilles, bulbes »au
sein de I'especBarnardia numidica .Les feuilles ddBarnardia numidica sont plus riches en
anthocyanes et aglycones (0.726,0.306mg/g), paorg@ux bulbes (0.252,0.072mg/qg).
Tandis que les feuilles sont pauvres en c-glycofid@23mg/g), mais elles sont présentes

avec une forte teneur dans les bulbes (6.635mg/qg).
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T( mg/g)
6,635
7 —
6 -
5 .
4 - u feuille
3 - ® bulbe
2 -
0,726
17 252 0,3060 175 Classe de
0 . : flavonoide
antho c-gly agly

Figure 30 : Moyennes des teneurs absolues des trois clagsélavbnoides étudiées des

feuilles et des bulbes d& numidica.

Le test t=0.05 a montré une différence signifieties teneurs en c-glycosides entre
les feuilles et les bulbes d& numidica, tandis qu’il ya une aucune différence significati
des teneurs en anthocyanes et en aglycones

1.5. Etude comparative en composés flavonoiques entresl especeB. numidica et P.

autumnalis

Les teneurs des trois classes de composés phéwligterminés dans les deux organes
(feuille et bulbes) des deux espe@&sumidica et P. autumnalis sont regroupés dans les

tableaux
1.5.1. Teneurs en aglycones

L'étude comparative des résultats obtenus darabledu 08 nous révele que les feuilles
de B. numidica et P. autumnalis recélent des quantités différentes en aglyconesspéce
Barnardia numidica a montré une quantité plus importante avec 0.30§mgyhparativement
a la populatiorP. autumnalis avec 0.072mg/g. Le méme résultat a été obtenulavmdbe ou
la teneur en aglycones est plus importante cBagnardia numidica avec une moyenne de

0.015mg/g et celle d@. autumnalis avec 0.0007mg/g
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Tableau 08 : Teneurs en aglycones dans les deux organes ¢fatilbulbes) des deux

espéecesRarnardia numidica et Prospero autumnalis)

Espéce B. numidica | P. autumnalis
Organe
Feuille 0.306 0.015
Bulbe 0.072 0.0007

La figure 31 montre les teneurs absolus en aglycalams les deux organes (feuilles,

bulbes) au sein de deux espéces de sBilleumidica et P. autumnalis. Les feuilles et les

bulbes de l'espéc®. numidica sont plus riches en aglycones que celle de l'espec

autumnalis.

Teneur mg/g

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

] 0
i m feuille
H bulbe
. i espece
B. numidica P. automnalis

Figure 31 : Teneurs en aglycones dans les deux

Barnardia numidica et Prospero autumnalis.
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Les résultats obtenus soumis au test Wilcoxsr®05) a révélé une différence significative
entre les deux espéces avec une p value =0.0044iste aucune différence significative

entre les deux organe avec une p-value =0.371.
1.5.2. Teneurs en anthocyanes

Les résultats du tableau 09 montrent que ledidsule I'especdarnardia numidica
sont plus riches en anthocyanes que celle Eieospero autumnalis,ll en est de méme avec

ceux obtenus dans le cas des bulbes.

Tableau 09 :Teneurs en anthocyanes dans les deux organele(Eudulbes) des deux

espéecesBarnardia numidica et Prospero autumnalis)

espéce | B. numidica P. autumnalis
Organe
Feuille 0.726 0.134
Bulbe 0.252 0.0427

La figure 32 montre les teneurs absolus en antmasyadans les deux organes (feuilles,
bulbes) au sein de deux espéces de d8dimardia numidica et Prospero autumnalis. Les
feuilles et les bulbes de I'espeéBenumidica sont plus riches en anthocyanes que celle de

'especeP. autumnalis.
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|

Teneur mg/g
0,8 0,726

u feuille

M bulbes

Espéce

B. numidica

P. automnalis

Figure 32 : Teneurs en anthocyanes dans deux organes (feuillee) de deux espéec8s

numidica et P. autumnalis

Les résultats obtenus soumis au test WilcoxorD(05) a révélé aucune différence
significative entre les teneurs en anthocyanes ldsedeux espéces avec une p-value = 0.018.
Et une différence significative entre les teneursapthocyanes par organe avec une p-value
0.371.

1.5.3. Teneurs en c-glycosides

La lecture des résultats du tableau 10 montre egiguiantités des c-glycosides dans la
feuille deP. autumnalis (0.168mg/g) est plus importante que celle de I'esfi®z numidica
(0.023mg/qg), alors que la teneur des bulbes ded@Barnardia numidica sont |égerement
plus élevés (0.168mg/g) que ceux obtenus éReautumnalis (0.133mg/qg).

Tableau 10: Teneurs en aglycones dans les deux organes ¢fetiibulbes) des deux espéces
(Barnardia numidica et Prospero autumnalis)

espéce | B. numidica P. autumnalis
Organe
Feuille 0.023 0.168
Bulbe 6.635 0.133
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Les résultats de la figure 33 nous montrent @seténeurs en c-glycosides dans les
feuilles de P. autumnalis sont plus élevées par apport a celles & numidica. Pour la

partie bulbeB. numidica est beaucoup plus riche en c-glycosides qued@sp. autumnalis

Teneur mg/g

6
7
6
5
4 u feuille
M bulbe
3
2
1 0 0.1 U
“ Espece

B. numidica P. automnalis

Figure 33 : Teneurs en c-glycosides dans deux organes (felillbe) de deux espéces

Barnardia numidica et Prospero autumnalis

Les résultats obtenus soumis au test Wilcoxor005) a révélé qu'il ya aucune
différence significative entre les teneurs en agbydes chez les deux especes avec une p
value = 1. Et qu’il n’existe aucune différence sfigative entre les bulbes et les feuilles (p

value égale a 0.167).
Discussion

L’ensemble des résultats obtenu dans cette étudeesaconformité avec de
nombreuses études qui ont rapporté que les feeillEs fleurs sont les plus riches en termes
de polyphénols totaux. La caractérisation des flaves extraits a été effectuée par la
méthode du trichlorure d’aluminium (Al gl(Bahorunet al., 1996).Cette méthode a montré

que les feuilles dB. numidica et P.autumnalis sont riches en anthocyanes et aglycones

L’accumulation des polyphénols dans certains agaserait due a leur pouvoir
protecteur contre certains facteurs abiotiques u®rmomme les radiation UV (Zouaati al.,
2012).
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La teneur en flavonoides peut différer d’une espeune autre et d’'un organe végétal
a un autre. Ces observations pourraient s’expligaed’influence de plusieurs facteurs, tels
gue, l'origine géographique et le stade de croissaBe nombreux auteurs comme Nazk et
al. (2004) s’accordent sur le fait que la synthéskaetumulation des polyphénols dans la
plante sont généralement stimulées par des streggjue et abiotique comme les
rayonnements UV (WINKEL-SHIRLEY, 2002).

L'étude quantitative des différentes classes flavgmes au sein des deux organes
(feuille et bulbe) des deux espédBarnardia numidica et Prospero autumnalis nous a
permis d’estimer que les feuilles des deux espéeescille ont une teneur relativement
élevée en flavonoides ; la concentration de cestitoants bioactifs dépend de l'organe

considéré. En effet, les feuilles sont plus rickkesnthocyannes et aglycones que les bulbes .

La concentration plus importante dans les feuilpEsut étre expliquée par leur
exposition aérienne qui laisse supposer une agregsir les UV. Les flavonoides en raison
de leur faible potentiel redox, réduisent les radic hydroxyles par transfert d’hydrogene.
Les radicaux libres seraient responsables d’aitdératdes acides nucléiques. Ainsi leurs
propriétés de piégeurs de radicaux libres implitpee flavonoides dans la prévention des
dommages oxydatifs causés par les ROS sur les ohedéeellulaires. La feuille est en fait le
siege de biosynthése des polyphénols (flavonoithes le chloroplaste.

William et Hopkins (2003), ont rapporté que dewavéinols (Kampférol et Quércetine)

sont impliqués dans la croissance de la plantdéégar la lumiere.

La présence de flavonoides dans les bulbes bienlajrs teneurs soient faibles
pourraient s’expliquer par leurs implications dafiétablissement de la symbiose
endomycorhizienne caractérisant les plantes a bullEenécessité des flavonoides inducteurs
a été démontrée en 1986. Les mécanismes d'ititaraentre les composés phénoliques
inducteurs et protéine NOD produit par différenesgpeces de Glomeromycétes est mal

connu.
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1.6. Détermination du caryotype deB. numidica

De nombreux essais ont été tentés dans I'espdirodeer des plagues métaphasiques
assez nettes qui nous permettraient de réalisedélsombrement chromosomique de
Barnardia numidica. Le dénombrement s’est avéré difficile suite anlal fixation probable
des échantillons dans le mélange de Ethanol-Acigicue (3 :1v/v), et a la quantité

insuffisante de racines dont nous disposions pefaire une nouvelle tentative.

Figure 34: Plague métaphasique dBarnardia numidica, observé au grossissement
G=40%10x5. (CHU Tizi-Ouzou, 2016)
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2n=18.

Figure 35: plaque métaphasique dBarnardia numidica, observé au grossissement
G=40%10x%5. (Laboratoire CIV, 2016).
Du point de vue caryologiqu®, numidica montre un seul nombre de chromosomes a

2n = X = 18 conformément au résultat révélé par Hamouwgthal.( 2010) a partir
d’échantillons récoltés au Mont Chenoua et la négies lacs de la wilaya de Tarf en Algérie.

L emete il
Figure 36 : Cliché d’'une plague métaphasiqueBl@umidica avec 2n= 18 (Hamouche et
Amirouche, 2010).
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Conclusion

Au terme de cette étude, il a apparu clairemeatl/@tude morphométrique a montré
une différence significative entre les différengsties de la plante (feuille ; bulbe) des deux
espece8arnardia numidica et Prospero autumnalis.

Lesscilles sont des plantes intéressantes vue leur richesssubstances

antioxydantes.

Dans nos études effectuées sur les flavonoidgsirbhyse acide nous a permi

d’identifier I'existence des composés flavonoiqdass les feuilles et les bulbes.

Une comparaison inter spécifique des feuilles sthidbes de I'esped numidica a
révélé que les feuilles ont des teneurs importagrieanthocyanes et en aglycones, par rapport

aux bulbes, tandis que ces derniers sont rich€&sgmgcosides.

L’étude inter spécifique des deux espéBasumidica etP. autumnalis nous a permi de
conclure que les feuilleBarnardia numidica sont plus riches en aglycones que l'esg&ce
autumnalis, alors que cette derniére est riche en c-glycesitlen anthocyanes, tandis que le
bulbe deB. numidica a une teneur importante en anthocyanes, c-glyes&tlen aglycones

gue I'espéc®. autumnalis,

L’étude cytogénétique, qui a éte faite p&arnardia numidica a révélé que le nombre

de chromosomes dénombrés est égal a 2n=18.

En perspectives d’étude, il faut savoir qu’il resteore beaucoup de plantes locales
utiles qui n'ont pas été étudiées et analyséesdafidéterminer leurs potentialités, dans
différents domaines et qui mériteraient d’étre stiguées.

Refaire et approfondir I'étude cytogénétique en diédaborer un caryotype. Il serait
egalement utile d’approfondir les études concerhigientification des principes actifs du

point de vue qualitatif et quantitatif.

Déterminer les chémotypes exacts et complet par GCTRAI CPG et HPLC.
Envisageant des expérienceis &itu » en testant ces principes sur des cas pathokegjiqu

Il serait également intéressant d’extraire leseauprincipes actifs de la plantes tels que

les saponosides, tanins et alcaloides et de testgpouvoir antimicrobien et bactéricide sur
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un large panel de souches bactériennes et fongipvesnues, a I'heure actuelle, multi-

résistantes aux antibiotiques.
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Annexe

Annexe 1 :Matrice globale des mesures morphométrique dpéde=Barnardia numidica

Tableau 1 :matrice globale des données mesurée8aurardia numidica

Annexe 2 :Solutions utilisées pour I'extraction de trois sles de flavonoides par I'hydrolyse
acide

+ Préparation de la solution d’'HCL 2N
20ml d’HCL 10N + 80ml d’eau distillée

4+ Calcule de la quantité de HCL utilisée

1g de poudre végétal _, 80 ml de HCL 2N

Annexe 3:Solution utilisées pour I'étude cytogénétique Bdaumidica
4 Préparation de la solution d’acide acétique 90%
90 ml d’acide acétique + 10 ml d’eau distillé
+ Préparation de la solution de 100 ml d’ethanol %70
70ml d’éthanol + 30 ml d’eau distillé

Préparation de la solution deBromonaftaléne

5 & 6 gouttes de-bromonaftaléne dans un pilulier d’eau de robiagité tres bien jusqu'a se
que la solution deviens opaque.



Annexe 4 : dosage quantitatifs des flavonoides

1. Feuille
Tableau 2 :dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 21 33 30
Poids(g) 0.4 0.3 0.4
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité
optique(DO) 0.036 0.273 0.132

Tableau 3 :dosage quantitatif des C-glycosides (340nm) n-tmitan

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 29 29 30
Poids(g) 0.4 0.3 0.4
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité
optique(DO) 0.020 0.008 0.012




Tableau 4: dosage quantitatif des Aglycones flavonique (4@pathanol pur et AL CL

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 10 9 9
Poids(g) 0.4 0.3 0.4
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité
optique(DO) 0.021 0.020 0.022
(éthanol)
Densité
optique(DO) 0.830 0.839 0.827
(ALCL3)
ADO 0.809 0.839 0.802

2. Bulbe:

Tableau 5 :dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 40 39 40
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
op't?gﬂ‘esétgo) 0.061 0.064 0.059

Tableau 6 :dosage quantitatif des C-glycosides (340nm) n-lmitan



Echantillon Individul Individu2 Individu3

Volume (ml) 44 42 40
Poids(g) 0.5 0.5 0.5

Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité

optigue(DO) 0.003 0.004 0.003

Tableau 4: dosage quantitatif des Aglycones flavonique (4@pathanol pur et AL CL

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume 35 4 35
(ml)
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité
optique(DO 0.023 0.026 0.022
(éthanol)
Densité
optique(DO 0.763 0.802 0.760
(ALCL3)
ADO 0.740 0.776 0.738

T%(mg/q)

Annexe 05 : résultats des tests statistiques

Test de wilcoxon. Rank suim test



Anthocyanes par espece
W=33, p value= 0.01852
Anthocyanes par organe
W=12, p-value= 0.3717

C —glycosides par espéce
W=18, p-value=1

C- glycosides par organe
W=27, p-value=0.1674
Aglycones par espéce
W=36, p-value= 0.004408
Aglycone par organe

W=9, p-value= 0.1667
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Résumé

Cette étude a pour but d’évaluer les différencesphomeétrique entre deux especes de scilles

(Barnardia numidica et Prospero automnalis) récoltées a Draa El Mizan en Kabylie.

La comparaison des teneurs en flavonoides extaitsvélé des différences significatives
entre les deux especes (C-glycosides) et aucuféralite n'a été trouvée dans les cas des

anthocyanes et des aglycones.

Le caryotype établi pouB.numidica est 2n=18.

Mots clés :B.numidica, P.autumnalis, Flavonoides, caryotype, Kabylie.
Abstact

This study aims at estimating the morphometricedéhces between leaves and bulbs of two
species oBarnardia numidica and Prospero autumnalis, coming from the regioBrafa El

Mizan.

The extraction and the dosage of flavonoids froavés and bulbs showed that leaves are
richer in flavonoids than bulbs. The contents glycosides are most important than those of
the anthocyanins and aglycones flavonoiques to dmtisidered species. The trial developed
with the aim of determining the number of chromossmevealed thdrospero autumnalis
with 2n = 18Keywords: Barnardia numidica, Prospero autumnalis, , , flavonoids, karyotype,

kabylia.



