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Random Amplified Polymorphic DNA (ADN polymorphe amplifiéau
hasard)

Amplified Fragment Length Polymorphism (Polymorphisme de longueur des
fragments amplifi&s)

Before Present (Nombre d’années avant 1950, date fixee arbitrairement
comme annés de réf&ence et correspond aux premiers essais de datation par
le carbone 14.)

Extrait éhanolique

Extrait aqueux

Extrait éh&e&de feuilles
Extrait butanolique de feuilles
Extrait éhé&éde tiges

Extrait butanolique de tiges

Polyphénols totaux
Flavonodes totaux
Tanins totaux
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Equivalent hydroxytyrosol
Equivalent acide caféque
Equivalent catéehine
Equivalent troxol

Matiere seehe
Poudre végéale
Ré&idu sec

Capacitéantioxydante totale ou test du phosphomolybdate
Pouvoir ré&lucteur
Test d’inhibition du blanchiment du -caroténe
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Introduction

INTROCUCTION

Le Hoggar ou Ahaggar est situ€au Sahara central, au Sud-est de 1’ Algérie. 1l est limité au
Sud par le Niger et a I’Est par la Lybie. 1l occupe une vaste éendue entre 21 et 25<latitude
Nord et 2=et 6= longitude Est, dont la superficie recouvre environ 450000 km?2. Il est
représenté par un ensemble de montagnes dont les sommets atteignent 2000 & 3000 m
d’altitude L’extréme rigueur du climat se manifeste par des courants chauds et secs et des
pr&ipitations faibles et irréyulieres (Baali-Cherif et al., 2007).

Sa richesse floristique ne compte pas moins de 350 espéses vegéales (Quezd, 1954). De
nombreuses espéees endémiques y sont reépertoriées, parmi lesquelles 1’olivier de Laperrine.
Ce dernier représente un élément fondamental de 1’écosystéme des montagnes du Hoggar
Baali-Cherif et Besnard, 2005; Baali-Cherif et al., 2007; Besnard, 2009).

Cependant les conditions climatiques extr@nes associés a un tres faible taux d’humidité
auxquels sont soumises les populations d’olivier ont favoris€la séection d’individus ayant
développé une capacité adaptative qui leur permet de faire face a des conditions
environnementales trés arides. Cette stratéie adaptative se manifeste au niveau
morphologique, physiologique et anatomique.

Ainsi et afin de limiter les pertes en eau par transpiration, il y’a une réduction de la surface
foliaire de 1’olivier. Les feuilles prennent alors une forme lancélé&s-é&roites (Baali-Cherif et
Besnard, 2005).

Selon Baali-Cherif et al. (2007), les stomates sont abondants (263/mm) au niveau de la face
inferieure de la feuille, moins exposee au soleil. De plus, la présence d’un grand nombre de
trichomes recouvrant la face foliaire sup€&ieure permet de les protéer en am@diorant ainsi la
tolé&ance ala séeheresse en limitant les pertes en eau par transpiration (Besnard et al., 2012).
Le systeme racinaire de I’olivier s’adapte a la profondeur du sol en fonction de sa texture et de
sa structure. Ainsi, en conditions de se€eheresse, 1’olivier a la capacité d’émettre des racines
plus profondes a la recherche de I’humidité (Baali-Cherif, 2007).

Son adaptation &la pression pastorale se manifeste par un ralentissement marqué de la
croissance, suite auquel I’arbre adopte une architecture buissonnante comprenant des rameaux
&ineux qui le protegent contre les herbivores (Baali-Cherif, 2007).

Exposé a I’extréme aridité du climat, 1’olivier de Laperrine fructifie rarement dans son milieu
naturel (Baali-Cherif et Besnard, 2005). En effet, seuls quelques individus sont capables de
fleurir et produire des graines (Besnard et al., 2007a). Les herbivores broutent les jeunes
pousses re&duisant ainsi la regéné&ation naturelle, cette derniee est considé& comme nulle
(Baali-Cherif et Besnard, 2005). En conséjuence, la multiplication clonale permettant le
maintien des génotypes est favorisé (Besnard et Baali-Cherif, 2009). Ainsi, sa capacitéde
rejeter de souche montre que ce taxon est capable de persister de trés longues p€&iodes de
s&heresse par multiplication végéative. Il peut cependant revenir aune reproduction sexuée
sous des conditions climatiques favorables (Besnard et al., 2012).
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Dans leurs travaux sur les populations d’olivier de Laperrine, Besnard et Baali-Cherif (2009),
ont mis en &idence la préence de geénotypes triplodes plus vigoureux que les génotypes
diplodes et qui serraient préférentiellement sélectionnés en 1’absence d’une régénération par
voie sexuee.

L’étude de la diversité génétique dans les populations de I’olivier dans les massifs du Hoggar,
du Tassili N’Ajjer et du Niger montrent que la richesse allédique dans le massif du Hoggar est
supé&ieure acelle observee dans les autres massifs, suggéant que ce dernier est peut &re le
centre d’origine de 1’olivier a partir duquel les autres massifs ont été peuplés (Besnard et al.,
2007a; Besnard, 2009).

D’aprés Besnard et al. (2012), I’olivier de Laperrine représente une ressource génétique
potentiellement intéressante pour ’olivier méditerranéen pour plusieurs raisons:

*Son adaptation & un environnement extr&nement sec en fait un bon candidat pour
amd@iorer la tolé&ance ala s&heresse de ’olivier méditerranéen;

**Son fruit sucr€est un trait qui pourrait étre utilisé pour la diversification de 1’olive
cultives.

La remarquable tolérance de 1’olivier de Laperrine a son environnement se manifeste en
outre, par la synthése de substances speifiques, ce sont les mé&abolites secondaires. Ces
derniers sont nombreux et trés diversifiés et permettent d’une part de ré&uler le d&é&uilibre
géné&éepar divers stress (Legrand, 2015) et d’autre part, ils jouent un rde primordial dans la
capacitéadaptative (Caretto et al., 2015) et I’acclimatation (Di Ferdinando et al.,2014) de la
plante &son milieu.

Les composé& phénoliques représentent I’'une des principales classes des métabolites
secondaires. Leur accumulation dans les organes a€&iens (cuticule et cellules épidermiques
des feuilles) est corréé avec la protection des plantes contre le rayonnement solaire et la
filtration des radiations UV-B qui peuvent causer des dommages au niveau des tissus
photosynthé&iques (Achat, 2013 ; Di Ferdinando et al., 2014).

Ces composés preésentent un grand int&& pour la sant€ ils interviennent dans la prévention et
le traitement de certains cancers, le traitement de maladies inflammatoires, cardiovasculaires
et neurodégéné&atives (Hadj Salem, 2009). Ce sont de puissants antioxydants capables de
pieger les espeees radicalaires et de chéater les mé&aux de transition comme le fer et le cuivre
(Pietta , 2000 ; Halbwirth, 2010) qui permettent de catalyser les oxydations (Guillouty, 2016).

De nombreux chercheurs (Le Tutour et Guedon, 1992 ; Tsimogiannis et al., 2007; Lee et al.,
2009 ; Adjimani et Asare, 2015...) considérent I’olivier (Olea europaea) comme une source
d’antioxydants naturels qui peut &re utilisée dans les industries agroalimentaire,
pharmaceutique et cosméique (Savarese et al., 2007). D’autres études ont mis en évidence les
capacité& antifongique et antimicrobienne de ses extraits de feuilles (Djenane et al., 2012).
Cependant et a notre connaissance, aucun rapport portant sur ’activité antioxydante de
I’olivier de Laperrine n’est disponible au jour d’aujourd’hui.
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Les produits agricoles les plus é&hanges sur les marché internationaux sont représentes
par les denrées stockéss (Delimi et al., 2013), dont les principaux ravageurs sont les insectes.
Ces derniers sont trés nombreux et tres diversifiees et les dégas qui leurs sont lié sont
considéables. Selon les estimations de la FAO, 35 % des ré&oltes mondiales de c&é&les et de
I&umineuses sont déruites par les insectes pendant leur stockage (Benayad, 2008)

Les denréss stockees représentent une source alimentaire et un habitat que ces insectes
contaminent avec leurs feees, leurs toiles de soie, leurs cadavres et leurs mues, causant ainsi
des pertes quantitatives et qualitatives dans les stocks. Suite ala contamination par les
ravageurs des denrees stockees, ces derniees sont envahies par des champignons qui vivent
sur les graines infestées, en particulier les c&éles (Aba Toumnou, 2013). Ces champignons
Ou moisissures appartenant entre autres, au genre Fusarium, secretent des mycotoxines
appeléss aflatoxines, qui selon Williams et al. (2012) ; Carrieri et al. (2013) sont de puissants
produits carcinogénes connus chez I’Homme et I’animal.

Ces insectes nuisibles appartiennent a plusieurs ordres mais les plus fr&uents sont les
colémpteres et les I&idoptees (Delobel et Tran, 1993). L’ordre des 1&idoptees regroupe les
pyrales ou teignes telles que la teigne du tabac et la pyrale de la farine. Ces insectes causent
des pertes importantes en Algé&ie et généent des colis importants pour I’industrie
agroalimentaire (Hami et al., 2005).

Pour lutter contre ces ravageurs, ’Homme préconise la lutte chimique par I’utilisation des
pesticides, moyen le plus efficace et le moins coteux pour contrder les insectes. Ainsi,
beaucoup de systémes de stockage reposent sur 1’utilisation d’insecticides de synthése et de
fumigants, comme le bromure de méhyle et la phosphine pour lutter contre les ravageurs des
produits stocké (Kheirkhah et al., 2015). Bien qu’&onomiques et efficaces, les pesticides
chimiques présentent I’inconvénient de provoquer une résistance chez les insectes traités
(Nayak et al., 2003 ; Bilal et al., 2015) et sont nocifs pour I’environnement et I’Homme (Taibi
et al., 2003). Pour ces raisons, les recherches s’orientent vers I’utilisation de substances
naturelles actives, non polluantes, pour une lutte moins nocive (Benayad, 2008), pour
I’environnement et pour I’Homme. De nombreuses éudes ont montré que les extraits de
plantes constituent une mé&hode alternative efficace de lutte contre les insectes ravageurs des
denrées stockees, parce qu’ils sont source de composés naturels bioactifs (Park et al., 2003).
De plus leur utilisation en tant que bio-insecticides est de plus en plus utilisée (Cochereau,
1982). Ces insecticides naturels, dits insecticides de plantes, sont avantageux par la rapiditéde
leur biodéradation (EI Idrissi et al., 2014 ; Aouati et Berchi (2015).

Dans I’optique de la valorisation des produits naturels, axe de recherche adopté par le
Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologie (LABAB) de la facultéde biologie de
I’université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou et dans le souci d’apporter une contribution a
une meilleur connaissance de notre patrimoine végéal et de le valoriser en tant que sources
potentielles d’antioxydants naturels et de bio-insecticide, nous nous sommes int&ess&s a
I’olivier de Laperrine, espéce emblématique des hautes montagnes Sahariennes.

Dans ce contexte, une évaluation des activités antioxydantes des extraits aqueux et
éhanolique du mat&iel vayéal ré&oltéest ralise.
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Introduction

De surcroit, I’absence de travaux sur les effets bio-insecticides des extraits de I’olivier de
Laperrine a orienténotre recherche vers la mise en éidence de leur aptitude ajouer le r@e de
bio-insecticide contre Ephestia kuehniella, insecte ravageur des denréss stockéss.

Le préent travail est structuréen trois chapitres. Une description botanique et €ologique
de I’olivier de Laperrine et de la pyrale de la farine est pré&entée dans le chapitre I.
Dans le chapitre I, nous reprenons 1’ensemble des techniques sur lesquelles se basent la
caracté&isation quantitative et qualitative des extraits de I’olivier de Laperrine et 1’évaluation
de leurs activités biologiques.
Le chapitre 1l traite du potentiel antioxydant et bio-insecticide sur la pyrale de la farine des
extraits de 1’olivier de Laperrine. Enfin nous présentons une conclusion générale dans laquelle
nous proposons quelques perspectives.
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1-1-CARACTERISTIQUES GENERALES DE L’OLIVIER DE LAPERRINE

Olea europaea subsp. laperrinei (Batt.et Trab.), ou olivier de Laperrine, connu aussi sous
le nom de I’olivier du Sud est une sous-espéce d’olivier appartenant a la famille des Oleaceae.
Ce taxon endémique, naturellement adapté aux zones arides est observé en Algé&ie
uniquement dans les régions montagneuses du Sahara central depuis le sud algérien jusqu’au
nord-est soudanais en passant par le Niger (Green, 2002 ; Baali-Cherif et al., 2007). Proche de
I’olivier du bassin méditerranéen il repréente une ressource gené&ique importante pour la
qualitéde sa résistance ala seeheresse.

D’apres Maire (1933) et Quezé (1978), c’est une forme relique réultant d’une ancienne
population africaine (Besnard et al., 2002), et selon Maley (1980), elle est originaire de la
Rand Flora. Cette derniére, représente les vestiges d’une flore xérophile trés ancienne
répandue a travers toute 1’Afrique (Monod, 1957) et adapté& au climat mé&literranén
(Besnard et al., 2002). Pour Quezé (1978) et Maley (1980), I’olivier de Laperrine est une
espeee relique qui dé&ive des populations d’Olea ayant subsistéau Sahara au tertiaire avant
I’aridification de cette ré&jion. Pour Angiolillo et al. (1999), I’olivier de Laperrine est le
résultat d’une hybridation entre individus de 1’Afrique tropicale et individus du Nord de
I’ Afrique.

Les conditions désertiques ont fait leur apparition au Sahara central au désut du pliocere,
et les oliviers ont trouve refuge dans les massifs montagneux ou les conditions éaient
favorables aleur développement. L’aridification a commencé il y’a 5 a 6 millions d’années, et
s’est intensifiée jusqu’a la premiére phase pluviale du quaternaire (au pléstocéne) ou
I’augmentation des précipitations a permis les é&hanges entre la réjion méliterranénne et le
Sahara central (Quez&, 1978).

D’aprés Quez@ (1978) et Suc (1984) Olea europaea est consid&gé comme un &ément
floristique d’origine paléo-tropicale qui a colonisé le bassin méliterranéen & partir de
I’Afrique tropicale. Des migrations successives entre I’Afrique centrale et le bassin
meéditerranéen ont pu avoir lieu durant les phases favorables du quaternaire (Besnard, 1999),
et il est possible que 1’olivier de Laperrine ait diffusé vers le bassin méliterranén (Quezé,
1978; Maley, 1980).

Des é@udes de la diversitécytoplasmique menés par Breton et al. (2006) et Besnard et al.
(2007a), relevent en effet, que les populations de 1’olivier méditerranéen et de 1’olivier de
Laperrine ont un anc&re maternel en commun. Le mé&ne cytotype se retrouve dans les deux
populations et d’aprés Breton et al. (2006), il est probable que I’olivier méditerranéen ait
h&ité ce cytotype de I’olivier de Laperrine qui peut étre considéré comme son ancétre
maternel.

L’olivier de Laperrine et 1’olivier méditerranéen sont phylogénétiquement apparentés
(Besnard et al., 2007a). Ainsi, au cours de leurs investigations dans le Hoggar, Baali-Cherif et
al. (2007), ont retrouvés les @éments d’une association végétale repréenté par Olea
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laperrinei et Pistacia atlantica, et qui a son éjuivalent dans la réion mé&literranéenne (Nord
de I’Algérie), Olea europaea europaea et Pistacia lentiscus. Ces associations vicariantes entre
le Hoggar et le Nord Algé&ien confirment bien la relation étroite qui existe entre 1’olivier du
Nord et I’olivier du Sud (Baali-Cherif, 2007).

Des flux de genmes entre les diffé&ents taxons ont pu avoir lieu pendant les pé&iodes
favorables, ce qui a contribuéal’évolution de I’olivier méditerranéen (Besnard et al., 2002).

D’aprés Rubio de Casas et al. (2006) et Besnard et al. (2013), la varié&é magrébine
"‘Dhokar- a une origine maternelle saharienne et résulte du mélange entre 1’olivier de Laperrine
et I’olivier méditerranéen. Cette variété apporte la preuve de 1’implication de I’olivier de
Laperrine dans la diversification de I’olivier cultivé(Besnard et al., 2013).

L’olivier appartient au complexe Olea europaea (Tab. 1), définit par Green et Wickens
(1989) sur des criteéees morphologiques et ré&visé par Green (2002). Des analyses du
polymorphisme de I’ADN avec les marqueurs RAPD (Besnard et al., 2007a) et AFLP (Rubio
de Casas et al., 2006), ont bien reconnu ce complexe, et ont permis de distinguer les six sous
espeses comme proposepar Green (2002).

Tableau I: Sous espeees du complexe Olea europaea L.

Sous espeees Localisation
Olea europaea subsp. europaea
- var sylvestris (Miller) Lehr. Oléstres du bassin méliterraneéen
- var europaea Cultivars du bassin mé&literranén
Olea europaea subsp. Laperrinei Massifs du Sahara central

(Batt. et Trab.) Ciferri

Olea europaea subsp. maroccana Haut Atlas marocain
(Greut. et Burd.).

Olea europaea subsp. guanchica P. “Tes des Canaries
Vargas et al.
Olea europaea subsp. Cerasiformis Madére

(Webb et Berth.) Kunk. et Sund.

Olea europaea subsp. cuspidata (Wall.) Ciferri Afrique du Sud jusqu’en Chine

L’olivier (Fig.1A) est pré&ent depuis 1I’Afrique du Sud jusqu’en Chine, en Méditerranée,
en Macaronésie (Canaries et Madere) et dans les montagnes sahariennes.
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Cette espeee correspond ala section Olea au niveau de laquelle les sous espeéses ont des
niveaux de ploie spe&ifiques. Ainsi, selon Besnard et Rubio de Casas (2016), les sous
espeees europaea, guanchica, cuspidata sont diplodes (2X), la sous espése laperrinei est
majoritairement diplode, quelques individus triplo'des (3X) sont cependant réoertoriés par
Besnard et Baali-Cherif (2009). Les sous espéses cerasiformis et maroccana sont
respectivement téraplodes (4X) et hexaplodes (6X).

Le complexe Olea europaea est d’origine africaine (Besnard, 1999), et les taxons qui le
composent sont sexuellement compatibles et inter-fertiles (Baali-Cherif et al., 2007). Besnard
et al. (2012) rapportent ace propos, des hybridations entre 1’olivier de Laperrine et les sous-
espeees cuspidata et europaea.

En Algérie, ’olivier de Laperrine est présent dans quatre massifs montagneux, ce sont le
Hoggar, le Tassili n’Ajjer, le Tafedest et le Mouyedir (Fig. 1B). Au Niger, il est pré&ent dans
I’Air et au Soudan dans le Djebel Marra et le Gourgeil (Fig. 1B).

A= T~

| \\ o Hogga' !
\ ' inemichr M Tass¥ nAjer ‘*
\ s ;’:t_ -t X v Tropic of Cancer
Ahaggar

Tibesti

N subsp. cerasiformis b L -

subsp. cuspidata Ar ¥ Tompen Ennedi

subsp. enropaca ot \ r Toseh

subsp. gnanchica Bogaees :::ﬁ
B subsp. laperrinei \ ‘g::":m 2 "
BN subsp. maroccana e Marra

Figure 1. Distribution du complexe de I’olivier (A) et de I’olivier de Laperrine(B).
Les massifs sahariens sont indiqués en gris sur la figure 1.B. La répartition de la sous-
espeee laperrinei dans ces montagnes est repré&enté en noir (Besnard et al, 2012).

Une éude ré&lisé& par Besnard et al. (2007b) sur la diversité généique basé sur des
marqueurs nuclé&ires et chloroplastiques atteste que 1’olivier de Laperrine présente une
grande diversitédans les populations du Hoggar comparativement aux autres massifs.
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Ce fait suggere que le Hoggar est un important réervoir de genes pour le taxon et peut &re
son centre d’origine (Besnard, 2009). Selon Wickens (1976), I’olivier de Laperrine a &é&
introduit au jebel Marra au Soudan par les pigeons ou par I’homme a partir des peuplements
du Hoggar.

La classification proposé par Cronquist (1981), de I’olivier de Laperrine, appelé par les
Touaregs Aléou est reprise dans le tableau I1.

Tableau Il : Position systématique de 1’olivier de Laperrine

Regne Plantae

Sous regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Scrophulariales

Famille Oleaceae

Genre Olea

Espeee O. europaea

Sous espeee O. e. laperrinei (Batt. et Trab.) Cifferi.

L’olivier de Laperrine est une espese xé&ophyte et h&iophile adapté& aux conditions
environnementales du Sahara central otisa distribution est trés fragmentée.

Il est pré&sent dans des massifs montagneux tres isolés les uns des autres et la réartition des
arbres au sein de ces massifs est éjalement tres dispersée. L’effectif rapporté par Baali-Cherif
(2007), au Hoggar et au Tassili est d’environ 2 a 3 milliers d’arbres répartis sur de
nombreuses stations. Le nombre d’individus par station ne dépasse généralement pas les 100
individus (Baali-Cherif et al., 2007), ce nombre est parfois inferieur acing (Baali-Cherif,
2007).

Cet arbre est pré&ent en haute altitude entre 1400 et 2700 m (Besnard et al., 2007b) et peut
se retrouver, d’apres Baali-Cherif et Besnard (2005), jusqu’&2800 m. Il pousse sur des roches
volcaniques ou &uptives, géné&alement dans les lits d’oueds et les falaises (Fig.2A) oules
populations sont souvent difficiles aatteindre (Baali-Cherif et Besnard, 2005).

Ce taxon est retrouvédans des zones tres séshes oulles preeipitations moyennes annuelles
varient de 50 2100 mm/an (Besnard et al., 2009)

11
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Figure 2 : Localisation dans Ies lits d’oueds (A) et aspect buissonnant (B) de 1’olivier de
Laperrine (ClichéLahcene)

Il est rare de trouver I’olivier de Laperrine sous forme de pied franc, il se pré&ente le plus
souvent sous une forme buissonnante (Fig. 2B) formée de 3 &6 rejets (Baali-Cherif, 2007).
Selon Battandier et Trabut (1911), la taille moyenne des rejets varie de 1,5 &4 m de haut avec
un diamére de 0,4 &0,5 cm environ (Benichou, 1962).

Les rameaux sont gré&es et flexibles, portant des feuilles coriaces entiéres et opposées
(Fig 3.A). Elles ont une forme lancé»lee-linéire de 4 &6 cm de long en moyenne. La face
supé&ieure ou face adaxiale est verte (Fig. 3B), alors que la face inferieure ou face abaxiale est
argentee (Fig.3C). La surface foliaire est réluite ce qui permet de limiter la perte d’eau (Baali-
Cherif et Besnard, 2005).

Figure 3 : Forme lancéolée des feuilles de I’olivier de Laperrine.
(A : Rameau, B : Face adaxiale, C : Face abaxiale)
(Cliché Lahcene)

12
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Le rev&ement de la face abaxiale ou indument est constituéd’un grand nombre d’écailles
peltés et chevauchantes (Besnard, 1999), ce sont les trichomes illustré par la figure 4. lls
protegent les stomates améliorant ainsi la résistance de ’olivier &la sé&heresse en limitant les
pertes en eau par transpiration (Besnard et al., 2012).

Figure 4: Face abaxiale d’une feuille d’olivier de Laperrine montrant les écailles peltées
observeées au microscope éectronique (Besnard et al., 2012).

Les é&é&ements de floraison de ’olivier de Laperrine sont rares dans le climat du Sahara
central (Besnard, 2008) et la plupart des arbres ne fleurissent pas chaque anné& (Besnard et al.,
2007b).

Les inflorescences (Fig. 5A) sont constituées par des grappes flexibles comportant un axe
principal avec 2 &4 ramifications secondaires, les fleurs sont axillaires de couleur blanche de
4 a6 mm de diamétre (Fig. 5B). L’olivier de Laperrine fructifie rarement (Baali-Cherif et
Besnard, 2005) et seulement quelques arbres produisent des graines (Besnard et al., 2007D).
Les jeunes plants n’ont cependant jamais éé&observé (Baali-Cherif et al., 2007).

Le fruit ou I’olive est une drupe de forme ovoide a sphérique a peau lisse mesurant de 4 a 5
mm de diamétre et 5 a8 mm de longueur (Mé&lail et al., 2001). L’olive d’abord de couleur
vert tendre (Fig. 5C) passe ala couleur noir&re (Fig. 5D) amaturité Le mésocarpe est charnu
et mou, il renferme un noyau aendocarpe scarifié(Fig. 5E) contenant de 1 &2 graines (Fig.
5F).

13
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Figure 5: Quelques caractéristiques botaniques d’O.e. laperrinei.
(A: Inflorescence en grappe, B:Fleur ; C: Fruit immature ; D: Fruit mature;
E: Noyau aendocarpe dur; F: Graines).

(Cliché Lahcene)

Le systame racinaire adaptéde ce taxon lui permet de capter I’eau a une grande profondeur
(Baali-Cherif et Besnard, 2005).

La longévité de I’olivier est remarquable et d’apres Besnard (1999), certaines souches au
Hoggar sont soupgonnées de dater de I’époque des derniéres phases pluviales au Sahara (6000
et 3500 BP).

L’olivier est exploitépar ’homme pour son bois (Angiolillo et al., 1999; Anthelme et al.,
2008). Cet arbre est une ressource fourrag&e pour les animaux domestiques (chévres et
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chameaux) et sauvages en voie de disparition comme le mouflon amanchette (Ammotragus
levia) (Besnard et Baali-Cherif, 2009).

1-2 - PRESENTATION DE LA PYRALE DE LA FARINE

Plus connue sous le nom de la pyrale de la farine, Ephestia kuehniella, est deerite pour la
premiere fois en 1879 par Zeller. Le tableau 111, résume sa position systé@natique.

Tableau I11: Classification d’Ephestia kuehniella

Regne Animalia

Sous regne Metazoa
Embranchement Arthropoda

Sous embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Sous classe Pterygota

Ordre Lepidoptera
Famille Pyralidae

Genre Ephestia

Espeee E. kuehniella Zeller

Ephestia kuehniella est une espéee redoutable qui occupe une place incontestable parmi
les insectes nuisibles aux denrees stockees (Sedlacek et al., 1996). C’est une mite alimentaire
qui s’attaque essentiellement aux denrées alimentaires stockées telles que la farine, les graines
de c&@ailes (riz, ma’s et blé, la semoule, les p&es alimentaires et plus exceptionnellement aux
fruits sé&ehé& comme le raisin sec, les figues et les abricots. Elle réluit la qualitédu produit par
sa préence et cause des dommages directs pour I’alimentation (Johnson et al., 1997).

La contamination des denrées stockées par E. kuehniella est plus grande durant la saison
chaude allant de Mai &Septembre.

Outre les dé&yas causés sur les denrés stockers, la pyrale de la farine affecte la santé
humaine. En effet, une éude ré&lisé par Morichau-Beauchant et Brisou (1962) montre que
cet insecte est une source allergénique chez I’homme, de par la pré&sence de particules de
farine aggloméeés par des fils de soies et m&angées d’excréments et provoque de 1’asthme et
des rhinites (Yetzi et Soltani-Mazouni, 2010).

Dans les conditions optimales de développement, &une tempéature variant de 25 a27<C
et une humiditérelative de plus de 50%, le cycle vital dure environ 50 jours (Gonzalez
Nicholas, 1966). Il est repré&enté par quatre stades morphologiques (Fig. 6), et varie, en
fonction des conditions de I’alimentation, de la température et de I’humidité
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Figure 6: Diffé&ents stades de déeloppement chez Ephestia kuehniella (Xu, 2010).
(A: Euf, B: Larve au stade 6, C: Chrysalide mature (Foncé ; immature (Brun) et D: Adulte).

L’ceuf (Fig. 6A) est petit, de couleur gris blanch&re et de forme elliptique, il mesure entre
500 et 550pm de long sur 290 et 325um de large (Moreno et al., 1994) et p&se en moyenne
0,023 mg (Brindley, 1930).

La larve ou chenille (Fig. 6B), passe par six stades larvaires. C’est au stade larvaire qu’E.
kueniella devient 1’ennemi redoutable du garde-manger, en effet, c’est a cette étape que la
mite se nourrit de maniére vorace. La larve du premier stade mesure de 1 a1,5 mm de long,
elle peut atteindre jusqu’a 15 a 20 mm au stade final. D&s son exuviation, la larve se nourrit
directement de la farine, elle est de couleur blanche virant Iég&ement vers le rose.

La distinction des sexes est bien visible au stade larvaire, les larves m&8es pré&entent deux

points bruns sur la face dorsale de I’abdomen (Fig.7) correspondant aux testicules (Taibi,
2007).
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Figure 7 : Dimorphisme sexuel de la pyrale de la farine (A: Femelle, B: M&e).
(Cliché D' Taibi, laboratoire de Biologie Animale Appliquée Universitéde Annaba)

La figure 6C repréente la chrysalide appelé aussi nymphe. La larve du dernier stade subit
une mue nymphale et se transforme en chrysalide. Ce stade se caracté&ise essentiellement par
la maturation sexuelle (Cassier, 1996), qui se dé&oule sous le contr@e des ecdyst&odes.

A D’exuviation adulte, les insectes des deux sexes sont sexuellement matures (Bensalem-
Djidi, 2014).

La nymphe est de couleur blanchatre et prend un aspect plus foncée avec 1’age, elle
s’entoure d’un cocon de soie blanche contenant des substances nutritives. La chrysalide mue
au bout de 8 &a12 jours en papillon qui repré&ente la forme adulte de la pyrale, et mesure de 10
al2 mm de long.

Le papillon ou imago (Fig. 6D), possegle une petite t&e globuleuse, des ailes anté&ieures
griséres et satinés avec des points noirs et des ailes posté&ieures finement frangées qui sont
blanch&res. Les papillons sont plus actifs la nuit.

Chez la femelle, la ponte débute juste aprés I’accouplement et comprend environ 300 ceufs
que la femelle dépose seuls ou en petits groupes dans les denré&s qui serviront de nourriture
aux larves (Balachowsky, 1972).

La lutte chimique qui fait appel aux pesticides est la plus utilisée a I’heure actuelle pour
faire face aux ennemis du stockage. Ces derniers causent des pertes importantes sur les
denrées stockees et des couts onéeux pour I’industrie agroalimentaire Les pesticides sont
utilisé&s agrande €helle aussi bien sur les sols de culture que dans les b&iments de stockage
(Taibi et al., 2003). Cependant, ces produits sont dangereux pour I’Homme et pour
I’environnement.
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1-3- GENERALITES SUR LES RADICAUX LIBRES

La cellule peut &re soumise ades agressions physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou
hypothermie), chimiques (acidose, toxines) et méaboliques (exposition &des xénobiotiques,
privation d’un facteur hormonal ou un facteur de croissance). Ces agressions débouchent sur
un stress oxydant, di a ’exagération d’un phénomeéne physiologique qui est la production de
radicaux dérivés de 1’oxygéne ou espéces réactives a I’oxygeéne (ERO) (Walker et al., 1982),
ou la diminution de la défense antioxydante ou les deux simultanénent ou encore aune
déficience des systémes de réparation.

Un radical libre est une espéee chimique qui se caract&ise par la présence d’un électron
non appariésur la couche éectronique la plus externe. C’est une espeee caract&isé par son
instabilitéet /ou son pouvoir oxydant fort (Afonso et al., 2007). Afin d’atteindre un éat plus
stable, le radical libre va soit accepter un électron qu’il arrache a une molécule voisine cible
(se comportant ainsi comme un oxydant) soit transféer son dectron libre (se comportant
comme un rélucteur) sur une autre moléule (ADN, lipide, proténe) afin de le reapparier.
Cela entrame une réction en chame qui produit de nouveaux radicaux libres car la moléeule
agressee par le radical libre devient &son tour radicalaire (Guillouty, 2016).

D’apres Favier (2003), il existe deux types de radicaux libres (Fig. 8):

* Les radicaux primaires tels que: 1’anion superoxyde (O2*), le radical hydroxyle (OH*), le
monoxyde d'azote (NO*), le radical peroxyle (ROO?) et le radical alkoxyle (RO®).

**| es radicaux secondaires tels que 1’oxygeéne singulet 'Oz, le peroxyde d’hydrogéne
(H202) et le nitroperoxyde (ONOOH). lls se forment par réction des radicaux primaires sur
les composés biochimiques de la cellule.

La formation de radicaux libres est une conséjuence normale du méabolisme aé&obie chez
I'nomme. Ils sont normalement produits en faible quantité, en conditions d’aérobie au cours
du méabolisme de tout organisme (Calatayud et al., 2013). Ainsi, au sein de la cellule, tous
les processus utilisant de I’oxygene sont capables de produire des ERO. Cependant, c’est la
mitochondrie qui en est le siége majeur. En effet, 80% de 1’anion super oxyde (O2%)
proviennent de la chame respiratoire (Carriére et al., 2006).

La mitochondrie est un organite intracellulaire responsable de la synthése de 1’énergie
neéeessaire au fonctionnement de la cellule sous forme d’ATP. Elle possezle deux membranes
déimitant un espace inter-membranaire et un compartiment matriciel. La membrane externe,
contient une proténe transmembranaire, la porine, qui permet le passage des ions et de petites
mol&ules. La membrane interne est imperméble.
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Figure 8 : Principales espéces réactives a I’oxygene (Favier, 2003)

Elle est le si¢ge de la respiration qui correspond a un transfert d’électrons a travers la
chaine respiratoire jusqu’a 1’accepteur final qui est I’oxygeéne. La chame respiratoire ou
chaine de transport d’électrons est formée de cinq complexe protéiques (I: NADH-ubiq
uinone réluctase, Il: succinate-ubiquinone réductase, Ill: Coenzyme Q: cytochrome c
réluctase, 1V: cytochrome oxydase, V: ATP synthase).

L’oxygene étant un accepteur d’électrons universel, il permet aux organismes aéobies
d’utiliser 1’énergie issue de la transformation des lipides et des proténes alimentaires. Ainsi,
la majorité de I’oxygéne consommé est réduit de maniére tétravalente par I’enzyme
cytochrome oxydase conduisant a la production d’eau (Oz+4e-+4H"—2H,0). Cependant, 2 a
6% de 1’oxygene consommé €happent ala réluction complée en H>O, et subissent une
cascade de transformations qui conduisent &ala formation des ERO (Carriére et al., 2006).

La production des ERO commence par la ré&luction monovalente de 1’oxygéne au niveau
des complexes I et I11. L’oxygeéne capte un éectron pour former I’anion superoxyde (O>*). Ce
dernier est dismuté spontanément ou par action de la superoxyde dismutase et donne du
peroxyde d’hydrogéne (H202) et de ’oxygéne (202 +2H*—02+ H20,).

Le peroxyde d’hydrogéne n’est pas un radical libre au sens propre car tous ces @ectrons
sont appariés. Son grand pouvoir oxydant est dGasa capaciteéde former en préence d’ions
mealliques le radical hydroxyle (OH®). Ainsi, d’apres Garait (2006), au cours de la réaction
de Fenton, le peroxyde d’hydrogéne se décompose en présence du fer ferreux pour donner un
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radical hydroxyle OH* et un anion OH"selon la réction suivante: H20, + Fe?* — OH* + OH"
+ Fe*. Le fer ferreux provient de la réaction entre le fer ferrique et I’anion superoxyde
(Fe* + Ox"— Fe?™+ Oy).

Le radical hydroxyle est le plus instable et le plus réctif des ERO. Selon Gutteridge
(1994), il est tres agressif. Il agit en arrachant soit un électron soit un atome d’hydrogéne. Ses
cibles biologiques sont toutes les moléules se trouvant aproximité& en particulier, I’ADN, les
proté@nes et les lipides (Fig.9). Il provoque sur son passage de multiples dommages cellulaires
suite al’oxydation des lipides, des protéines et de I’ADN.

<,

Anion superoxyde Peroxyde d'hydrogéne
~~ Reéaction de Fenton
Radicale hydroxyle

-

le_\‘da(ion de I'ADN ]

[Ox_vdnion des protéines ]

I Peroxydation lipidique I

Mutation
Perte de fonction B Site abasique
Changement de dAlteratlon Changement de base
configuration RSN Rupture d'un simple

brin d'ADN

Figure 9: Schéma représentant 1’effet du radical I’hydroxyle sur les molé&ules
cibles (Garait, 2006) Modifié

La production des ERO peut @re augmentée suite aun apport excessif de substrats par
rapport aux reéels besoins énergéiques de la cellule (Carriere et al., 2006), ou sous I’effet de
diffé&ents meeanismes physio-pathologiques tels que I’inflammation et 1’activité physique
(Garait, 2006) ou encore suite aune exposition aux facteurs environnementaux comme les
rayonnements UV, la pollution, le tabac (Guillouty,2016).

La production physiologique des ERO est r&gulée par diffé&ents systames antioxydants
enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase et le systeéne glutathion-peroxydase), de
prot@nes (transferrine, ferritine, c&uléplasmine), et de molé&ules antioxydantes exogénes
qui vont venir soutenir I’effet des antioxydants endogenes (vitamine C et E, et les
polyphénols). Afonso et al. (2007) déinissent les antioxydants comme des substances
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capables de concurrencer d’autres substrats oxydables a des concentrations relativement
basses et de retarder ou d’empécher 1’oxydation de ces substrats.

Ainsi le systéne antioxydant endogene repré&ente la premiee ligne de défense de
I’organisme contre les ERO. D’aprés Gutteridge (1994), la superoxyde dismutase &imine les
radicaux superoxydes par dismutation du radical O en H20, (Fig.10). Elle permet
I'&imination des radicaux superoxydes mais provoque l'apparition du peroxyde d'hydrogene.
Celui-ci peut &re d&omposéen H,O par la catalase (Goudable et Favier 1997), ou par le
complexe glutathion peroxydase en pré&ence de glutathion ré&uit (Carriére et al., 2006). Les
prot@nes antioxydantes maintiennent les mé&aux de transition dans un éat inactif pour la
formation des ERO (Pincemail et al., 2002).

Ainsi en se liant ala transferrine, le fer ne peut plus participer aux réactions radicalaires
(Gutteridge, 1994), empéchant ainsi la réaction de Fenton d’avoir lieu. La vitamine C est un
piggeur des radicaux O,* et OH* (Haleng et al., 2007).

Fe?* (Fenton) T ADN mit o
. > T S
“OH —= o <&

‘/ \‘ » \‘p\d\(\oﬂ

Protéines o
o— peroxydo™

Figure 10: Réulation de la production d’ERO par les systémes de défenses antioxydantes
(Carriére et al., 2006).

Les polyphéols sont capables de pi€ger des espeeses radicalaires et de chdater les méaux
de transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les oxydations
(Hennebelle et al., 2004).

Dans les conditions normales, les antioxydants sont quantitativement plus importants que
les oxydants et la balance oxydative définit I’&juilibre entre les espéses réctives de I'oxygene
et les espexes antioxydantes. Toutefois, quand les systémes antioxydants sont dépasses suite a
une surproduction des ERO, il y’a un dé&é&quilibre dans la balance oxydants/antioxydants en
faveur des ERO. Ce dé&eglement conduit au stress oxydatif pouvant entrainer des alt&ations
mol&ulaires et cellulaires.
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Les ERO ne sont pas spe&ifiques, et toutes les moléules (les proté@nes, les hydrates de
carbone, les lipides et les acides nucléques) peuvent &re leur cible. (Deby-Dupont et al.,
2002). Cependant c’est I’ADN et les lipides qui y sont particuliéement sensibles (Goudable
et Favier, 1997).

Les radicaux libres sont directement impliqué non seulement dans le processus de
vieillissement via le raccourcissement des t@omeées au niveau des chromosomes (Gupta,
2015), mais &jalement dans le déseloppement de nombreuses pathologies telles que les
cancers, I’athérosclé&ose, le diabée, les maladies neuro-dégéné&atives et rhumatismal
(Pincemail et al., 2002; Guillouty, 2016).

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils sont a I’origine de pathologies graves
et mortelles pour I’Homme, tout en &ant indispensables &ala vie. En effet, d’aprés Favier
(2003), ils interviennent dans de nombreuses fonctions physiologiques lors de la croissance ou
de la défense de 1’organisme. Ils participent au fonctionnement de certaines enzymes, ala
défense immunitaire contre les agents pathogeénes, a I’apoptose des cellules tumorales, au
cycle cellulaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la ménoire, a
la fé&ondation de I'ovule et ala régulation des genes.

Favier (2003), pré&sise que les radicaux libres constituent un systéme de transmission de
signaux, sans doute apparu tres t& au cours de I'é@olution et conservéchez les @res éolué y
compris les mammifé&es. Les radicaux oxygéné peuvent &re considé&é& comme des
messagers intra- et extracellulaires.

IIs permettent d'induire la réoonse cellulaire &ade nombreux stress (thermique, ultraviolets,
xénobiotique), permettant I'expression de genes de défense. Chez les bacté&ies par exemple,
les genes de défense contre le stress oxydant sont organisés en régulon, un géne exprime un
premier facteur de transcription qui, aprés activation par un d&ivéoxygéné va activer le géne
d'un deuxiéme facteur de transcription ubiquitaire pour un ensemble de systémes antioxydants.
Ainsi, lls exercent un rde de mé&liateur de la signalisation cellulaire en régulant I’expression
des enzymes impliqués dans la défense antioxydante (Ferhat, 2015).

Chez I'Homme, parmi les génes antioxydants les plus inductibles par un stress oxydatif
nous citons ceux de la superoxyde dismutase qui accélére la dismutation de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et de la catalase qui est capable de neutraliser le
peroxyde d’hydrogene.

Le stress oxydatif n’est pas spécifique a I’homme, il peut €alement &re observéchez les
vaéaux. Deux types de stress peuvent affecter les plantes; le stress biotique causépar des
organismes vivants (les insectes, les micro-organismes...) et le stress abiotique dG ades
facteurs environnementaux tels que la séheresse, le gel, les tempé&atures extr@nes, la forte
luminosité le vent. Suite &ces agressions, il y’a une augmentation de la concentration en
compose&s phénoliques chez les vegéaux. En effet, la biosynthese des polyphénols est le
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résultat de la réponse des plantes acertaines conditions environnementales et est sous le
contrde de facteurs généiques impliqués dans la réponse au stress incluant des changements
morphologiques, biochimiques et physiologiques (Calatayud et al., 2013). Di Ferdinando et
al. (2012), ont mis en évidence chez les plantes une relation de causalité&entre la synthese des
polyphénols et certains paraméres environnementaux repré&senté& par les fortes radiations
solaires et I’absence d’azote et d’eau.

Les polyphénols constituent I'un des groupes les plus répandus de composés
phytochimiques. Ce sont des méabolites secondaires qui jouent un rde important dans la
croissance et la reproduction des plantes et offrent une protection efficace contre les agents
pathogeénes et les prélateurs (Ignat et al., 2011).

IIs sont connus pour &re de puissants agents antioxydants. Leur activit€éantioxydante est
attribuée a leur structure phénolique avec la présence d’un grand nombre de groupements
hydroxyles et leur position sur les noyaux aromatiques (Rolland, 2004), ainsi que la capacité
qu’ont ces derniers a supporter une délocalisation des électrons (Saffidine, 2015). Ils exercent
leur capacitéantioxydante en stimulant ou en protéeant les systémes antioxydants endogenes
(Ross et Kasum, 2002).

Les composé& phéoliques réagissent rapidement avec les radicaux libres, notamment les
peroxyles en donnant un radical phéoxyl, les rendant incapable de propager la réaction
radicalaire (Guillouty, 2016).

IIs provoquent 1’inhibition de la peroxydation lipidique causée par les ERO dans la bi-couche
phospholipidique. Du fait de leur caractée hydrophile, ils peuvent interfé&er avec les
réactions en chaine a I’interface des membranes et prévenir ainsi leur propagation (Cillard et
Cillard, 2006). Certains flavono'des peuvent chéater des ions méalliques de transition
responsables de la formation des ERO (Pietta, 2000 ; Halbwirth, 2010) et ainsi, inhiber la
réction de la lipooxygénase.

Un grand nombre de molé&ules antioxydantes sont isolées du monde végéal (Hennebelle
etal., 2004).

1-4-GENERALITES SUR LES METABOLITES SECONDAIRES

Historiquement, les composé produits par les plantes ont &é& séparé&s en meabolites
primaires et meéabolites secondaires. Par déinition, les méabolites primaires sont des
molé&ules présentes dans toutes les cellules vegéales et n&essaires ala vie de la plante. Les
sucres simples, les acides aminés, les prot@nes et les acides nucléques sont des exemples de
meabolites primaires. Selon Jay et al. (1996), le mé&abolisme secondaire correspond aun
certain nombre de voies s’articulant sur des moléules charnieres telles que ’acéate, le
shikimate, le mévalonate... De ces moleeules naissent les trois principales classes de
meabolites secondaires chez les plantes a savoir les alcalo'des, les terpénodes et les
composés phénoliques.
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IIs sont caract&isés par une répartition qualitative et quantitative inégale selon les espéses
v@é&ales considéés (Macheix et al., 2005) comme dans la plante elle-méme. lls sont
typiquement produits & difféents endroits de la cellule, dans un organe, tissu ou type
cellulaire sp&ifique ades stades particuliers du développement (Raven et al., 2007). Ils sont
emmagasinés dans la vacuole, c’est le cas des composés solubles dans I’eau tels que les
alcalo'des, les héé&osides, les anthocyanes et certains tanins faiblement polyméisés, alors
que les composés insolubles tels que les d&ivés phénoliques et les terpénes, ils se fixent sur la
paroi squelettique dont ils renforcent I’imputrescibilité (Guignard, 2000).

L’intérét porté aux alcalodes repose traditionnellement sur leur action physiologique et
psychologique particuliérement violente chez I’homme. Prés de 10000 alcalo'des ont &éisolé
et identifi& comme la morphine (qui provient du pavot, Papaver somniferum), la cocame qui
provient du coca (Eryhroxylum coca), la caféine que 1’on trouve chez certaines plantes telles
que le café(Coffea arabica), le thé(Camellia sinensis) et le cacao (Theobroma cacao), la
nicotine produite par les feuilles de tabac (Nicotina tabacum) et I’atropine qui provient de la
jusquiame d’Egypte (Hyosciamus muticus).

Les terpénoides existent chez toutes les plantes et sont composés d’unités isopréne
(terpénode le plus simple, c¢’est un hydrocarbure de structure CsHg) et comprennent les huiles
essentielles, le taxol extrait de 1’écorce de I’if du pacifique (Taxus brevifolia) des aiguilles de
I’if d’Europe (Taxus baccata), le caoutchouc obtenu apartir du latex (liquide laiteux) produit
par une plante tropicale nommeé hévé (Hevea brasiliensis) et les glycosides cardiotoniques
qui, dé&ivé de sté&ol sont des poisons et peuvent provoquer des crises cardiaques.

Les digitales (Digitalis) sont les principales sources des glycosides cardiotoniques les plus
actifs, la digitoxine et la digoxine. Les glycosides cardiotoniques synthéisé chez certaines
especes d’asclépiadacées et d’apocynacées sont un moyen de défense contre les herbivores.

Utilisés en mélecine, les glycosides cardiotoniques peuvent ralentir ou stimuler les
battements du cceur (Raven et al., 2007).

Les composé phénoliques regroupent une vaste gamme de substances chimiques d’origine
naturelle, caractérisées par la présence d’un noyau aromatique auquel est lié au moins un
groupement hydroxyle (-OH). Ills sont préents dans presque toutes les plantes et ils
s’accumulent dans toutes les parties de 1’organisme (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits)
(Raven et al., 2007).

Les composés phénoliques sont classés en deux groupes majeurs, les non-flavono'des et les
flavonodes.
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1-4-1-LES NON FLAVONO'DES
Ce sont essentiellement les acides phénols, les tanins et les lignines.
1-4-1-1-LES ACIDES PHENOLS
Ce groupe comprend les acides benzogjues, les acides cinnamiques et les coumarines.

Les acides benzo'mjues largement réandus aussi bien chez les angiospermes que chez les
gymnospermes sont représentés par ’acide gentistique, 1’acide salicylique, I’acide vanillique,
I’acide syringique, 1’acide p-hydroxybenzomjue,l’acide gallique et 1’acide ellagique.

L’acide p-hydroxybenzoique, I’acide vanillique et 1’acide syringique sont des constituants
de la lignine dont ils sont extraits par hydrolyse alcaline. D’aprés Ribereau-Gayon (1968), les
plantes qui ne contiennent pas de lignine ne produisent pas ces trois acides
L’acide gallique et I’acide salicylique jouent un rde préondé&ant dans la structure de certains
tanins dont ils sont lib&é&s par hydrolyse acide.

Il faut noter que I’acide ellagique est absent chez les monocotylélones, les gymnospermes
et les fougéres.

Les acides cinnamiques sont trés largement réandus chez les vegéaux, ce sont ; 1’acide p-
coumarique, 1’acide caféique, I’acide ferulique et 1’acide sinapique.

Selon Hopkins (2003), les coumarines constituent un groupe de lactones largement
répandues. Leur nom vient de "cumaru" qui est le nom amazonien de l'arbre de Tonka
(Dipteryx odorata) dont les féves contiennent 1 &3% de coumarine. Elle est présente en
quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le médilot, la sauge sclarée et la lavande.
Nous la trouvons éjalement dans le miel, le thévert et la cannelle.

La coumarine donne au foin fraichement coup€son odeur doucedre caracté&istique. Elle
est également un composant de 1’huile de bergamote, qui est utilisée pour parfumer le tabac
de pipe, le thé et d’autres produits. Alors que la coumarine n’est pas toxique en soi, elle peut
é@re convertie par les champignons, en une toxine (le dicoumarol) qui est typiquement préent
dans le foin moisi. Chez le bé&ail, le dicoumarol provoque des hémorragies fatales en inhibant
la vitamine K qui est un facteur essentiel de la coagulation du sang (Hopkins, 2003).

La dé&ouverte du dicoumarol dans les annés 1940 a conduit adévelopper la production
d’un dérivé de la coumarine, le warfarine qui est un raticide.
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La scopolé&ine qui est la coumarine la plus fr&uente chez les plantes supé&ieures, est
souvent présente dans les enveloppes des graines. Elle serait inhibitrice de la germination qui
doit &re lessivéavant que la graine ne puisse germer (Hopkins, 2003).

Les coumarines interviennent dans la défense des plantes contre les herbivores.
1-4-1-2-LES TANINS ET LES LIGNINES
1-4-1-2-1-L ES TANINS

Ce sont des composé phéoliques dont le poids molé&ulaire est compris entre 500 et 3000
Da (Ribereau-Gayon, 1968). lls ont la propriééde preeipiter les proténes et donc de les
dénaturer, ce qui leur a value leur utilisation en tannerie ouils ont la propriééde transformer
les peaux animales fraiches en cuir imputrescible. En effet, les tanins dénaturent les proténes
du cuir en s’y liant par des liaisons résistantes aux attaques bact&iennes et fongiques assurant
ainsi leur protection (Dangles et al.,1992).

Les tanins sont essentiellement stockés dans les tissus éidermiques et sub-épidermiques,
ils sont présents & des concentrations relativement éeveées dans les feuilles mais se
rencontrent aussi dans les racines, les fleurs et les fruits. Ils sont isolé& dans les vacuoles, les
autres composants de la cellule sont ainsi protégé (Raven et al., 2007). Les tanins sont des
polymeéres d’unités flavonoides reliées par des liaisons fortes C-C, selon la structure de la
molé&eule, nous avons les tanins hydrolysables, et les tanins condensés.

Les tanins hydrosolubles sont moins fr&uents que les tanins condensés, leur structure de
base est un glucide, habituellement le glucose dont le radical hydroxyle forme une liaison
ester avec I’acide gallique. Ils donnent par hydrolyse acide une fraction glucidique et une
fraction phénolique constitué elle-méme soit, par de 1’acide gallique, soit par de 1’acide
ellagique, dimée du pré&élent (Ribereau-Gayon, 1968).

Les tanins condensé sont constitué par la polyméisation de molé&ules éénentaires qui
possezlent la structure géné&ale des flavono'des, ce sont les flavanes (Hopkins, 2003).

1-4-1-2- 2-LA LIGNINE

La lignine correspond ala partie non glucidique de la membrane cellulaire, elle correspond
aun polymeére formé de trois monomeres, le p-coumaryle, le coniferyle et 1’alcool sinapique.
Les proportions de chacun de ces monomees different significativement suivant que la
lignine provient de gymnospermes, d’angiospermes ligneux ou de plantes herbacées. En outre,
la composition monome&ique des lignines varie beaucoup suivant les espeees, les organes, les
tissus et mé@ne les fractions de paroi cellulaire (Raven et al., 2007).

Contrairement aux autres composés phénoliques, la lignine n’est pas stockée dans la
vacuole, mais, se dépose dans la paroi cellulaire (Raven et al., 2007) et plus spesialement
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dans les parois secondaires des ééments conducteurs contribuant ala résistance mezanique et
a la rigidité des tiges lignifiées (Hopkins, 2003).Bien que sa fonction soit d’ordre structural, la
lignine est considéé comme agent chimique intervenant dans la défense de la plante, car elle
n’est pas facilement digé&é. Par ailleurs, le renforcement de la paroi des cellules véé&ales
par la lignine constitue une barriée protectrice contre le desseehement et la péération des
micro-organismes (Zouiten et EI Hadrami, 2001).

1-4-2- LES FLAVONODES

Les flavono'des constituent le plus grand groupe de composé phénoliques chez les plantes,
en effet, nous en comptons plus de 8000. Ce sont des pigments solubles dans 1’eau, répandus
dans les feuilles, les fleurs et les fruits. 1ls sont largement distribués dans le regne vegéal. lls
sont fré&uents chez les bryophytes (mousses), les pt&idophytes (fougeres), les gymnospermes
(coniféres), mais c’est chez les angiospermes qu’ils manifestent la plus grande diversité

Les flavono'des sont synthéisés au niveau du chloroplaste qu’ils quittent pour s’accumuler
dans la vacuole (Guignard, 2000; Mierziak et al., 2014). lls sont composés d’un squelette a
quinze carbone comportant deux anneaux phényle (anneaux A et B) relié par un pont atrois
carbone représenté par 1’anneau C (Iwashina, 2000). 1ls sont regroup& en une douzaine de
classes (Bruneton, 1993), qui peuvent &re subdivisé&s d’aprés Hopkins (2003), en trois
principaux groupes, repréenté&s par les flavones, les flavonols et les anthocyanes (Fig. 11).

La plupart des flavones et flavonols sont des pigments jaun&res ou ivoire, certains sont
incolores. Les flavones et les flavonols incolores peuvent modifier la couleur d’une plante en
formant des complexes avec les anthocyanes et des ions méalliques. Ce phéomeéne appelé
copigmentation, est responsable de la couleur bleue intense des fleurs (Raven et al., 2007).

Les flavones et les flavonols sont les flavono'des les plus réandus dans le regne veégéal.
Parmi eux, nous citons, I’apigénine et la lutéoline dans le cas des flavones, la quercéine, la
kaempfé&ol et la myricé&ine repré&entent les flavonols (Ghedira, 2005).

La gamme de couleurs des anthocyanes va du rouge au pourpre et au bleu. Selon Ribereau-

Gayon, (1968), cette coloration varie en fonction de I’acidité, rouges en milieu acide, bleues
en milieu neutre ou alcalin. Les anthocyanes sont répandus dans les fleurs et les fruits.
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Figure 11: Structures de base des trois principaux groupes de flavono'des
(Guillouty, 2016). Modifié

1-5-ROLES ET ACTIVITES BIOLOGIQUES DES POLYPHENOLS

Pour faire face aux difféents stress qu’ils subissent, les végéaux, ont développé&diverses
stratégies adaptatives. Parmi ces nombreuses strategies, la plante a orientésa physiologie et
son méabolisme cellulaires vers la synthése de substances spe&ifiques. Ce sont les
meéabolites secondaires qui ont des fonctions trés importantes pour la survie et la propagation
des vé&éaux qui les produisent. Beaucoup fonctionnent comme signaux chimiques permettant
a la plante de répondre aux contraintes de 1’environnement, certains assurent une protection
contre les radiations solaires et d’autres encore facilitent la dispersion du pollen et des graines

Ainsi selon Tattini et al. (2006), la synthése des polyphéols est nettement augmenté suite
a un stress provoqué par un ensoleillement intense. D’aprés Bennick (2002), la synthese des
tanins est augmenté en réonse aun stress environnemental quel que soit son origine, tel
gu’un stress hydrique, un sol peu fertile, un ensoleillement trop fort ou un stress engendré par
I’agression des végétaux par les herbivores (Woodward et Coppock, 1995), et par les
pathogenes.

29



© 00 N OO O A W DN PP

A DA D W W W W W W W W W WNDNDDNDNDDNDDNDDNDDNDDNDDDN P P P PP PR PP
N P O © 0 N O ol A WO N P O © 00N O O b WO N P O O© 0N OO O A WO N —» O

Chapitre | : Synthése bibliographique

Les méabolites secondaires, repréentent donc des barriées phytochimiques contre le
stress biotique et abiotique auxquels sont exposéss les plantes en permanence.

L’intérét port€& aux composé phénoliques est attribué aux principes actifs qui les
caracté&isent. Ainsi, leur utilisation par ’homme dans de nombreuses préparations en
mélecine traditionnelle et dans le domaine culinaire comme colorants et ar@mes est trés
largement répandue. Dans le domaine agricole, ce sont de bons candidats en tant
qu’herbicides et bio-insecticides. Ils repré&entent en effet, une potentielle source
d’insecticides naturels (Chaieb, 2011), qui ont ’avantage d’étre rapidement biodégradables,
réluisant ainsi les risques pour I’homme et pour I'environnement (EI Idrissi et al., 2014).

Les polyphénols végéaux posseédent en outre des propriéeés medicamenteuses et peuvent
@re utilisées ades fins théapeutiques (Krief, 2003). Ils sont reconnus (Fig.12) pour leurs
effets antibacté&iens, antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires, antioxydants
(Harborne, 1998; Bruneton, 1999), antimutagene (Yen et al 2002) anti-athé&ogéniques, anti-
thrombotiques, anti-cancé&igenes (Guillouty 2016).

Anti-oxydant

Action sur les cellules

du systéme immunitaire .
Anti-tumoraux

Polyphenols

(’Anti-angiogéniqué“)

(Anti-apoptotique )

Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombolique

Figure 12: Activités biologiques des polyphénols
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

1-5-1-ROLES DES TANINS

Les tanins preipitent les glycoproténes de la salive des consommateurs, le goQ astringent
qui en ré&ulte dissuadent les herbivores de les consommer. Cette proprié&é provoque une
baisse d’appétence. En effet I'astringence et la sensation de sé&heresse ressentie dans la
bouche, est considéé& comme désagréble et réulsive pour les consommateurs (Krief, 2003).
Cette stratégie permet de dissuader les animaux de consommer les plantes.
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Berenbaum (1983) amis en &idence dans ses travaux 1’effet toxique des tanins sur certaines
especes d’insectes. D’aprés Feeny (1976) ; Hagerman et Butler (1989) les tanins influencent
la croissance, le développement et la féeonditédes insectes ravageurs. Meric (2005), note que
I’exposition aux tanins affecte la survie et la santé des insectes, cela se traduit par une
croissance ré&luite des insectes (plus petite taille par rapport ala normale) et par un plus faible
nombre d’ceufs.

De plus, les travaux de Banso et Adeyemo (2007), portant sur les extraits obtenus apartir
de Dichrostachys cinerea et testé& contre Staphylococcus aureus, Shigella boydii, Shigella
flexneri, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa ont mis en évidence 1’implication des
tanins dans 1’activité anti-microbienne.

Du point de vue thé&apeutique les tanins ont un effet anti-inflammatoire, anti-diarrhéque,
et antiseptique. Par ailleurs, ils interviennent dans la rééé&ation des tissus résultant de
blessure superficielle ou de brdure (Krief, 2003; Sereme et al., 2008),

Les tanins sont reconnus pour avoir des propriéé antioxydantes remarquables. Ce sont en
effet, des donneurs de protons aux radicaux libres produits au cours de 1’oxydation (Palici,
2016).

1-5-2-ROLES DES FLAVONO'DES

Pour Hopkins (2003), les flavonodes ont un rde physiologique important dans les plantes,
en effet, le kaempfé&ol et la quercéine sont impliqué dans la croissance de la tige de
plantules de pois qui est régulée par la lumiée. Le kaempfé&ol inhibe la croissance en
stimulant I’oxydation de I’acide indole acétique (AIA), cet effet étant contrecarré par la
quercéine.

D’aprés Raven et al. (2007), ils favorisent un partenariat de type coopé&ation entre la
plante qui les éaborent et les autres organismes vivants. Ainsi, les pigments floraux
responsables des couleurs vives et variées ont un effet attracteur pour les pollinisateurs, ils
agissent comme des signaux visuels pour attirer les oiseaux, les abeilles et les petits
mammiferes qui facilitent la dispersion du pollen et des graines La synthése des pigments
floraux est en relation avec les pollinisateurs (Jay et al., 1996).

Ces méabolites secondaires interviennent, dans les interactions entre plantes et autres
organismes tels que les bactéries fixatrices d’azote vivant dans les racines de plantes, c’est le
cas par exemple de la speificitéde la symbiose "Rhisobium- l&gumineuses’ (Hopkins, 2003).

Un grand nombre de flavono'des est secré&épar les racines des plantes, ils stimulent la
nodulation (Hopkins, 2003) et agissent comme des signaux d’induction de la transcription
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bact&iens nommé nodD pour nodulation. Ils favorisent également 1’interaction symbiotique
entre plantes et champignons mychorryziens (Shirley, 1996).

IIs interviennent pour défendre leur producteur contre les herbivores, les pathogénes ou les
compéiteurs. En effet, entre plantes, la lutte passe par des empoisonnements adistance ou
tdé&oxie, ainsi, par exemple, les feuilles de noyer contiennent un glucoside du
trihydronaphtaléne qui, entrainé par les pluies, s’hydrolyse au niveau du sol en juglone
toxique pour la plupart des plantes (Guignard, 2000).

Les isoflavonodes sont des phytoalexines, synthé&isés par les plantes en réonse ades
attaques microbiennes (Vanetten et al., 1994 ; Ardi et al., 1998), qui pré&entent une activité
antibactéienne et antifongique; ils sont genéalement préents en faibles concentrations ou
compléement absents, mais sont rapidement synthétisés par la plante lors d’une infection
bact&ienne ou fongique (Hopkins, 2003). Guignard (2000), note que chez la luzerne et le
haricot soumis a une infection fongique, le taux d’isoflavonoides est multipli¢ par cent en
I’espace de quelques heures.

Ces composés pré&entent éalement des propriéés antivirales et pesticides (Costa-Arbulu et
al., 2001).La production de phytoalexines parait ainsi constituer un méanisme de défense
chez les plantes. En effet, selon Jay et al. (1996), la synthése des phytoalexines est en relation
avec les pathogénes.

Les flavonodes jouent un rde important dans la protection contre les UV. En les
absorbant ils protégent les tissus foliaires sous-jacents contre les dommages provoqués par les
radiations UV (Raven et al, 2007).

Les flavono'des sont spécifiques de 1’espece. Cette caracté&istique en fait de bons
marqueurs utilisé& en chimiotaxonomie (Gallet et Pellissier, 2002; Harchaoui-Ouafi, 2007).
En effet, dans le monde vé&é&al ces marqueurs méaboliques peuvent &re utilisés comme
descripteurs pour éudier la diversitédes populations naturelles (Jay et al, 1996).

De nombreuses éudes ont montréqu'une alimentation riche en flavono'des est bénéfique
pour la santéhumaine. En effet, d’aprés Guillouty (2016), un régime riche en fruits et
I&umes permet de prévenir 1’apparition de nombreuses pathologies, notamment les cancers,
les maladies cardio-vasculaires et le diabete. Ce meeanisme protecteur est dGala richesse en
antioxydants naturels des fruits et l&umes. Par ailleurs, Anderson et al. (1995), ont montré
que les flavonodes et spesifiquement les isoflavones contenus dans le soja réluisent le taux
de cholesté&ol.

Enfin Leopoldini et al. (2011), s’accordent a dire que les flavonodes ont un effet
antiprolifé&atif et induisent I'apoptose dans diffé&entes lignées de cellules cancé&euses.
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1-6-MECANISMES D’ACTION DES POLYPHENOLS

L’activité antioxydante des polyphénols peut s’expliquer par trois méanismes d’action, ce
sont, le transfert d’atome d’hydrogéne, le transfert d’&ectrons et la ch@ation des mé&aux de
transition.

1-6-1-TRANSFERT D’ATOME D’HYDROGENE

L’antioxydant phénolique (ArOH) régit avec le radical libre (R*) en lui transfé&ant un
atome d’hydrogéne suite ala rupture de la liaison O-H, (ArOH + R*— ArO* + RH). A la fin
de cette réction nous obtenons la forme réluite du radical libre (RH), et la forme oxydée de
I’antioxydant phénolique, représentée par le radical ArO*. Ce dernier est moins réactif que
radical libre R* (leopldilni et al., 2011).

1-6-2-TRANSFERT D’ELECTRON

Au cours de ce mé&anisme, I’antioxydant phénolique cede un éectron qui est transf&éau
radical libre R* selon la réction suivante: ArOH + R* — ArOH™ + R". Les produits
réultants sont I’anion R™ et le cation radical ArOH™, ce sont des espeees chimiques stables
(Bouguerne, 2012).

1-6-3- CHELATION DES METAUX DE TRANSITION

Le fer (Fe?") et le cuivre (Cu™), interviennent dans de nombreuses fonctions physiologiques.
IIs entrent notamment dans la composition des cofacteurs de la superoxyde dismutase (Cu®) et
de la catalase (Fe?"). Ils peuvent &jalement &re a I’origine du radical hydroxyle OH* suite ala
réluction du peroxyde d’hydrogene au cours de la réction de Fenton.
La ch&ation des mé&aux de transition par les polyphénols (Fig.13) inhibe la formation des
radicaux libres dans les milieux biologiques en bloquant la réction de Fenton (Pietta, 2000;
Bouguerne, 2012)

Taxifolin [axitolin-Fes* Comnlex

Figure 13 : Chdation des mé&aux de transition par les polyphénols (Pietta, 2000)
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1-7-ACTIVITES BIOLOGIQUES DE L’OLIVIER ET DES EXTRAITS DE L’OLIVIER

Les feuilles d'olivier sont largement utilisées en meecine traditionnelle, elle sont
diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle En infusion, elles sont fréquemment
prises comme remezle contre la fiévre, certaines maladies tropicales comme la malaria (Lee et
al., 2009) et le paludisme (Ferreira et al., 2007). Par ailleurs, c’est une source de fourrage
pour les chévres et les moutons (Martin-Garcia et al., 2003) et d’aprés Botsoglou et al. (2010),
leur incorporation dans 1’alimentation des dindes am@diore la qualitéde stockage des viandes
en retardant 1’oxydation des lipides. Les feuilles sont &alement utilisés en cosmé&iques.

Les travaux de Boudhrioua et al. (2009) montrent que les feuilles de I’olivier sont
particuliéement riches en carbohydrates (37,1 - 42,5 g/100g de masse fraiche). La matiée
organique est constituée de proténes (5 -7,6 g/100g de masse fraiche), de lipides (1 - 1,3
g/100g de masse fraiche), de monomeres et polymées phénoliques tels que les tanins
hydrosolubles et condensés avec les proportions respectives de 0,3 et 1 g/100g de masse séshe
(Fegeros et al., 1995), de polysaccharides tels que la cellulose et 1’hémicelluloses pour
lesquelles Garcia-Gomez et al. (2003) avancent les valeurs respectives de 19,3 et 25,4 g/100g
de masse seehe. Il faut cependant preeiser que cette composition varie en fonction des
conditions climatiques, de la saison de prélévement, de I’age du peuplement et de la variété
éudié& (Nefzaoui, 1995).

Les extraits de feuilles d'olivier sont riches en composé& phénoliques (De Nino et al.,
1997). L’analyse chimique des extraits foliaires révéent la pré&ence de 14 composé&s
chimiques, ce sont: 1’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol, le verbascoside (c¢’est un glucoside
conjugué d'hydroxytyrosol et d'acide caféque), la lutéline-7-glucoside, 1’apigénine-7-
glucoside, la diosméine-7-glucoside, la catéchine, la vanilline, la rutine, I’acide vanillique,
I’acide caféique, le tyrosol, la lutéoline et la diosméine (Benavente-Garcia et al., 2000).
L’oleuropéine représente le biophéol majeur des feuilles d'olivier et peut atteindre des
concentrations allant de 60 290 mg/g de matiére seshe (Ryan et al., 2002 ; Goldsmith et al.,
2018). D’apres Ghedira (2008), les feuilles d’olivier sont riches en triterpénes.

La concentration des composé phénoliques varie en fonction de la physiologie de la plante,
des conditions du milieu, des éléments disponibles dans le sol et de I’dge du vé&éal
(Perrinjaquet-Moccetti et al., 2008).

De nombreux chercheurs s’accordent a dire que les feuilles d’Olea europaea L.
représentent une source naturelle de composé bioactifs, en particulier, les composés
phénoliques dont un grand nombre pré&entent un large éventail d'activités biologiques.

Les feuilles d’olivier posseslent un pouvoir antimicrobien (Pereira et al., 2007) et antiviral.
En effet, Micol et al. (2005); Lee et Lee (2010) rapportent leurs effets bénéiques dans le
traitement des affections causées par ou associé&s aun virus, une bact&ie ou un protozoaire.
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Dekanski et al. (2009) notent leur activité gastro-protectrice. D’aprés Lee et Lee (2010),
l'extrait de feuilles d'olivier est efficace dans la protection du cceur lors d'une occlusion
coronaire, en effet, il protege les vaisseaux sanguins et améiorer la circulation sanguine.

Les activité&s antifongique, antidiab&ique, hypoglycémiante et hypotensive et anti
cancé&euse sont relevées dans les travaux de Benavente-Garcia et al. (2000) ; Micol et al.
(2005) et Goldsmith et al. (2015). En outre, Goldsmith et al. (2018) pré&isent que
I’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol et le tyrosol ont montré une cytotoxicité envers les cellules
cancé&euses sans affecter les cellules non tumorigénes dans les cancers du sein et de la

prostate.

De nombreuses éudes ont montréle pouvoir antioxydant des principes actifs extraits des
feuilles de I’olivier et leur grande capacitéapiéger les radicaux libres (Tab. V). Ainsi, selon
Goldsmith et al. (2018), I’oleuropéine et 1’hydroxytyrosol possegent un puissant pouvoir

antioxydant.

Tableau IV: Activités des polyphénols des feuilles de 1’olivier

Composé chimiques Activités Réé&ences
Hydroxytyrosol *Forte activitéBCB Tsimogiannis et al. (2007)
*Activitéantioxydante Bouaziz et Sayadi (2005)
Visioli et Galli (2002)
Tyrosol *Activitéantioxydante Visioli et Galli (2002)

Acide caféque

Rutine

Glucose-7-Lutédline
Oleuropeine

Naringenine-7-glucose
Lutésline

Apigé&ine

*Activitéde piégeage des
radicaux libres
*Activitéantioxydante
*Activitéantioxydante
*Pi&yeage de radicaux libres

*Activitéantioxydante
*Activitéantioxydante
*Forte activitéBCB

*Forte activitéantioxydante
sur la peroxydation de
I’acide linoléique
*Forte activitéBCB
*DPPH et BCB

Adjimani et Asare (2015)

Caturla et al. (2005)
Caturla et al. (2005)

Sharififar et al. (2009)

Le Tutour et Guedon (1992)
Le Tutour et Guedon (1992) ;
Lee et al. (2009)
Tsimogiannis et al. (2007)

Duh et al. (1992)

Tsimogiannis et al. (2007)
Sharififar et al. (2009)
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Chapitre 1l : Maté&iel et Méhodes

2-1- MATERIEL

2-1-1- MATERIEL VEGETAL

La reeolte des tiges feuillées de I’olivier de Laperrine utilisées au cours de notre exp&imentation,
est rélisée sur des pieds mé&e adultes de la station de Oued Hanghassi Ouan Tighert (23°14°50.1°°N,
5°29°13.7”°E) de la région de Tamanrasset en mai 2015 (Fig.14A et Fig.14B).

e

=

ASSEKREM W%E
CARTE DU SHHARA 1:200 000 FEUILLE |

14 1 Martion i

-t b el ot et ot |

Figure 14A: Localisation de la zone d’étude.
Sur la feuille d’ Assekrem. Echelle : 1/200 000
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Figure 14 B: Localisation de la zone d’étude
Agrandissement a partir de la feuille d’ Assekrem

La station de Oued Hanghassi Ouan Tighert, est localisé dans la région naturelle de 1’ Atakor,
sur le c@€éNord-Ouest, Elle se situe aenviron 2100 métres d’altitude au Nord-Ouest de la ville de
Tamanrasset &environ 85 km., et appartient a 1’étage bioclimatique saharien a hiver chaud.

Selon donnés mé&eorologiques recueillies au niveau de la station de Tamanrasset sur la p&iode
allant de 2000 &2013 (NOAA, 2013), les tempé&atures moyennes maximales sont enregistrés durant
le mois de juillet (30,4 <C) et les tempé&atures moyennes minimales en janvier (13<C).

L’Oued Hanghassi Ouan Tighert est en exposition Nord Est. La superficie de notre station
d’étude correspond & une quarantaine de km? et compte 30 pieds d’olivier de Laperrine, tous
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&hantillonné (Echantillonnage systé@natique). Les arbres é&hantillonné sont des pieds francs de 4 a
6 metres de haut de distant I’un de I’autre d’environ 8 meétres
Le substrat ot les &hantillons sont ré&oltés est de nature rocailleuse granitique avec présence de

sables grossiers. Nous rencontrons dans cette station de 1’eau qui coule en surface d’ou le nom de
Tighert.

Comme espéee préente nous citons Rhus tripartitus, Periploca laevigata, un pied de Myrtus
nivellei, quelques touffes d’Atriplex halimus, quelques pieds en aval de I’Oued de Nerium
oleander et Tamarix gallica (Fig. 15).

-

N

2 S0 Ad

Figure 15 : Diffé&entes espeses vegétales rencontrées dans la station d’étude
(A :Rhus tripartitus, B : Periploca laevigata, C : Myrtus nivellei, D : Atriplex halimus, E : Nerium
oleander et F : Tamarix gallica)
Cliché& fournis par M= Sahki et M- Abdellaoui Station INRF Tamanrasset

L’olivier de Laperrine est identifiégré&e ases caract&istiques par l'utilisation de la flore
d'Ozenda (2004). L'authentification de I'espeee est confirmée par Mr Abdellah Sahki, chef de la
station de Tamanrasset de I'Institut national de la recherche forestiée (INRF).
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

Une fois au laboratoire, les feuilles et les tiges ré&oltées et triées sont séchées a I’air libre, &
I’ombre et &l’abri de I’humidité. Elles sont par la suite broyés séarément (diamére des
particules compris entre 0,5 et 1 mm.) et conserveées al’obscurité et atempé&ature ambiante.

La poudre obtenue servira pour les diffé&entes extractions.

2-1-2-ELEVAGE DE LA PYRALE AU LABORATOIRE

Ephestia kuehniella provient des moulins Seybousse de la ville d’Annaba (Nord-Est Algé&ie).
L’élevage est conduit au laboratoire dans une étuve sous des conditions optimales de développement,
caract&isés par I’obscurité avec une tempé&ature de 27 <C et une humiditérelative d’environ70%
(Soltani-Mazouni et al., 2012; Delimi et al., 2017).

Les adultes sont déposé& dans des bocaux en verre de 20 cm de long avec un diamére de 10
cm., ils contiennent de la farine et sont recouverts d’un tulle fixépar un &astique. Du coton
imbibéd’eau sucré est déposésur chaque bocal dans le but d’activer la croissance de I’insecte
(Fig.16).

Figure 16: Elevage de masse de la pyrale de la farine

Le suivi de I’¢élevage nous a permis de dé&erminer le sexe et de pré&ever des larves m&8es ou
femelles dans des boites de Péri contenant de la farine et du papier plissé permettant aux
larves de passer au stade de nymphe (Delimi et al., 2013). La datation des nymphes se fait en jour
apres 1’exuviation nymphale (Taibi et al., 2003).

2-1-3-PRELEVEMENTS SANGUINS

Un préévement de sang veineux est effectu€au niveau du pli du coude sur des volontaires sains
(n= 10), non-fumeurs et ne suivant aucun traitement. Le sang est ré&upé&é dans des tubes
hépariné et conservéad <C, pendant une p&iode ne dépassant pas 48 h.

40



00 ~NOo Ol s WNE

[uny
o o

NNONRNRNRONRNNONDRERERR R R R B PP
W NOUORWNRELRO®OO®~NO®U b WNPE

B A, B DD OWOWWWWWWWWWN
A WONPFP OO0 NO O wWwDNPEFE O

Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

2-2-METHODES

Les diffé&entes extractions et les divers protocoles visant aévaluer le potentiel antioxydant des
extraits de 1’olivier de Laperrine ont été réalisés au niveau du laboratoire de recherche en biochimie
analytique et biotechnologie (LABAB) de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

L’expérimentation menée sur 1’effet des extraits de 1’olivier de Laperrine sur la pyrale de la farine
(Ephestia kuehniella) a ééré&lisé& au sein du laboratoire de Biologie Animale Appliquée a
I’Universitéde Annaba.

2-2-1- PROCEDURE D’EXTRACTION

Il n’y a pas de techniques d’extraction universelle atous les vé&éaux, la grande diversité
structurale des polyphénols implique une grande variabilitéde leur propriééphysicochimique et par
cons&juent n&essite difféentes techniques d’extraction et de solvants (Vercautern, 1996).

Dans le but d’évaluer I’activité antioxydante des feuilles de 1’olivier de Laperrine, nous avons
raliséune extraction aqueuse et une extraction éhanolique. Ces derniées considerent 1’extrait
vegéal dans sa globalité En effet, d’apres Dai et Mumper (2010), 1’évaluation de I’activité
antioxydante est plus efficace en considérant 1’ensemble de I’extrait vegéal plut&@ que de séparer
chaque fraction et 1’étudier individuellement.

Selon de nombreux auteurs (Zouiten et EI Hadrami 2001 ; Salunkéet al., 2005 ; Meftah et al., 2011),
les flavono'des présentent une forte activit€insecticide. Ainsi et dans le but de tester le potentiel
effet insecticide des extraits obtenus a partir de I’olivier de Laperrine sur la pyrale de la farine, nous
avons ré&liséune extraction acide. Cette derniée est selon Harchoui-Ouafi (2007) et Gaceb-
Terrak (2010), préonisée pour I’extraction des flavono'des.

2-2-1-1-EXTRACTION AQUEUSE

Nous avons proc&éala dissolution de 20 grammes de poudre de feuilles dans 200 ml d’cau
distillée. Aprés une macé&ation pendant 24h al’obscurité sous agitation (100 rpm) atempé&ature
ambiante, la phase aqueuse du macé&a est filtrée sur papier Wattman n<1(Aiche- Iratni et al., 2015 ;
Moualek et al., 2016).

D’aprés Abascal et al. (2005), la lyophilisation ou la dé&shydratation &froid assure une meilleure
extraction des composé& phénoliques. Dai et Mumper (2010), préeisent que cette méhode permet
en outre de mieux préserver le maté&iel végéal.

Ainsi, le filtrat ré&ultant de 1’extraction est lyophilisé (lyophilisateur christ alpha 1-2). Les
poudres vegeéales ainsi obtenues sont conservees & 1’obscurit¢ & 4T dans des flacons,
hermé&iquement fermé& en vue de leurs utilisations ulté&ieures.
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

2-2-1-2-EXTRACTION ETHANOLIQUE

Nous procé&lons de la mé&ne mani&e que pour I’extraction aqueuse. En effet, 20g de
poudre de feuilles sont mis &amacé&er dans 200 ml d’éthanol-eau (70:30, v/v). Le filtrat
éhanolique obtenu est mis aé&aporer al’obscurité et &l’abri de ’humidité. Le réidu sec
résultant est repris dans de 1’eau distillée avant d’étre lyophilisé

Les diffé&entes éapes des extractions aqueuse et &hanoligue sont résumees dans la figure 17.
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

20g de poudre ve&géale + 200 ml solvant

Macé&ation 24h
Obscurité+ agitation

~

Filtrat aqueux

Filtration

I

Filtrat &hanolique

|

R&idu sec + eau distillé

/

Lyophilisation

Lyophilisat &4 °C

Figure 17 : Schéma illustrant les diff@entes &apes d’extraction
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La peseés des residus secs obtenus apres lyophilisation nous permet de déerminer le rendement R
de I’extraction obtenu pour chaque type extrait selon la formule suivante

R % = (PS/PV) x 100

Avec :

R=Pourcentage du rendement;

PS=Poids sec des ré&idus secs;
PV=Poids de la poudre de feuilles.

2-2-1-3-EXTRACTION ACIDE

Les poudres de feuilles et de tiges subissent une hydrolyse acide selon le protocole analytique
mis au point par Lebreton et al. (1967) et Jay et al. (1975) modifié par Laracine en 1984.
L’extraction consiste en une hydrolyse acide achaud, de la poudre vééale au bain marie. Une
insufflation d’air est ré&lisé toutes les 10 mn, elle a pour but de faciliter 1’oxydation des
proanthocyanes en anthocyanes correspondantes et la lib&ation des aglycones flavoniques apartir
de leur O-glycosyl-flavonodes. Ainsi, dans un erlenmeyer de 500 ml, nous introduisons g de
poudre vé&yéale et 160 ml d’acide chlorhydrique deux fois normal (HCI 2N).

Le mdange est portéau bain marie 240 <C pendant 40 minutes. L’extraction des flavonodes,
aprés hydrolyse et refroidissement est conduite en ampoule & déanter. Trois bains successifs
d’éther é@hylique (60 ml - 60 ml - 40 ml) sont r&lisé, ce qui permet de recueillir les
flavonodes repré&enté& par les flavones, les flavonoles et les acides phénols dans 1’épiphase
éhé&ée. Les trois extraits é&hé&é& sont r@inis pour évaporation spontané& asec, sous hotte
ventilé. Nous ré&upéons flavonodes &al’aide de 5ml de mé&hanol pur.

L’hypophase acide résiduelle contient les anthocyanidines qui sont doseés par spectrophotomérie
ab40 nm et les C-glycosyl-flavono'des.
Cette mé@ne phase est par la suite reprise par deux bain (40 ml — 40 ml) de n-butanol pour
I’extraction des C-glycosyl-flavonoides, 1’extrait butanolique est évaporé sous hotte ventilée.
Le résidu sec obtenu aprés ésaporation est repris dans 5 ml de méhanol pur.

Les diffé&entes &apes de cette extraction sont représentées dans la figure 18.
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Chapitre 1l : Maté&iel et Méhodes

2g depoudre végétale +160 ml HCI(2N)
40°C pendant 40mn

|

3 extractions a l'éther éthylique
(60 ml, 60 ml et 40 ml)

Epiphase éthérée

(flavones + flavonols + }({g??l::’:dl::ie
acides phénols) 8y
anthocyanes)

|

Deux bains de40ml chacun

Evaporation a sec

l

Analyse
Quantitative et Qualitative

Figure 18: Protocole analytique d’extraction acide (Lebreton et al., 1967)

Les extraits bruts résultants de 1’hydrolyse acide sont repré&enté& par une phase éhé&é issue de
feuilles (EF) ou de tiges (ET) et une phase butanolique obtenue apartir de feuilles (BF) ou de tiges
(BT).

Suite aux éapes d’extraction, les extraits sont soumis adeux techniques d’analyse, techniques
spectrophotomériques et chromatographiques.

2-2-2- ANALYSE QUANTITATIVE

L’analyse quantitative est mené par une sé&ie de dosages spectrophotomériques UV-visible.
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

2-2-2-1-DETERMINATION DE LA TENEUR EN PHENOLS TOTAUX

Les phénols totaux sont estimé par la mé&hode au Folin-ciocalteu déerite par Singleton et Rossi
(1965).

Les phéols présents dans les diffé&ents extraits subissent une réction d’oxydation en préence
du rectif de Folin-ciocalteu (RFC) aboutissant aune coloration bleue proportionnelle ala quantité
de polyphénols contenus dans les extraits de feuilles d’olivier.

La teneur en polyphénols totaux est déerminee par extrapolation sur la courbe &alon, éablie a
partir d’une sé&ie de dilutions (10 -100 pg/ml) d’une solution mé&e (100 pg/ml) d’acide gallique
servant de réé&ence. Dans chaque tube &essai sont ajoutés 0,25 ml de 1’échantillon adoser, 1,25 mli
du ré&ctif RFC (1/10) et 1 ml de carbonate de sodium (75 g/l). Les diffé&entes solutions sont
incubés a40<C pendant 30 minutes. L’absorbance est par la suite mesuré& a765 nm. par un
spectrophotométre Meline MD 2000. La teneur en totaux est exprimée en milligramme &juivalent
acide gallique par gramme de poudre végéale (mg EAG/g PV).

2-2-2-2- DETERMINATION DE LA TENEUR EN FLAVONO'DES TOTAUX

La mé&hode utilisée est celle déerite par Chang et al. (2002). Elle est basée sur I’utilisation du
chlorure d’aluminium donnant une coloration jaun&re par chéation des flavono'des. Ainsi, 20,5 ml
de la solution de chaque extrait, sont ajoutés 1,5 ml de mé&hanol, 0,1 ml de chlorure d’aluminium
(10%), 0,1 ml d’acétate de potassium (1M) et 2,8 ml d’eau distillée.

Le mdange est incubépendant 30 minutes atempé&ature ambiante. L’absorbance est mesuré a
415 nm. La courbe é&alon est ré&lisé& avec la quercéine (100 pg/ml), et 1’&uation de
r&ression lin&ire, permet de calculer la teneur totale en flavono'des exprimé& en milligramme
&uivalent quercéine par gramme de poudre végéale (mg EQ/g PV).

2-2-2-3- DETERMINATION DE LA TENEUR EN TANINS TOTAUX

Le dosage des tanins est ré&lisé€selon le protocole mis au point par Hagerman et Butler
(1978). Son principe consiste a pr&ipiter 1’albumine de s&um bovin (BSA) par les tanins
conduisant ainsi ala formation d’un complexe proténes-tanins dont la teneur est mesuré& par
spectrophotomérie 2510 nm. 1ml de la solution de BSA (1mg/ml), est m&angeé &500ul de la
solution de I’extrait ; apré une incubation de 24 h a4<C, le pr&ipitéest r&up&é par
centrifugation a 750 g a 4<C pendant 15 minutes puis dissout dans 2 ml de sodium
dodeylsulfate (SDS)/ triethanolamine (TEA) (1%/5%) additionnéde 500 pl du réctif FeCls.

Une incubation de 15 minutes est suivie par la lecture de I’absorbance.

La teneur totale en tanins exprimé& en milligramme éjuivalent acide tannique par gramme de
poudre vé&éale (mg EAT/g PV), est déerminé par I’utilisation de I’équation de regression
Lin&ire obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide tannique.
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

2-2-2-4- DOSAGE GLOBAL DES AGLYCONES FLAVONIQUES

Le dosage diffé&entiel des aglycones flavonmjues totaux fait intervenir les propriéeés chéatantes
des ions Alz+sur les flavonodes. La hauteur du pic difféentiel, proportionnelle ala concentration
des aglycones flavoniques présents dans 1’extrait est déerminé par spectrophotomérie a la
longueur d’onde 430 nm.

La teneur globale des aglycones flavoniques est exprimé& en mg d’équivalent quercéine /g de
poudre vé&gé&ale (mg EQ/g PV) par la formule suivante (Lebreton et al., 1967) :

T (mg/g) = (ADO/g) M V (d/p) = 1,3 102 ADO V (d/p)

Avec:

ADO = Densité optique du pic diffé&entiel;

M = Masse molaire de la quercéine (302);

V = Volume de la solution mé&hanolique d’aglycones-flavoniques;

d = Facteur de dilution;

p = Poids du maté&iel végé&al sec hydrolysé

& = Coefficient d’absorption molaire de la quercétine dans le chlorure d’aluminium (230000 Mtcm™).

Selon Idrissi-Hassani (1985), ce dosage présente un taux de variation de 5%.
2-2-2-5-DOSAGE DES ANTHOCYANES

Les anthocyanes hydrosolubles sont dosés par spectrophotomérie aux longueurs d’ondes
d’absorption maximale des anthocyanes comprises entre 520 et 540 nm.
Selon Lebreton et al. (1967), la teneur en proanthocyanes totaux est exprimeée en mg d’équivalent
procyanidine/g de poudre végéale (mg EPC/g PV), par la formule suivante :

T (mg/g) =n DO/e M V (d/p) =5,2 10:DO V d/p

Avec:

DO = Densitéoptique 520 nm;

M = Masse molaire de la cyanidine (306);

V = Volume de la phase butanolique;

d = Facteur de dilution;

p = Poids du maté&iel vegéal sec hydrolysé

& = Coefficient d’absorption molaire de la cyanidine (34700 Mcm™).

d = Facteur de dilution;

1, = Facteur de correction du rendement de I’oxydation des proanthocyanes en anthocyanes

Cette méhode pré&sente un risque d’erreur de 5% (Idrissi-Hassani, 1985).
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

2-2-2-6- DOSAGE DES C-GLYCOSIDES

La préence des C-glycosides est déerminé par 1’apparition de I’orientine. Celle-ci est dosée
par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 340 nm.

La teneur en C-glycosides totaux est exprimé en mg d’équivalent orientine/g de poudre
v@éale (mg EO/g PV) par la formule suivante (Lauranson, 1989):

T (mg/g) = DO/e MV (d/p) = 2, 5 102 DO V (d/p)

Avec:
DO = Densitéoptique ;
M = Masse molaire de 1’orientine (448);

V = Volume de la phase méhanolique;
d = Facteur de dilution;

p = Poids du matéiel végé&al sec hydrolysé
& = Coefficient d’absorption molaire de I’orientine (18850 Mt cm™).

2-2-3- ANALYSE QUALITATIVE

Composition chimique des diffé&ents extraits est obtenue par la technique de
chromatographie en phase liquide sous les conditions opéatoires suivantes.

L’analyse est r&lisee al’aide d’un chromatographe en phase liquide de marque AGILENT sé&ie
1100, éuipéd’un déecteur abarrette de diodes (DAD) avec plusieurs longueurs d’ondes choisies
en fonction des absorbances maximales des molé&ules recherchées, d’une pompe quaternaire,
dé&jazeur on-line et injecteur automatique. Le chromatographe est muni d’une colonne Hypersil
BDS-C18,5 um, 250X4,6 atempéature de 30 <C.

L’¢élution est r&lisé par une phase mobile composé d’un gradient de solvant allant de 95%
d’eau acidifie a0,2% par 1’acide acé&ique (pH 3,1) jusqu’a 100% d’acétonitrile pendant 30
minutes. Le volume injectéest de 5 ul de I’extrait solubilisédans du mé&hanol araison de
0,3g/ml. Le débit d’écoulement est de 1,5 ml/min.

La concentration de chaque composéphénolique de I’extrait est exprimee en pourcentage apartir
des aires des pics obtenus. Leur identification est rélisé par comparaison des temps de réentions
des diffé&ents standards analysé selon le m&ne mode opé&atoire et dans les mé&nes conditions et par
leur spectre UV.

2-2-3-1- TENEURS ABSOLUES DES MOLECULES BIOCHIMIQUES

La teneur absolue des moléules biochimiques est déermines apartir des profils obtenus suite a
la caract&isation chimique des diffé&ents extraits par chromatographie liquide & haute
performance (HPLC). Elle est calculee selon la formule suivante :
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

Teneur absolue ([mAU*]/g PV) =Aire du pic occupe par la molé&ule considge x Volume de
reupé&ation du résidu sec/VVolume d’injection

2-2-4- ACTIVITES ANTIOXYDANTES

Le stress oxydant impliqgué dans le vieillissement cellulaire et dans de nombreuses
pathologies (coronariennes, cardiovasculaires, inflammatoires et dans certains cancers) peut &re
attéué par les polyphénols contenus dans les végéaux gr&e a leur important pouvoir
antioxydant.

Les principaux effets antioxydants des polyphénols se traduisent d’une part, par les réctions
d’oxydo-ré&luctions évaluées dans notre éude part les tests de la ré&luction du phosphomolybdate et
la réction du fer. D’autre part, le pouvoir antioxydant des polyphénols se manifeste par leur
capacitéaneutraliser les espeees réctives al’oxygeéne qui est évaluée par le test de neutralisation
des radicaux DPPH, peroxyde d’hydrogene (H202).

Ce sont des mé&hodes spectro-photomériques le plus souvent utilisés pour I’évaluation des activités
antioxydantes des extraits de veégéaux.

Tous les tests sont rép&és trois fois.

2-2-4-1- CAPACITE ANTIOXYDANTE TOTALE OU TEST DU PHOSPHOMOLYBDATE (TAC
ASSAY)

Le test du phosphomolybdate permet d’évaluer la capacité antioxydante totale des extraits
v&@éaux. Il est basé sur la ré&luction des ions molybdate Mo(VI) en molybdene Mo(V). Les
antioxydants rompent la chame des radicaux libres en lib&ant un atome d’hydrogene (Gordon,
1990), entrainant ainsi la formation d’un complexe vert (phosphate/Mo apH acide).

L’intensité du complexe formé est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits testés.

La capacité antioxydante totale est estimé par le dosage du phosphomolybdeéne selon le
protocole mis au point par Prieto et al. (1999). Le test consiste &amdanger 0,1 ml de I’extrait
vegéal adiffé&entes concentrations (100 2700 pg/ml) avec 1 ml du ré&ctif de molybdate
composeéde 0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM NaH2PO4 et 4 mM molybdate d’ammonium.

Apres une incubation de 90 minutes a95<C et refroidissement du md&ange atempé&ature
ambiante, I’absorbance est lue &a695 nm. La courbe &alon est &ablie avec 1’acide ascorbique (20 -
200 pg/ml), la droite de ré&gression permet de calculer la teneur totale de la TAC. Cette derniere est
exprimee en milligramme égjuivalent acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait).

2-2-4-2-DETERMINATION DU POUVOIR REDUCTEUR (FRAP ASSAY)

Le pouvoir ré&lucteur des extraits est é&aluéselon la mé&hode d’Oyaizu (1986). Elle est bases
sur la ré&luction des ions ferriques (Fe+=) pré&sents dans le ferricyanure de potassium, KsFe (CN)s &
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

1% (m/V) en ions ferreux (Fe+2) en pré&ence d’un antioxydant qui a le pouvoir de céler des
dectrons. Cette réction conduit &ala formation d’un complexe bleu dont I’intensité indique une
augmentation de la réluction du fer.

Ce test est un indicateur de I’activité donatrice d’électrons qui caracté&ise le pouvoir antioxydant
des polyphéols.

Diff&entes concentrations d'extrait de feuilles d’olivier de Laperrine (40 &300 pg/ml) sont
préareéess dans de I'eau distillé et méangeées avec 2,5 ml de tampon phosphate (200 mM, pH 6,6) et
2,5 ml de ferricyanure de potassium (KsFe (CN) s) (1% m/v). Le mdange est incubé a50<C
pendant 20 minutes, puis 2,5 ml d'acide trichlorac&ique (10%) sont ajoutés. Le mé&ange est ensuite
centrifugéars0 g pendant 10 minutes.

Nous prenons 5 ml du surnageant que nous mé&angeons a5 ml d'eau distillé& et 1 ml de FeCls
(0,1%). Enfin, I'absorbance est mesuré a700 nm.

L'augmentation de I'absorbance du méange ré&ctionnel indique une augmentation du pouvoir
ré&lucteur. L’acide ascorbique est utilis€ comme témoin positif dans les mé&mes conditions
exp&imentales.

La teneur totale de la FRAP, exprimé en milligramme &juivalent acide ascorbique par
gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait), est dé&erminé par [’utilisation de 1’équation de
régression linéaire obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.

2-2-4-3-DETERMINATION DE L’ACTIVITE DE PIEGEAGE DES RADICAUX LIBRES (DPPH
ASSAY)

Le radical DPPH. est géné&alement I’un des composés les plus utilisés pour 1’évaluation rapide
et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilitésous forme radicale et la simplicitéde
I’analyse (Bozin et al., 2008).

L’effet des extraits aqueux (EA) et é&hanolique (EE) ainsi que 1’acide ascorbique sur le
pi&eage des radicaux DPPH. est estiméselon la procé&lure déerite par Sharma et Bhat (2009) ;
Santos et al. (2010). Un volume de 3,75 ml de chaque extrait solubilisédans du mé&hanol dont
les concentrations varient de 2,5 a20 pg/ml, sont médang& a0,25 ml de DPPH (0,8 mM). Aprés
une incubation de 30 minutes atempé&ature ambiante et al’abri de la lumiére, I’absorbance est
mesuré a517 nm.

Le pourcentage de piegeage des radicaux libres est calculéselon la formule:

Ac-As/Ac x100;
Avec :
Ac = Absorbance du contrde;
As= Absorbance de 1’échantillon.
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

L’activité antiradicalaire est définit par deux parametres:

*La concentration efficace (EC50), d&finit comme la quantitéd’antioxydants néessaire pour
diminuer la concentration initiale du radical DPPH. de 50%. Cette valeur est calculé& apartir de
I’équation de ré&gression qui est repréentée par le pourcentage de piégeage en fonction des
concentrations de I’extrait végéal. Plus cette valeur est basse, plus la capacitéde pi€geage des
radicaux libres est devee.

**L’indice de I’activité antioxydante (IAA), correspond selon Scherer et Godoy (2009), ala
concentration finale du DPPH (pg/ml)/EC50 (pg/ml). Les extraits peuvent préenter une activité
antioxydante faible (IAA < 0,5), modé&e (IAA comprise entre 0,5 et 1,0), forte (IAA compris entre
1,0 et 2,0) et trés forte (IAA > 2,0).

2-2-4-4- INHIBITION DU BLANCHIMENT DU B-CAROTENE (BCB ASSAY)

L’activité antioxydante des extraits aqueux (EA) et éhanolique (EE) est mesuré& selon le
protocole mis au point par Tepe et al. (2006). La mé&hode de blanchiment du B-caroténe
repose sur la perte de la couleur orange, due asa réction avec les radicaux peroxyles libres
résultants de 1’oxydation de I’acide linoléique dans une émulsion. Ainsi, I’oxydation de 1’acide
linolé&que géné&e des radicaux libres peroxyles (ROO.), formé& lors de I’extraction d’un atome
d’hydrogéne et 1’un des groupements méhylene diallylique attaque les moléeules de B-carotene
hautement insaturées, le béa- caroténe est ainsi oxydéet partiellement déradé Par la suite le
systeme perd le chromophore et sa couleur orange caract&istique devient incolore
(Jayaprakasha et al., 2001).

Le taux de blanchiment du B-caroténe, peut &re ralenti en pré&ence des antioxydants contenus dans
les extraits végé&aux, qui donnent un atome d’hydrogéne pour inhiber les radicaux peroxyles
libres, la ré&ction est la suivante: ROO.+ AH — ROOH + AH + A..

Ainsi, 2 mg de p-caroténe sont dissous dans 1 ml de chloroforme, ce méange est introduit
dans une fiole contenant 25 ul d’acide linoléque pur et 200 mg de tween 40. Nous procé&lons aune
&aporation du chloroforme a40<C al’aide d’un rotavapor sous vide. Par la suite, 100 ml d’eau
distillé saturée en oxygéne sont ajouté& et le méange obtenu est agitévigoureusement. 2,5 ml
de ce mdange sont additionné& &350 ul de diffé&entes concentrations (100 a1800 pg/ml) des
extraits véyéaux test& et au BHT témoin positif. Aprés une incubation &a50<C pendant 120 min,
I’absorbance est lue a 470 nm.

Le pourcentage d’inhibition (1%), est calculé par 1’équation:

(E120-C120/Co-C120) X100
Avec :
E120= Absorbance de 1’échantillon a t120 min;
C120= Absorbance du contrde at120 min;

Co= Absorbance du contrde ato min.
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

2-2-4-5-DETERMINATION DE L’ACTIVITE DE PIEGEAGE DU PEROXYDE D’HYDROGENE

La capacité de piéeage du peroxyde d’hydrogéne par les extraits de feuilles de 1’olivier de
Laperrine est déerminé& selon la mé&hode dé&rite par Ruch et al. (1989). Une solution de
peroxyde d’hydrogene (40 mM) est préarée dans un tampon phosphate (pH 7,4). Une aliquote de
3,4 ml de I’échantillon a différentes concentrations (130 a 510 pg/ml) est ajoutée a0,6 ml de la
solution de H202. Aprés 10 minutes d’incubation, 1’absorbance du méange réctionnel est lue
a 230 nm. L’acide ascorbique est utilis¢ comme témoin positif.

La capacitéde pieger le H202 des extraits et du réfé&ent est calculé selon la formule suivante :
Pourcentage de piégeage = (1-Absorbance de I’extrait/Absorbance du témoin) x 100.

2-2-5-TEST HEMOLYTIQUE

La toxicitédes feuilles de I’olivier de Laperrine sur les globules rouges est éalué selon le
protocole mis au point par Kumar et al. (2013). Les globules rouges sont séparés du plasma par
centrifugation de 3 ml de sang &200 g pendant 10 minutes &4 <C. Le culot obtenu est lavétrois fois
avec 3 ml de tampon phosphate (pH 7,4 ; NaCl 0,9%). 1 ml de la solution d’érythrocytes (2%) est
incubédans un volume &jal d’extrait EA et EE adiffé&entes concentrations (62,5 &2000 pg/ml),
dissous dans du PBS. L’eau distillé est utilisée comme témoin positif et le PBS comme témoin
né&atif. Aprés une incubation a37<C pendant 30 minutes sous agitation modé&é (20 rpm), le
m@&ange est centrifugéa200 g &4 <C pendant 10 minutes.

L’absorbance du surnageant contenant I’hémoglobine est lue a 540 nm. Le pourcentage
d’hémolyse est calculé selon la formule:

(Absorbance extrait-Absorbance ténoin negatif /Absorbance ténoin positit -Absorbance ténoin négatif) X 100
2-2-6- ACTIVITEBIO-INSECTICIDE

Cette exp&imentation est menee dans le but d’évaluer ’effet bio-insecticide des extraits bruts
de I’olivier de Laperrine sur les paramétres de la reproduction d’Ephestia kuehniella et sur la
mortalitédes adultes.

Dans un premier temps, nous avons testél’extrait aqueux obtenu &apartir des feuilles de

I’olivier sur la pyrale de la farine. Cependant les ré&ultats obtenus n’étaient pas suffisamment
concluant pour &re exploité. Ceci serait peut &re da ala forte teneur en impureté& de
I’extrait aqueux (Rafiee et al., 2011).
Suite acela, nous avons concentré nos efforts sur les diffé&entes fractions obtenues apreés
I’extraction des flavono'des, ces derniers sont connus pour leur effet insecticide. Ainsi, nous
tentons d’évaluer le résultat de 1’exposition de la pyrale de la farine aux extraits EF (extrait @h&éde
feuilles), ET (extrait éh&éde tiges), BF (extrait butanolique de feuilles) et BT (extrait butanolique
de tiges).
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Chapitre 1l : Maté&iel et Méhodes

Ces derniers sont administré ades chrysalides et ades adultes nouvellement exuvié de la pyrale
de la farine, par inhalation (saturation de leur environnement) (Delimi et al., 2013). Les diffé&ents
extraits sont réandus uniformément sur le papier filtre déosédans des boites de Péri (Fig. 19A)
ou dans des flacons (Fig.19B), contenant I’insecte ravageur (Ndomo et al., 2009).

Figure 19: Application des extrais de 1’olivier de Laperrine de la pyrale de la farine.
A: Dans des boites de Pétri, B: Dans des flacons

Dans le cas des chrysalides et dans des boites de Péri, les extraits bruts, EF, ET, BF et BT sont
pulvé&isé& sur du papier plissésur lequel sont déposées quatre nymphes femelles par boite de
Péri, imméliatement aprés leur exuviation nymphale. Ce stade repré&ente le débdut du
développement des ovaires chez les Iidoptées, (Delimi et al., 2017).

L’administration des extraits bruts &ce stade du cycle de vie, a pour objectif de tester la
maturation des ovaires des femelles et le pourcentage d’ceufs pondus. Sept réeéions sont
r&lisées pour chaque traitement, les boites té&noins sont traitées par le méhanol, solvant de
solubilisation.

Dans le cas des adultes, dés leur exuviation, un couple de papillon est déosédans chaque
flacon, ce dernier contient 30 g de farine. Les extraits bruts sont pulv&isé sur le papier plissé
introduit dans les flacons.

Sept répéitions sont r&lisees par traitement et les flacons té&moins sont traité&s au méhanol.

La concentration des extraits bruts testé& est de 0,2 g/ml et leur effet sur la reproduction

d’Ephestia kuehniella, a pour but I’évaluation des paramétres suivants:

e La duré du dé&eloppement nymphal correspondant au temps expriméen jours, qui
sépare I’exuviation nymphale de I’exuviation adulte;

eLa durée de la pé&iode de préoviposition, repréentée par le nombre de jours séarant
1I’émergence adulte et le début de la ponte des ceufs;

e La durée de la période d’oviposition est estimé par le nombre de jours de ponte ;
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Chapitre Il : Maté&iel et Mé&hodes

e La f&onditédes femelles, qui correspond au nombre d’ceufs déosé& durant toute la durée
d’oviposition.

Par la suite, nous introduisons dix adultes, m&8es et femelles, dans un flacon contenant 30 g de
farine. Le traitement se fait par pulvéisation du papier plissése trouvant dans le flacon par les
extraits de 1’olivier. Les flacons témoins sont traités au méhanol.

Les essais de toxicitédes diff&ents extraits, portent sur le comptage de la mortalitédes
insectes traités aprés une pé&iode de 21 jours, depuis le début de 1’expérience (Chaieb, 2011). Notre
but est d’estimer la longévitédes insectes soumis aux extraits bruts de 1’olivier. Cette derniére est
déerminé& par le taux de mortalitédes insectes t@noins et traité&s qui est calculé apartir de la
formule suivante:

Mortalité observée = (Nombre d’individus morts /Nombre total d’individus) x100.
2-2-7-TRAITEMENTS DES DONNEES

Les réultats sont exprimé& sous forme de moyenne affecté de son &sart-type au risque de 5%.
Le test t de Student est utilis€épour analyser le niveau de signification statistique entre les séies des
moyennes traitées deux adeux dans le cas des dosages realisés.

L’influence des diffé&ents extraits sur le pouvoir antioxydant ainsi que leur influence sur les
parametres de la reproduction de la pyrale font 1’objet d’une analyse de la variance aun facteur.
La normalitédes données est au pré&lable v&ifié par le test de Pearson. L’analyse statistique est
raliseée au risque de 5% avec le logiciel STATBOX 6. Dans le cas de diffé&ence significative, nous
appliquons le test de Newman-Keuls pour définir les groupes homogénes.

Une analyse en composantes principales (ACP) est effectué au risque de 5% avec le
logiciel XLSTAT.
Cette ACP a pour objectif de traiter plusieurs variables &la fois afin d’établir des corréations entre
elles.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

3-1- PREMIERE PARTIE: ACTIVITES ANTIOXYDANTES
3-1-1-ANALYSE QUANTITATIVE

Nos résultats montrent que le rendement d’extraction par rapport a la masse initiale du
maté&iel véyéal est respectivement de 17,29 +1,42% pour I’extrait aqueux (EA) et de 15,98 &+
1,38% pour I’extrait éthanolique (EE).

Selon Luis et al. (2012), le rendement d’extraction varie en fonction du solvant utilisé.

En effet, suite a une série d’extractions réalisées sur les parties aériennes d’Olea europaea
utilisant 1’éthanol, le méthanol et I’acétone comme solvants d’extraction, ils obtiennent des
rendements diffé&ents. Cette observation ne semble pas s’appliquer dans le cas des feuilles de
I’olivier de Laperrine puisque la comparaison statistique des moyennes montre qu’il n’y a
aucune diffé&ence significative (p = 0,16) entre les deux extraits.

Les rendements d’extraction calculés au cours de notre expérimentation sont plus élevés que
celui notépar Ahmed et al. (2014), a partir d’une extraction éthanolique sur des feuilles
d’Olea europaea, ouils obtiennent une valeur de 11%.

Dans le but de caractériser les extraits EA et EE de I’olivier de Laperrine, une étude
quantitative par les méthodes colorimétriques (Folin ciocalteu, trichlorure d’aluminium et
formation du complexe proté@nes-tanins) est ré&lisé. Elle a pour objectif de comparer 1’effet
du solvant d’extraction sur la teneur en phénols, en flavonoides et en tanins totaux.

Les teneurs totales en composé& phénoliques sont déerminées par réf&ence aux courbes
éalons respectives (Tab.V). Les réultats obtenus ré/dent une variabilit€apparente dans les

teneurs calculéss.

Tableau V: Rendements d’extraction et résultats des dosages

Rendement Phénols totaux Flavonodes totaux Tanins totaux
d’extraction (mg EAG/g PV) (mg EQ/g PV) (mg EAT/g PV)
(%)
Equation Y=0,0077X+0,125 Y=0,0017X+0,0287 Y=0,0002X-
de R2=0,96 R?=0,98 0,1037
réyression R?=0,91
EA 17,29+1,42 118,8544,99 17,5042,16 32,9043,12
EE 15,98+1,38 134,7249,25 26,0841,57 29,6741,70
p 0,16 0,03 2,55103 0,10

En effet, ’analyse statistique des données montre que la diffé&ence entre les moyennes est
significative dans le cas des phénols totaux (P = 0,03), nous enregistrons une valeur de 118,85
+4,99 mg EAG/g PV pour EA et de 134,72 £9,25 mg EAG/g PV pour EE, et des flavonodes
totaux (p = 2,55107%), avec une moyenne calculés de 17,50 +2,16 mg EQ/g PV pour EA et de
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Chapitre I11: Résultats et discussion

26,08 +=1,57 mg EQ/g PV pour EE. Dans le cas des tanins totaux, le test de Student ne montre
aucune difféence significative (p = 0,1) entre les deux extraits testés.

Une é@ude ralisé par Katanilic et al. (2006), classant 70 plantes mé&licinales en fonction
de leur richesse en phénols totaux quantifiée apartir d’un extrait aqueux (0,6 mg EAC/g
extrait sec a145,87 mg EAC/g extrait sec), suggere que les feuilles de I’olivier de Laperrine
sont tres riches en polyphénols. En effet, la comparaison de nos réultats avec ceux rapportés
par la litté&ature montre, que la teneur en polyphéols est importante dans les feuilles de
I’olivier de Laperrine (Tab. VI). A notre avis, cette richesse serait due aux conditions
environnementales trés arides dans lesquelles se développe 1’olivier du Sud. Les polyphénols
éant connus pour é@re synthé&isé en grande quantitéen p&iode de stress hydrique.

Tableau VI: Comparaison de la teneur en phénols totaux des feuilles d’O.e. laperrinei
avec celle des feuilles d’Olea europaea L.

Type d’extrait Teneurs en polyphénols totaux Ré&é&ences bibliographiques
Extrait éhanolique 134,72 49,25 mg EAG/g PV Nos réultats
Extrait aqueux 118,8544,99 mg EAG/ g PV
Extrait aqueux 16,5240,62 mg EAG /g poids Abaza et al. (2011)
sec (Ché&oui)
Extrait éhanolique 197,8+11,3 |y EAG/g extrait Dekanski et al. (2009)
sec

Abaza et al. (2011)
24,3640,85 mg EAG/g poids
sec (Chéoui)
Xie et al. (2015)
245,240,65 mg EAG/g résidu
Se
Extrait mé&hanolique 464,27 mg EH/100g poids Brahmi et al. (2013)
sec (Chemlal)
270,53 mg EH"/100g poids
sec (Neb jmel)

90,4840,16 mg EAG/g résidu Nashwa et al. (2014)
sec

*Hydroxytyrosol

Les travaux réalisés sur les composés phénoliques montrent qu’ils sont sensibles aux
facteurs environnementaux, physiologiques et gen&iques qui influencent leur biodisponibilité
au sein d’une espéce donnée. Ainsi leur concentration varie en fonction des saisons (Tomar et
al., 2015), de I’effet station (Fahmi et al., 2013), et du stade de maturation de la plante (Irondi
et al., 2013). Tattini et al. (2006), preeisent que la synthése des polyphénols est nettement
augmenteée suite aun stress provoquépar un rayonnement solaire intense.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

La teneur en flavonoides totaux des feuilles de 1’olivier de Laperrine est plus élevée que
celle calculé par Abaza et al. (2011), apartir de feuilles d’Olea europaea de la varigé
Chéoui, ils enregistrent une valeur de 6,23 0,62 mg EC/g poids sec pour un extrait aqueux
et 15,83 +£1,26 mg EC/g poids sec pour un extrait éhanolique. Pour Botsoglou et al. (2012),
la teneur calculée a partir d’un extrait éthanolique correspond a 12,46 +0,58 mg EC/g feuilles
séches d’Olea europaea L.

Les travaux consulté montrent que la teneur en tanins totaux est plus devee dans les
feuilles de I’olivier de Laperrine comparativement a celle des feuilles d’Olea europaea L., qui
selon Brahmi et al. (2013), correspond aune valeur de 79,70 mg EC/100g poids sec pour la
variéeChemlal et aune valeur de 73,05 mg EC/100g poids sec pour la varié&Neb jmel.
Cependant la teneur en tanins d’Olea laperrinei se rapproche de 22,79 g EAT/kg MS, valeur
obtenue par Mebirouk-Boudechiche et al. (2014), a partir des feuilles d’Olea europaea.

Notre exp&imentation montre que la teneur totale des tanins est plus éevé que celle des
flavonoides totaux, ce qui s’expliquerait par le fait que I’olivier de Laperrine est une espece
sclé&ophyte du Sahara central vivant dans un environnement sec avec peu d’eau disponible et
xé&ophytique et sur sol superficiel, de plus elle subit une grande pression pastorale. Selon
Bennick (2002), la synthese des tanins est géné&alement augmenté& suite a un stress
environnemental quel que soit son origine, tel qu’un stress hydrique, un appauvrissement du
sol, un ensoleillement trop fort ou un stress engendré par I’agression des végétaux par les
herbivores (Woodward et Coppock, 1995). Raven et al. (2007), rapportent que les tanins sont
pré&ents ades concentrations relativement éeveés dans les feuilles des plantes ligneuses.

La sélection d’un bon solvant d’extraction affecte le taux de polyphénols obtenus (Xu et
Chang, 2007), le choix est donc basésur un éuilibre entre la polaritéet le rendement
d’extraction des polyphénols (Franco et al., 2008). Ainsi, les solvants polaires, tel que 1’eau,
sont de bons solvants d’extraction (Mailoa et al., 2013) puisqu’ils fournissent une
concentration élevée en polyphénols dans 1’extrait végétal (Stankovit, 2011), mais présente
I’inconvénient d’avoir un extrait avec une teneur €levée en impuretés tels que les acides
organiques, les sucres et les proté@nes solubles (Rafiee et al., 2011).

Pour Mailoa et al. (2013), la meilleure extraction est celle obtenue apartir du méange
d’un solvant organique avec I’eau. En effet les polyphénols sont plus solubles dans 1’éthanol
que dans I’eau (Fernando et Soysa, 2014), et d’aprés Alothman et al. (2009), le md&ange
éhanol-eau dissous une large gamme de phénols. Ces observations sont en accord avec nos
résultats. 1l ressort, en effet, de notre exp&imentation que le mé&ange éhanol-eau est un
meilleur solvant d’extraction comparativement a 1’eau utilisée seule, puisque les teneurs en
composes phénoliques calculées sont plus élevées dans 1’extrait EE.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

Nos résultats confirment les travaux de Trabelsi et al. (2010) ; Mohammedi et Atik
(2011) ; Bourgou et al. (2016) pour lesquels, 1’éthanol-eau donne une teneur en phénols
totaux plus éevee que celle obtenue avec I’eau.

De plus, Shi et al. (2005); Alothman et al. (2009), notent que 1’éthanol est sans danger pour la
sant¢é humaine, et qu’il représente un solvant non polluant (Dai et Mumper, 2010) et
faiblement toxique (Franco et al., 2008).

3-1-2- ANALYSE QUALITATIVE
La composition chimique des extraits EA et EE est r@lisé par chromatographie liquide &
haute performance (HPLC). Nous avons identifi€ 11 molé&ules chimiques, dont 10 dans

I’extrait EE et seulement 7 dans 1’extrait EA (Tab. VII).

Tableau VII: Principaux composés chimiques identifiés dans les extraits de 1’olivier de
Laperrine

Extrait Aqueux Extrait Ethanolique
Composé chimiques Temps de Aire Temps de réention Aire
réention (Min) (%) (Min) (%)
Hydroxytyrosol 4,842 2,14 4,843 2,10
Acide caféque 7,085 2,39 7,084 1,8
Vanilline 8,583 2,79 - -
Rutine = = 8,760 25,19
Acide - - 8,813 2,25
n hydroxycinnamique
Lutéline-7- 9,202 6,76 9,222 6,89
glucoside
Oleuropéne 10,083 5,97 10,094 6,20
Naringénine-7- - - 10,362 8,31
glucoside
Lutéline 12,826 3,87 12,749 3,08
Apigénine = - 14,450 1,92
Hespé&ridine 15,554 1,72 15,560 1,05
-: Absence

Nos résultats indiquent la présence dans les extraits, de I’hydroxythyrosol et de
I’oleuropéine, composés typiquement caractéristiques d’Olea europaea. De plus, nous
retrouvons, la rutine, I’acide caféique, la lutéoline, la vanilline et I’apigénine, I’ensemble de
ces composeés se retrouvent éjalement dans les feuilles d’Olea europaea (Caturla et al., 2005;
Lee et al., 2009; Khlif et al., 2015).
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3-1-3-ACTIVITES ANTIOXYDANTES

L’é&aluation de I’activité antioxydante d’un extrait végétal est le plus souvent rélis€par le
test du pouvoir ré&lucteur (FRAP), le test du piéeage du radical libre DPPH et le test du
blanchiment du - caroténe (Hayes et al.,2011).

3-1-3-1-CAPACITE ANTIOXYDANTE TOTALE (TAC ASSAY)

Les résultats obtenus au cours de notre exp&imentation montrent que les extraits de
feuilles de I’olivier de Laperrine possetent une capacit€antioxydante totale evee.

Le test de Student met en évidence une différence significative entre I’extrait EA et
I’extrait EE (p = 0,007). La TAC est calculée a partir de 1’équation de régression linéaire
obtenue apartir de la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Y= 0,0048X+0,02, R?=0,99).

Bien que la capacitéantioxydante globale de EA (267,26 £2,67 mg EAA /g d’extrait), soit
moins importante que celle de EE (345,41 £3,31 mg EAA /g d’extrait), elles sont toutes deux
nettement plus éeveées que celle rapportée par Khlif et al. (2015) a partir d’un extrait
meéthanol-cau de feuilles d’Olea europaea variéeChéoui, qui est de 73,94 1,98 mg Equ
vitamine E/g d’extrait).

D’aprés Jayaprakasha et al. (2003), I’activité antioxydante des extraits végétaux dépend de
la pré&sence des polyphénols, qui agissent comme des rélucteurs. Cette observation est en
accord avec la corréation lin&ire que nous avons éablie entre la TAC des extraits testés et la
teneur en phéols totaux. Elle est fortement significative avec des coefficients respectifs de
0,99 pour I’extrait EA et de 0,89 pour ’extrait EE. Ces résultats suggerent donc que les
polyphénols présents dans les extraits de l’olivier de Laperrine seraient responsables de
’activité antioxydante et sont en accord avec ceux rapportés par Kchaou et al. (2013), Jan et
al. (2013), Haddouchi et al. (2014) et Amessis-Ouchemoukh et al. (2014), qui montrent que
la teneur deveér en phénols totaux explique les propriéés antioxydantes des plantes.

3-1-3-2- POUVOIR REDUCTEUR (FRAP ASSAY)

Le pouvoir réducteur des extraits de feuilles de 1’olivier est basé sur leur capacité a réduire
le fer ferrique en fer ferreux. Selon Kumaran et Karunakaran, (2007), la ré&luction des ions
ferriques (Fe®*) en ions ferreux (Fe?*) est utilisée comme un indicateur de ’activité donneuse
d’¢électron, qui représente un mécanisme important de ’activité antioxydante des polyphénols.
La valeur de la FRAP est déterminée a partir de 1’équation de régression linéaire obtenue a
partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Y= 0,0143X+0,0062, R2= 0,99).
L’extrait EE présente une plus grande puissance réductrice que I’extrait EA (p = 0,0019) avec
des valeurs calculés de 258,76 +6,69 mg EAA/ g d’extrait pour EE et de 153,72 £2,70 mg
EAA/g d’extrait pour EA.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

La comparaison de nos résultats aceux de la litté&ature (Tab.VI1II), montre que les extraits
de feuilles de I’olivier de Laperrine présentent un potentiel ré&ucteur éevé lls pourraient
servir de donneur d’électron ou de proton H*. En effet, le pouvoir ré&ucteur d’un extrait
véaéal est associé ala présence de ré&lucteurs qui exercent une activité antioxydante en
faisant don d’électron stabilisateur (Chang et al., 2002) ou d’un atome d’hydrogeéne (Nabavi
et al., 2009), et en rompant la chame des radicaux libres.

Tableau VIII: Comparaison des résultats du test FRAP avec ceux des feuilles d’Olea

europaea L.
Type d’extrait FRAP Ré&é&ences
bibliographiques
Extrait aqueux 153,72+2,70 mg EAA/ g d’extrait Nos réultats

Extrait éhanolique
Extrait
méhanolique
Extrait aqueux
Extrait éhanolique

258,76+ 6,69 mg EAA/ g d’extrait

30,140,1 mg ETR*/100g de poids Hayes et al. (2011)

sec (var : Corregiola)

22,55+19,17 mg ETR/ g ré&sidu Goldsmith et al. (2015)
sec

232,1244,89 mg ETR/ g résidu

sec

*Equivalent troxol

Les profils de la puissance de réluction des extraits EA et EE (Fig.20), montrent qu’ils
possélent une activité dose-dépendante, ainsi, parallélement a 1’augmentation de la
concentration des extraits, I’activité antioxydante augmente. D’aprés Alam et al. (2013), il y’a

une proportionnalité entre I’absorbance et 1’activité antioxydante.
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Figure 20: Capacité de réduction du fer par les extraits de feuilles d’O.e. laperrinei

L’analyse statistique révée une diffé&ence significative (p = 0), entre les extraits EA et EE.
Ce dernier est en effet, plus actif que I’extrait EA. Nous enregistrons les 1C50 de 140,52 +
2,13 pg/ml pour EE et de 234,91 £+ 7,69 pg/ml pour EA. Nous calculons une valeur de
34,4440,66 pg/ml dans le cas de 1’acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur des extraits de feuilles d’Olea laperrinei est plus éeveéque celui des
extraits de feuilles d’Olea europaea L. En effet, Ferreira et al. (2007), notent une IC50 de
1,1710%ug/ml obtenue a partir d’un extrait méthanolique, et Xie et al. (2015) obtiennent une
valeur de 1,55103g/ml pour un extrait &hanolique. Ces valeurs confirment que nos extraits
possédlent bien un pouvoir ré&lucteur &eve puisque, selon Touaibia et Chaouch (2015), plus la
valeur de la IC50 est petite, plus grande est la puissance de réduction de 1’extrait végétal.

Ebrahimzadeh et al. (2010), relévent que les teneurs devées en composé phéoliques et
en flavono'des conduisent aun pouvoir ré&lucteur plus éevédes extraits de plantes. Ceci est
en accord avec nos réultats, nous avons en effet, &ablit, une corréation positive entre la
puissance de ré&luction des extraits testés et les teneurs en polyphénols et en flavonodes
totaux (R? > 0,9).
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Chapitre I11: Résultats et discussion

3-1-3-3- ACTIVITE DE PIEGEAGE DES RADICAUX LIBRES DPPH*

L’activité antiradicalaire des extraits végétaux, augmente parallélement a I’augmentation
de la concentration des éhantillons (Fig.21).
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Figure 21: Capacitéde pi€geage des radicaux DPPH* par les extraits de feuilles
d’O.e. laperrinei

L’extrait EE posséde un potentiel de piégeage significativement plus élevé (p = 0), que
celui de I’extrait EA. Ainsi, une dose de 7,48 0,39 pg/ml pour EE et de 10,88 +0,22 pg/ml
pour EA est suffisante pour ré&luire de 50% la concentration initiale de DPPH®. Pour I’acide
ascorbique, nous obtenons une EC50 de 2,52 #0,05g/ml.

Les résultats expérimentaux montrent que les extraits de feuilles de 1’olivier de Laperrine
expriment une meilleure activitéantiradicalaire que celle exprimé par les extraits des feuilles
d’Olea europaea L. (Tab.1X).
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Chapitre I11: Résultats et discussion

Tableau IX: Comparaisons des résultats du test DPPH des feuilles d’Olea europaea L. &
ceux obtenus dans notre exp&imentation

Nature de I’extrait EC50 Ré&é&ences
bibliographiques

Extrait aqueux 10,88 +0,22 pg/ml Nos résultats

Extrait 7,48 £0,39 Lg/ml

éhanolique

Extrait 0,2910%g/ml Arab et al. (2013)

méhanolique

Var Sylvestris

Extrait 0,014103g/ml Khlif et al. (2015)

méthanolique

Var Chetoui

Extrait (86,88+3,22) 10%g/ml Mkaouar et al. (2018)

éhanolique

Var Chemlal

Ce résultat est confirmé par le calcul de I'indice de 1’activité antioxydante qui place
I’extrait EE (IAA=2,67) dans la méme classe que 1’acide ascorbique (IAA=7,93), repréentant
une activitéantioxydante tres forte (IAA>2), alors que I’extrait EA (IAA=1,84) posséde une
activitéantioxydante forte (IAA<2). De plus, le pourcentage maximal d’inhibition du radical
DPPH?* est obtenu a la concentration de 20 pug/ml pour ’EA (98,84 £0,25%), il est de 93,85 +
1,16% pour I’extrait EE &ala dose de 17,5 pg/ml.

Les donnés bibliographiques rapportent pour un extrait é&hanol-eau obtenu apartir de
feuilles d’Olea europaea L. un taux maximal de pi€geage des radicaux DPPH* de 82% ala
concentration de 0,3 mg/ml (Fares et al., 2011), et de 99,5% pour une concentration de 0,8
mg/ml (Xie et al., 2015), quant aSaiah et al. (2016), ils obtiennent un taux de 97,24 +2,89 %
a4 mg/ml.

Le DPPH?" est un radical stable centré sur I’azote dont la couleur vire du violet au jaune lors
de sa ré&luction par le processus de don d’hydrogene ou d’électron. La substance capable
d’effectuer cette réaction est considérée comme antioxydante et donc piégeur de radicaux
libres (Brand-Williams et al., 1995). Ainsi, les extraits de feuilles de 1’olivier de Laperrine
seraient des donneurs d’hydrogene.

3-1-3-4- INHIBITION DU BLANCHIMENT DU B-CAROTENE

La figure 22 montre que 1’acide linoléique est efficacement inhibé par les deux extraits
testés et que le pourcentage d’inhibition est proportionnel a leurs concentrations.
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Figure 22 : Pourcentage d’inhibition du blanchiment du -carotene par les extraits de
feuilles d’O.e. laperrinei

Cependant 1’extrait EE présente une capacité inhibitrice significativement plus élevée que
celle de I’extrait EA avec p < 0 ,001. En effet, le pourcentage maximal d’inhibition est de
87,41 £5,76% ala dose de 900 pg/ml pour EE, de 83,91 £0% ala dose de 1800 pg/ml pour
EA et de 83,39 +6,82% a100 jg/ml de BHT.

La comparaison de nos réultats aceux publié dans la litté&ature scientifique (Tab. X),
montre bien que les pourcentages d’inhibition de 1’acide linoléique les plus €levés sont ceux
enregistré dans notre éude.

Tableau X: Comparaison des résultats du test BCB avec ceux des feuilles d’Olea
europaea L

Type d’extrait BCB Concentration Ré&é&ences
(% d’inhibition) (Hg/ml) bibliographiques

Extrait aqueux 83,9140 1800 Nos réultats
Extrait 87,4145,76 900

éhanolique
Extrait 16 110° Hayes et al. (2011)
meéhanolique
Extrait 71,7643,28 410° Saiah et al. (2016)
méhanolique
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Chapitre I11: Résultats et discussion

La concentration des extraits fournissant 50% d’inhibition est calculée a partir du tracage
graphique du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des extraits et permet
de comparer ’efficacité des extraits EA et EE de I’olivier de Laperrine.

Nos résultats montrent que c’est ’extrait EE, pour lequel nous calculons une IC50 de
185,63 +3,84 ng/ml, qui est significativement (p = 0) plus actif que I’extrait EA pour lequel
nous avons une valeur de 1187,99 +93,23ug/ml. Cette différence pourrait s’expliquer par la
solubilité des antioxydants dans les émulsions d’acide linoléique (Frankel et al., 1994 ;
Frankel et Meyer, 2000).

La deeoloration rapide en absence d’antioxydant est due a I’oxydation couplée de 1’acide
linoléique et du B-caroténe. La présence des antioxydants dans les extraits retarde 1’oxydation,
en effet kubola et Siriamornpun (2008), ont montré& que les antioxydants pré&ents dans les
extraits végétaux neutralisent les radicaux libres formés dans le systéme [-carotée/acide
linoléque.

3-1-3-5- ACTIVITE DE PIEGEAGE DU PEROXYDE D’HYDROGENE

Le peroxyde d’hydrogéne n’est pas treés réactif, mais il est capable de pénétrer les
membranes biologiques (Duh et al., 1999), devenir toxique et endommager la cellule une fois
convertie en radical hydroxyle, ce dernier peut déslencher la peroxydation des lipides et des
mutations de I’ADN (Jan et al., 2013).

La récupération du peroxyde d’hydrogene par les extraits végé&aux est attribuée aleurs
composé&s phénoliques qui donnent des @ectrons au H20: le convertissant en H2O, et
emp&hant ainsi, la formation des radicaux libres OH* (Ebrahimzadeh et al., 2010).

Nos résultats montrent que la capacitédes extraits de feuilles de I’olivier de Laperrine a
¢liminer le peroxyde d’hydrogéne se fait de maniére dose-déendante, ceci est illustrée par la
figure 23, qui ré&vde la capacitéde pi€geage du radical H2O2 par les extraits EE et EA.
Effectivement nous calculons un effet de réeupé&ation du H>0, &85,96 +3,91% ala dose de
470 pg/ml pour I’extrait EA et 83,70 +6,26 % a la dose de 270 pg/ml pour ’extrait EE, quant
a I’acide ascorbique, nous enregistrons une valeur de 84,78 +2,37% ala concentration de 80

g/ml.
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Figure 23: Capacité de pié¢geage du peroxyde d’hydrogéne par les extraits de feuilles
d’O.e.laperrinei

Ainsi, les extraits testés possedent un potentiel de piégeage du peroxyde d’hydrogéne
supérieur a celui de 1’extrait aqueux obtenu a partir des feuilles d’Olea europaea L. variéé
Mamecik, qui neutralise 62,27% de H>O ala concentration de 500 jg/ml (Orak et al., 2012).

La comparaison des moyennes obtenues apres le calcul de la concentration nésessaire a
reduire de 50% la quantitéde H20., montre une diffé&ence significative (p = 0) entre les
extraits testes, ainsi, ’extrait EE (IC50 = 214,04 £ 2,89 pg/ml), poss&de une capacitéde
piégeage du peroxyde d’hydrogene plus importante que I’extrait EA (IC50 = 351,30 +
5,30g/ml).

Ces résultats sont dus, anotre avis, ala forte teneur en phénols et en flavono'des totaux des
feuilles de I’olivier de Laperrine. En effet, Orak et al. (2012), Amessis-Ouchemokh et al.
(2014), ont démontré une corrélation positive entre 1’activité de piéeage du peroxyde
d’hydrogéne et la teneur totale en phénols et en flavono'des. Cette observation est en accord
avec nos resultats, puisque le coefficient de corréation calculédans notre éude est sup&ieur
a0.9 pour les deux extraits testés. Selon Sroka et Cisowski (2003), cette corréation serait due
ala pré&ence des groupements hydroxyles caract&isant les composé phénoliques qui
assurent la double fonction de donneur d’électron et de donneur de proton H.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

3-1-4-TEST HEMOLYTIQUE

L’activité hémolytique permet d’estimer la toxicité des extraits végétaux vis-avis des
érythrocytes. Ainsi, les globules rouges traités par les extraits de feuilles de 1’olivier de
Laperrine ades doses croissantes de 62,5 g/ml &2000 pg/ml, pré&entent un pourcentage
d’hémolyse décroissant de 2,94 +£0,22% al,20 £0,17% pour 1’extrait EA et de 2,23 +0,09%
a0,60 +0,52% dans le cas de I’extrait EE. Nous enregistrons 100% d’hémolyse pour le
témoin positif (Eau distillep).

L’effet hémolytique des extraits de feuilles de 1’olivier de Laperrine proche de celui du
témoin né&yatif, suggere la non toxicitéde ces derniers dans la gamme des concentrations
testées. Cette non toxicité est confirmé& par nombreux travaux qui consideent qu’une
hémolyse de 14% (Gangwar et al., 2014) et variant de 5,05 a8,32 % (Aiche-Iratni et al., 2015)
induite par un extrait vegéal comme éant non hémolytique.

CONCLUSION

La capacité¢ antioxydante de 1’acide ascorbique et du BHT, référents utilisés comme
témoins dans notre exp&imentation est plus éevee que celle des extraits vegé&aux testés. Ce
résultat est dii a leur degré de pureté en comparaison avec les extraits qui sont le résultat d’un
médange de composé& chimiques qui peuvent interagir les uns avec les autres en terme de
synergie ou d’antagonisme. De plus, dans ce mélange, les éléments actifs sont peut-&re en
tres faible concentration.

Les résultats obtenus montrent clairement que les extraits de feuilles de 1’olivier de
Laperrine exercent une puissante activitéantioxydante dans les diffé&ents syst@nes testés in
vitro. Cela s’explique par leur forte teneur en composés phénoliques et en tanins. En effet,
selon Duh et al. (1999), les composé& phénoliques contenus dans les vegé&aux contribuent
directement a 1’activité antioxydante, alors que les tanins sont considé&e& comme des pi€geurs
de radicaux libres (Maestri et al., 2006).

Le potentiel antioxydant de 1’extrait EE est nettement plus ¢levé que celui de ’extrait EA.
Cette diffé&ence serait due au contenu phénolique plus riche de I’extrait EE. La capacité
antioxydant de 1’oleuropéine, I’hydroxytyrosol, 1’acide caféique, la rutine, la lutéoline-7-
glucoside, la naringéiine-7-glucoside, la lutéoline et I’apigénine a ét¢ démontrée par de
nombreux auteurs (Duh et al., 1992; Le Tutour et Guedon, 1992; Visioli et Galli, 2002);
Tsimogiannis et al., 2007; Lee et al., 2009; Sharififar et al.,2009; Adjimani et Asare ,2015).

C’est donc la pré&ence combiné de ces moleeules chimiques qui conféent a 1’extrait EE
un effet antioxydant, nettement plus éevé De plus, selon Kareem, (2012), les activité&s
antioxydantes observees chez les vég&aux sont attribuees aux diffé&ents meésanismes exerc&
par les diffé&ents composé phénoliques et aleur synergie.
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L’effet antioxydant plus réduit de 1’extrait EA s’explique d’une part par la présence de la
vanilline qui, selon Brand-Williams et al. (1995) possegle une faible activitéantioxydante et
d’autre part par le nombre plus réduit des composés phénoliques. Ainsi, la préence de la
vanilline dans EA suggée une action antagoniste marqué puisque méme en preésence de
I’oleuropéine, polyphénol reconnu comme étant un antioxydant puissant (Lee et al., 2009),
I'extrait EA préente une activitéantioxydante moindre. De plus, nous ne pouvons exclure la
possibilité que les composé& phénoliques non identifiés peuvent &jalement avoir un effet
antagoniste.

La FRAP est habituellement corrélée avec la TAC, il y’a donc une relation de
proportionnalité&entre ces deux variables. Cette observation énise par Gul et al. (2011), est en
accord avec nos réultats, puisque nous obtenons un coefficient de corréation de 0,99 pour
I’extrait EE, pris comme référence pour le calcul des coefficients de corrélations. La FRAP
indique que les extraits de feuilles de I’olivier de Laperrine contiennent des antioxydants
donneurs d’électrons ou de protons H* qui régissent avec les radicaux libres et les
convertissent en composés stables, rompant ainsi, la réction radicalaire en chaine. Nous
avons, en effet &abli une corrdation positive entre les activités DPPH, H20, et BCB avec la
FRAP (R? = 0,9), ainsi donc le pouvoir ré&lucteur devédes extraits de feuilles de I’olivier de
Laperrine indigue leur puissante capacitéantioxydante et antiradicalaire.
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3-2- DEUXIEME PARTIE: ACTIVITE INSECTICIDE
3-2-1- ANALYSE QUANTITATIVE

L’analyse quantitative par la méthode de spectrophotomérie UV-visible des extraits
phénoliques obtenus a partir des feuilles (PF) et des tiges (PT) d’Olea europaea subsp.
laperrinei, nous a permis de calculer les teneurs en aglycones flavoniques, en anthocyanes, et
en C-glycosides. La figure 24, ré&apitule les résultats obtenus.
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Figure 24 : Teneur en composés flavoniques de difféents extraits obtenus apartir de la
poudre de feuilles (PF) et de la poudre de tiges (PT) de I’olivier de Laperrine

L’analyse statistique des données témoigne d’une différence significative (p=0) des teneurs
absolues en aglycones flavoniques et en anthocyanes pour les feuilles et les tiges. En effet,
nous enregistrons respectivement dans le cas de la poudre de feuilles, une teneur moyenne de
0,389 +0,004 mg EQ/g PV et 1,573 0,012 mg EPC/g PV, alors que dans le cas de la poudre
de tiges, nous enregistrons 0,221 0,006 mg EQ/g PV et 0,803 0,006 EPC mg/g PV.

Pour les C-glycosides le test de Student fait ressortir une diffé&ence significative
(p=4,2510"%) avec une moyenne de 1,167 0,002 mg EO/g de poudre de feuilles et 1,161 +
0,001 mg EO/g de poudre de tiges.

Ces teneurs révdent clairement que ce sont les feuilles de I’olivier de Laperrine, qui sont plus
riches en composé phénoliques que les tiges.

Une recherche bibliographique approfondie n’a signalé au jour d’aujourd'hui aucun rapport,
portant sur I’extraction des polyphénols de I’olivier de Laperrine. Raison pour laquelle notre
réf&ence de comparaison est repré&senté& par des espéees vé&yéales partageant les ménes
conditions environnementales que celles de O.e.laperrinei.
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Ainsi, la comparaison de nos réultats aceux de la bibliographie, montre que la teneur en
aglycones flavoniques des feuilles et des tiges de I’olivier de Laperrine est plus devé que
celle rapporté par Hamdouch et al. (2018) apartir de poudre de feuilles de Vitex agnus calus,
ils enregistrent 0,118 #0,032 mg &juivalent quercéine/g de poids sec.

Les travaux de Bentrad et al. (2017), enregistrent une teneur en C-glycosides de 2,67 #0,34
mg €éjuivalent orientine/g de poids sec apartir des graines du palmier dattier. Enfin, Chebli et
al. (2001), notent une teneur de 1,04 mg €éjuivalent leucocyanidine/g de poids sec chez les
graines de d’Ononis matrix.

3-2-2- ANALYSE QUALITATIVE

L’analyse du contenu chimique des différents extraits est réalisée par une chromatographie
liquide ahaute performance. 21 composé sont réréé et identifiés, ils sont repré&entés dans
le tableau XI.

L’analyse chimique indique la présence dans I’ensemble des extraits, de I’hydroxytyrosol,
de tyrosol et de I’oleuropéine qui selon Ortega-Garcia et Peragon (2010), sont caracté&istiques
de Olea europaea L.

Nos ré&ultats sont &jalement en accord avec les travaux de Nashwa et al. (2014) qui
identifient la quercétine, 1’apigénine, 1’oleuropéine et 1’hespéridine dans I’extrait de feuilles
de Olea europaea L. et des travaux de Pereira et al. (2007) ; Dekanski et al. (2009), qui
mettent en évidence la présence de 1’acide caféique, la quercétine, la lutéoline, ’apigénine et
I’oleuropéine dans les feuilles de 1’olivier. Quant a Mestar et al. (2018), ils identifient
I’hydroxytyrosol, le tyrosol, I’oleuropéine, 1’acide caféique, la quercétine, la lutéoline,
I’apigénine, 1’acide 3 hydroxy 4 meéhoxycinnamique, et la naringeénine dans les feuilles
d’Olea europaea L.

Ainsi donc, la composante chimique de I’olivier de Laperrine semble similaire acelle de
I’olivier du nord.
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1 Tableau XI : Principaux composés chimiques identifiés dans les extraits de 1’olivier de Laperrine

Composés Extrait &hé&éde Extrait éh&é Extrait Extrait
chimiques feuilles (EF) de tiges (ET) butanolique butanolique de
de feuilles (BF) tiges (BT)
Tempsde  Aire  Tempsde Aire Temps de Aire Temps de Aire
Réention (%) Réention (%) Réention (%) Réention (%)
(Min) (Min) (Min) (Min)
Hydroxytyrosol 4,838 30,45 4,853 18,78 4,830 5,32 4,850 8,47
Tyrosol 5,898 0,45 - - 5,852 0,43 5,887 0,69
Caféne - - 6,467 0,49 6,453 0,75 6,479 0,74
Acide Aesculein = - - - - - 7,002 1,36
Acide caféque 7,062 0,61 - - 7,046 0,84 - -
Vanilline 8,673 2,12 8,656 1,06 - - - -
Acide fé&ulique 9,257 5,40 9,233 0,95 9,234 6,65 9,239 17,77
Acide p coumarique - - - - - - 9,672 2,03
Acide 3 hydroxy 4 - - - - 9,773 0,79 9,799 0,79
mé&hoxycinnamique
Oleuropéne 10,119 4,13 10,198 32,76 10,103 4,86 10,222 13,21
Naringénine 7 - - 10,456 2,38 - - 10,490 2.86
oglucoside
Acide 3,4,5 = - 10,817 4,99 - - 10,814 4,25
triméhoxybenzoiqu
e
Acide m-anisic - - - - 11,938 1,75 - -
Luteésline 12,491 1,31 - - - - - -
Quercetine 12,865 29,18 12,901 11,43 12,787 22,31 12,866 31,57

Acide cinnamique 13,897 1,35 = - - - 2 -

Apigénine - - - - 14,379 3,31 14,367 1,90
Hespé&idine 15,028 6,90 15,056 5,63 15,061 2,54 15,006 4,28
Orientine - - - - 17,729 2,75 17,741 0,49
Vitexine - - - - 18,192 1,96 18,177 1,34
Isovitexine - - - - 18,495 1,24 18,468 1,07
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Chapitre I11: Résultats et discussion

3-2-3- EFFET DES EXTRAITS BRUTS DE L’OLIVIER DE LAPERRINE SUR LA REPRODUCTION
D’EPHESTIA KUEHNIELLA

Un grand nombre d’études a montré que les flavonodes sont impliqué dans les
mécanismes de défense des plantes contre ’attaque des insectes. Cette propriées’applique
dans les conditions in vitro ; en effet, selon Teixeira da Silva (2004); Bouchetla et al. (2005);
Golawska et al. (2008) et Meftah et al. (2011), les flavonoes ont un effet insecticide
démontré

D’aprés Koudounas et al., (2015), I’oleuropéine, joue un rde pré&lominant dans la défense
chimique de Olea europaea L contre le stress biotique.

3-2-3-1- EFFET DES EXTRAITS BRUTS SUR LA PERIODE DE DEVELOPPEMENT
NYMPHAL

Les extraits bruts appliqués au stade chrysalide d’Ephestia kuehniella, donnent des
résultats positifs. Leur efficacitése traduit par une prolongation significative (p=0) de la duree
de développement nymphal, par rapport au té&noin, pour lequel nous enregistrons une valeur
de 7,14 £0,24 jours.

L’analyse de la variance, effectué entre les extraits, laisse apparaitre une diffé&ence
significative (p = 0) et fait ressortir I’extrait BF qui présente ’effet le plus marqué sur le cycle
de I’insecte. La figure 25 montre que c’est bien ce dernier qui retarde le plus longtemps
I’apparition des adultes, puisqu’il est classédans le groupe homogéne a, pour lequel nous
enregistrons une moyenne de 38,29 £0,41j. Ainsi, I’émergence des adultes se fait environ un
mois plus tard par rapport au témoin.

La bibliographie consulté, montre les effets des huiles essentielles sur la duré de la
pé&iode de déseloppement nymphal des ravageurs des denrées stockées et appuie nos résultats
obtenus sur Ephestia kuehniella. Cependant le résultat obtenu avec les extraits de 1’olivier de
Laperrine est nettement plus éevéque celui obtenu par Delimi et al. (2013), qui teste 1’effet
de I’huile essentielle extraite &partir de ’armoise blanche, sur la période de développement
nymphal d’Ephestia kuehniella et obtient une moyenne de 13,66 +0,57 j.

Par ailleurs, une éude menee par Ben Hamouda et al. (2011) a montréqu’une alimentation
abase de farine de feuilles d’olivier, inhibe le déseloppement des adultes du criquet pderin
(Schistocerca gregaria). lls obtiennent en effet 100% de criquets de couleur rouge brique et
lisse, caracteres indiquant un éat juvéile persistant.

L’exuviation des nymphes se fait au bout de 14,29 +0,41 jours pour ET, 11,00 0,57 jours
pour EF et 9,57 +£1,63 jours dans le cas de BT. Ces extraits présentent un effet non nul mais
relativement peu marquésur le déeloppement nymphal de la pyrale puisque comparé a
I’extrait BF, ils retardent 1’apparition de 1’adulte de respectivement 7,15; 3,86 et 2,43 jours
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par rapport au témoin pour lequel I’exuviation nymphale se fait au bout de 7,14 + 0,24 jours.
(Fig. 25).
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Figure 25: P&iode de déseloppement nymphal en fonction des traitements appliqués
(EF: Extrait é&h&éde feuilles, BF: Extrait butanolique de feuilles, ET: Extrait éh&éde
tiges, BT: Extrait butanolique de tiges et T: Ténoin)

Dans le but d’expliquer I’effet des différents extraits sur la durée de la pé&iode de
développement nymphal de la pyrale, nous avons intéreé leur composition chimique pour
interpréter les résultats et tenter d’établir des corrélations entres les différentes variables. Les
donnés sont ainsi soumises aune analyse en composantes principales (ACP).

Selon 1’axe F1, nous constatons que I’extrait BF influence particulierement le
développement nymphal en prolongeant sa duree. Il apparait un méange de dix moléules
corrélées a cet ensemble et qui expliqueraient I’effet particulier de I’extrait BF sur cette phase
de développement de I’insecte (Fig. 26).

Ces molé&ules sont I’oleuropéine (Ole), la vitexine (Vit), la quercé&ine (Que), 1’acide
f&ulique (Acf), I’hesp&idine (Hes), 1’apigénine (Api), ’orientine (Ori), I’acide m anisic
(Avm) et I’acide caf@que (Acc), I’acide 3 hydroxy 4 mé&hoxycinnamique (Ac3).

En considgant les ré&ultats de la HPLC pour les quatre extraits et leur effet sur le
développement nymphal, nous obtenons la matrice de données représenté par le tableau XII
suivant:
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Biplot (axes Fl et F2 : 88,03 %)

Pré-oviposition

F2 (27,67 %)

Acc  Dev nymphal

Oviposition

Acci yt
Van

-12 -10 -8 -6 -4 -2 0] 2 4 6 8 10 12

F1 (60,36 %)

Figure 26: Analyse factorielle des correspondances, plan factoriel axes F1 et F2 (Variables x
Extraits)

Tableau XII: Teneurs absolues ([mAU*]/g PV) des moléules biochimiques contenues
dans les extraits de 1’olivier de Laperrine

Extraits Vit Acf Que Ac3 Hes Ori Avm Api Acc Ole
EF 0 1159,5 53675 0 790 0 0 0 210,5 1448
ET 0 79,5 1301 0 365,5 0 0 0 0 5710

BF 3013,50 279555 546435 5208 3516,5 6285,5 23450,5 10181 2196,5 68028,5

BT 530 3871 9522 332 3,69 9535 0 306 0 4167,5

*Unitéuniverselle

Nous constatons que BF est le seul extrait acontenir I’ensemble des molé&ules qui sont
fortement corrdées au développement nymphal.

Etant donnéque les trois autres extraits ont des effets non nuls sur le développement nymphal,
nous pourrions dire que les molé&ules communes aux quatre extraits asavoir 1’oleuropéine
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Chapitre I11: Résultats et discussion

(Ole) I'acide feéulique (Acf), la quercétine (Que) et 1’hespéridine (Hes), sont celles qui
seraient principalement responsables de 1’allongement de la durée du développement nymphal.

Cependant, I’efficacité de BF par rapport aux trois autres extraits pourrait s’expliquer
d’une part par la présence de ses plus grandes concentrations en ces moléules clés et d’autre
part, par sa teneur exclusive en acide m anisic (Avm) qui pourrait jouer un rde synergique
amplificateur de I’effet étudié.

Ainsi, le retard dans la transformation de la nymphe en adulte serait dG ala préence
combiné de I’oleuropéine, I’acide fé&ulique, la quercétine, I’hespéridine et I’acide m-anisic
qui peut &@re perturbent la physiologie de la nymphe de la pyrale de la farine en agissant sur
son &yuilibre hormonal.

3-2-3-2- EFFET DES EXTRAITS BRUTS DE L’OLIVIER DE LAPERRINE, SUR LA DUREE
DE LA PERIODE DE PRE-OVIPOSITION

Dans les conditions optimales du cycle de I’insecte, la femelle d’Ephestia kuehniella,
commence la ponte des ceufs un (01) jour aprés son exuviation.

L’examen comparatif des résultats obtenus aprés 1’application des extraits sur des adultes
nouvellement exuviés, montre une diffé&ence significative (p=0,00337).

Ainsi, I’extrait BT appartenant au groupe homogéne a donne des réultats positifs sur la
duré de la p&iode de préoviposition avec une valeur moyenne de 1,57 £0,49 jours. Quant &
I’extrait BF, il prolonge la durée de la p&iode de préoviposition (1,14 +0,14 jours) mais sans
diffé&ence significative puisqu’il appartient au groupe homogene b qui correspond aux
extraits EF et ET (Tab. XIII). Ces derniers semblent n’avoir aucun effet sur la duré de la
pé&iode de préoviposition.

Tableau XII1 : Effet des extraits bruts de I’olivier de Laperrine sur la p&iode de pré
oviposition chez Ephestia kuehniella.

Préoviposition Groupes
(jours) homogénes
Témoin 1,00 =0 b
Extrait butanolique de tiges (BT) 1,57 £0,49 a
Extrait butanolique de feuilles (BF) 1,14 +0,24 b
Extrait &hé& éde feuilles (EF) 1,00 +0 b
Extrait &h&éde tiges (ET) 1,00 +0 b

La comparaison de nos données acelles réultants de traitements par des insecticides
chimiques, montre que I’extrait BT serait aussi efficace que ces derniers. En effet, Bouzeraa et
Soltani-Mazouni (2012), indiquent que 1’application des insecticides chimiques RH-2485
(Méhoxyfénozide) et RH-5992 (Tévufénozide) prolongent la duré& de la p&iode de pré
oviposition chez d’E.kuehniella de respectivement 1,1 +0,3 j et 1,7 +0,3]. Pour Taibi (2007),
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I’exposition de la pyrale de la farine a I’insecticide RH-0345 (Holoféozide) est sans effet sur
la dureée de la p&iode de préoviposition de I’insecte.

Selon I’ACP (Fig. 26), et selon I’axe F2, BT est effectivement I’extrait le plus efficace
dans I’augmentation de la durée de la p&iode de pré&oviposition. Les composants clé qui
semblent &re impliqué dans cet effet sont: I’acide 3, 4, 5, trimé&oxybenzoique (Act), la
naringéine (Nar), I’acide aesculein (AcA) et I’acide p coumarique (Acp).

A partir de la sous matrice repréentée par le tableau XIV, nous constatons que 1’absence
des quatre molé&ules ou la pré&ence exclusive de I’acide 3, 4, 5, trimé&hoxybenzoique et de la
naringéline ne fait pas varier significativement la p&iode de préoviposition. Mais il suffit
d’ajouter 1’acide aesculein et 1’acide p coumarique pour obtenir une prolongation de cette
durée. Cela pourrait confirmer 1’effet synergique des quatre molécules comme explication de
I’efficacité de I’extrait BT dans I’effet étudié.

Tableau XIV: Teneurs absolues ([mAU*]/g PV) de quatre moléules biochimiques
contenues dans les extraits vegé&aux

Extraits Act Nar AcA Acp
EF 0 0 0 0
ET 3942,5 2174,5 0 0
BF 0 0 0 0
BT 9432,5 11102 9158,5 42115

*Unitéuniverselle

L’effet insecticide de I’extrait BT semble &re dQala préence de I’acide 3,4,5, triméthoxy
benzomue, la naringénine, I’acide aesculein et 1’acide p coumarique qui influenceraient la
maturation sexuelle chez la femelle d’Ephestia kuehniella en retardant le déseloppement des
ovaires. En effet, les travaux d’ldrissi Hassani et Hermas (2008) ont montré que les
polyphéols contenus dans les feuilles de Pegalum harmala peuvent provoquer un blocage du
développement ovarien chez les femelles du criquet péerin.

3-2-3-3- EFFET DES EXTRAITS BRUTS DE L’OLIVIER DE LAPERRINE SUR LA DUREE DE LA
PERIODE D’OVIPOSITION

Un jour apres I’accouplement, la femelle témoin d’Ephestia kuehniella commence sa ponte
des ceufs qui dure en moyenne 4,29 £0,41 jours.

Les extraits bruts appliqués sur la femelle de la pyrale pendant la période d’oviposition
reluisent de maniere significative (p=0,00002), le nombre de jours de ponte comparativement
aux femelles témoins.

Ainsi, I’application de 1’extrait BF sur les insectes femelles r&luit en moyenne de moitiéla
duré de la p&iode d’oviposition comparativement au té&noin, nous enregistrons une valeur
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Chapitre I11: Résultats et discussion

de 2,43 £0,49 jours. L’analyse de la variance réalisée entre les extrais montre une diff&ence
significative (p=0,004) et nous comptons 3,00 +0,57 pour I’extrait BT et respectivement 3,29
+0,41 jours et 3,71 0,41 jours pour les extraits ET et EF.

Nous relevons donc, que ce sont les extraits BF suivis de BT qui sont les plus efficaces sur
la ré&luction de la duré de la période d’oviposition de la femelle d’Ephestia kuehniella. Ils
font en effet, partie du mé&ne groupe homogene, le groupe c¢ (Fig. 27).
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Figure 27: Duré& de la période d’oviposition en fonction des traitements appliqués (EF:
Extrait @h&éde feuilles, BF: Extrait butanolique de feuilles, ET: Extrait é&hé&éde tiges,
BT: Extrait butanolique de tiges et T: T@moin)

Selon Taibi (2007), le RH-0345 réduit la durée de la période d’oviposition de la femelle de
la pyrale de la farine &3,16 £0,4 jours et le RH-5992 ré&luit cette duré& a2,3 +£0,4 jours
(Bouzerra et Soltani-Mazouni, 2012). Ces valeurs montrent bien que les extraits BF et BT de
I’olivier de Laperrine ont une efficacité similaire & celle obtenue par les insecticides
chimiques.

Il faut cependant noter que c’est I’extrait BF qui présente 1’effet le plus marquée par
rapport a ’extrait BT. Selon I’axe F1 de I’ACP (Fig. 26), nous constatons que la duré de la
période d’oviposition est ré&luite par trois principales molé&ules: le tyrosol (Tyr), ’isovitexine
(Iso) et la café@ne (Caf). Ces moléules sont pré&entes principalement dans les extraits BF et
BT (Tab. XV). Mais quant al’isovitexine ils en contiennent exclusivement, avec cependant
une plus grande concentration dans I’extrait BF.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

Tableau XV: Teneurs absolues ([mAU*]/g PV) de trois molé&ules biochimiques
contenues dans les extraits de 1’olivier de Laperrine

Extraits Tyr Iso Caf
EF 5641,5 0 0
ET 0 0 583
BF 7728 3762 2563,5
BT 9039 22235 1141

*Unitéuniverselle

Nous pouvons émettre 1’hypothése que 1’isovitexine serait peut-&re une moleeule clé
impliqué directement ou indirectement (effet synergique) dans la ré&luction du nombre de
jours de ponte.

De plus et selon Simmonds (2001), la quercé&ine dont la teneur absolue est la plus éeveée
dans I’extrait BF (Tab. XII), bloque 1’oviposition chez les insectes.

3-2-3-4-EFFET DES EXTRAITS BRUTS DE L’OLIVIER DE LAPERRINE SUR LA FECONDITE
DE LA FEMELLE D’EPHESTIA KUEHNIELLA

Durant la période d’oviposition, le nombre d’ceufs déposés par les femelles ténoins de la
pyrale est en moyenne de 190,71 + 10,04 ceufs.

L’application des extraits bruts aux femelles se traduit par une diminution de la fé&ondité
de ces derniees. En effet, ils ré&luisent en moyenne &al1/4 le nombre d’ceufs déposés pendant
la durée de la p&iode d’oviposition par rapport au ténmoin.

L’analyse de la variance, entre les extraits et le ténoin montre une diffé&ence significative
(p=0) avec une valeur moyenne de 40,57 + 7,35 ceufs pour EF, 41,86 13,02 ccufs pour ET et
respectivement 56,71 + 10,04 ceufs et 51,86 + 21,31 ceufs dans le cas de BF et de BT (Fig. 28).

La comparaison des extraits entre eux ne montre pas de diffé&ence (p=0,27), et ils sont

classé dans le mé&ne groupe homogene, le groupe b (Fig. 28). Ils ont le méne effet sur la
fé&onditéde la femelle de la pyrale.
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Figure 28: F&onditédes femelles en fonction des traitements appliqués (EF: Extrait
éhé&éde feuilles, BF: Extrait butanolique de feuilles, ET: Extrait &hé&é&de tiges, BT:
Extrait butanolique de tiges et T: Témoin)

Ainsi, toutes les fractions obtenues apartir de la poudre de feuilles et de la poudre de tiges
de I’olivier de Laperrine, perturbent la fé&onditédes femelles en ré&luisant considéablement
le nombre d’ceufs déposés.

A notre avis, I’effet des extraits de 1’olivier de Laperrine sur la fé&onditéde la femelle
d’E.kuehniella serait dG ala pré&ence de molé&ules biochimiques communes aux quatre
extraits, en 1’occurrence, 1’hydroxytyrosol, 1’oleuropé@ne, la quercétine et I’hespéridine. Selon
Zouiten et ElI Hadrami (2001), le tyrosol, 1’oleuropéine et 1’acide caféique diminuent le
potentiel de reproduction des femelles du psylle.

Ces mole&ules influencent peut-&re 1’équilibre hormonal de I’insecte, ce qui perturberait le
cycle de ce dernier en diminuant le potentiel de reproduction de la femelle d’Ephestia
kuehniella. 1l est inté&essant de mentionner que Ben Hamouda et al. (2015), ont montréque
I’oleuropéine contenue dans les extraits de feuilles d’olivier, inhibe la ponte des ceufs de
Phtorimaea operculalla (Teigne de la pomme de terre).

Comparés aux insecticides chimiques, les extraits testé&s dans notre éude, semblent
possé&ler un effet plus marquésur la feconditéde la femelle la pyrale de la farine (40,57
7,35 ceufs a56,71 + 10,04 ceufs). En effet, Taibi (2007), obtient 151,0+31,3 ceufs, aprés avoir
exposéeles femelles au RH-0345, alors que Bouzerra et Soltani-Mazouni (2012), comptent
73,84+29,2 ceufs apres traitement des femelles par le RH-5992.

Des reésultats similaires sont obtenus suite al’application de 1’huile essentielle extraite a
partir de Artemisia herba alba. Elle reluit la fé&sonditéde la femelle d’E.kuehniella &81 +
6,56 ceufs, ala dose de 1 pl/ml (Delimi et al., 2017).
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Chapitre I11: Résultats et discussion

Des résultats obtenus par Kellouche et Soltani (2004) montrent que la poudre d’Olea
europaea a un effet limitésur le nombre d’ceufs déposés par la bruche du niébeé

D’apres Johnson et al. (2006), I’efficacitédes extraits de plantes est meilleure que celle des
poudres veg&ales.

Une éude testant 1’effet bio-insecticide de Ziziphora clinopodioides montre que la
feonditéde la femelle diminue de 89,89 % quand la concentration de I’huile essentielle
augmente (Kheirkhah et al., 2015). L’exposition a I’huile essentielle extraite de Pistacia
lentiscus (Bachrouch et al., 2010) et d” Origanum vulgaris (Taibi et al., 2018) réduit la
fécondité de la femelle et le taux d’éclosion des ceufs d’E.kuehniella.

3-2-4- EFFET DES EXTRAITS BRUTS DE L’OLIVIER DE LAPERRINE SUR LA MORTALITE DES
ADULTES D’EPHESTIA KUEHNIELLA

Les extraits bruts de I’olivier de Laperrine sont administré& au ravageur Ephestia
kuehniella, par inhalation, dans le but d’estimer leur activit€insecticide sur la mortalitédes
adultes.

Un lot d’insectes est placédans un tube contenant du papier plissépulv&isépar I’extrait
brut. Un dénombrement quotidien des adultes morts est effectu€jusqu'aatteindre les 100% de
mortalité

Le taux de mortalit€est significativement marqué pour chaque jour de I’expérimentation.
Les adultes témoins vivent en moyenne 20 jours a I’issue desquels, nous comptons 100% de
mortalité& Le dernier adulte témoin meurt au 21°™ jour de 1’expérimentation, notre objectif
dans cette manipulation étant de comparer le taux de mortalité en présence et en I’absence des
extraits, il nous a paru pertinent d’arréter I’expérimentation au jour j 21. Les ré&ultats illustrés
par la figure 29, montrent la toxicité des extraits de 1’olivier de Laperrine vis-avis des adultes
d’E. kuehniella.
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Figure 29: Ciné&ique de mortalitédes adultes aprés administration par inhalation des
extraits EF, ET, BF et BT

Dans les conditions optimales de développement, la mortalité chez les adultes ténoins
commence sensiblement au 5% jour d’élevage. En effet, nous enregistrons une valeur
moyenne de 6,67 +4,44 %. Aprés application des extraits EF et ET sur les adultes, des effets
immédiats se sont manifestés. Ces effets se traduisent par un taux moyen de mortalitécalculé
24h apres le début de I’expérimentation, de 3,33 +4,44 % pour EF et 10,00 +6,67 % pour ET.

Chez les adultes traités par BF et BT, nous notons un déout de mortalitéau 2™ jour du
traitement avec des valeurs moyennes respectives de 3,33 +4,44 % et 10,00 £6,67 %.

Une I&alitéde 50 % est enregistré au 4™ jour du traitement avec BT et au jour j5 pour
les traitements EF et ET. Cette valeur n’est atteinte qu’entre le 5% et le 6% jour de
I’exposition au traitement BF, et seulement au jour j17 dans le cas des ténoins.

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que la totalit€des insectes meurent apres 10 jours
d’exposition aux extraits ET et BF, aprés 11 jours de traitement avec EF et dans le cas BT,
c’est au 14°™ jour de son application que tous les adultes meurent.

Aucun rapport n’est disponible concernant 1’activité insecticide de 1’olivier de Laperrine, et
a notre connaissance aucun essai de 1’évaluation de I’effet insecticide d’extraits de plantes n’a
encore &€ ra&lisé sur Ephestia kuehniella. Cependant de nombreuses huiles essentielles
extraites de diffé&entes espeees vé&yéales sont testées pour leur effet insecticide sur la pyrale
de la farine, et appuient nos résultats quant a I’efficacité des extraits de I’olivier da Laperrine.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

Ainsi, I’application de I’huile essentielle extraite de Laurus nobilis (Mediouni-Ben Jem&
et al., 2013) est toxique sur les adultes de E.kuehniella et entraine, &la concentration de 45,64
ul/l d’air, 90% a100% de mortalit€au bout de 24h d’exposition. Un travail similaire indique
que l'exposition aux vapeurs d"huile essenticlle de Zataria multiflora présente une plus
grande toxicitéquand les adultes d’E.kuehniella y sont exposé comparativement aux larves
qui sont plus toléantes (Emamjomeh et al., 2014).

Les travaux de Delimi et al. (2013), ont montré que 1’huile essentielle de 1’ Armoise
blanche (Artemisia herba alba), pré&ente une activitéinsecticide sur E.kuehniella, et que la
durée de vie des adultes diminue de maniée significative au bout du 3% jour d’exposition a
la dose de 3ul/ml.

Une é&ude mené sur les huiles essentielles de Ocimum basilicum, Capsicum annuum,
Mentha piperita et Rosmarinus officinalis, met en évidence 1’effet insecticide de ces espéces
végétales contre les adultes, les larves et 1’éclosion des ceufs d’E.kuehniella (Pandir et Bas,
2016).

Bien que I’effet de I’huile essentielle de Prangos ferulacea varie en fonction des diffé&ents

stades de développement d’E. kuehniella elle est plus toxique sur les adultes (Stimer et al.,
2013).

Une éude menee par Kellouche et Soltani (2004), montre que la poudre de feuilles d’Olea
europaea ré&luit significativement la longévitédes adultes de la bruche du niéné

Les travaux de Ben Hamouda et al. (2015) ont montrél’effet insecticide et toxique de
I’extrait de feuilles d’Olea europaea, en effet ce dernier provoque une mortalitéde 100% sur
les adultes de Myzus percicae et ré&luit la pénération des larves de Phthorimaea operculella
dans les tubercules de pomme de terre de 71,7%.

Les travaux de Mohammed (2013), ont ejalement rapporté que 1’extrait de feuilles de
I’olivier, provoque une mortalité de 98,7% des larves et de 80,9% des adultes de Tribolium
confusum.

Selon Ouguas et al. (2010), le traitement des rameaux infecté& par le psylle (Euphyllura
olivina Costa), avec les composé& phénoliques extraits de 1’olivier, provoque sur les adultes
une mortalitémoyenne allant de 63,5% a71,7% selon la varié&éinfecté.

Pour une meilleure explication de I’action bio-insecticide des extraits bruts de 1’olivier de
Laperrine sur les adultes de la pyrale de la farine une courbe de tendance est éablie pour
chacun d’eux. Le nuage de points appliquéaux variables jours et mortalitépour chaque extrait
donne les graphiques suivants (Fig. 30).
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Figure 30: Coefficients d’ajustement linéaires des extraits de 1’olivier de Laperrine

Les courbes de tendance appliquéss aces graphiques montrent un coefficient d’ajustement
lin&ire trés devépour EF, il est de 0,95. Autrement dit, la mortalitéenregistré dans la
pé&iode de temps considé&ée serait aplus de 95% expliquée par I’effet de 1’extrait EF. Nous
considé&ons donc que ce dernier est vraisemblablement le plus efficace des quatre extraits
quant a éliminer I’espece étudiée. Cet effet insecticide serait dOanotre avis, ala préence du
tyrosol, de I’acide café@que, de I’oleuropéine, de I’acide férulique, de la vanilline, de la
lutéline et de la quercéine. Cependant la présence exclusive de la lutéoline et de 1’acide
cinnamique dans I’extrait EF semble jouer un role amplificateur sur la mortalitédes adultes de
la pyrale de la farine,

En effet, selon Zouiten et EI Hadrami (2001), le tyrosol, I’acide caféique et 1’oleuropéine
augmentent la mortalité chez le psylle de I’olivier. La lutéoline, 1’acide caféique, 1’acide
f&ulique, la vanilline (Diouf et al., 2016), ainsi que la quercé&ine (Golawska et al., 2008),
interviennent dans la mortalité des différentes espéces d’insectes. Regnault-Roger et al. (2004)
pré&eisent que cette derniée mol&ule provoque une perturbation de la motricité chez les
insectes. D’aprés Bastide et al. (1988), ’acide férulique est impliqué dans la résistance du
peher contre le puceron vert.

Pour Ben Hamouda et al. (2015), I’oleuropéine joue un réle fondamental dans I’activité
bio-insecticide.
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CONCLUSION

Les processus de développement et de reproduction chez les insectes sont contrdés par
deux principales hormones : I’hormone de mue (ecdystéroides), et ’hormone juvénile. Les
ecdyst&odes jouent un rde majeur et sont préents atous les stades de la vie des insectes
(Bensalem-Djidi, 2014). Cependant leur taux varie en fonction des diffé&ents stades de
développement des insectes (EI Ouar et al., 2010).

Un grand nombre d’études ont montré I’implication des ecdyst&odes et principalement de
la 20-hydroxyecdysone (20E) dans de nombreux processus physiologiques comme la
reproduction (Gilbert et al., 1997), le déeloppement ovarien, la vitélogénese (Swever et
Latrou, 1999), le déseloppement embryonnaire et post embryonnaire (Kozlova et Thummel,
2000).

Les ecdyst&odes sont formé& apartir des st&ols alimentaires qui seront transformés apres
ingestion en cholest&ol (Bensalem-Djidi, 2014). L’oxydation et I’hydroxylation de ce dernier
permet de fournir 1’ecdysone qui est par la suite convertie en I’hormone 20E gr&e a
I’intervention de 1’ecdysone-20-monooxygenase (Feyereisen et Durst, 1978; Smith et al.,
1979).

Par ailleurs, de nombreux auteurs ont montréque les composé chimiques contenus dans
les extraits de plantes ont un effet anti-appé&ant (Ehrlich et Raven, 1964; Abassi et al., 2003;
Ould el Hadj et al., 2006; Idrissi Hassani et Hermas, 2008) et qu’ils perturbent 1’alimentation
chez les insectes (Meftah et al.,2014), en diminuant fortement ou en inhibant la
consommation de nourriture (Meftah et al., 2011). Les insectes ont, en effet, la capacitéde
rejeter une plante comme source alimentaire parce qu’ils posseglent des réepteurs spe&ifiques
qui leurs permettent de déecter ces substances secondaires (Schroeder et Hiker, 2008).

Konno et al. (1999), soulignent que 1’oleuropéine joue le role d’un puissant dénaturant
protéque qui présente des activité de ré&iculation des proté@nes et de diminution de la lysine
entrainant ainsi la diminution de la valeur nutritive des proténes alimentaires. Ce qui se
traduit par une inhibition de la prise alimentaire par les insectes. Ce fait a @&démontrépar les
travaux de Ben Hamouda et al. (2015), ils ont mis en é&idence “un effet anti-alimentaire >de
I’oleuropéine contenue dans les extraits de feuilles d’Olea europaea L sur Phtorimaea
operculella.

Ainsi, nous pouvons émettre 1’hypothése que certaines molécules chimiques dont
I’oleuropéine, contenues dans les extraits de I’olivier de Laperrine inhibent la prise
alimentaire des adultes d’E.kuehniella, ce qui affecterait la synthése des hormones né&essaires
aune reproduction normale provoquant ainsi la perturbation des paramétres de cette derniere.

Des résultats similaires sont enregistrés par plusieurs éudes, selon Zouiten (2002) in
Meftah et al. (2014), I’oleuropéine exerce un grand effet sur les paramétres de reproduction
du psylle de I’olivier en diminuant le potentiel de reproduction des femelles (Zouiten et El
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Hadrami, 2001). Quant aAbbassi et al. (2003), ils soulignent que les extraits de feuilles de
Pegalum harmala entrainent des perturbations de la fonction de reproduction sur les femelles
du criquet peerin.

Les résultats de notre éude suggerent que les extraits de 1’olivier de Laperrine, possesent
un double effet insecticide puisqu’ils interviennent a la fois sur les paramétres de la
reproduction d’Ephestia kuehniella et sur la longévitédes adultes.

Les extraits bruts affectent les diffé&entes phases du cycle de reproduction de I’insecte; ils
prolongent de mani&e significative la duré du développement nymphal et la duré de la
p&iode de préoviposition et réluisent la durée de la période d’oviposition ainsi que le
nombre d’ceufs déposés par la femelle,

Administré aux adultes, les extraits bruts de I’olivier de Laperrine provoguent un taux de
mortalitéde 100% entre le 10%™ et le 14°™ jour de la vie d’Ephestia kuehniella.
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Conclusion géné&ale et perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Cette @ude pré&iminaire se propose d’approfondir nos connaissances et de valoriser
I’olivier de Laperrine (Olea europaea subsp. laperrinei), espeee endénique des Hautes
Montagnes Sahariennes caract&isé& par sa grande reésistance aux conditions
environnementales trés arides et aux facteurs de dégradations dus a I’homme et aux animaux.

Face ades conditions de milieu hostiles, les végéaux régissent en activant la biosynthése
des mé&abolites secondaires. Cette stratéie adaptative leur permet de renforcer leur systeme
de défense par des barriées chimiques. Nous nous sommes inté&essé ala quantification du
contenu phénolique des extraits de Olea europaea subsp. laperrinei, compte tenu des
conditions du milieu extréne dans lequel il &olue. C’est pourquoi nous nous sommes
orientés vers I’extraction des polyphénols a partir des tiges feuillées, dans le but de les
identifier, d’évaluer les activité biologiques pouvant leur &re associées et de comparer ces
derniées avec celles de I’olivier du Nord (Olea europaea L.). D’autant que de nombreux
travaux ont mis 1’accent sur la richesse en composé phénoliques, en particulier I’oleuropéine
dans les feuilles de ’olivier aussi bien sauvage que cultivé Ces composés phénoliques en font
de puissants agents antioxydants contribuant aux nombreuses vertus thé&apeutiques qui leurs
sont attribuées.

Le premier objectif de ce travail consiste en la caractéisation biochimique des extraits de
[’olivier de Laperrine. Ainsi, la composition chimique des diffé&ents extraits analysés par
HPLC, réée la pré&sence de nombreuses mol&ules biochimiques caract&isees par des pics
exprimant des temps de réention spe&ifiques. Nous relevons la pré&ence de nombreux
composé& caracté@istiques de 1’olivier, ce sont I’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol et le tyrosol
ainsi que la quercétine, I’apigénine, ’hespéridine et la lutéline.

La comparaison quantitative des résultats obtenus par HPLC ré&lisé sur les extraits de
feuilles et de tiges suite aune hydrolyse acide, montre que les teneurs en flavono'des sont
plus devées au niveau des feuilles. Ce réultat confirme bien la richesse en flavono'des
attribué aux feuilles par de nombreux chercheurs.

L’analyse phytochimique réalisée sur les extraits aqueux (EA) et &hanolique (EE) révee la
préence de deux fractions importantes dans les composé& phénoliques, & savoir les
flavono'des et les tanins dont les teneurs sont particuliéement devés. Cette richesse semble
étre une réponse de 1’espece aux conditions de son milieu et montre clairement I’étroit rapport
entre la biosynthese des meéabolismes secondaires et les conditions environnementales
extrémes auxquelles est exposé I’olivier de Laperrine. Il faut cependant relever que
comparativement a 1’extrait EA, les teneurs en phénols et en flavonoes totaux sont
nettement plus devéss dans I’extrait EE. Ce résultat confirme bien que le mé&ange éhanol-
eau est un meilleur solvant d’extraction comparativement a I’eau utilisée seule. Ceci étant di
ala plus grande solubilisation des polyphénols dans le méange.
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Par ailleurs, la comparaison des profils chromatographiques foliaires réultants des
diffé&entes extractions, montre que le nombre de composé& chimiques est plus devédans le
cas de I’extraction acide par rapport aux extractions aqueuse et éhanolique. Ceci
s’expliquerait a notre avis par le fait que 1’hydrolyse acide cible essentiellement 1’extraction
des flavonodes.

Le deuxiame objectif de notre éude consiste a€&valuer le potentiel antioxydant des extraits
de feuilles de [’olivier de Laperrine. Pour soutenir cette idée, nous avons commenceé par
déerminer la capacité antioxydante globale (TAC) et la capacité afournir des éectrons
stabilisateurs ou ré&lucteurs (FRAP) des extraits éudiés. Ces deux tests pr&iminaires, tres
fortement corrédé& (R2 = 0,99) ont mis en éidence le pouvoir oxydant &evedes extraits de
feuilles de I’olivier de Laperrine.

Les résultats obtenus montrent que les molé&ules phytochimiques contenues dans les
extraits EA et EE exercent un effet antioxydant non négligeable. Leur efficacitéest lié& aleur
aptitude a piéger les radicaux libres. Cette derniére se traduit par le don d’un atome
d’hydrogeéne ou d’un électron au radical libre qui prend ainsi la forme ré&luite. Cet &at ré&luit
I’empéche d’atteindre sa cible biologique (ADN, proténes ou lipides) et de provoquer des
alté&ations pouvant conduire ade graves pathologies.

Les effets antioxydants rév@es in vitro sont en relation directe avec le contenu phénolique
des extraits éudiés et dépendent des diffé&entes interactions (synergie ou antagonisme) qui les
regissent. Ainsi, le potentiel antioxydant est en faveur de I’extrait EE dont le contenu
phénolique est plus riche que celui de ’extrait EA. Il révée en effet, une puissante capacitéa
neutraliser les radicaux libres comme le DPPH*® et le H20, et & inhiber fortement le
blanchiment du B-caroténe. De plus, le calcul de I’indice de I’activité antioxydante (IAA > 2)
le définit bien comme ayant une activité antioxydante tres forte et avec une puissance
similaire a celle de 1’acide ascorbique.

Enfin, une évaluation du potentiel insecticide des extraits de feuilles et de tiges est r&lisée
sur les paramétres de la reproduction de la pyrale de la farine (Ephestia kuehniella), ainsi que
sur la mortalitédes adultes. Ainsi I’inhalation, des extraits bruts par des chrysalides prolonge
leur durée de développement nymphal et perturbe la reproduction des adultes.

Sur les quatre extraits testés, seul I’extrait BT, prolonge de mani€&e significative la p&iode
de préoviposition. Nous notons, qu’aprés I’accouplement, la période d’oviposition est
significativement réduite aprés I’exposition des femelles aux extraits bruts testés, c’est
cependant, la fraction BF qui perturbe le plus la reproduction des adultes.

Toutes les fractions obtenues a partir de la poudre de I’olivier de Laperrine, perturbent la
feonditédes femelles adultes en réduisant le nombre d’ceufs déposés.

L’extrait EF est vraisemblablement le plus efficace des quatre extraits quant a €¢liminer
I’espece étudiée. Cet effet insecticide serait di a notre avis, a la présence du tyrosol, de 1’acide
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caféique, de I’oleuropéine, de I’acide férulique, de la vanilline, de la lutéline et de la
quercéine.

Les donnéss acquises au cours de notre exp&imentation mettent en exergue le remarquable
pouvoir antioxydant et insecticide des extraits de 1’olivier de Laperrine.

Ainsi, cette espeése pourrait d’une part, servir de source potentielle d’antioxydants naturels,
d’autant que les extraits de feuilles se sont révélés non toxiques pour les cellules. En outre,
elle offrirait la perspective d’une utilisation en thé&apeutique humaine, en prévenant les
diffé&entes pathologies qui peuvent survenir suite aune situation de stress oxydatif par le
renforcement du systéeme de défense de I’organisme. Cependant une purification de ses
molé&ules bioactives et une évaluation de leur activitéest néessaire.

D’autre part I’olivier de Laperrine pourrait repréenter une alternative aux substances
chimiques nocives et &re potentiellement utilis€ comme source de biomoleéules & effet
insecticide. 1l faut cependant pré&iser que dans ce contexte, ce travail se situe aune &helle
exp&imentale et avant d’envisager une utilisation sur le terrain, il Serait important de
procéder a d’autres tests, visant par exemple:

* A déterminer un éventuel effet larvicide des extraits de 1’olivier;
** A ré&liser un test de répulsivité

*** A isoler et tester séparément ou en association, les moléules chimiques identifiees
comme ayant un effet sur les paramétres de la reproduction d’Ephestia kuehniella afin
d’établir leur mode d’action sur la physiologie de sa reproduction.

Si les résultats obtenus sont inté&essants et ouvrent des futures perspectives, ce travail reste
né&nmoins aenrichir. Ainsi, il serait inté&essant de réflé&hir ades mé&hodes permettant leur
utilisation comme pesticide naturel contre les ravageurs inféodé& & l’olivier du nord et
d’évaluer leur capacité a inhiber la croissance fongique et microbienne.

Notre travail a révé@e la richesse des feuilles de I’olivier de Laperrine en substances
bioactives dont les effets bééfiques pour la santé ne sont plus & démontrer. Il serait
inté&essant de veéifier si cette richesse est spe&ifique aux feuilles ou est caracté&istique de la
plante. Ainsi ré&liser une éude phytochimique comparative des diffé&ents extraits issus de
toutes les parties de la plante (fleurs, fruit, tronc, racines...) pourrait s’avérer instructive quant
ace questionnement.

De plus, comprendre et maitriser sa réonse vis avis du stress biotique et abiotique est une
¢tape importante. Elle nous permettrait éventuellement d’établir des corrélations entre les
conditions de I’environnement et la biosynthése des polyphénols et de définir ainsi la saison
ou la teneur en composé&s phénoliques est a son maximum et d’ajuster la période de
prééement du matéiel végéal.

Enfin, il nous parait intéressant d’envisager la production des composé& phénoliques dans
des conditions in vitro apartir de cals, de cultures cellulaires ou de vitro-plants par exemple.
Ce qui aurait I’avantage de produire des principes actifs a volonté, dans des espaces réduits et
dans des conditions contrdees.
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Conclusion géné&ale et perspectives

L’olivier de Laperrine constitue un patrimoine généique exceptionnel et sa valorisation en
tant que ressource génétique pour l’olivier cultivé est indispensable. C’est une essence a
tempérament robuste qui s’accommode au climat sec et aux sols d&hé&ité et préente une
grande résistance face aux facteurs de destruction. Cette résistance se matéialise par sa
capacitéde rejeter de souche qui lui a, non seulement permis de s’adapter et de se maintenir
dans un environnement hostile pendant de longues pé&iodes mais a aussi favorisé les
génotypes triplodes plus vigoureux que leur analogues diplodes. Ces derniers pourraient
faire partie de programme d’amélioration. En effet 'inter fertilit¢ démontrée entre les sous
espeees du complexe Olea nous autorise a envisager et a réfléchir a des plans d’hybridation
entre 1’olivier de Laperrine et 1’olivier cultivé. Ces croisements aboutiraient peut &re ades
individus dont la vigueur hybride serait sup&ieur acelle de leurs géniteurs.

La valorisation des extraits vegé&aux revé& un int&& considé&able sur le plan &onomique,
puisque que le cott de reviens des extractions apartir de poudre végéale est tres compéitif
par rapport acelui de ’extraction des huiles essentielles. De plus les extraits que nous avons
testé&s au cours de notre exp&imentation ont démontré& leur efficacitédurant nos tests, et
exprimés un effet comparable et parfois mé@ne sup€&ieur acelui des huiles essentielles.
Cependant, cette comparaison ayant &é&abordeée trés succinctement, nous nous garderons de
toute conclusion haive en cette matiee. Il nous parait toutefois important d’envisager une
expérimentation détaillée dans ce domaine et comparer 1’effet des extraits végétaux et des
huiles essentielles issus de la mé&ne plante en utilisant les mé&mes tests in vitro et in vivo.
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| Abstract: In the present study, the aerial parts of the Laperrine olive (Olea europaea subsp. Laperrinei) are subjected to acid extraction and the chemical com-
position of the extracts is determined by HPLC-DAD. The main compounds found in all of extracts are: hydroxytyrosol (30.45%), tyrosol (0.69%), oleuropein
(32.76%), ferrulic acid (17.77%), quercetin (31.57%) and hesperetin (6.90%).The extracts obtained from the leafy stems of Laperrine olive tree are tested on the
moth Ephestia kuehniella flour. Their administration by inhalation of newly exuviated chrysalises extends the duration of nymphalid development and disturbs the
exuviated adults reproduction, by reducing the period in which the eggs are being laid. Thus, compared to the control insects, the number of eggs laid by treated
females is significantly reduced after the treatment by extracts. Besides, the administration of different extracts of adult butterflies has a premature mortality effect.

Introduction

The Laperrine olive-tree or southern olive tree is
under-species of the olive-tree belonging to the Ole-
aceae’s family. According to Besnard et al. (1), this en-
demic species occurs in sub-arid to arid habitas and is
observed in Algeria only in Central Sahara (Ahaggar,
Taessa, Abeleheg, Hoggar, Tefedest, Tassili and Mouye-
dir), essentially in mountainous regions which altitude
reaches 2800 m, with low precipitation under 100 mm
(2). This olive-tree is now known as an under-species of
the complex taxonomic Olea europaea (3). The Laper-
rine olive-tree which real scientific name is Olea euro-
paea subsp. laperrinei (Batt. and Trab.) is now a taxon
close to the Mediterranean rim olive-tree.

This is an important genetic resource for its drought
resistance quality which can be used as a rootstock of
different olive-tree varieties cultivated in arid regions
(2).

Many storage systems rely on the use of synthetic
insecticides and fumigants, such as methyl bromide and
phosphine to control pests of stored products (4). Chem-
ical pesticides are economical and effective, but have
the disadvantage of causing resistance in treated insects
and are harmful to the environment and to humans (5,
6). Plants produce many molecules against parasites.
One of the research strategies is to study the plant and
its extracts in order to identify some compounds that
can be used as natural insecticides (7). Many studies

have shown that plant extracts are an alternative method
of controlling insect pests of stored commodities be-
cause they are a source of bioactive natural compounds
(8). These natural insecticides, called plant insecticides,
have a great advantage over synthetic compounds be-
cause they are rapidly biodegradable (9).

The Laperrine olive-tree was not yet studied to eval-
uate its potential bio-insecticide activity; the literature
lacks the quantitative or qualitative study of its phenolic
compounds. Moreover, no evaluation study of insecti-
cidal effect of olive leaves against Ephestia kuehniel-
la was found. The present work is a preliminary study,
which is a contribution to a better understanding of La-
perrine olive tree and gives a way to value this plant as
a bio-insecticide. Therefore, our aim in this study is to
investigate the polyphenol content of Laperrine olive-
tree leaves extract and the insecticidal effects against to
Ephestia kuehniella.

The flour moth Ephestia kuehniella Zeller is a food
moth which damages are exclusively caused by caterpil-
lars. Its larvae mainly attack stocked food such as flour,
cereals grains (rice, corn and wheat), semolina, pastas,
and rarely dried fruit such as raisins, figs and apricots.
They reduce the quality of product by their presence and
cause direct damages in food because of chemicals pro-
duced by mandible glands (10).




Souad Lahcene ef al.

Insecticidal effects of the Olea laperrinei extracts on the flour Pyralid.

Materials and Methods

Laperrine olive collection

The leaves and stems of O. europaea subsp laper-
rinei were gathered from Ouled Hanghassi in Taman-
rasset’s region (23°14°50.1”°N, 5°29°13.7”E) on May
2015. Identification of the species was carried out ac-
cording to the keys of the Ozenda flora manual (11).
Authentication of the species is confirmed by Mr. Ab-
dellah Salhi, Chief of the National Institute of Forestry
Research Tamanrasset (INRF), Algeria. A reference
specimen has been deposited at Mouloud Mammeri
University (OLE1-2015 Tam, FSBSA / TO).The col-
lected leaved stems are selected and dried in the open
air, in the shade and protected from humidity.

Insect material

The moths were brought from Seybousse Mills in
Annaba city (North-East of Algeria). The breeding is
brought to the laboratory in a sterilizer under optimum
development conditions, characterized by a temperature
of 27 °C, a relative humidity nearing 70% and darkness
(12, 13). The adults are laid down in glass jars with a
volume of 1.5 1, 20 cm high and 10 cm diameter, con-
taining flour and covered by a piece of tulle fabric fixed
by an elastic band. A piece of cotton soaked with sug-
ared water is laid on each jar in order to activate the
growth of the pest insect. A daily follow-up allows to
sex and to remove the male and female larvae in Petri
dishes containing flour and pleated paper allowing lar-
vae to enter the pupal stage (14). The distinction of the
sexes is quite easy at the larval stage, where the male
larvae have two brown spots on their posterior part cor-
responding to the testicles.Their dating is expressed in
days after the nymph exuviations (15).

Plant extraction and bio-insecticide evaluation

The dried leaves and stems are grounded in an elec-
tro mechanical grinder. The achieved powders undergo
an acid hydrolysis following the analytical protocol
conceived by Lebreton et al. (16) and Jay et al. (17).

To two grams of vegetable powder we add 160 ml of
2N hydrochloric acid. The mixture is heated in a water
bath at 40 ° C. for 40 minutes, with air being blown up
every 10 minutes. The aqueous phase is extracted three
times with diethyl ether (60 ml - 60 ml and 40 ml).

This extraction makes it possible to collect the agly-
cones in the ethereal epiphase. The ether extracts are
combined for spontaneous evaporation to dryness, un-
der ventilated hood. The dry residue is recovered in 5 ml
of methanol and stored at 4 °C.

The residual aqueous phase is taken up for the ex-
traction of the C-glycosides with n-butanol (40 ml n-
butanol: 40 ml). The butanol extract is evaporated to
dryness, under a ventilated hood. The dry residue is re-
covered in 5 ml of methanol and stored at 4 °C. The raw
extracts resulting from the hydrolysis are represented by
the ether layer stemming from the leaves (LE) or from
the stems (SE) and from a butanol phase obtained from
the leaves (LB) or from the stems (SB). They are tested
on the flour moth.

Dosages

Determination of flavones-aglycones content

The ethereal dry extract is recovered by methanol
and adjusted in graduated flasks of 10 cm* The dif-
ferential dosage of total flavones-aglycones makes the
Al™ ions chelating properties infer on flavonoids. The
height of the differential peak, proportionally to the
concentration of flavones-flavonols which are present
in the extract is determined by spectrometry on wave-
length 430 nm. The total content of flavones-aglycones
is expressed in mg of an equivalence quercetin/g of veg-
etable powder (mg EQ/g) using the following formula,
Lebreton et al. (16):

T flavones- aglycones = (AA/e) x M x V x (d/w) =
1.3 x 102x AA x V x (d/w), where AA is the differen-
tial absorbance peak; € is the molar absorption coeffi-
cient of quercetin in aluminium chloride (=23000); M
is the quercetin molar mass (= 302); V is the volume
of flavones-aglycones methanol solution; d is the dilu-
tion factor and w is the dry weight of hydrolyzed plant
material.

Determination of Anthocyanins content

The water-soluble anthocyanins is dosed by spec-
trophotometry at anthocyanins maximal wavelength
between 500 and 560 nm. According to Lebreton et al.
(16), the content of total proanthocyanins is expressed
in mg of an equivalent procyanidin/g of vegetable pow-
der (mg EPC/g), using the following formula: T antho-
cyanins =n x (A/ &) x M x Vx (d/w) =52x 10?x Ax
V x (d/w). ‘1. is correction factor of oxidation yield of
pro-anthocyanins into anthocyanins (estimated to 17%)
; A is the absorbance at the maximum absorption wave-
length; ¢ is the molar absorption coefficient of cyanidin
(=34 700); M is cyanidin Molar Mass (=306); V is the
volume of butanol phase ; d is the dilution factor; w
is the weight of dry matter of the hydrolysed vegetable
material.

Determination of C. Glycosides content

The butanol dry extract is recovered in 10 cm?® of
methanol and dosed by spectrophotometry at a wave-
length of 340nm. The content in total C-glucosides is
expressed in mg equivalent orientin/g of vegetable pow-
der (mg EO/g) with the following formula:

T C. glycosides = (A/ e x M xV x (d/w) = 2.5 x 10
x A x V x (d/w). A is the absorbance at the maximum
absorption wavelength; € is the molar absorption coeffi-
cient of orientin (=18850); M is the orientin molar mass
(= 448); V is the volume of the methanol solution; d is
the dilution factor and w is the dry weight of hydrolyzed
plant material.

Chemical composition

Chemical analysis of different extracts is obtained
by DAD liquid chromatography (Agilent Serial 1100)
under the following conditions: the mobile phase corre-
sponds to acidified water at 0.2% with acetic acid at pH
3.1 and with acetonitrile by linear elution gradient dur-
ing 30 minutes at 1.5ml/min, starting with 95% of water
and with 100% of acetonitrile. The injected volume cor-
responds to 5l of extract diluted in methanol. The iden-
tification of different compounds is made by comparing
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different time standards under the same conditions (18).

Treatment by inhalation

In order to estimate the insecticidal effect of the ol-
ive-tree raw extracts, they are administered to chrysa-
lises and to newly exuviated adults by inhalation (satu-
ration of their environment) (14). The different extracts
are sprayed on filter paper and deposited into Petri dish
or into the insect tubes.

As for the chrysalises, in a Petri dish, the raw ex-
tract is sprayed on a pleated paper on which are laid four
newly exuviated female pupae immediately after the
nymph exuviations which represents the early develop-
ment of lepidopterous ovaries (13). This administration
at the stage of the life cycle is a test for the fertility of
females and the percentage of eggs lay. Seven repeti-
tions are carried out for ach treatment; the control plates
are treated with solubilisation solvent, represented by
methanol.

In the case of adults, from their exuviation, a couple
is displayed in a tube containing 30 g of flour. The crude
extract is sprayed on a pleated paper introduced in the
tube. Seven repetitions are handled by treatment, the
control boxes are treated with methanol.

The effect of raw extracts on Ephestia kuehniella
reproduction is assessed based on the following param-
eters:

* The nymph development duration which corresponds
to the time expressed in days, which separates the
nymph exuviations from the adult exuviations;

* The pre-oviposition period represented by the number
of days separating the adult emergence from the begin-
ning of the egg laying;

* The period of oviposition is estimated by the number
of egg laying days;

* The female fertility, which corresponds to the number
of eggs, lay during the whole oviposition duration.

Then, ten newly exuviated male and female adults
are introduced in a tube of 15 cm length and 3 cm di-
ameter, containing 30 g of flour. The treatment is done
by a raw extract atomization of pleated paper which is
in the tube. The action is repeated thrice. The control
tubes are treated with methanol. The toxicity tests of the
various extracts are made on the daily count of the dead
treated insects over a period of 21 days, corresponding
to a 100% control mortality rate (7). W e aim to estimate
the insects longevity submitted to the olive-tree raw ex-
tracts. The longevity is estimated through the mortality
rate of the treated control insects which is calculated by
the following formula:

Observed mortality = (Number of dead individuals/
Number of total individuals) x100. The experiment lasts
21 days.

Statistical analysis

The results are expressed under an average form af-
fected by its standard deviation. The t-Student test is
used to analyze the level of statistical significance be-
tween the series of averages treated by pairs in the case
of the conducted dosages.

The influence of the different extracts on the moth
reproduction parameters is subject to an ANOVA to a
factor. The normality of the data is specified at first by
the Pearson test. The statistical analysis is realized with

1,800 4

1,600 -

P

1,400
1,200

1,000 o

ids /g of veg

0,800 - =

0,600 |

0,400 -
0,000 -

Flavones/ Anthocyanins C-Glycosides
Flavonols
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Figure 1. Flavone compounds content of different extracts ob-
tained from the leaves powder (LP) and from the stems powder

(SP) of the Laperrine olive-tree.

the software program Statbox 6. In the case of a signifi-
cant difference, we use the Newman-Keuls test to define
the homogeneous groups.

Results

Dosages

Figure 1 recaps the calculation results of phenolic
compounds contents extracted from the Laperrine olive-
tree leaved stems. The data statistical analysis shows a
significant difference (P < 0.001), of the flavones-flavo-
nols and anthocyanins absolute content. Indeed, we can
notice in the case of leaves powder, an average content
of 0.389 £+ 0.004 mg equivalent quercetin /g of vege-
table powder and 1.573 + 0.012 mg equivalent procy-
anidin /g of vegetable powder, whereas in the case of
stems powder, we can record 0.21 = 0.06 mg equivalent
quercetin /g of vegetable powder and 0.803 £+ 0.006 mg
equivalent procyanidin /g of vegetable powder. As for
the C-glycosides the Student test enhances a significant
difference with an average of 1.167 £ 0.002 mg equiv-
alent orientin/g of vegetable powder for LP (Leaves
Powder) and 1.161 + 0.001 mg equivalent orientin /g of
vegetable powder for SP (Stems Powder).

The results of dosages realized in both phases pro-
duced by the leaves powder and the stems powder show
a very significant difference in favor of the leaves ex-
tracts.

Chemical composition

The chemical composition of different extracts is
carried out by liquid chromatography. 21 compounds
are identified " Table 1". Our results show the presence,
in all extracts, of hydroxytyrosol, tyrosol and oleuro-
pein specific to Olea europaea (19).

Laperrine olive-tree raw extracts effect on Ephestia
kuehniella reproduction

Raw extracts effect on the nymphal development pe-
riod

The raw extracts applied at a chrysalis stage of the
Ephestia kuehniella, all extend the duration of pupal de-
velopment compared to the control insects, for which
we record a value of 7.14 £ 0.24 days.

The applied statistical test brings out a significant ef-
fect (P < 0.001), we obtain an average of 38.29 + 0.41
days for LB. The pupae exuviation is done after 14.29
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Table 1. Main chemical compounds identified in olive tree Laperrine extracts.

Ethereal Leaves

Ethereal Stems

Butanol Leaves

Butanol Stems

Chemical compounds extract extract extract extract
Retention Area Retention Area Retention Area Retention Area
time (min) (%) time (min) (%) time (min) (%) time (min) (%)

Hydroxytyrosol 4.838 30.45 4.853 18.78 4.830 5.32 4.850 8.47
Tyrosol 5.898 0.45 - - 5.852 0.43 5.887 0.69
Caffein - - 6.467 0.49 6.453 0.75 4.483 0.71
Aesculein Acid - - - - - - 7.002 1.36
Caffeic Acid 7.062 0.61 - - 7.046 0.84 - -

Vanillin 8.673 2.12 8.656 1.06 - - - -

Ferrulic acid 9.257 5.40 9.233 0.95 9.234 6.65 9.239 17.77
P coumarique acid - - - - - - 9.672 2.03
3 hydroxy 4 methoxycinamic Acid - - - - 9.773 0.79 9.799 0.79
Oleuropein 10.119 4.13 10.198 32.76 10.103 4.86 10.222 13.21
Naringenine 7 oglucoside - - 10.456 2.38 - - 10.490 2.86
3.4,5 trimethoxybenzoic acid - - 10.817 4.99 - - 10.814 4.25
m-anisic acid - - - - 11.938 1.75 - -

Luteolin 12.491 1.31 - - - - - -

Quercetin 12.865 29.18 12.901 11.43 12.787 22.31 12.866 31.57
cinamic acid 13.897 1.35 - - - - - -

Apigenin - - - - 14.379 3.31 14.367 1.90
Hesperetin 15.028 6.90 15.056 5.63 15.061 2.54 15.006 4.28
Orientin - - - - 17.729 2.75 17.741 0.49
Vitexin - - - - 18.192 1.96 18.177 1.34
Isovitexin - - - - 18.495 1.24 18.468 1.07

- : Absence.

+ 0.41 days for SE, 11.00 + 0.57 days pour LE and 9.57
+ 1.63 days in the case of SB.

Thus, the most interesting insecticide effect seems to
be the effect corresponding to the butanol extract from
the leaves ‘powder for which the pupae exuviation is
effective only from the 38" day and to the effect of ethe-
real extract obtained from the stems powder with a pu-
pae development which lasts till the 14" day "Figure 2".

Laperrine olive-tree raw extracts effect on the pre-ovi-
position period

The comparative examination of the after-treatment
results shows a significant difference (P <0.01) between
SB, corresponding to the homogeneous group a, for
which the pre-oviposition period is on average of 1.57

45,00

»

40,00
35,00
30,00
25,00
20,00

15,00

Nymphal development period
{Days)

c d
10,00 e I
5,00 Iiiil
0,00
C LE LB SE SB

Treatements
Figure 2. The period of nymphal development related to the ap-
plied treatment (LE: Ethereal Leaves extract, LB: Butanol Leaves
Extract, SE: Ethereal Stems extract, SB: Butanol Stems extract, C:
Control and a, b, ¢, d, e : Homogeneous groups ).

+ 0.49 days and the control which presents an average
value of 1.00 £ 0 days.

In comparison with the control, the treatments left do
not present any significant difference "Table 2", as the
statistical performed test class them all in the same ho-
mogeneous group. Group b which presents an average
pre-oviposition period of 1.00 + 0 days.

Laperrine olive-tree raw extracts effect on the oviposi-
tion period

One day after the mating, the Ephestia kuehniella
control female starts its egg laying which lasts on aver-
age 4.29 + 0.41 days.

Figure 3 shows that when the LB extract is applied,
the number of days of the female egg laying diminish-
es in a significant way (P < 0.001); Indeed, the oviposi-
tion period is reduced by half with an average value of
2.43 +0.49 days, we can count 3.00 + 0.57 for SB, 3.29
+ 0.41 days for SE and 3.71 + 0.41 days for LE.

Laperrine olive-tree raw extracts effect on the Ephes-
tia kuehniella female fecundity

The application of raw extracts on the female para-
Table 2. The Laperrine olive-tree raw extracts effect on the Ephestia
kuehniella pre-oviposition period.

Leaves Stems
Control
powder powder
Ether extract 1.00+0 1.00+0
1.00+0
Butanol extract 1.14£0.24 1.57+0.49
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Treatements
Figure 3. Oviposition period depending on its extracts origin and
depending on the applied treatments (LE: Ethereal Leaves extract,
LB: Butanol Leaves extract, SE:Ethereal Stems extract, SB: Buta-
nol Stems extract, C: Control and a, b, c: Homogeneous groups).

site reduces on average of 1/4 the number of laid eggs
during the oviposition duration in comparison with the
control, which counts an average of 190.71 + 10.04
eggs. The ANOVA presents a significant effect (P <
0.001) with an average value of 40.57 + 7.35 eggs for
LE, 41.86 + 13.02 eggs for SE and respectively 56.71 £
10.04 eggs and 51.86 £ 21.31 eggs in the case of LB and
of SB "Figure 4".

Thus, all the tested extracts seem to have the same
effect on the Ephestia kuehniella female, as the New-
man-Keuls test class them all in the same homogeneous
group, the b group.

Laperrine olive-tree raw extracts effect on the Ephes-
tia kuehniella adults mortality

The Laperrine olive-tree raw extracts are adminis-
tered on the Ephestia kuehniella pest by inhalation, in
order to estimate their insecticide activity on the adults
mortality.

From the adult exuviation, many insects are placed
in a tube containing pleated paper sprayed with the raw
extract. A daily counting of dead adults is done until it
reaches 100% mortality.

The illustrating results in Figure 5 show that the ap-
plied treatment has an efficient insecticide effect on the
pest insects.

In the optimum development conditions, the con-
trol adults mortality significantly starts on day 5 of the
breeding. Indeed, we can record an average value of
6.67 £ 4.44 %. After the application of the LE and SE
extracts on adults, immediate effects arise. Those effects
may result in an average mortality rate 24 h after the

250,00
200,00 -
150,00 |
100,00 |
b
b
50,00

b
| o oml

C LE LB SE SB

Femalfecundity (Numbers of eggs)

Treatements

Figure 4. Female fecundity according to the applied treatments
(LE: Ethereal Leaves extract, LB: Butanol Leaves extract, SE:
Ethereal Stems extract, SB: Butanol Stems extract, C: Control and
a, b : Homogeneous groups).
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Figure 5. Adults mortality kinetics after the administration by in-
halation of the extracts. LE: Ethereal Leaves extract, LB: Butanol
Leaves extract, SE: Ethereal Stems extract, SB: Butanol Stems ex-
tract and C: Control.

beginning of the experiment, 3.33 + 4.44 % for LE and
10.00 + 6.67 % for SE.

As for the adults treated by LB and SB, we can no-
tice a starting mortality in day 2 of the treatment with
respective average values of 3.33 +4.44 % and 10.00 £
6.67 %.

A lethality of 50% is recorded in day 4 of the treat-
ment with SB (50 £ 6.67 %), and in day 5 for the LE
treatments (50 = 6.67 %) and SE (50 = 0 %). That value
is not reached until the 5" and 6™ day of the LB treat-
ment exposure, and only in day 17 in the case of the
control insects (50 = 0 %).

The mortality rate is significantly marked for each
day of the experiment. The control adults insects live on
average 20 days after which, we can count 100% mor-
tality.

In relationship with the obtained results, it seems
that the whole insects die after 10 days exposure to the
SE and LB extracts, after an eleven-day-treatment with
LE, and a fourteen-day-treatment with SB to have all
the adult insects dead.

Discussion

The quantitative analysis by the UV-visible spectro-
photometry method, of the phenolic extracts of Olea
europaea subsp. Laperrinei, allowed us to assess their
average amount of flavones-flavonols, which corre-
spond to the average value of 0.389 + 0.004 mg/g for
the leaves powder and 0.221 + 0.006 mg/g for the stems
powder, in anthocyanin, we have 1.573 + 0.012 mg/g in
the case of leaves powder and 0.803 £ 0.006 mg/g for
the stems powder. As for the C-glycosides, we calculate
an average amount of 1.167 + 0.002 mg/g, in the case
of leaves powder and 1.161 = 0.001 mg/g for the stems
powder. Those amounts clearly reveal that the Laper-
rine olive-tree leaves contain more phenolic compounds
than the stems.

The results of chemical analysis of various extracts
show that the levels and types of identified compounds
vary according to the nature of extract. Our results are
relevant to the work of Nashwa et al. (20), who iden-
tifies quercitin, apigenin, oleuropein and hesperetin in
leaf extracts Olea europaea L, according to Pereira et al.
(21) and Dekanski et al. (22), who found the presence of
caffeic acid, quercitin, luteolin, apigenin and oleuropein
in the same extract.

Great deals of studies have shown that flavonoids
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are implied in the mechanisms of plants defense against
insects attacks. That property seems to apply in vitro
conditions, as according to Teixeira da Silva (23) and
Golawska et al. (24), flavonoids have an insecticide ef-
fect. This observation supports our experiment. Our
study reveals an insecticide effect of flavone extracts
obtained from the leaves powder and from the stems
powder of the Laperrine olive-tree on Ephestia kue-
hniella. The inhalation of raw extracts by the chrysalis
extends their pupal development duration and disturbs
the adults reproduction. Out of the four tested extracts,
only SB seems to extend the pre-oviposition period in a
significant way.

We can notice that after the mating the oviposition
period is significantly reduced after the females ex-
posure to the tested raw extracts; nevertheless, the LB
fraction mostly disturbs the adults reproduction, as it re-
duces the egg-laying period to 2.43 days in comparison
to 4.29 days, observed in control in the optimum condi-
tions of the moth reproduction.

All the obtained fractions from the Laperrine olive-
tree’s powder disturb the adults fecundation by reducing
on average of 2/3 the number of laid eggs.

The results obtained suggest that Laperrine olive ex-
tracts have an insecticidal effect against E. kuehniella.
This effect is probably due to the presence of oleuro-
pein, quercetin and apigenin which can play a funda-
mental role in bio-insecticidal activity (24, 25).

The different articles consulted show the effects of
essential oils on the fecundity of stored food pests and
supports our results obtained on Ephestia kuehniella.
Thus, work on the essential oil extracted from the Ar-
temisia herba alba white shows a disturbance of the re-
production of the pyral by lengthening the duration of
the pre-ovipotion and of the nymphal development and
reducing the period of laying (14). Even if the female is
able to lay eggs, the number of eggs is reduced because
of the reduction of oviposition period.

Similar results have been obtained with Tagetes
minuta, Hyptis suaveolaen, Ocinum canum, Ocimum
basilicum and Piper guineense (26). Kellouche et al.
(27) have recorded no egg-laying with the Calloso-
bruchus maculatus females after the administration of
Mentha x piperita (Peppermint) essential oil with a dose
of 20 ul /50 g. Olea europaea leaf powder has a limited
effect on the number of eggs laid by the cowpea weevil.

The raw extracts interfere with a double mechanism
on the insects reproduction and on their longevity. When
administered to adults, the Laperrine olive-tree raw ex-
tracts provoke a significant mortality rate in comparison
to the control insects.

Indeed, we observe to start mortality from 24 hours
after the experiment (3.33% -10.00%), between the 4%
and the 6™ day of the experiment, 50% of the adult in-
sects die whereas the whole pests die between the 10%
and the 14™ day after the administration of our extracts.

Delimi et al. (14), have observed that the white
wormwood essential oil is efficient against the pest
E kuehniella. The adults lifetime progressively dimin-
ishes with the increasing of the applied dose.

We can also notice that the Goosefoot (Chenopodi-
um) and the Gum-trees (Eucalyptus) essential oils and
the Chenopodium ambrosioides powder have a great
insecticide activity.

They have been tested on six stored food pests Cal-
losobruchus maculatus, C. chinensis (Cowpea weevil),
Acanthoscelides obtectus, Sitophilus granarius, S. zea-
mais and Prostephanus truncatus. A concentration of
0.4% provoke a mortality of 60% of the Cowpea weevil
after a two-day-treatment (28, 29).

According to Kellouche et al. (30), leaf powder of
Olea europaea significantly reduces adult longevity of
cowpea weevil. The acetone extract of leaf powder of
Olea europaea variety Chamlali causes a 100% mortal-
ity in the adults of Myzus percicae and reduces the pen-
etration of the Phthorimaea operculella larvae in potato
tubers at 71.7% and the percentage of spawning of the
female at 93.3% (25). In addition, fed on olive-leaf meal,
adults of the Desert Locust (Schistocerca gregaria), re-
main brick red color and smooth, character indicating a
persistent of juvenile state, which makes the olive tree
a potential tool for preventive fight against desert locust
(31). The work of Mohammed (32), on the ethanolic ex-
tract of the olive tree shows that it induces a mortality
of 98.7% of the larvae and 80.9% of adults of Tribolium
confusum. The treatment of twigs infected with psylla
(Euphyllura olivina costa), with phenolic compounds
extracted from the olive tree causes in adults an average
mortality ranging from 63.5% to 71.7% depending on
the variety infected (33).

The plants resources constitute a great bioactive
molecules reservoir which can constitute solutions to
the environmental issues of sustainable development.
Those molecules naturally synthesized by plants play a
role in retro-regulation of insects population by plants,
a kind of natural regulator of the stored food products
pests. Those molecules could be used as a substitute for
synthetic chemicals which bad effects on ecosystems
and on human health are clearly evident.

The Laperrine olive-tree plant extracts, an under-
species of Algerian Central Sahara have shown an in-
secticide double effect on the Ephestia kuehniella pest
by extending in a significant way the pupal development
duration and by affecting in a limited way the pre-ovi-
position period and reducing the oviposition period and
the number of eggs laid by the female. A significant
mortality rate is also observed depending on the admin-
istered extracts to the flour moth. Those results con-
stitute a new run to explore in order to understand the
mechanisms of molecular action of those extracts.
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RESUME

L’olivier de Laperrine est une espeee endénique observés en Algé&ie uniquement au Sahara
Central, au Niger et au Soudan. Elle est proche de I’olivier méditerranéen et représente une
ressource genéique importante. La qualitéde sa resistance ala séheresse, ferait d’elle un
potentiel porte-greffe pour les différentes variétés d’olivier cultivées.

Cette @ude porte sur la caract&isation chimique des extraits de 1’olivier de Laperrine et
I’é&aluation de leur potentiel antioxydant et bio-insecticide. Dans ce contexte, 1’activité
antioxydante in vitro est déerminee par la capacitéantioxydante totale, les tests FRAP, DPPH,
H202 et I’inhibition du blanchiment du B-caroténe. L’analyse chimique nous a permis de
détecter I’oleuropéine, 1I’hydroxytyrosol, la lutéoline, I’apigénine, 1’acide caféique, la rutine,
la naringénine-7-glucoside et la lutéline-7-glucoside. Les dosages chimiques par
spectrométrie UV-visibles ont mis en évidence de fortes teneurs en phénols, en flavono'des et
en tanins totaux. La richesse des extraits en polyphéols explique le potentiel antioxydant
¢levé de I’olivier de Laperrine. L’effet bio-insecticide des extraits a &étestésur Ephestia
kuehniella, insecte nuisible des denrées stockees. Leur administration par inhalation ades
chrysalides nouvellement exuviées, prolonge leur duré de déreloppement nymphal et
perturbe la reproduction des adultes. Testé& sur des papillons adultes, les diffé&ents extraits
provoquent une mortalitépréoce.

Mots-clé& : Hoggar, Olea europaea subsp. laperrinei, Polyphéwols, HPLC, Activité
antioxydante, Bio-insecticide, Ephestia kuehniella, Reproduction.

ABSTRACT

The Laperrine olive tree is endemic specie observed in Algeria only in the Central Sahara, in
Niger and in Sudan. It is close to the Mediterranean olive tree and represents an important
genetic resource. The quality of its resistance to drought would make it a potential rootstock
for the different varieties of olive cultivated.

This study concerns the chemical characterization of extracts from the Laperrine olive tree
and the evaluation of their antioxidant and bio-insecticidal potential. In this context, the
antioxidant activity in vitro is determined by the total antioxidant capacity, the FRAP, DPPH,
H20; tests and the inhibition of B-carotene bleaching. The chemical analysis allowed us to
detect oleuropein, hydroxytyrosol, luteolin, apigenin, caffeic acid, rutin, naringenin-7-
glucoside and luteolin-7-glucoside. Chemical dosages by UV-visible spectrometry have
shown high levels of phenols, flavonoids and total tannins. The richness of the polyphenol
extracts explains the high antioxidant potential of the Laperrine olive tree. The bio-
insecticidal effect of the extracts has been tested on Ephestia kuehniella, a pest of stored food.
Their administration by inhalation to newly exuviated pupae prolongs their duration of
nymphal development and disturbs the reproduction of adults. Tested on adult butterflies, the
different extracts cause early mortality.

Keywords: Hoggar, Olea europaea subsp. laperrinei, Polyphenols, CHLP, Antioxidant
activity, Bio-insecticide, Ephestia kuehniella, Reproduction.




