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Résumé :

Cette étude a pour but d’évaluer les différences morphométriques entre les feuilles et
les bulbes des espéces Hyacinthacées Prospero automnalis et Hyacinthoides aristidis,
provenant toutes deux de la région de Tizi Rached. L’extraction et le dosage des
flavonoides a partir des feuilles et des bulbes ont montré que les feuilles sont plus
riches en flavonoides que les bulbes. Les teneurs en c-glycosides sont plus
importantes que celles des anthocyanes et aglycones flavonoiques chez les deux
especes considérées. L’essai ¢élaboré dans le but de déterminer le nombre de
chromosomes a révélé que Prospero autumnalis avec 2n = 14 et Hyacinthoides
aristidis 2n = 16.

Mots clés : Prospero autumnalis, Hyacinthoides aristidis, Tizi Rached, flavonoides,

chromosomes.

Abstract :

This study aims at estimating the morphometric differences between leaves and bulbs
of two species of Hyacinthacées Prospero automnalis and Hyacinthoides aristidis,
coming from the region of Tizi Rached. The extraction and the dosage of flavonoids
from leaves and bulbs showed that leaves are richer in flavonoids than bulbs. The
contents it c-glycosides are most important than those of the anthocyanins and
aglycones flavonoiques to both considered species. The trial developed with the aim
of determining the number of chromosomes revealed that Prospero autumnalis with
2n = 14 and Hyacinthoides aristidis 2n = 16.

Keywords: Prospero autumnalis, Hyacinthoides aristidis, Tizi Rached, flavonoids,

chromosomes.
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Introduction

Les recherches sur les bienfaits des plantes sont toujours d’actualité, avec pour
conséquences de nouvelles découvertes dont les applications sont nombreuses, aussi bien en
médecine et en pharmacie que dans d’autres domaines tels que 1’agroalimentaire et les
industries chimiques (VAN HELLEMONT, 1986).

L’Algérie est considérée comme 1’un des 33 points chauds de trés forte biodiversité
avec le plus grand nombre de plantes endémiques. C’est un pays possédant d’importantes
richesses phytogénétiques. Cette richesse est principalement localisée dans les régions
telliennes, les secteurs humides et subhumides qui comportent des «hotspots » ou points
chauds de biodiversité unique (VELA et BENHOUHOU, 2007 ; AMIROUCHE et MISSET,
2009). Les taxons endémiques, occupent des aires géographiques plus réduites par rapport aux
autres, représentants proches sur le plan systématique et sont donc en général des especes
rares. La sauvegarde du patrimoine génétique des espéces rares, relictuelles et endémiques est
devenu une nécessité face aux menaces d’une civilisation de plus en plus envahissante
(FAVARGER et SILJAK-YAKOVLEV, 1986).

Depuis les nombreux remaniements concernant 1’ordre des Liliales et des Asparagales,
la famille des Hyacinthaceae et devenue une famille singuliére est devenue un bon exemple
d’étude. Actuellement, la famille des Hyacinthaceae est positionnée dans [’ordre des
Asparagales par de nombreux travaux systématiques (JUDD et al., 2002 ; APGIII, 2009).

Pour cet intérét grandissant des substances naturelles bioactives, les polyphénols
conservent une place de choix dans la découverte de ces nouvelles molécules thérapeutiques,
et capturent I’intérét de plusieurs recherches vue le nombre de leur propriétés biologiques
indénombrables, D’activité antioxydante est 'une de ces propriétés qui fait actuellement
I’objet de nombreuses ¢tudes (HENNEBELLE, 2006).

Cette étude repose sur une caractérisation morphologique et une quantification des
polyphénols flavoniques ainsi qu’un essai de détermination des caryotypes des deux espéces
de Hyacinthaceae Hyacinthoides aristidis et Prospero autumnalis.

Le premier chapitre porte sur une étude bibliographique relative aux deux espéces
(Hyacinthoides aristidis et Prospero autumnalis), ainsi qu’aux polyphénols, le deuxi¢me
concerne le matériel et les méthodes utilisées, le troisiéme chapitre est consacré aux résultats

et discussion et enfin une conclusion et perspectives d’étude terminent notre travail.



Chapitre I Synthése bibliographique

I- Généralités sur les scilles

Les scilles "sensu lato" sont des Plantes herbacées monocotylédones vivaces a bulbe.
Leur feuilles sont simples, sessiles, enti¢res, basilaires regroupées en rosette se développant
pendant ou apres la floraison. La hampe florale est aphylle portant des inflorescences de type
grappe rarement cyme. Les fleurs sont hermaphrodites, actinomorphes, pédonculées avec ou
sans bractées florales. Le Périanthe est dialytépale a tépales uninerviés de couleur variable
(lilas, violets ou bleus) disposés en deux verticilles. L’androcée est dialystémones,
diplostémones, alternitépales a insertion du filet médifixe. L’ovaire est supére constitué¢ de
trois carpelles soudés uniloculés. Le style présent stigmate trilobé. Les ovules sont anatropes a
placentation axile.le fruit est une capsule subglobuleuse, loculicide. Les graines ovoides,
albuminées a embryon droit ou courbe.

Les Scilles d’Algérie se rapportent a trois genres appartenant a la famille des Hyacinthacée,
Prospero salisb, Barnardia lindley et Hyacinthoides (Rothm) .Ces especes sont endémiques a
I'Algérie et la Tunisie. En Algérie, il semble que la zone naturelle de ces espéces est
principalement la région de Kabylie a I'est d'Alger, mais il est possible de le trouver dans la

partie occidentale jusqu'a Cherchell (Hamouche 2014).

I-1 Présentation de la famille des Hyacinthaceae

Dans les flores de Maire(1958) et de Quezel et Santa (1962), les genres de la famille des
Hyacinthaceae étaient regroupés dans 1’ancienne famille des Liliaceae.

Actuellement, la famille des Hyacinthaceae est incluse dans la famille des Aspargaceae
qui contient approximativement 70 genres et 1000 especes et qui sont distribuées en Europe et
dans la région extratropicale de I’Asie et de 1’Afrique (Pfosser et Speta, 1999 ; Watson et
Dallwitz, 2000).

Quelques genres transférés de la famille des Liliaceae aux Hyacinthaceae sont par
exemple :Bellevalia, Brimeura, Charybdis, Dipcadi, Drima ,Hyacinthella, Hyacinthus, Muscari,
Ornithogalum,Othocallis, Prospero et Scilla....

La famille des Hyacinthaceae a plusieurs centres de diversit¢é avec un grand nombre
d’especes en Afrique australe, en M¢éditerranée (Pfosser et Speta, 2001) et au Nord de
I’Europe jusqu'au sud de I’Asie avec quelques especes au Sud-Ouest Américain. Les taxons
de cette famille sont adaptés a des climats saisonniers avec des périodes seéches et humides

dans des régions tropicales et peu dans les régions forestieres (figurel).
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Figurel : Distribution de 1’espéce Hyacinthoides en Afrique (site African Flowering Plants

Database).

En Algérie, les Hyacinthaceae se développent préférentiellement dans les biotopes frais du
littoral, des collines du Sahel et de I’Atlas tellien. Certaines espéces sont menacées de
disparition, leur habitat subissant d’importantes dégradations dues aux activités anthropiques
telles que I'urbanisation, la pollution, la déforestation et 1’érosion des sols (Hamouche, 2014)

Certains taxons de cette famille sont largement répartis, d’autres sont endémiques.

I-1-1 Les sous-familles des Hyacinthaceae

L’analyse du séquencage de geénes nucléaire et chloroplastiques a permis a Pfosser et
Speta (1999) et Manning et a/.(2004) la reconnaissance de quatre sous-familles dans la
famille des Hyacinthacées ce sont :Hyacinthoideae (contient 4000 especes),Ornithogaloideae
(supérieure a 100 especes),Urgineoideae (il ya 200-300 espéces) ,oziroeoideae (Manning et

al.,2009 ;Martinez-Azorin et al.,2011).
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I-2 Le genre Hyacinthoides

Hyacinthoides est un genre de plantes herbacées vivaces, bulbeuses, blanchatres, ovées,
monocotylédones. Il appartient a la famille des Liliaceae selon la classification classique. La
classification phylogénétique le place dans la famille des Hyacinthaceae (ou optionnellement
dans celle des Asparagaceae).

Les especes de ce genre ont eu plusieurs noms a travers 1’histoire de la classification des

especes de Liliacées appartenant au genre Scilla. (Tableau 1)

Tableaul : Représentation des noms des quelques especes de genre Scilla qui ont subi des

changements radicaux dans leur statut taxonomique.

Ancien nom Nouveau nom
Scilla autunmalis L. Speta. Prospero autunmale (L) Speta
Scilla obtusifolia Poir. Prospero obtusifolium (Poir). Speta.
Scilla artistidis Coss. Hyacinthoides artistidis Coss.
Scilla numidica Poir. Barnardia numidica (Poir.) Speta.

Les especes appartenant au genre hyacinthoides sont des plantes ligneuses avec des fleurs en
forme de cloche de couleur bleu. Elles se distinguent des espéces appartenant au genre scilla
par des bulbes se renouvelant chaque année et des fleurs portées par deux bractées bisanneles.
Ces plantes sont rustiques, méditerranéennes, majoritairement distribuées dans la partie
occidentale incluant I’ Afrique du nord (Maroc, Algérie et Tunisie) (Grund mann et al., 2010).

I-3 Présentation de Hyacinthoides aristidis

Hyacinthoides aristidis (coss.)Rothm(1944) est un parent de la jacinthe des bois et
précédemment étiqueté Scilla aristides.
Il est originaire d’Algérie mais qui n’est pas connue a cause de sa premicre saison de
floraison, d’habitude en Janvier mais peut s’étendre a février.
C’est un bulbe (une ampoule) nain tolérant au froid.
I1 produit des pointes de fleur sur des tiges courtes avec deux feuilles vertes brillantes
toutes basales, entourées inférieurement par 1-2 graines membraneuses blanchatres tres

obtuses. La fleur est une nuance délicate de bleu.
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I-3-1 Description botanique

Les feuilles sont engainantes n’atteignant pas 25cm de long, lancéolées aigues plus ou moins
obtuses et apiculées .Elles sont plus larges au sommet. Elles sont ordinairement au nombre de
2 parfois 3maximum, a nervation parall¢les. Les fleurs hermaphrodites sont groupées en
inflorescence de type cyme. La pollinisation est assurée par les insectes (entomogame). Elles
sont actinomorphes, hypogynes de coloration bleue. Elles sont tepaloides a deux verticilles,
dialypétales uninerviés, a nervure bleue. Les pédoncules floraux étalés-dressés, anguleux, non
denticulés. La fleur est munie a la base de deux bractées blanchatres, membraneuses un peu
inégales. L’androcée est constitué¢ de six étamines. Les filets staminaux sont insérés a la base
des tépales. Les anthéres de couleur bleu sont médifixes a déhiscence longitudinale introrse.
Le gynécée a un seul style de couleur bleu violet. Les tiges sont floriferes dressées
sillonnées-cotelées. Le fruit est une capsule noire a 3 sillons, L’ovaire est supere de coloration
bleue a trois loges biovulés. La graine est subglobuleuse. Un bulbe tuniqué blanchatre, avec

des racines fasciculées sortant a la base et au milieu du bulbe (figure2).

E r = ’ - B i - o
L o v :

Figure2 : Morphologie de Hyacinthoides aristidis (Coss et Rothm 2015).

Habitat : Hyacinthoides aristidis est une plante de demi-ombre préférant les sols 1égerement
acides et profonds limono-sableux. Elle apprécie les chénaies-hétraies et les haies

de Fagetalia, et de Quercetalia robori-petreae.

L
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I-3-2 Aire de répartition

Hyacinthoides se trouve en Algérie et en Tunisie. Dans la flore de Quézel et Santa
(1962), Ce taxon est présent au niveau des secteurs K1 (grande Kabylie), K2 (petite Kabylie),
et K3 (Numidie de Skikda a la frontiére tunisienne).

Dans la flore de Maire (1958), elle se situe également en Algérie et Tunisie (figure3).

f ; = e
e - Vs L

Figure3 : Distribution de I’espéce Hyacinthoides aristidis en Afrique (site African Flowering

Plants Databas).

D’apres la classification des espéces endémique 1’espece Hyacinthoides est considérée
comme paleoendemique.
I-3-3 Systématique

Hyacinthoides aristidis est classé dans la systématique classique de cronquist (1981) comme

suit :

Reégne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Sous/ classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Sous /Famille : Hyacinthoideae

Lk
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Genre : Hyacinthoides
Espece : Hyacinthoides aristidis
Nom binominal
Hyacinthoides aristidis (Coss).Rothm.1944
Classification phylogénétique (APGIIIL, 2009)
En phylogénétique Hyacinthoides aristidis appartient a :
Ordre : Asparagales
Famille : Hyacinthaceae

I-4 Le genre prospero

Prospero est une plante européenne et méditerranéenne qui appartient a la famille des
Hyacinthaceae (ou Asparagaceae) autrefois inclus dans le genre Scilla.

Les feuilles les plus grandes des plantes adultes dépassent 1,5 mm de large, a section en
croissant (face supérieure nettement concave et marges formant un angle aigu), au nombre de
4-8, émergeant peu apres les pluies d’automne. Les inflorescences sont formées de 8-25
fleurs en racéme. La hampe normalement dressée. La partie aérienne a longue mesure de 5-30
cm.

C’est un taxon trés répandu dans le bassin méditerranéen, au moins occidental, mais
remontant également vers le nord-ouest et le centre de I’Europe; ce dernier point suggere une
correspondance avec les cyto-types polyploides, connus pour représenter exclusivement
I’espéce en Europe non méditerranéenne (Vaughan et al., 1997). Toute la Corse et une grande
partie de la France.

I-4-1 Présentation de Prospero autumnalis (L.) Speta

Prospero autumnalis (L.) Speta (syn. : Scilla autumnalis L.), est une plante qui appartient
a la famille des Liliaceae selon la classification classique. La classification phylogénétique la
place dans la famille des Hyacinthaceae (ou optionnellement dans celle des Asparagaceae).
Prospero autumnalis est une Plante vivace de petite taille mesurant 10-25 cm, a bulbe
gros, ovale, blanchatre .La tige gréle, généralement droite deés la base, rude-pubérulente dans
son tiers Inférieur, 1a 2 fois plus longue que les feuilles adultes. Les feuilles sont au nombre
de 5-10, nulles ou trés courtes a la floraison, puis allongées, dressées, étroitement, linéaires
subaigués, un peu en gouttiére, lisses de couleur vert foncé. Au mois d’Aott, les fleurs
deviennent violacées jusqu’au mois d’octobre. Elles sont groupées en grappe courte puis

allongée, a pédicelle ascendant, sans bractées, égalant le périanthe persistant long de 4-5 mm.
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Les anthéres sont noiratres. Le fruit est une petite capsule, subglobuleuse-obtuse, a 2 graines
par loge. La pollinisation est de type entomogame.

Elle apprécie les pelouses séches ou les rochers, soit en terrain montagneux ou semi-
montagneux, soit sur les cotes méditerranéennes et atlantique jusqu'a 700 m d’altitude du
niveau de la mer.

Prospero autumnalis (L.) Speta, est I'une des dizaines d’especes qui ont été décrites par
Speta (1982) .Elle a été aussi d’écrite dans la flore de 1I’Afrique du nord et de I’Algérie
(Maire 1958).

I-4-2 Description botanique

Dans cette partie nous décrirons les différents organes constituant Prospero autumnalis.

Les feuilles sont basales dressées, larges de 2 mm, lisses. Elles sont situées a la base de la
tige portant les fleurs, poussant parfois apres les fleurs. Les fleurs situées au centre de la
plante de couleur rose violacé sont groupées en grappe d’abord courtes et compactes puis
laches et allongées. Elles sont non bractéolées bisexuées de type 3.Elles n'ont qu'une seule
enveloppe florale: 6 tépales libres, soudés a la base, violets, obtus, 6 étamines a anthéres
noiratres, en 2 verticilles, 3 carpelles soudés en un ovaire supére a 3 loges. Les pédicelles
ascendants, égalent le périanthe persistant long de 4-5mm.La tige est cylindrique gréle,
dressée, et droite (figure4). Le fruit est une petite capsule, subglobuleuse- obtuse; graines a 2
loges .il est sec, déhiscent, s'ouvrant par des fentes en deux ou plusieurs valves, ou par des
dents ou par des pores, contenant plusieurs graines a mode de dissémination barochore. Un
bulbe petit, blanc, perdant lentement ses tuniques extérieurs ce qui fait que le plateau s’¢éleve
dans I’intérieure du bulbe et envoie dans toutes les directions des racines qui percent ses

tunique.
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Figure4 : Morphologie de Prospero autumnalis (Amirouche ,2014).

Habitat : Prospero autumnalis pousse librement dans la nature sur des pelouses basophiles

méso méditerranéennes, méso xérophiles.

I-4-3 Aire de répartition
Prospero autumnalis  est distribu¢ de I'Europe occidentale et la Méditerranée, Asie

occidentale a Afrique. (L abbé Coste ,2011) (figure5).
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Figure5 : Distribution de I’espece Prospero autumnalis (L.) Speta (1998) en Afrique (site

African Flowering Plants Database).
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I-4-4 Systématique

Prospero autumnalis est classé dans la systématique classique selon Cronquist (1981) comme

suit :

Reégne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Sous/ classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Sous /Famille : Hyacinthoideae
Genre : Prospero

Espece : Prospero autumnalis

Nom binominal

Prospero autumnalis

(L.) Speta, 1982

Classification phylogénétique (APGIII, 2009)
En phylogénétique appartient a :

Ordre : Asparagales

Famille : Asparagaceae

I-5 Caryosystématique

Les Hyacinthaceae sont variables caryologiquement (Pfosser et Speta, 1999). Le
dénombrement chromosomique de cette famille présente un complément chromosomique
extrémement variable avec un nombre de base x=4, 5, 6,7 et 8 avec plusieurs niveaux de
ploidie (2n= 8, 10, 12, 14, 16, 26, 28, 42, 56, 70) qui sont signalés dans diverses populations
du bassin méditerranéen. Pour la sous-famille des Hyacinthoideae le nombre ancestral de base

est de x=9 (Brullo et al., 2009).
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II Les polyphénols

Les composés phénoliques (CP), sont des molécules du métabolisme secondaire
spécifiques du régne végétal.

Cette apelelation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1999).

A T’heur actuel, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (Tao et Lambert,
2014).

Ils ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une
ou plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent étre libres ou engagées (Roberds, 2003 ;
Hennebelle et al., 2004), avec ou non d’autres fonction alcoolique (OH), carboxylique
(COOR),...).

II-1 LES Différentes familles de composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de classes
(Harborne, 1990 ; Macheix et al., 2006) qui se différencient d’abord par la compléxité du
squelette de base (allant d’un simple Cs a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré
de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...) enfin
par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,
protéines, autres molécules secondaires pouvant étre ou non des composés) (Macheix et al.,

2006).

Selon Harborne (1993), les composés phénoliques se répartissent dans différentes
familles : anthocyanes, coumarines, lignines, flavonoides, tanins, quinones, acides phénols,
xanthones. Ce sont des monomeéres, des polymeres ou des complexes dont la masse

moléculaire peut atteindre 9000.
Dans le tableau 2 sont citées les principales classes des composés phénoliques.

Tableau?2 : Les principales classes des composés phénoliques (Macheix ef al., 2006).

Squelette carboné | Classe Exemple Origine (exemples)
Cs Phénol simple Catéchol Nombreuses
especes
Ce-Cy Acides p-hydroxybenzoique | Epices, fraise
Hydroxybenzoiques
Ce-Cs3 Acides Acide caféique Pomme de terre

11
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Hydroxycinnamiques Acide férulique. Pomme
Coummarines Scopolétine
Citruc
Ce-Cs4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-Co Stilbénes Resvératrol Vigne
Ce-C3-Cs Flavonoides Kaempférol, Fruits, Iégumes,
e Rlavonols quercétine Fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
e Flavanols pélargonidine Pomme, raisin
e Flavanones Catéchine, Citrus
Isoflavonoides ¢picatéchine
Naringénine Soja, pois
Daidzéine
(Cs-Ca)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des
fruits
(Cis) Tannins Raisin rouge, kaki

II-2 Les Flavonoides

Selon la figure 6 les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbones
(C6.C3.Cp) ; correspond a la structure du diphényle propane (Santos-Buelga et Scalbert,
2000). Il comprend a lui seul plus de 6000 molécules regroupées en sous classes (Ribereau-
Gayon, 1968 ; Macheix et al., 2006).

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ce sont des
substances généralement colorées trés répondues chez les végétaux. On les trouve dissoutes
dans les vacuoles a 1’état d’hétérosides ou comme des constituants de plastes particuliers, des
chromoplaste. Presque toujours hydrosolubles. Ils sont responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Tel est les cas des flavonoides jaunes (chalcones,
flavanols Jaunes), des anthocyanosides rouges, bleus ou violets.

Il reste des milliers d’autres composés a découvrir puisque le squelette des flavonoides
peut étre substitué par différents groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl

(Becheer, 2003).
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OH O

Figure 6 : Structure générale des flavonoides (Bruneton, 1999).
I1-3 Localisation et role des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont présents dans les vacuoles des cellules, participent
aux réactions de défense face a différents stress biotiques ou abiotiques (pathogenes,
rayonnements UV....) et contribuent a la qualité organoleptique des aliments issu des
végétaux (couleur, astringence, arome, amertume). Leur répartition tant qualitative que
quantitative dans la plante varie selon les especes, les organes, les tissus ou encore les
différents stades de développement (Robards et al., 1999 ; Gresele et al., 2011).

Se sont des composés trés hétérogenes tant par leur composition que par leur structure.
Pendant longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement
inactifs, ils ne suscitaient donc que peut d’intérét. A I’heure actuelle, cette opinion a changé,
du fait de nombreuses recherches qui ont largement montrées que ces composé€s ne sont pas
inertes et contribuent efficacement dans la biosynthése de divers métabolites de 1’organisme.

Chez les végétaux, ils sont soumis a d’importances variations quantitatives et
qualitatives, ce qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable. Ils interviennent
dans des processus vitaux les plus divers. D’ou I’importance croissante des é¢tudes consacrées

a ces composés (Moulti-Mati et Kebbab, 2014).

I1-4 Propriétés physico-chimiques
*Les propriétés physiques
Les polyphénols sont solubles dans les solvants organiques polaires, par contre leurs

formes hétérosidiques sont solubles dans 1’eau (Bruneton, 1993).

13



Chapitre I Synthése bibliographique

*Les propriétés chimiques

Tous les composés phénoliques sont instables et sont facilement oxydables, surtout en
milieu alcalin (Bruneton, 1993).

Les propriétés chimiques des phénols sont dues : d’une part aux propriétés propres au
groupement OH qui sont affectées par la présence d’un cycle benzénique, d’autre part aux
propriétés de ce cycle qui sont elles méme influencées par la présence d’un ou de plusieurs
groupements OH.

L’¢tude des phénols implique donc I’étude de I’influence mutuelle de la fonction

phénol et du cycle benzénique (Ribereau-Gayon, 1968).

II-5 Domaines d’application des composées phénoliques

*Application pharmacologique

Les composés phénoliques sont souvent anti-inflammatoires. Ils peuvent étre anti-
allergiques (Bruneton, 1993).

Les flavonoides ont une propriété «vitaminique p» potentiellement veino actifs ; ils
diminuent la perméabilité¢ des capillaires sanguins et renforcent leur résistance (Bruneton,
1993). Les flavonoides ont aussi un effet anti-hémorragique dans le scorbut et un effet anti-
spasmodique (Delaveau, 1988).

Selon Perrin (1992), les polyphénols contenus dans les fruits et les 1égumes réduiraient
le risque de certains cancers, ils assurent aussi une protection contre 1’athérosclérose.

*Application agro-alimentaire

La vanilline, abondamment utilisée dans I’industrie agro-alimentaire a la place de la
vanilline et des extraits de vanille, est actuellement synthétisée a partir des phénols, elle peut
aussi €tre obtenue a partir des lignines matiére premic¢re abondante et peut coliteuse

(Bruneton, 1993).

La grande oxydabilité¢ de certains phénols permet de les utiliser comme anti-oxydant,

pour protéger 1’oxydation des huiles et des graisses (Ribereau-Gayon, 1968).

*Application en chimiotaxonomie

Les caractéres morphologiques ne sont pas les seuls a étre pris en compte pour la
détermination et la classification des végétaux. Les caracteéres chimiques sont également
utilisés depuis longtemps pour la classification des especes végétale. Mais cette

chimiotaxonomie ne s’est réellement développée que depuis les progreés de la biochimie
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végétale. Parmi les marqueurs utilisés nous pouvons citer les composés phénoliques (Ribereau
Gayon, 19868).

Selon Ait Ameur (1999), les flavonoides sont de bons marqueurs taxonomiques. Grace
a leur bonne stabilité ils constituent des caracteres héréditaires dotés d’une diversité
structurale tres forte (double liaison, substituant variés, etc.).

Ils sont non seulement des marqueurs qui discriminent les différents groupes de

végétaux mais aussi un outil d’interprétation des rapports évolutifs entre ces groupes (Chehrit,
1995).

I1-6 Utilisations des acides phénoliques par la plante
Les composés phénoliques sont utilisés par la plante comme moyen de défense contre
les agressions pathogénes :

e Les acides phénols sont anti-bactériens et antifongique, en particulier a I’égard des
organismes phytopathogeénes. Parmi ces acides, les dérivés de I’acide caféique sont des
précurseurs de tanins qui en s’oxydant peuvent former des quinones fortement
fongitoxiques (Bruneton, 1993).

e Les lignines peuvent renforcer la paroi cellulaire lors de I’infection. Elles réduisent
aussi la quantité d’eau pénétrant a travers les tissus conducteurs de la séve brute
(xyléme et bois) en les rendant plus résistant aux attaques microbiennes (Cambel,
1993).

e Les flavonoides jouent un rdle dans la protection des tissus contre les effets nocifs du

rayonnement ultraviolet (Bruneton, 1993 ; Richter, 1993).
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I Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de feuilles et de bulbes de deux populations de
scille d’automne qui proviennent de la région de Kabylie.
I-1 Station d’échantillonnage

L’échantillonnage de Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristides a été effectué
en automne dans un verger d’Olivier (Olea europea) au les plantes étaient en floraison, sous
un bioclimat Subhumide. La zone de prélévement est située a 300 m d’altitude environ dans la

région de Tizi-Rached

I-1-1 Les feuilles
Apres échantillonnage les feuilles ont été séchées a ’ombre et a 1’abri de ’humidité et
sont stockées soigneusement.
Elles sont ensuite coupées et broyées a I’aide d’un broyeur ¢lectrique a couteau, afin
d’obtenir une poudre végétale, qui sera utilisée pour 1’extraction des différent composés

phénoliques (figure7).

Figure 7 : Feuilles de Hyacinthoides aristidis séchées et coupées.

I-1-2 Les bulbes
Les bulbes récoltés ont ét¢ d’abord débarrassés de leurs pellicules. Aprés séchage a une
température ambiante les bulbes sont coupés et broyés (Figure 8 et 9). La poudre obtenue

servira a la préparation des extraits.
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Figure8 : Bulbes de Hyacinthoide aristidis séchés et coupés.

Figure9: Bulbes de Prospero autumnalis séchés et coupés.

II Méthodes
II-1 Etude morphologique

Un caracteére taxonomique peut étre déterminé morphologiquement pour classer les

especes végétales. L’analyse de la variabilit¢ morphologique permet de viser I'impact des

différents facteurs sur la stabilit¢é de ces caractéres. L’étude morphologique des deux

populations est effectuée par les mesures morphométriques des caracteres de 1’appareil

végétatif (feuilles et bulbes) et des caractéres de 1’appareil reproducteur (Fleur) a 1’aide de

papier millimétré (Tableau 3).

Tableau 3 : Caracteres morphologiques mesurés chez les deux especes de Hyacinthacées.

Symboles

Caracteres

LOF

Longueur de la feuille

LAF

Largeur de la feuille

NF

Nombre de feuilles

DB

Diameétre du bulbe

L
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LPN Longueur de la hampe florale
LIF Longueur de I’inflorescence
LPF Longueur du pédoncule floral
NFL Nombre de fleurs

» Test statistique : Les résultats obtenus sont soumis a la comparaison de moyennes
par le test de student a p=0.05 (Tableaus).
I1I-2 Extraction des flavonoides par hydrolyse acide
Notre étude repose sur 1’analyse biochimique de 3 classes de flavonoides : les C-
glycosides, les Anthocyanes et les aglycones flavoniques qui sont extraites a partir du

matériel végétal sec pulvérisé (figure 10 et 11).

Figure 10 : Poudres végétales de Hyacinthoides aristidis.

Figure 11 : Poudres végétales de Prospero autumnalis.
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L’hydrolyse acide a été mise au point par Bate-Smith (1954), puis par Lebreton (1967)
puis par Jay et al. (1975) et enfin améliorée par Laracine (1984). Cette technique est destinée
a la séparation et I’extraction des flavonoides par hydrolyse acide a chaud de la poudre
végétal (la liaison C-O-C des O-glycosyl-flavonoides est tres fragile et se rompt a ’hydrolyse
acide en libérant les aglycones ; par contre la liaison C-C des C-glycosylflavonoides est trés
résistante a ce type d’hydrolyse) et permet d’obtenir deux types de composés :

e Une fraction d’aglycones et d’acides phénols par I’extraction préliminaire a 1I’éther

diéthylique.

e Une fraction de C-glycosides et d’anthocyanes récupérée par extraction au n butanol.

I1.3 Protocole expérimental :
Un échantillon de 0.5g de poudre végétale est hydrolysé par 40 ml d’HCL (2N) au bain
marie bouillant pendant 40min avec insufflation d’air toutes les 10min. L’oxygeéne permet

I’oxydation des proanthocyanidines en anthocyanidines correspondantes (figurel2).

Figurel2 : Insufflation toutes les 10min.
A chaque extraction deux phases apparaissent, I’une supérieure dite épiphase et 1’autre

inférieure dit hypophase (Figurel3).
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Hypophase

butanolique

Figurel3: Phases d’extraction des flavonoides.
Epiphase éthérée
Elle est de couleur jaune verdatre. Elle contient les aglycones (flavones et flavonols) et les
acides phénols. Elle est récupérée apres chacune des extractions dans un bécher et évaporée a
I’aire libre. Le résidu sec est repris dans Sml d’éthanol, puis conservé au frais avant d’étre
soumis a une analyse quantitative par spectrophométrie.

Hypophase acide
Elle est de couleur rougeatre. Elle contient les anthocyanes, les C-glycosides et les oses
simples. Elle est récupérée et additionnée a 35ml de n-butanol, remise dans une ampoule a
décanter. Le n-butanol forme dans I’hypophase une épiphase rougeatre butanolique qui va étre
récupérée dans une boite de pétri.
Le résidu sec est repris dans 5ml de méthanol. Les extrais obtenus sont conservé par la suite

au frais avant d’étre soumis a une analyse quantitative par spectrophotométrie (figurel4).

Figurel4 : Extraits flavonoiques obtenus.
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La technique d’hydrolyse acide est résumée dans la figure 15.

1g de matériel végétal sec dans 80ml d’HCL (2N)

Bain marie bouillant (40mn), insufflation d’O> toutes les 10mn

il

Refroidissement

il

Extraction a I’éther diéthylique a 2 reprises (40 et 30mL)

!
! |

Epiphase éthéréé/ évaporation a sec Hypophase/mesure de volume
]! 1

Reprise avec 2.5mL d’éthanol 95° Dosage des Anthocyanes
1l a 540nm

U

Dosage différentiel a I’AlCl;3 :

Extraction au n-butanol (35mL) )
. . Hypophase acide
-Aglycones flavoniques a 420nm T
Epiphase butanolique/mesure du J"L, .
Eliminée
volume

1T
Dosage des C-glycosides a 340nm

Figurel$5 : Protocol d’analyse général des flavonoides (Lebreton et al., 1967).
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I1-4 Analyses quantitatives

L’analyse quantitative est basée sur 1’utilisation de la méthode de colorimétrie qui est
basée sur la propriété de certains composés qui absorbent d’avantage la lumiére a des
longueurs d’ondes spécifiques dans le spectrophotometre (Plummer, 1989) ; elle permet de
réaliser des dosages grace a loi de Beer Lamber dont le principe est le suivant :
Lorsqu’une lumicre d’intensité fo passe a travers une solution, une partie de celle-ci est
absorbée par le (s) soluté (s). L’intensité I de la lumicre transmise est donc inférieure a Zo.

L’absorbance de la solution est définie comme suit :

A=logy, ("T)

a) Dosage des proanthocyanes
La lecture des extraits s’établit par spectrophotometre a 520nm juste apres extraction
car elle se dégrade rapidement a la lumiére. La teneur absolue en anthocyanes est calculée par

la formule suivante dont le coefficient correctif, est égal a 6 (Lebreton et al., 1967).

T (mg/g)=52 10>DO.V. d/p

DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique
d : facteur de dilution
p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

b) Dosage des C-glycosylflavones
La lecture des extraits s’établit également par spectrophotometrie a 340nm et la teneur

absolue est exprimée en Orientine et calculée par la formule suivante :

T (mg/g) =237 102.DO.V. d/ p

DO : densité optique
V : volume de la phase la phase méthanoique
d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé
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¢) Dosage des aglycones flavoniques

Les flavonoides ayant un hydroxyle (-OH) libre en position 3 et 5 réagissent avec les
métaux. Le chlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe avec les flavones et/ou les
flavonols. Pour déterminer la teneur en aglycones, on utilise la méthode du dosage
différentiel, qui est basé sur deux dilutions :
- La 1°°dilution se fait dans de I’éthanol (extrait éthéré+ éthanol 95°).
- La 2% dilution se fait dans la solution d’AlCl; (extrait éthéré+ AlCIz dans 1’éthanol 95°).
- La solution d’AlCI3 est préparée par le mélange de 1g de chlorure d’aluminium dans

100ml d’éthanol 95°.

A partir du résidu sec ¢théré repris dans de 1’éthanol a 95° et d’autre part avec du chlorure
d’aluminium a 1%, apres réaction pendant 15min, la lecture des aglycones se fera entre 400
et 435nm au spectrophotométre.

Concernant le dosage des Aglycones flavoniques (420nm) et des flavonols (435nm), la

formule utilisée est la suivante :

T(mgg")=13x10°x ADOxVxd
P

-A DO : densité optique au piic différentiel égale a DO (AICl3)- D.O (éthanol 95°)
- ¢ : coefficient d’absorption de la Quercétine égale a 302g

-V : volume de la solution éthanolique

- d : facteur de dilution

- p : poids sec du matériel végétal hydrolysé en g
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I1.5 Essai d’élaboration des caryotypes des deux espéeces

Le niveau de ploidie est établi par comptage chromosomiques au stade métaphase de

la mitose des méristémes racinaires.

Le protocole expérimental est celui est celui établi par Jahier et al. (1992). Il permit

d’observer et de dénombrer les chromosomes métaphasiques. Ce protocole est décrit ci-

dessous.

> Prétraitement

Les pointes racinaires ont ét¢ coupées directement a partir des bulbes apres le

prélevement des échantillons. Les bulbes sont débarrassés des racines préexistantes puis

mis a germer dans 1’eau jusqu’a la poussée des racines apres quelques jours (Figurel6).

Hyacinthoides aristidis ——» -';-

Figurel6 : Rhizogenese a partir des bulbes de Hyacinthoides aristidis et Prospero

autumnalis.

Apres apparition des radicules, ces derniéres sont sectionnées une fois qu’elles ont

atteint une longueur de 0.5 et 2 1 cm. Elles sont ensuite prétraitées par immersion dans une

solution de 8-hydroxyquinoline ou a-bromonaphtaléne (agents mitoclasiques.), Tableau 4.

Tableau4 : Prétraitement par deux agents mitoclasiques.

Prétraitement

But

Durée

o-bromonaphtaléne

-Inhiber la formation du
fuseau achromatique.
-bloquer les mitoses au
stade métaphase.

2h a température ambiante

8-hydroxyquinoline

-bloquer les  divisions
cellulaires au stade
métaphase.

4h a température ambiante
ou 24h au froid (4°)

<+——— Prospero autumnalis
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» Ringage

Avec de I’eau distillée pour éliminer 1’exces de I’agent mitoclasique.
> Fixation

Les racines sont ensuite fixées dans un mélange alcool-acide acétique (3: 1 v/v)
pendant 24h a 4° ou bien a température ambiante. Le fixateur détruit toute vie cellulaire.
Il doit avoir une action rapide pour bloquer les divisions cellulaires et maintenir

I’intégrité structurale des chromosomes.

» Stockage et Conservation

Les racines germées ont ¢été stockées dans I’alcool 70° a froid, elles peuvent étre
conservés pendant une longue période.
> Hydrolyse

Apres ringage a I’eau distillée, les pointes racinaires sont plongées dans une solution
d’acide chlorhydrique (HCl IN) a 60° pendant Smn pour subir une hydrolyse. Cette
hydrolyse a pour but de ramollir les méristémes, de rompre des liaisons glucidiques des
bases puriques et de libérer les groupements aldéhydes de I’ADN. Elle facilite, par
ailleurs, 1’écrasement et 1’étalement des cellules et des chromosomes entre lames et

lamelle.

» Coloration
La coloration est réalisée selon la technique de Feulgen et Rossenbeck (1914). Les
extrémités racinaires sont colorées au carmin acétique durant 1h a 3h a I’obscurité et a
température ambiante. Les groupements aldéhydes libérés par 1’hydrolyse, mis en
présence du carmin acétique, donnent une couleur rose aux chromosomes.
» Montage et observation
Apres ringage a ’eau (pour éliminer 1’excés du colorant), les extrémités racinaires
colorées en rouge vif, sont montées entre lames et lamelles, dans une goutte de carmin
acétique ou bien dans I’acide acétique a 45% pour augmenter le contraste entre les
chromosomes et le cytoplasme. Ensuite nous réalisons des squashs qui consistent a écraser les
préparations a 1I’aide du manche d’une aiguille lancéolée.
Les observations sont faites au microscope photonique au grossissement 40x10. (Les

meilleures préparations sont celles qui présentent des chromosomes bien individualisés).
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I Variabilit¢ morphologique des deux espéces Prospero autumnalis et Hyacinthoides
aristidis

Les délimitations et les relations interspécifiques sont abordées a travers une étude de
la variation morphologique des populations naturelles.

Les mesures de 8 caractéres biométriques quantitatifs ont été effectuées sur 10
individus de chaque espéce naturelle.

La matrice de données brutes concernant les longueurs, les largeurs, le diameétre du
bulbe et le nombre de fleurs sont regroupés dans les tableaux 1 et 2 (annexel), ceci a fait
I’objet de 1’¢étude de la variabilité morphologique.

I-1 Comparaison des moyennes des différents caracteres étudiés

Les différences entre les moyennes des caractéres morphologiques étudiés, au sein de
chacune des deux populations sont données dans le Tableau 5 et matérialisés par le graphe de
la figure 17.

Tableau 5: Moyenne + écarts types de caractéres des 2 populations étudiées.

Pop Popl Pop2
Caractere

LOF 4.89+1.71 6.44+1.37
LAF 0.15+0.07 0.85+0.21
NF 2.50+0.50 3.60+0.49
DB 1.39+0.23 0.92+0.35
LNP 17.79£3.08 8.38+1.79
NIF 4.81+£1.94 1.23+0.76
LPF 1.08+0.30 0.40+0.14
NFL 7.70+2.87 8.40+3.93

Les mesures des 8 caracteres effectués soumises au test T (test student) ont montrés
que les mesures de la longueur effectuées sur les feuilles des 2 populations n’ont montré
aucune différence significative a P=5%. Quant aux largeurs des feuilles, elles ont montré des
différences trés hautement significative a P=0.1%.

Le nombre de feuilles dénombrés dans le cas des 2 especes de Hyacinthaceae a montré une

différence trés hautement significative a P=0.001.
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joutons a cela des différences trés hautement significative révélées entre les 2 populations
concernant le diamétre des bulbes, la longueur de la hampe florale, la longueur de
I’inflorescence ainsi que celle du pédoncule floral est ce a P<0.001.

Le caractere nombre de fleurs chez les 2 populations n’a montré aucune différence

significative a P=5%.

cm
20 ~

18 -
16 -
14 -
12 -
10 -+

LOF LAF NF DB L

N popl

pop2

o N b O
1

' ' ' cractéres
NP NIF LPF NFL

Figurel7 : Moyennes des 8 caractéres des 2 populations mesurés chez Prospero
autumnalis et Hyacinthoides aristidis.

Les longueurs, les largeurs des feuilles et le nombre des feuilles et des fleurs sont plus
important chez Hyacinthoides aristidis que chez Prospero autumnalis, alors que la longueur
de la hampe florale, de I’inflorescence et du pédoncule florale ainsi que le diamétre du bulbe

est plus élevé chez Prospero autumnalis que chez Hyacinthoides aristidis.
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II Etude comparative de la composition en flavonoides entre les feuilles et les bulbes.
I1-1 Population 1Prospero autumnalis

Les résultats du tableau 6 nous montrent que la population de Prospero autumnalis présente
des teneurs plus ¢levées en c-glycosides avec une moyenne 0.150+0.024mg/g puis les
anthocyanes avec une moyenne de 0.0883+0.064mg/g puis viennent les aglycones avec une
moyenne de 0.007+0.0101mg/g.

Tableau6 : Moyennes+ écarts types des teneurs absolues en trois classes flavonoides des

deux organes (feuilles et bulbes) de la population 1 Prospero autumnalis.

Teneurs

Organes

Aglycones (mg/g)

Anthocyanes (mg/g)

c-glycosides (mg/g)

Feuilles

0.015

0.134

0.168

Bulbes

0.0007

0.0427

0.133

Moyennes

0.007

0.0883

0.150

Ecarts types

0.0101

0.064

0.024

T(mg/g)
0.18 -

0.16 -
0.14 A
0.12 -
0.1 -

m feuille
0.08 M bulbe
0.06 -
0.04 -

0.02 -

anth

cgly agly

Figurel8 : Moyennes des teneurs absolues des trois classes de flavonoides étudiées des

feuilles et des bulbes de la population 1 (Prospero autumnalis).
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Les feuilles de Prospero autumnalis renferment des quantités importantes en anthocyanes
(0.134mg/g) et en c-glycosides (0.168mg/g). Ces quantités sont plus importantes que celles
contenues dans les bulbes avec respectivement 0.0427mg/get0.133mg/g d’anthocyanes et c-
glycosides quant aux anthocyanes et aglycones, elles ont brillé par leur faible présence dans
les bulbes.

I1-2 Population 2 Hyacinthoides aristidis

La lecture des résultats du tableau 7 montre que les anthocyanes et les c-glycosides sont
présentes en quantités ¢levées dans les feuilles avec respectivement 0.059 mg/g et
0.142mg/g alors que les aglycones ne représentent que 0.004mg/g.

Tableau7 : Moyennes+ écarts types des teneurs absolues en trois classes flavonoides de deux

organes (feuilles et bulbes) de la population 2 hyacinthoides aristidis.

Teneurs Aglycones (mg/g) Anthocyanes (mg/g) | c-glycosides (mg/g)
Organe
Feuilles 0.004 0.09 0.084
Bulbes 0.004 0.053 0.034
Moyennes 0.004 0.143 0.059
Ecarts types 0 0.026 0.035

T(mg/g)
0.09 -

0.08 -
0.07 -
0.06 -
0.05 - H feuille
0.04 - H bulbe
0.03 -
0.02 -

0.01

O T T T
anth cgly agly

Figurel9 : Moyenne des teneurs absolus des trois classes de flavonoides étudiés des feuilles

et des bulbes de la population 2 (Hyacinthoides aristidis).
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La figure 19 montre les résultats des teneurs absolues des substances flavonoiques de deux
organes ¢étudies (feuilles, bulbes) au sein de la population Hyacinthoides aristidis, les feuilles
sont les plus riches en anthocyanes et c-glycosides (0.009,0.0084 mg/g), par apport aux bulbes
(0.053,0.034mg/g), tandis que leurs teneurs en aglycones sont faible et elles sont la méme que
dans les feuilles et les bulbes (0.004mg/g).

III Etude comparative en composés flavonoique entre la population 1 et 2 (Prospero
autumnalis et Hyacinthoides aristidis)

Les teneurs des composés flavonoiques déterminés dans les deux organes (feuilles et bulbes)
des deux populations (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis) sont regroupés dans le
tableau 8.

A) Teneurs en aglycones

L’¢étude comparative des résultats obtenus a partir du tableau 8 nous révéle que les feuilles de
Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis recélent des quantités différentes en
aglycones. La population de Prospero autumnalis a montré une quantité plus importante avec
0.015mg/g comparativement a la population Hyacinthoides aristidis avec 0.004mg/g alors que
les bulbes de Prospero autumnalis renferment moins d’aglycones (0.0007mg/g) que

Hyacinthoides aristidis (0.004mg/g).

Tableau8 : Teneurs en aglycones dans les deux organes (feuilles et bulbes) des deux

populations (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis).

Organes Feuilles (mg/g) Bulbes (mg/g)
Populations
Pop1 (prospero) 0.015 0.0007
Pop2 (aristidis) 0.004 0.004
La moyenne 0.0095 0.0024
Ecarts types 0.007 0.0023
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Aglycones
T(meg/e) gy
0.016 -
0.014 -
0.012 -
M feuilles

0.008 - M bulbes
0.006 -

0.004 +

0.002 +

e

popl pop2

Figure20 : Teneurs en aglycones dans deux organes (feuilles, bulbes) de deux populations

(Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis)

La figure 20 montre les teneurs absolues en aglycones dans les deux organes (feuilles et

bulbes) au sein de deux populations de Hyacinthacees (Prospero autumnalis et Hyacinthoidis

aristidis). Les feuilles de la population de Prospero autumnalis plus riche en aglycones que

celle de la population de Hyacinthoides aristidis. Cependant le bulbe de Hyacinthoides

aristidis et le plus riche en aglycones que celui de Prospero autumnalis.

B) Teneur en anthocyanes

Le tableau 9 nous montre que les feuilles de Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis

recelent des quantités différentes en anthocyanes. La population de Prospero autumnalis a

montré une quantité plus importante avec 0.134mg/g comparativement a la population

Hyacinthoides aristidis avec 0.090mg/g alors que les bulbes de Prospero autumnalis

renferment moins d’anthocyanes (0.0427mg/g) que Hyacinthoides aristidis 0.053mg/g.

Tableau9 : Teneurs en anthocynes dans les deux organes (feuilles et bulbes) de deux

population (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis).

Organes Feuille (mg/g) Bulbe (mg/g)
Populations
Pop1 (prospero) 0.134 0.0427
Pop2 (aristidis) 0.090 0.053
La moyenne 0.112 0.047
Ecarts type 0.031 0.007
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anthocyanes
T(mg/g)

0.14
0.12 ~

0.1 -
m feuille

0.08 - M bulbe

0.06 -
0.04 -

0.02 -

popl pop2

Figure21 : Teneurs en anthocyanes dans deux organes (feuilles, bulbes) de deux populations
(Prospero autumnalis et Hyacinthoide aristidis).

D’apres les résultats de la figure 21 nous remarquons que les teneurs en anthocyanes dans la
partie feuille de la population Prospero autumnalis est plus élevé par rapport aux teneurs des
feuilles de la population Hyacinthoides aristidis. Pour la partie bulbe la population de
Hyacinthoides aristidis qui est la plus riche en anthocyanes que Prospero autumnalis.

C) Teneur en C-glycosides

La lecture des résultats du tableau 10 montre que les quantités des c-glycosides dans les
feuilles de Prospero autumnalis (0.168mg/g) et plus élevée que celle de Hyacinthoides
aristidis (0.084mg/g) ainsi que dans les bulbes de Prospero autumnalis renfermant une
quantité de c-glycosides de (0.133mg/g) et Hyacinthoides aristidis (0.034mg/g).

Tableaul0 : Teneurs en c-glycosides de deux organes (feuilles, bulbes) de deux populations

Organes Feuilles (mg/g) Bulbes (mg/g)
Populations
Popl1 (Prospero autumnalis) | 0.168 0.133
Pop2(Hyacinthoidesaristidis) | 0.084 0.034
La moyenne 0.126 0.083
Ecarts type 0.059 0.070
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C-glycosides
T(mg/g)
0.18 -
0.16 -
0.14 -

0.12

u feuilles
0.1 -

0.08 - M bulbes

0.06 -

0.04 -
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0 . .
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Figure22:  Teneurs en c-glycosides dans deux (feuilles, bulbes) de deux populations

(Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis)

La figure22 nous indique que les organes feuilles et bulbes de la population de Prospero
autumnalis sont plus riches en c-glycosides que les organes feuilles et bulbes de la population

de Hyacinthoides aristidis.

D) Teneurs des feuilles et bulbes en composés flavoniques

-Les résultats du tableau 11 montrent que la teneur en aglycones est plus importante que
celle des anthocyanes et c-glycosides et la teneur la plus faible est celle des c-glycosides.

-Les teneurs moyennes de chaque classe flavonoique sont :

- 0.0059+0.0050mg/g pour les aglycones dans les 2 organes.

- 0.0795+0.0459mg/g pour les anthocyanes dans les 2 organes.

- 0.1045+0.0304mg/g pour les c-glycosides dans les 2 organes.

Ces résultats nous amenent a conclure que les teneurs en c-glycosides dans toutes les parties
sont proche par contre les teneurs en aglycones et en anthocyanes varient d’un organe a un

autre.
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Tableaull : variations des teneurs en composés flavonoiques (aglycones, anthocyanes et c-
glycosides) dans les deux parties de la plante (feuille, bulbe) de deux populations Prospero

autumnalis et Hyacinthoides aristidis.

Teneurs Teneur en Teneur en Teneur en
Aglycones (mg/g) | Anthocyanes c-glycosides
Organes (mg/g) (mg/g)
Feuilles 0.0095 0.112 0.126
Bulbes 0.0024 0.047 0.083
Moyenne 0.0059 0.0795 0.1045
L’écart type 0.0050 0.0459 0.0304

L’¢étude quantitative des différentes classes flavonoiques au sein des deux organes (feuille et
bulbe) des deux populations (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis) nous a permis
d’estimer que les feuilles des deux espéces de Hyacinthacées ont une teneur relativement
¢levée en flavonoides ; la concentration de ces constituants bioactifs dépend de 1’organe
considéré. La concentration plus importante dans les feuilles peut étre expliquée par leur
exposition aérienne qui laisse supposer une agression par les UV. Les flavonoides en raison
de leur faible potentiel redox, réduisent les radicaux hydroxyles par transfert d’hydrogene.
Les radicaux libres seraient responsables d’altérations des acides nucléiques et des processus
d’altération ainsi leur propriété de piégeurs de radicaux libres implique les flavonoides dans
la prévention des dommages oxydatifs causés par les ROS sur les molécules cellulaires. La
feuille est en fait le si¢ge de biosynthese des polyphénols (flavonoides) dans le chloroplaste.
William et Hopkins(2003) ont rapporté que deux flavonols (Kampférol et quércetine) sont
impliqués dans la croissance de la plante régulée par la lumiére. La présence de flavonoides
dans les bulbes bien que leurs teneurs soient faibles pourraient s’expliquer par leur
implication dans 1’établissement de la symbiose endomycorhizienne caractérisant les plantes a
bulbes. La nécessité des flavonoides inducteurs a été démontrée en 1986. Les mécanismes
d’interaction entre les composes phénoliques inducteurs et la protéine NOD produit par

différentes espéces de Glomeromycetes est mal connu.
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IV Essai de détermination des caryotypes des deux espéces

Le dénombrement chromosomique effectué sur plusieurs plaques métaphasiques a été
réalisé a partir de mitose somatique des deux populations du Prospero autumnalis et
Hyacinthoides aristidis.

Plusieurs essais ont été faits afin d’obtenir des plaques métaphasiques nettes pour le
dénombrement des chromosomes des deux populations. Les 2 figures citées ci-dessous
montrent que les plaques observées sous microscope photonique G : 40x10 ne permettent pas
de compter le nombre des chromosomes a cause probablement de la mauvaise conservation

du matériel biologique relatif aux racines des deux espéces de Hyacinthaceae.

Figure 23: Différentes phases mitotiques de Prospero autumnalis observées au microscope
photonique G : 40%10 (Laboratoire de CIV, 2016).

Figure24 : Différentes phases mitotiques de Hyacinthoides aristidis observées au microscope
photonique G : 40%10 (Laboratoire de CIV, 2016).
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D’apres les figures 23 et 24 le nombre des chromosomes dénombré est approximativement
¢gale a (2n=14) pour Prospero autumnalis et (2n=16) pour Hyacinthoides aristidis.

Selon HAMOUCHE (2014), les trois nombres chromosomiques rencontrés en Algérie
(2n = 14, 2n = 28 et 2n =42) correspondent aux trois niveaux de ploidie 2x, 4x et 6x, reconnus

dans le complexe polyploide de Prospero autumnalis.

Figure2S5 : Caryotype de Prospero autumnalis d’aprées HAMOUCHE (2014).

a:2n=2x=14
b:2n=4x=28
c:2n=6x=42



Conclusion et perspectives

A TDissue de ce travail, 1’étude morphométrique a montré qu’il y a une différence
significative entre les différents organes (feuilles. Fleurs et bulbes) des deux espéces de
Hyacinthacées (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis).

Dans I’étude des flavonoides, 1’hydrolyse acide effectuée, nous a permis d’identifier
I’existence des composés flavonoiques dans les feuilles et les bulbes.

Les dosages effectués sur les phases éthérées et acides extraites des feuilles et des bulbes des
deux especes ont mis en évidence, la présence de 3 classes de flavonoides (Aglycones,
Anthocyanes et C-glycosides).

Les feuilles ont révélé une teneur plus importante en flavonoides que les bulbes.

L’¢étude des caryotypes par la méthode de Jahier et al, (1992) a montré que le nombre de
chromosomes dénombré est approximativement €gale a (2n=14) pour Prospero autumnalis et
(2n=16) pour Hyacinthoides aristidis.

En perspectives d’étude, il faut savoir qu’il reste encore beaucoup de plantes locales utiles qui
n’ont pas été étudiées et qui n’ont pas été analysées afin de déterminer leurs potentialités,
dans différents domaines et qui mériteraient d’étre investiguées.

Refaire et approfondir I’étude cytogénétique en vue d’¢laborer un caryotypique. Il serait
¢galement utile d’approfondir les études concernant I’identification des principes actifs du
point du vue qualitatif et quantitatif.

Déterminer les chémotypes exacts et complet par CCM, CP, CPG et HPLC. Envisageant des
expériences "in situ" en testant ces principes sur des cas pathologiques.

Il serait également intéressant d’extraire les autres principes actifs de la plante tels que les
saponosides, tanin et alcaloides et de tester leur pouvoir antimicrobien et bactéricide sur un
large panel de souches bactériennes et fongiques devenues, a I’heure actuelle, multi

résistantes aux antibiotiques.
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Annexes

Annexe 1: Matrice des mesures morphométriques des feuilles et bulbes de Prospero
autumnalis et Hyacinthoides aristidis

Tableaul : Population 1 (Prospero autumnalis).

Caractéres | A B C D E F G H
1 7.2 0.1 3 1.4 23.7 8.5 1.4 12
2 4.2 0.2 3 1.6 15.5 3.5 1.2 7
3 5.5 0.3 2 1.7 19.2 2.7 0.8 6
4 5 0.1 2 1.1 15.1 2.1 1 4
5 3.5 0.2 2 1.5 21.4 7.7 1.8 11
6 6.3 0.2 3 1.4 14.4 52 0.8 10
7 3.1 0.1 3 1.7 19.3 5.8 1 10
8 5.5 0.1 2 1.2 14.3 4.2 1 8
9 2.2 0.1 3 1 15.6 4 1 3
10 7.6 0.1 2 1.3 19.3 4.4 0.8 6
Tableau2 : Population 2 (Hyacinthoides aristidis).

A B C D E F G H

1 6 0.8 4 0.7 10.3 29 0.5 19
2 6.3 0.8 3 1 8.8 1.2 0.4 6
3 6.8 0.9 3 0.7 10.7 2 0.7 9
4 6 0.7 4 0.8 6 0.2 0.2 4
5 6 0.8 3 1 8.3 1.4 0.4 7
6 5.8 1 4 1 6.5 0.2 0.2 6
7 4.7 0.7 4 1.1 52 0.8 0.4 6
8 5.4 0.6 3 0.4 10 1.2 0.4 8
9 7.4 0.8 4 0.7 9 1.2 0.3 10
10 10 1.4 4 1.8 9 1.2 0.5 9
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Annexe 2 : Extraction des polyphénols par hydrolyse acide.
Dillution de Hcl 10N en Hel 2N

Hcl a 37 % (flacon initial)

37g— 5 100 ml X=370¢g

Xg_ 51000 ml}

1 mol d’HCI=36.5g | X=10.13 mol
Xmol—» 370 g

(HC1 10 N =370g HC1 + 1000 ml d’eau distillée = la solution meére d’HCI1 37 %)
10N :10.13 mol— 31000 ml } X=197.4 ml

2N:2mol — 5 Xml

(197.4 ml d’HC1 10 N ajusté jusqu’a 1000 ml d’eau distillée)
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Séparation a 1’éther Hypophase rouge Anthocyanes  Séparation au n-butanol

diéthylique et C-glycosides

Extrait éthanolique de la phase éthérée. C-glycosides

Quelques étapes du protocole expérimental d’extraction des flavonoides
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Annexe4 : solutions utilisées pour D’étude cytogénétique des deux espéces de
Hyacinthaceae
Préparation de la solution d’acide de 100mld’acide acétique a 90%
* 90 ml d’acide acétique + 10 ml d’eau distillé
Préparation de la solution de 100ml d’ethanol a 70%
% 70ml d’ethanol + 30 ml d’eau distillé
Préparation de la solution de a-Bromonaftaléne
* 5 a 6 gouttes de a-bromonaftaléne dans un pilulier d’eau de robinet, agité trés bien
jusqu'a se que la solution deviens opaque
préparation de la solution d’HCI 1N :
10ml d’HCI 10N+90ml d’eau distillée
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Annexe3 : Dosages quantitatifs des flavonoides.
1- Les feuilles

1-1 : Population 1 Prospero autumnalis

Tableau3 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 8.5 8.5 8.5
Poids(g) 0.115 0.115 0.115
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.035 0.035 0.035
optique(DO)

T%(mg/g) 0.134 0.134 0.134

Tableau4 : Dosage quantitatif des c-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 7 7 7
Poids(g) 0.115 0.115 0.115
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.117 0.117 0.117
optique(DO)

T%(mg/g) 0.168 0.168 0.168




Tableaus : Dosage quantitatifdes Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 8 8 8
Poids(g) 0.115 0.115 0.115
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.083 0.041 0.044
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.025 0.025 0.025
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.008 0.008 0.008
T%(mg/g) 0.015 0.015 0.015
1-2 :Population2 Hyacinthoides aristidis

Tableau6 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N
Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 30 30 30
Poids(g) 0.415 0.415 0.415
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.024 0.024 0.024
optique(DO)

T%(mg/g) 0.090 0.090 0.090
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Tableau7 : Dosage quantitatif des c-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 26 26 26
Poids(g) 0.415 0.415 0.415
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.057 0.057 0.057
optique(DO)

T%(mg/g) 0.084 0.084 0.084

Tableau8 : Dosage quantitatif des Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 9 9 9
Poids(g) 0.415 0.415 0.415
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.022 0.022 0.022
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.007 0.007 0.007
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.015 0.015 0.015
T%(mg/g) 0.004 0.004 0.004
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2 : Les bulbes

2-1 :Population1Prospero autumnalis

Tableau9 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 37 37 37
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.371 0.371 0.371
optique(DO)

T%(mg/g) 0.0427 0.0427 0.0427

Tableaul0 : Dosage quantitatif des C-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 42 42 42
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.067 0.067 0.067
optique(DO)

T%(mg/g) 0.133 0.133 0.133




Tableaull : Dosage quantitatif des Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 4 4 4
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.024 0.024 0.024
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.017 0.017 0.017
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.007 0.007 0.007
T%(mg/g) 0.0007 0.0007 0.0007
2-2/ Population 2 Hyacinthoides aristidis

Tableaul2 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N
Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 34 34 34
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.015 0.015 0.015
optique(DO)

T%(mg/g) 0.053 0.053 0.053
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Tableaul3 : Dosage quantitatif des C-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 40 40 40
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.018 0.018 0.018
optique(DO)

T%(mg/g) 0.034 0.034 0.034

Tableaul4 : Dosage quantitatif des Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 3.5 3.5 3.5
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.051 0.051 0.051
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.008 0.008 0.008
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.043 0.043 0.043
T%(mg/g) 0.004 0.004 0.004
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Résumé :

Cette étude a pour but d’évaluer les différences morphométriques entre les feuilles et
les bulbes des espéces Hyacinthacées Prospero automnalis et Hyacinthoides aristidis,
provenant toutes deux de la région de Tizi Rached. L’extraction et le dosage des
flavonoides a partir des feuilles et des bulbes ont montré que les feuilles sont plus
riches en flavonoides que les bulbes. Les teneurs en c-glycosides sont plus
importantes que celles des anthocyanes et aglycones flavonoiques chez les deux
especes considérées. L’essai ¢élaboré dans le but de déterminer le nombre de
chromosomes a révélé que Prospero autumnalis avec 2n = 14 et Hyacinthoides
aristidis 2n = 16.

Mots clés : Prospero autumnalis, Hyacinthoides aristidis, Tizi Rached, flavonoides,

chromosomes.

Abstract :

This study aims at estimating the morphometric differences between leaves and bulbs
of two species of Hyacinthacées Prospero automnalis and Hyacinthoides aristidis,
coming from the region of Tizi Rached. The extraction and the dosage of flavonoids
from leaves and bulbs showed that leaves are richer in flavonoids than bulbs. The
contents it c-glycosides are most important than those of the anthocyanins and
aglycones flavonoiques to both considered species. The trial developed with the aim
of determining the number of chromosomes revealed that Prospero autumnalis with
2n = 14 and Hyacinthoides aristidis 2n = 16.

Keywords: Prospero autumnalis, Hyacinthoides aristidis, Tizi Rached, flavonoids,

chromosomes.
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Introduction

Les recherches sur les bienfaits des plantes sont toujours d’actualité, avec pour
conséquences de nouvelles découvertes dont les applications sont nombreuses, aussi bien en
médecine et en pharmacie que dans d’autres domaines tels que 1’agroalimentaire et les
industries chimiques (VAN HELLEMONT, 1986).

L’Algérie est considérée comme 1’un des 33 points chauds de trés forte biodiversité
avec le plus grand nombre de plantes endémiques. C’est un pays possédant d’importantes
richesses phytogénétiques. Cette richesse est principalement localisée dans les régions
telliennes, les secteurs humides et subhumides qui comportent des «hotspots » ou points
chauds de biodiversité unique (VELA et BENHOUHOU, 2007 ; AMIROUCHE et MISSET,
2009). Les taxons endémiques, occupent des aires géographiques plus réduites par rapport aux
autres, représentants proches sur le plan systématique et sont donc en général des especes
rares. La sauvegarde du patrimoine génétique des espéces rares, relictuelles et endémiques est
devenu une nécessité face aux menaces d’une civilisation de plus en plus envahissante
(FAVARGER et SILJAK-YAKOVLEV, 1986).

Depuis les nombreux remaniements concernant 1’ordre des Liliales et des Asparagales,
la famille des Hyacinthaceae et devenue une famille singuliére est devenue un bon exemple
d’étude. Actuellement, la famille des Hyacinthaceae est positionnée dans [’ordre des
Asparagales par de nombreux travaux systématiques (JUDD et al., 2002 ; APGIII, 2009).

Pour cet intérét grandissant des substances naturelles bioactives, les polyphénols
conservent une place de choix dans la découverte de ces nouvelles molécules thérapeutiques,
et capturent I’intérét de plusieurs recherches vue le nombre de leur propriétés biologiques
indénombrables, D’activité antioxydante est 'une de ces propriétés qui fait actuellement
I’objet de nombreuses ¢tudes (HENNEBELLE, 2006).

Cette étude repose sur une caractérisation morphologique et une quantification des
polyphénols flavoniques ainsi qu’un essai de détermination des caryotypes des deux espéces
de Hyacinthaceae Hyacinthoides aristidis et Prospero autumnalis.

Le premier chapitre porte sur une étude bibliographique relative aux deux espéces
(Hyacinthoides aristidis et Prospero autumnalis), ainsi qu’aux polyphénols, le deuxi¢me
concerne le matériel et les méthodes utilisées, le troisiéme chapitre est consacré aux résultats

et discussion et enfin une conclusion et perspectives d’étude terminent notre travail.
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I- Généralités sur les scilles

Les scilles "sensu lato" sont des Plantes herbacées monocotylédones vivaces a bulbe.
Leur feuilles sont simples, sessiles, enti¢res, basilaires regroupées en rosette se développant
pendant ou apres la floraison. La hampe florale est aphylle portant des inflorescences de type
grappe rarement cyme. Les fleurs sont hermaphrodites, actinomorphes, pédonculées avec ou
sans bractées florales. Le Périanthe est dialytépale a tépales uninerviés de couleur variable
(lilas, violets ou bleus) disposés en deux verticilles. L’androcée est dialystémones,
diplostémones, alternitépales a insertion du filet médifixe. L’ovaire est supére constitué¢ de
trois carpelles soudés uniloculés. Le style présent stigmate trilobé. Les ovules sont anatropes a
placentation axile.le fruit est une capsule subglobuleuse, loculicide. Les graines ovoides,
albuminées a embryon droit ou courbe.

Les Scilles d’Algérie se rapportent a trois genres appartenant a la famille des Hyacinthacée,
Prospero salisb, Barnardia lindley et Hyacinthoides (Rothm) .Ces especes sont endémiques a
I'Algérie et la Tunisie. En Algérie, il semble que la zone naturelle de ces espéces est
principalement la région de Kabylie a I'est d'Alger, mais il est possible de le trouver dans la

partie occidentale jusqu'a Cherchell (Hamouche 2014).

I-1 Présentation de la famille des Hyacinthaceae

Dans les flores de Maire(1958) et de Quezel et Santa (1962), les genres de la famille des
Hyacinthaceae étaient regroupés dans 1’ancienne famille des Liliaceae.

Actuellement, la famille des Hyacinthaceae est incluse dans la famille des Aspargaceae
qui contient approximativement 70 genres et 1000 especes et qui sont distribuées en Europe et
dans la région extratropicale de I’Asie et de 1’Afrique (Pfosser et Speta, 1999 ; Watson et
Dallwitz, 2000).

Quelques genres transférés de la famille des Liliaceae aux Hyacinthaceae sont par
exemple :Bellevalia, Brimeura, Charybdis, Dipcadi, Drima ,Hyacinthella, Hyacinthus, Muscari,
Ornithogalum,Othocallis, Prospero et Scilla....

La famille des Hyacinthaceae a plusieurs centres de diversit¢é avec un grand nombre
d’especes en Afrique australe, en M¢éditerranée (Pfosser et Speta, 2001) et au Nord de
I’Europe jusqu'au sud de I’Asie avec quelques especes au Sud-Ouest Américain. Les taxons
de cette famille sont adaptés a des climats saisonniers avec des périodes seéches et humides

dans des régions tropicales et peu dans les régions forestieres (figurel).
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Figurel : Distribution de 1’espéce Hyacinthoides en Afrique (site African Flowering Plants

Database).

En Algérie, les Hyacinthaceae se développent préférentiellement dans les biotopes frais du
littoral, des collines du Sahel et de I’Atlas tellien. Certaines espéces sont menacées de
disparition, leur habitat subissant d’importantes dégradations dues aux activités anthropiques
telles que I'urbanisation, la pollution, la déforestation et 1’érosion des sols (Hamouche, 2014)

Certains taxons de cette famille sont largement répartis, d’autres sont endémiques.

I-1-1 Les sous-familles des Hyacinthaceae

L’analyse du séquencage de geénes nucléaire et chloroplastiques a permis a Pfosser et
Speta (1999) et Manning et a/.(2004) la reconnaissance de quatre sous-familles dans la
famille des Hyacinthacées ce sont :Hyacinthoideae (contient 4000 especes),Ornithogaloideae
(supérieure a 100 especes),Urgineoideae (il ya 200-300 espéces) ,oziroeoideae (Manning et

al.,2009 ;Martinez-Azorin et al.,2011).
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I-2 Le genre Hyacinthoides

Hyacinthoides est un genre de plantes herbacées vivaces, bulbeuses, blanchatres, ovées,
monocotylédones. Il appartient a la famille des Liliaceae selon la classification classique. La
classification phylogénétique le place dans la famille des Hyacinthaceae (ou optionnellement
dans celle des Asparagaceae).

Les especes de ce genre ont eu plusieurs noms a travers 1’histoire de la classification des

especes de Liliacées appartenant au genre Scilla. (Tableau 1)

Tableaul : Représentation des noms des quelques especes de genre Scilla qui ont subi des

changements radicaux dans leur statut taxonomique.

Ancien nom Nouveau nom
Scilla autunmalis L. Speta. Prospero autunmale (L) Speta
Scilla obtusifolia Poir. Prospero obtusifolium (Poir). Speta.
Scilla artistidis Coss. Hyacinthoides artistidis Coss.
Scilla numidica Poir. Barnardia numidica (Poir.) Speta.

Les especes appartenant au genre hyacinthoides sont des plantes ligneuses avec des fleurs en
forme de cloche de couleur bleu. Elles se distinguent des espéces appartenant au genre scilla
par des bulbes se renouvelant chaque année et des fleurs portées par deux bractées bisanneles.
Ces plantes sont rustiques, méditerranéennes, majoritairement distribuées dans la partie
occidentale incluant I’ Afrique du nord (Maroc, Algérie et Tunisie) (Grund mann et al., 2010).

I-3 Présentation de Hyacinthoides aristidis

Hyacinthoides aristidis (coss.)Rothm(1944) est un parent de la jacinthe des bois et
précédemment étiqueté Scilla aristides.
Il est originaire d’Algérie mais qui n’est pas connue a cause de sa premicre saison de
floraison, d’habitude en Janvier mais peut s’étendre a février.
C’est un bulbe (une ampoule) nain tolérant au froid.
I1 produit des pointes de fleur sur des tiges courtes avec deux feuilles vertes brillantes
toutes basales, entourées inférieurement par 1-2 graines membraneuses blanchatres tres

obtuses. La fleur est une nuance délicate de bleu.
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I-3-1 Description botanique

Les feuilles sont engainantes n’atteignant pas 25cm de long, lancéolées aigues plus ou moins
obtuses et apiculées .Elles sont plus larges au sommet. Elles sont ordinairement au nombre de
2 parfois 3maximum, a nervation parall¢les. Les fleurs hermaphrodites sont groupées en
inflorescence de type cyme. La pollinisation est assurée par les insectes (entomogame). Elles
sont actinomorphes, hypogynes de coloration bleue. Elles sont tepaloides a deux verticilles,
dialypétales uninerviés, a nervure bleue. Les pédoncules floraux étalés-dressés, anguleux, non
denticulés. La fleur est munie a la base de deux bractées blanchatres, membraneuses un peu
inégales. L’androcée est constitué¢ de six étamines. Les filets staminaux sont insérés a la base
des tépales. Les anthéres de couleur bleu sont médifixes a déhiscence longitudinale introrse.
Le gynécée a un seul style de couleur bleu violet. Les tiges sont floriferes dressées
sillonnées-cotelées. Le fruit est une capsule noire a 3 sillons, L’ovaire est supere de coloration
bleue a trois loges biovulés. La graine est subglobuleuse. Un bulbe tuniqué blanchatre, avec

des racines fasciculées sortant a la base et au milieu du bulbe (figure2).

E r = ’ - B i - o
L o v :

Figure2 : Morphologie de Hyacinthoides aristidis (Coss et Rothm 2015).

Habitat : Hyacinthoides aristidis est une plante de demi-ombre préférant les sols 1égerement
acides et profonds limono-sableux. Elle apprécie les chénaies-hétraies et les haies

de Fagetalia, et de Quercetalia robori-petreae.

L
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I-3-2 Aire de répartition

Hyacinthoides se trouve en Algérie et en Tunisie. Dans la flore de Quézel et Santa
(1962), Ce taxon est présent au niveau des secteurs K1 (grande Kabylie), K2 (petite Kabylie),
et K3 (Numidie de Skikda a la frontiére tunisienne).

Dans la flore de Maire (1958), elle se situe également en Algérie et Tunisie (figure3).

f ; = e
e - Vs L

Figure3 : Distribution de I’espéce Hyacinthoides aristidis en Afrique (site African Flowering

Plants Databas).

D’apres la classification des espéces endémique 1’espece Hyacinthoides est considérée
comme paleoendemique.
I-3-3 Systématique

Hyacinthoides aristidis est classé dans la systématique classique de cronquist (1981) comme

suit :

Reégne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Sous/ classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Sous /Famille : Hyacinthoideae

Lk
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Genre : Hyacinthoides
Espece : Hyacinthoides aristidis
Nom binominal
Hyacinthoides aristidis (Coss).Rothm.1944
Classification phylogénétique (APGIIIL, 2009)
En phylogénétique Hyacinthoides aristidis appartient a :
Ordre : Asparagales
Famille : Hyacinthaceae

I-4 Le genre prospero

Prospero est une plante européenne et méditerranéenne qui appartient a la famille des
Hyacinthaceae (ou Asparagaceae) autrefois inclus dans le genre Scilla.

Les feuilles les plus grandes des plantes adultes dépassent 1,5 mm de large, a section en
croissant (face supérieure nettement concave et marges formant un angle aigu), au nombre de
4-8, émergeant peu apres les pluies d’automne. Les inflorescences sont formées de 8-25
fleurs en racéme. La hampe normalement dressée. La partie aérienne a longue mesure de 5-30
cm.

C’est un taxon trés répandu dans le bassin méditerranéen, au moins occidental, mais
remontant également vers le nord-ouest et le centre de I’Europe; ce dernier point suggere une
correspondance avec les cyto-types polyploides, connus pour représenter exclusivement
I’espéce en Europe non méditerranéenne (Vaughan et al., 1997). Toute la Corse et une grande
partie de la France.

I-4-1 Présentation de Prospero autumnalis (L.) Speta

Prospero autumnalis (L.) Speta (syn. : Scilla autumnalis L.), est une plante qui appartient
a la famille des Liliaceae selon la classification classique. La classification phylogénétique la
place dans la famille des Hyacinthaceae (ou optionnellement dans celle des Asparagaceae).
Prospero autumnalis est une Plante vivace de petite taille mesurant 10-25 cm, a bulbe
gros, ovale, blanchatre .La tige gréle, généralement droite deés la base, rude-pubérulente dans
son tiers Inférieur, 1a 2 fois plus longue que les feuilles adultes. Les feuilles sont au nombre
de 5-10, nulles ou trés courtes a la floraison, puis allongées, dressées, étroitement, linéaires
subaigués, un peu en gouttiére, lisses de couleur vert foncé. Au mois d’Aott, les fleurs
deviennent violacées jusqu’au mois d’octobre. Elles sont groupées en grappe courte puis

allongée, a pédicelle ascendant, sans bractées, égalant le périanthe persistant long de 4-5 mm.
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Les anthéres sont noiratres. Le fruit est une petite capsule, subglobuleuse-obtuse, a 2 graines
par loge. La pollinisation est de type entomogame.

Elle apprécie les pelouses séches ou les rochers, soit en terrain montagneux ou semi-
montagneux, soit sur les cotes méditerranéennes et atlantique jusqu'a 700 m d’altitude du
niveau de la mer.

Prospero autumnalis (L.) Speta, est I'une des dizaines d’especes qui ont été décrites par
Speta (1982) .Elle a été aussi d’écrite dans la flore de 1I’Afrique du nord et de I’Algérie
(Maire 1958).

I-4-2 Description botanique

Dans cette partie nous décrirons les différents organes constituant Prospero autumnalis.

Les feuilles sont basales dressées, larges de 2 mm, lisses. Elles sont situées a la base de la
tige portant les fleurs, poussant parfois apres les fleurs. Les fleurs situées au centre de la
plante de couleur rose violacé sont groupées en grappe d’abord courtes et compactes puis
laches et allongées. Elles sont non bractéolées bisexuées de type 3.Elles n'ont qu'une seule
enveloppe florale: 6 tépales libres, soudés a la base, violets, obtus, 6 étamines a anthéres
noiratres, en 2 verticilles, 3 carpelles soudés en un ovaire supére a 3 loges. Les pédicelles
ascendants, égalent le périanthe persistant long de 4-5mm.La tige est cylindrique gréle,
dressée, et droite (figure4). Le fruit est une petite capsule, subglobuleuse- obtuse; graines a 2
loges .il est sec, déhiscent, s'ouvrant par des fentes en deux ou plusieurs valves, ou par des
dents ou par des pores, contenant plusieurs graines a mode de dissémination barochore. Un
bulbe petit, blanc, perdant lentement ses tuniques extérieurs ce qui fait que le plateau s’¢éleve
dans I’intérieure du bulbe et envoie dans toutes les directions des racines qui percent ses

tunique.
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Chapitre |

Figure4 : Morphologie de Prospero autumnalis (Amirouche ,2014).

Habitat : Prospero autumnalis pousse librement dans la nature sur des pelouses basophiles

méso méditerranéennes, méso xérophiles.

I-4-3 Aire de répartition
Prospero autumnalis  est distribu¢ de I'Europe occidentale et la Méditerranée, Asie

occidentale a Afrique. (L abbé Coste ,2011) (figure5).
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Figure5 : Distribution de I’espece Prospero autumnalis (L.) Speta (1998) en Afrique (site

African Flowering Plants Database).
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I-4-4 Systématique

Prospero autumnalis est classé dans la systématique classique selon Cronquist (1981) comme

suit :

Reégne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Sous/ classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Sous /Famille : Hyacinthoideae
Genre : Prospero

Espece : Prospero autumnalis

Nom binominal

Prospero autumnalis

(L.) Speta, 1982

Classification phylogénétique (APGIII, 2009)
En phylogénétique appartient a :

Ordre : Asparagales

Famille : Asparagaceae

I-5 Caryosystématique

Les Hyacinthaceae sont variables caryologiquement (Pfosser et Speta, 1999). Le
dénombrement chromosomique de cette famille présente un complément chromosomique
extrémement variable avec un nombre de base x=4, 5, 6,7 et 8 avec plusieurs niveaux de
ploidie (2n= 8, 10, 12, 14, 16, 26, 28, 42, 56, 70) qui sont signalés dans diverses populations
du bassin méditerranéen. Pour la sous-famille des Hyacinthoideae le nombre ancestral de base

est de x=9 (Brullo et al., 2009).

10
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II Les polyphénols

Les composés phénoliques (CP), sont des molécules du métabolisme secondaire
spécifiques du régne végétal.

Cette apelelation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1999).

A T’heur actuel, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (Tao et Lambert,
2014).

Ils ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une
ou plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent étre libres ou engagées (Roberds, 2003 ;
Hennebelle et al., 2004), avec ou non d’autres fonction alcoolique (OH), carboxylique
(COOR),...).

II-1 LES Différentes familles de composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de classes
(Harborne, 1990 ; Macheix et al., 2006) qui se différencient d’abord par la compléxité du
squelette de base (allant d’un simple Cs a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré
de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...) enfin
par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,
protéines, autres molécules secondaires pouvant étre ou non des composés) (Macheix et al.,

2006).

Selon Harborne (1993), les composés phénoliques se répartissent dans différentes
familles : anthocyanes, coumarines, lignines, flavonoides, tanins, quinones, acides phénols,
xanthones. Ce sont des monomeéres, des polymeres ou des complexes dont la masse

moléculaire peut atteindre 9000.
Dans le tableau 2 sont citées les principales classes des composés phénoliques.

Tableau?2 : Les principales classes des composés phénoliques (Macheix ef al., 2006).

Squelette carboné | Classe Exemple Origine (exemples)
Cs Phénol simple Catéchol Nombreuses
especes
Ce-Cy Acides p-hydroxybenzoique | Epices, fraise
Hydroxybenzoiques
Ce-Cs3 Acides Acide caféique Pomme de terre

11
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Hydroxycinnamiques Acide férulique. Pomme
Coummarines Scopolétine
Citruc
Ce-Cs4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-Co Stilbénes Resvératrol Vigne
Ce-C3-Cs Flavonoides Kaempférol, Fruits, Iégumes,
e Rlavonols quercétine Fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
e Flavanols pélargonidine Pomme, raisin
e Flavanones Catéchine, Citrus
Isoflavonoides ¢picatéchine
Naringénine Soja, pois
Daidzéine
(Cs-Ca)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des
fruits
(Cis) Tannins Raisin rouge, kaki

II-2 Les Flavonoides

Selon la figure 6 les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbones
(C6.C3.Cp) ; correspond a la structure du diphényle propane (Santos-Buelga et Scalbert,
2000). Il comprend a lui seul plus de 6000 molécules regroupées en sous classes (Ribereau-
Gayon, 1968 ; Macheix et al., 2006).

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ce sont des
substances généralement colorées trés répondues chez les végétaux. On les trouve dissoutes
dans les vacuoles a 1’état d’hétérosides ou comme des constituants de plastes particuliers, des
chromoplaste. Presque toujours hydrosolubles. Ils sont responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Tel est les cas des flavonoides jaunes (chalcones,
flavanols Jaunes), des anthocyanosides rouges, bleus ou violets.

Il reste des milliers d’autres composés a découvrir puisque le squelette des flavonoides
peut étre substitué par différents groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et isoprényl

(Becheer, 2003).
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OH O

Figure 6 : Structure générale des flavonoides (Bruneton, 1999).
I1-3 Localisation et role des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont présents dans les vacuoles des cellules, participent
aux réactions de défense face a différents stress biotiques ou abiotiques (pathogenes,
rayonnements UV....) et contribuent a la qualité organoleptique des aliments issu des
végétaux (couleur, astringence, arome, amertume). Leur répartition tant qualitative que
quantitative dans la plante varie selon les especes, les organes, les tissus ou encore les
différents stades de développement (Robards et al., 1999 ; Gresele et al., 2011).

Se sont des composés trés hétérogenes tant par leur composition que par leur structure.
Pendant longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement
inactifs, ils ne suscitaient donc que peut d’intérét. A I’heure actuelle, cette opinion a changé,
du fait de nombreuses recherches qui ont largement montrées que ces composé€s ne sont pas
inertes et contribuent efficacement dans la biosynthése de divers métabolites de 1’organisme.

Chez les végétaux, ils sont soumis a d’importances variations quantitatives et
qualitatives, ce qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable. Ils interviennent
dans des processus vitaux les plus divers. D’ou I’importance croissante des é¢tudes consacrées

a ces composés (Moulti-Mati et Kebbab, 2014).

I1-4 Propriétés physico-chimiques
*Les propriétés physiques
Les polyphénols sont solubles dans les solvants organiques polaires, par contre leurs

formes hétérosidiques sont solubles dans 1’eau (Bruneton, 1993).
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*Les propriétés chimiques

Tous les composés phénoliques sont instables et sont facilement oxydables, surtout en
milieu alcalin (Bruneton, 1993).

Les propriétés chimiques des phénols sont dues : d’une part aux propriétés propres au
groupement OH qui sont affectées par la présence d’un cycle benzénique, d’autre part aux
propriétés de ce cycle qui sont elles méme influencées par la présence d’un ou de plusieurs
groupements OH.

L’¢tude des phénols implique donc I’étude de I’influence mutuelle de la fonction

phénol et du cycle benzénique (Ribereau-Gayon, 1968).

II-5 Domaines d’application des composées phénoliques

*Application pharmacologique

Les composés phénoliques sont souvent anti-inflammatoires. Ils peuvent étre anti-
allergiques (Bruneton, 1993).

Les flavonoides ont une propriété «vitaminique p» potentiellement veino actifs ; ils
diminuent la perméabilité¢ des capillaires sanguins et renforcent leur résistance (Bruneton,
1993). Les flavonoides ont aussi un effet anti-hémorragique dans le scorbut et un effet anti-
spasmodique (Delaveau, 1988).

Selon Perrin (1992), les polyphénols contenus dans les fruits et les 1égumes réduiraient
le risque de certains cancers, ils assurent aussi une protection contre 1’athérosclérose.

*Application agro-alimentaire

La vanilline, abondamment utilisée dans I’industrie agro-alimentaire a la place de la
vanilline et des extraits de vanille, est actuellement synthétisée a partir des phénols, elle peut
aussi €tre obtenue a partir des lignines matiére premic¢re abondante et peut coliteuse

(Bruneton, 1993).

La grande oxydabilité¢ de certains phénols permet de les utiliser comme anti-oxydant,

pour protéger 1’oxydation des huiles et des graisses (Ribereau-Gayon, 1968).

*Application en chimiotaxonomie

Les caractéres morphologiques ne sont pas les seuls a étre pris en compte pour la
détermination et la classification des végétaux. Les caracteéres chimiques sont également
utilisés depuis longtemps pour la classification des especes végétale. Mais cette

chimiotaxonomie ne s’est réellement développée que depuis les progreés de la biochimie
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végétale. Parmi les marqueurs utilisés nous pouvons citer les composés phénoliques (Ribereau
Gayon, 19868).

Selon Ait Ameur (1999), les flavonoides sont de bons marqueurs taxonomiques. Grace
a leur bonne stabilité ils constituent des caracteres héréditaires dotés d’une diversité
structurale tres forte (double liaison, substituant variés, etc.).

Ils sont non seulement des marqueurs qui discriminent les différents groupes de

végétaux mais aussi un outil d’interprétation des rapports évolutifs entre ces groupes (Chehrit,
1995).

I1-6 Utilisations des acides phénoliques par la plante
Les composés phénoliques sont utilisés par la plante comme moyen de défense contre
les agressions pathogénes :

e Les acides phénols sont anti-bactériens et antifongique, en particulier a I’égard des
organismes phytopathogeénes. Parmi ces acides, les dérivés de I’acide caféique sont des
précurseurs de tanins qui en s’oxydant peuvent former des quinones fortement
fongitoxiques (Bruneton, 1993).

e Les lignines peuvent renforcer la paroi cellulaire lors de I’infection. Elles réduisent
aussi la quantité d’eau pénétrant a travers les tissus conducteurs de la séve brute
(xyléme et bois) en les rendant plus résistant aux attaques microbiennes (Cambel,
1993).

e Les flavonoides jouent un rdle dans la protection des tissus contre les effets nocifs du

rayonnement ultraviolet (Bruneton, 1993 ; Richter, 1993).
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I Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de feuilles et de bulbes de deux populations de
scille d’automne qui proviennent de la région de Kabylie.
I-1 Station d’échantillonnage

L’échantillonnage de Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristides a été effectué
en automne dans un verger d’Olivier (Olea europea) au les plantes étaient en floraison, sous
un bioclimat Subhumide. La zone de prélévement est située a 300 m d’altitude environ dans la

région de Tizi-Rached

I-1-1 Les feuilles
Apres échantillonnage les feuilles ont été séchées a ’ombre et a 1’abri de ’humidité et
sont stockées soigneusement.
Elles sont ensuite coupées et broyées a I’aide d’un broyeur ¢lectrique a couteau, afin
d’obtenir une poudre végétale, qui sera utilisée pour 1’extraction des différent composés

phénoliques (figure7).

Figure 7 : Feuilles de Hyacinthoides aristidis séchées et coupées.

I-1-2 Les bulbes
Les bulbes récoltés ont ét¢ d’abord débarrassés de leurs pellicules. Aprés séchage a une
température ambiante les bulbes sont coupés et broyés (Figure 8 et 9). La poudre obtenue

servira a la préparation des extraits.
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Figure8 : Bulbes de Hyacinthoide aristidis séchés et coupés.

Figure9: Bulbes de Prospero autumnalis séchés et coupés.

II Méthodes
II-1 Etude morphologique

Un caracteére taxonomique peut étre déterminé morphologiquement pour classer les

especes végétales. L’analyse de la variabilit¢ morphologique permet de viser I'impact des

différents facteurs sur la stabilit¢é de ces caractéres. L’étude morphologique des deux

populations est effectuée par les mesures morphométriques des caracteres de 1’appareil

végétatif (feuilles et bulbes) et des caractéres de 1’appareil reproducteur (Fleur) a 1’aide de

papier millimétré (Tableau 3).

Tableau 3 : Caracteres morphologiques mesurés chez les deux especes de Hyacinthacées.

Symboles

Caracteres

LOF

Longueur de la feuille

LAF

Largeur de la feuille

NF

Nombre de feuilles

DB

Diameétre du bulbe

L
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LPN Longueur de la hampe florale
LIF Longueur de I’inflorescence
LPF Longueur du pédoncule floral
NFL Nombre de fleurs

» Test statistique : Les résultats obtenus sont soumis a la comparaison de moyennes
par le test de student a p=0.05 (Tableaus).
I1I-2 Extraction des flavonoides par hydrolyse acide
Notre étude repose sur 1’analyse biochimique de 3 classes de flavonoides : les C-
glycosides, les Anthocyanes et les aglycones flavoniques qui sont extraites a partir du

matériel végétal sec pulvérisé (figure 10 et 11).

Figure 10 : Poudres végétales de Hyacinthoides aristidis.

Figure 11 : Poudres végétales de Prospero autumnalis.
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L’hydrolyse acide a été mise au point par Bate-Smith (1954), puis par Lebreton (1967)
puis par Jay et al. (1975) et enfin améliorée par Laracine (1984). Cette technique est destinée
a la séparation et I’extraction des flavonoides par hydrolyse acide a chaud de la poudre
végétal (la liaison C-O-C des O-glycosyl-flavonoides est tres fragile et se rompt a ’hydrolyse
acide en libérant les aglycones ; par contre la liaison C-C des C-glycosylflavonoides est trés
résistante a ce type d’hydrolyse) et permet d’obtenir deux types de composés :

e Une fraction d’aglycones et d’acides phénols par I’extraction préliminaire a 1I’éther

diéthylique.

e Une fraction de C-glycosides et d’anthocyanes récupérée par extraction au n butanol.

I1.3 Protocole expérimental :
Un échantillon de 0.5g de poudre végétale est hydrolysé par 40 ml d’HCL (2N) au bain
marie bouillant pendant 40min avec insufflation d’air toutes les 10min. L’oxygeéne permet

I’oxydation des proanthocyanidines en anthocyanidines correspondantes (figurel2).

Figurel2 : Insufflation toutes les 10min.
A chaque extraction deux phases apparaissent, I’une supérieure dite épiphase et 1’autre

inférieure dit hypophase (Figurel3).
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Hypophase

butanolique

Figurel3: Phases d’extraction des flavonoides.
Epiphase éthérée
Elle est de couleur jaune verdatre. Elle contient les aglycones (flavones et flavonols) et les
acides phénols. Elle est récupérée apres chacune des extractions dans un bécher et évaporée a
I’aire libre. Le résidu sec est repris dans Sml d’éthanol, puis conservé au frais avant d’étre
soumis a une analyse quantitative par spectrophométrie.

Hypophase acide
Elle est de couleur rougeatre. Elle contient les anthocyanes, les C-glycosides et les oses
simples. Elle est récupérée et additionnée a 35ml de n-butanol, remise dans une ampoule a
décanter. Le n-butanol forme dans I’hypophase une épiphase rougeatre butanolique qui va étre
récupérée dans une boite de pétri.
Le résidu sec est repris dans 5ml de méthanol. Les extrais obtenus sont conservé par la suite

au frais avant d’étre soumis a une analyse quantitative par spectrophotométrie (figurel4).

Figurel4 : Extraits flavonoiques obtenus.
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La technique d’hydrolyse acide est résumée dans la figure 15.

1g de matériel végétal sec dans 80ml d’HCL (2N)

Bain marie bouillant (40mn), insufflation d’O> toutes les 10mn

il

Refroidissement

il

Extraction a I’éther diéthylique a 2 reprises (40 et 30mL)

!
! |

Epiphase éthéréé/ évaporation a sec Hypophase/mesure de volume
]! 1

Reprise avec 2.5mL d’éthanol 95° Dosage des Anthocyanes
1l a 540nm

U

Dosage différentiel a I’AlCl;3 :

Extraction au n-butanol (35mL) )
. . Hypophase acide
-Aglycones flavoniques a 420nm T
Epiphase butanolique/mesure du J"L, .
Eliminée
volume

1T
Dosage des C-glycosides a 340nm

Figurel$5 : Protocol d’analyse général des flavonoides (Lebreton et al., 1967).
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I1-4 Analyses quantitatives

L’analyse quantitative est basée sur 1’utilisation de la méthode de colorimétrie qui est
basée sur la propriété de certains composés qui absorbent d’avantage la lumiére a des
longueurs d’ondes spécifiques dans le spectrophotometre (Plummer, 1989) ; elle permet de
réaliser des dosages grace a loi de Beer Lamber dont le principe est le suivant :
Lorsqu’une lumicre d’intensité fo passe a travers une solution, une partie de celle-ci est
absorbée par le (s) soluté (s). L’intensité I de la lumicre transmise est donc inférieure a Zo.

L’absorbance de la solution est définie comme suit :

A=logy, ("T)

a) Dosage des proanthocyanes
La lecture des extraits s’établit par spectrophotometre a 520nm juste apres extraction
car elle se dégrade rapidement a la lumiére. La teneur absolue en anthocyanes est calculée par

la formule suivante dont le coefficient correctif, est égal a 6 (Lebreton et al., 1967).

T (mg/g)=52 10>DO.V. d/p

DO : densité optique

V : volume de la phase méthanoique
d : facteur de dilution
p : poids sec du matériel végétal hydrolysé

b) Dosage des C-glycosylflavones
La lecture des extraits s’établit également par spectrophotometrie a 340nm et la teneur

absolue est exprimée en Orientine et calculée par la formule suivante :

T (mg/g) =237 102.DO.V. d/ p

DO : densité optique
V : volume de la phase la phase méthanoique
d : facteur de dilution

p : poids sec du matériel végétal hydrolysé
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¢) Dosage des aglycones flavoniques

Les flavonoides ayant un hydroxyle (-OH) libre en position 3 et 5 réagissent avec les
métaux. Le chlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe avec les flavones et/ou les
flavonols. Pour déterminer la teneur en aglycones, on utilise la méthode du dosage
différentiel, qui est basé sur deux dilutions :
- La 1°°dilution se fait dans de I’éthanol (extrait éthéré+ éthanol 95°).
- La 2% dilution se fait dans la solution d’AlCl; (extrait éthéré+ AlCIz dans 1’éthanol 95°).
- La solution d’AlCI3 est préparée par le mélange de 1g de chlorure d’aluminium dans

100ml d’éthanol 95°.

A partir du résidu sec ¢théré repris dans de 1’éthanol a 95° et d’autre part avec du chlorure
d’aluminium a 1%, apres réaction pendant 15min, la lecture des aglycones se fera entre 400
et 435nm au spectrophotométre.

Concernant le dosage des Aglycones flavoniques (420nm) et des flavonols (435nm), la

formule utilisée est la suivante :

T(mgg")=13x10°x ADOxVxd
P

-A DO : densité optique au piic différentiel égale a DO (AICl3)- D.O (éthanol 95°)
- ¢ : coefficient d’absorption de la Quercétine égale a 302g

-V : volume de la solution éthanolique

- d : facteur de dilution

- p : poids sec du matériel végétal hydrolysé en g
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I1.5 Essai d’élaboration des caryotypes des deux espéeces

Le niveau de ploidie est établi par comptage chromosomiques au stade métaphase de

la mitose des méristémes racinaires.

Le protocole expérimental est celui est celui établi par Jahier et al. (1992). Il permit

d’observer et de dénombrer les chromosomes métaphasiques. Ce protocole est décrit ci-

dessous.

> Prétraitement

Les pointes racinaires ont ét¢ coupées directement a partir des bulbes apres le

prélevement des échantillons. Les bulbes sont débarrassés des racines préexistantes puis

mis a germer dans 1’eau jusqu’a la poussée des racines apres quelques jours (Figurel6).

Hyacinthoides aristidis ——» -';-

Figurel6 : Rhizogenese a partir des bulbes de Hyacinthoides aristidis et Prospero

autumnalis.

Apres apparition des radicules, ces derniéres sont sectionnées une fois qu’elles ont

atteint une longueur de 0.5 et 2 1 cm. Elles sont ensuite prétraitées par immersion dans une

solution de 8-hydroxyquinoline ou a-bromonaphtaléne (agents mitoclasiques.), Tableau 4.

Tableau4 : Prétraitement par deux agents mitoclasiques.

Prétraitement

But

Durée

o-bromonaphtaléne

-Inhiber la formation du
fuseau achromatique.
-bloquer les mitoses au
stade métaphase.

2h a température ambiante

8-hydroxyquinoline

-bloquer les  divisions
cellulaires au stade
métaphase.

4h a température ambiante
ou 24h au froid (4°)

<+——— Prospero autumnalis
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» Ringage

Avec de I’eau distillée pour éliminer 1’exces de I’agent mitoclasique.
> Fixation

Les racines sont ensuite fixées dans un mélange alcool-acide acétique (3: 1 v/v)
pendant 24h a 4° ou bien a température ambiante. Le fixateur détruit toute vie cellulaire.
Il doit avoir une action rapide pour bloquer les divisions cellulaires et maintenir

I’intégrité structurale des chromosomes.

» Stockage et Conservation

Les racines germées ont ¢été stockées dans I’alcool 70° a froid, elles peuvent étre
conservés pendant une longue période.
> Hydrolyse

Apres ringage a I’eau distillée, les pointes racinaires sont plongées dans une solution
d’acide chlorhydrique (HCl IN) a 60° pendant Smn pour subir une hydrolyse. Cette
hydrolyse a pour but de ramollir les méristémes, de rompre des liaisons glucidiques des
bases puriques et de libérer les groupements aldéhydes de I’ADN. Elle facilite, par
ailleurs, 1’écrasement et 1’étalement des cellules et des chromosomes entre lames et

lamelle.

» Coloration
La coloration est réalisée selon la technique de Feulgen et Rossenbeck (1914). Les
extrémités racinaires sont colorées au carmin acétique durant 1h a 3h a I’obscurité et a
température ambiante. Les groupements aldéhydes libérés par 1’hydrolyse, mis en
présence du carmin acétique, donnent une couleur rose aux chromosomes.
» Montage et observation
Apres ringage a ’eau (pour éliminer 1’excés du colorant), les extrémités racinaires
colorées en rouge vif, sont montées entre lames et lamelles, dans une goutte de carmin
acétique ou bien dans I’acide acétique a 45% pour augmenter le contraste entre les
chromosomes et le cytoplasme. Ensuite nous réalisons des squashs qui consistent a écraser les
préparations a 1I’aide du manche d’une aiguille lancéolée.
Les observations sont faites au microscope photonique au grossissement 40x10. (Les

meilleures préparations sont celles qui présentent des chromosomes bien individualisés).
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I Variabilit¢ morphologique des deux espéces Prospero autumnalis et Hyacinthoides
aristidis

Les délimitations et les relations interspécifiques sont abordées a travers une étude de
la variation morphologique des populations naturelles.

Les mesures de 8 caractéres biométriques quantitatifs ont été effectuées sur 10
individus de chaque espéce naturelle.

La matrice de données brutes concernant les longueurs, les largeurs, le diameétre du
bulbe et le nombre de fleurs sont regroupés dans les tableaux 1 et 2 (annexel), ceci a fait
I’objet de 1’¢étude de la variabilité morphologique.

I-1 Comparaison des moyennes des différents caracteres étudiés

Les différences entre les moyennes des caractéres morphologiques étudiés, au sein de
chacune des deux populations sont données dans le Tableau 5 et matérialisés par le graphe de
la figure 17.

Tableau 5: Moyenne + écarts types de caractéres des 2 populations étudiées.

Pop Popl Pop2
Caractere

LOF 4.89+1.71 6.44+1.37
LAF 0.15+0.07 0.85+0.21
NF 2.50+0.50 3.60+0.49
DB 1.39+0.23 0.92+0.35
LNP 17.79£3.08 8.38+1.79
NIF 4.81+£1.94 1.23+0.76
LPF 1.08+0.30 0.40+0.14
NFL 7.70+2.87 8.40+3.93

Les mesures des 8 caracteres effectués soumises au test T (test student) ont montrés
que les mesures de la longueur effectuées sur les feuilles des 2 populations n’ont montré
aucune différence significative a P=5%. Quant aux largeurs des feuilles, elles ont montré des
différences trés hautement significative a P=0.1%.

Le nombre de feuilles dénombrés dans le cas des 2 especes de Hyacinthaceae a montré une

différence trés hautement significative a P=0.001.
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joutons a cela des différences trés hautement significative révélées entre les 2 populations
concernant le diamétre des bulbes, la longueur de la hampe florale, la longueur de
I’inflorescence ainsi que celle du pédoncule floral est ce a P<0.001.

Le caractere nombre de fleurs chez les 2 populations n’a montré aucune différence

significative a P=5%.

cm
20 ~

18 -
16 -
14 -
12 -
10 -+

LOF LAF NF DB L

N popl

pop2

o N b O
1

' ' ' cractéres
NP NIF LPF NFL

Figurel7 : Moyennes des 8 caractéres des 2 populations mesurés chez Prospero
autumnalis et Hyacinthoides aristidis.

Les longueurs, les largeurs des feuilles et le nombre des feuilles et des fleurs sont plus
important chez Hyacinthoides aristidis que chez Prospero autumnalis, alors que la longueur
de la hampe florale, de I’inflorescence et du pédoncule florale ainsi que le diamétre du bulbe

est plus élevé chez Prospero autumnalis que chez Hyacinthoides aristidis.
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II Etude comparative de la composition en flavonoides entre les feuilles et les bulbes.
I1-1 Population 1Prospero autumnalis

Les résultats du tableau 6 nous montrent que la population de Prospero autumnalis présente
des teneurs plus ¢levées en c-glycosides avec une moyenne 0.150+0.024mg/g puis les
anthocyanes avec une moyenne de 0.0883+0.064mg/g puis viennent les aglycones avec une
moyenne de 0.007+0.0101mg/g.

Tableau6 : Moyennes+ écarts types des teneurs absolues en trois classes flavonoides des

deux organes (feuilles et bulbes) de la population 1 Prospero autumnalis.

Teneurs

Organes

Aglycones (mg/g)

Anthocyanes (mg/g)

c-glycosides (mg/g)

Feuilles

0.015

0.134

0.168

Bulbes

0.0007

0.0427

0.133

Moyennes

0.007

0.0883

0.150

Ecarts types

0.0101

0.064

0.024

T(mg/g)
0.18 -

0.16 -
0.14 A
0.12 -
0.1 -

m feuille
0.08 M bulbe
0.06 -
0.04 -

0.02 -

anth

cgly agly

Figurel8 : Moyennes des teneurs absolues des trois classes de flavonoides étudiées des

feuilles et des bulbes de la population 1 (Prospero autumnalis).
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Les feuilles de Prospero autumnalis renferment des quantités importantes en anthocyanes
(0.134mg/g) et en c-glycosides (0.168mg/g). Ces quantités sont plus importantes que celles
contenues dans les bulbes avec respectivement 0.0427mg/get0.133mg/g d’anthocyanes et c-
glycosides quant aux anthocyanes et aglycones, elles ont brillé par leur faible présence dans
les bulbes.

I1-2 Population 2 Hyacinthoides aristidis

La lecture des résultats du tableau 7 montre que les anthocyanes et les c-glycosides sont
présentes en quantités ¢levées dans les feuilles avec respectivement 0.059 mg/g et
0.142mg/g alors que les aglycones ne représentent que 0.004mg/g.

Tableau7 : Moyennes+ écarts types des teneurs absolues en trois classes flavonoides de deux

organes (feuilles et bulbes) de la population 2 hyacinthoides aristidis.

Teneurs Aglycones (mg/g) Anthocyanes (mg/g) | c-glycosides (mg/g)
Organe
Feuilles 0.004 0.09 0.084
Bulbes 0.004 0.053 0.034
Moyennes 0.004 0.143 0.059
Ecarts types 0 0.026 0.035

T(mg/g)
0.09 -

0.08 -
0.07 -
0.06 -
0.05 - H feuille
0.04 - H bulbe
0.03 -
0.02 -

0.01

O T T T
anth cgly agly

Figurel9 : Moyenne des teneurs absolus des trois classes de flavonoides étudiés des feuilles

et des bulbes de la population 2 (Hyacinthoides aristidis).
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La figure 19 montre les résultats des teneurs absolues des substances flavonoiques de deux
organes ¢étudies (feuilles, bulbes) au sein de la population Hyacinthoides aristidis, les feuilles
sont les plus riches en anthocyanes et c-glycosides (0.009,0.0084 mg/g), par apport aux bulbes
(0.053,0.034mg/g), tandis que leurs teneurs en aglycones sont faible et elles sont la méme que
dans les feuilles et les bulbes (0.004mg/g).

III Etude comparative en composés flavonoique entre la population 1 et 2 (Prospero
autumnalis et Hyacinthoides aristidis)

Les teneurs des composés flavonoiques déterminés dans les deux organes (feuilles et bulbes)
des deux populations (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis) sont regroupés dans le
tableau 8.

A) Teneurs en aglycones

L’¢étude comparative des résultats obtenus a partir du tableau 8 nous révéle que les feuilles de
Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis recélent des quantités différentes en
aglycones. La population de Prospero autumnalis a montré une quantité plus importante avec
0.015mg/g comparativement a la population Hyacinthoides aristidis avec 0.004mg/g alors que
les bulbes de Prospero autumnalis renferment moins d’aglycones (0.0007mg/g) que

Hyacinthoides aristidis (0.004mg/g).

Tableau8 : Teneurs en aglycones dans les deux organes (feuilles et bulbes) des deux

populations (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis).

Organes Feuilles (mg/g) Bulbes (mg/g)
Populations
Pop1 (prospero) 0.015 0.0007
Pop2 (aristidis) 0.004 0.004
La moyenne 0.0095 0.0024
Ecarts types 0.007 0.0023
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Aglycones
T(meg/e) gy
0.016 -
0.014 -
0.012 -
M feuilles

0.008 - M bulbes
0.006 -

0.004 +

0.002 +

e

popl pop2

Figure20 : Teneurs en aglycones dans deux organes (feuilles, bulbes) de deux populations

(Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis)

La figure 20 montre les teneurs absolues en aglycones dans les deux organes (feuilles et

bulbes) au sein de deux populations de Hyacinthacees (Prospero autumnalis et Hyacinthoidis

aristidis). Les feuilles de la population de Prospero autumnalis plus riche en aglycones que

celle de la population de Hyacinthoides aristidis. Cependant le bulbe de Hyacinthoides

aristidis et le plus riche en aglycones que celui de Prospero autumnalis.

B) Teneur en anthocyanes

Le tableau 9 nous montre que les feuilles de Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis

recelent des quantités différentes en anthocyanes. La population de Prospero autumnalis a

montré une quantité plus importante avec 0.134mg/g comparativement a la population

Hyacinthoides aristidis avec 0.090mg/g alors que les bulbes de Prospero autumnalis

renferment moins d’anthocyanes (0.0427mg/g) que Hyacinthoides aristidis 0.053mg/g.

Tableau9 : Teneurs en anthocynes dans les deux organes (feuilles et bulbes) de deux

population (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis).

Organes Feuille (mg/g) Bulbe (mg/g)
Populations
Pop1 (prospero) 0.134 0.0427
Pop2 (aristidis) 0.090 0.053
La moyenne 0.112 0.047
Ecarts type 0.031 0.007
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anthocyanes
T(mg/g)

0.14
0.12 ~

0.1 -
m feuille

0.08 - M bulbe

0.06 -
0.04 -

0.02 -

popl pop2

Figure21 : Teneurs en anthocyanes dans deux organes (feuilles, bulbes) de deux populations
(Prospero autumnalis et Hyacinthoide aristidis).

D’apres les résultats de la figure 21 nous remarquons que les teneurs en anthocyanes dans la
partie feuille de la population Prospero autumnalis est plus élevé par rapport aux teneurs des
feuilles de la population Hyacinthoides aristidis. Pour la partie bulbe la population de
Hyacinthoides aristidis qui est la plus riche en anthocyanes que Prospero autumnalis.

C) Teneur en C-glycosides

La lecture des résultats du tableau 10 montre que les quantités des c-glycosides dans les
feuilles de Prospero autumnalis (0.168mg/g) et plus élevée que celle de Hyacinthoides
aristidis (0.084mg/g) ainsi que dans les bulbes de Prospero autumnalis renfermant une
quantité de c-glycosides de (0.133mg/g) et Hyacinthoides aristidis (0.034mg/g).

Tableaul0 : Teneurs en c-glycosides de deux organes (feuilles, bulbes) de deux populations

Organes Feuilles (mg/g) Bulbes (mg/g)
Populations
Popl1 (Prospero autumnalis) | 0.168 0.133
Pop2(Hyacinthoidesaristidis) | 0.084 0.034
La moyenne 0.126 0.083
Ecarts type 0.059 0.070
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C-glycosides
T(mg/g)
0.18 -
0.16 -
0.14 -

0.12

u feuilles
0.1 -

0.08 - M bulbes

0.06 -

0.04 -

0.02 - /
0 . .
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Figure22:  Teneurs en c-glycosides dans deux (feuilles, bulbes) de deux populations

(Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis)

La figure22 nous indique que les organes feuilles et bulbes de la population de Prospero
autumnalis sont plus riches en c-glycosides que les organes feuilles et bulbes de la population

de Hyacinthoides aristidis.

D) Teneurs des feuilles et bulbes en composés flavoniques

-Les résultats du tableau 11 montrent que la teneur en aglycones est plus importante que
celle des anthocyanes et c-glycosides et la teneur la plus faible est celle des c-glycosides.

-Les teneurs moyennes de chaque classe flavonoique sont :

- 0.0059+0.0050mg/g pour les aglycones dans les 2 organes.

- 0.0795+0.0459mg/g pour les anthocyanes dans les 2 organes.

- 0.1045+0.0304mg/g pour les c-glycosides dans les 2 organes.

Ces résultats nous amenent a conclure que les teneurs en c-glycosides dans toutes les parties
sont proche par contre les teneurs en aglycones et en anthocyanes varient d’un organe a un

autre.



Chapitre I1I Résultats et discussion

Tableaull : variations des teneurs en composés flavonoiques (aglycones, anthocyanes et c-
glycosides) dans les deux parties de la plante (feuille, bulbe) de deux populations Prospero

autumnalis et Hyacinthoides aristidis.

Teneurs Teneur en Teneur en Teneur en
Aglycones (mg/g) | Anthocyanes c-glycosides
Organes (mg/g) (mg/g)
Feuilles 0.0095 0.112 0.126
Bulbes 0.0024 0.047 0.083
Moyenne 0.0059 0.0795 0.1045
L’écart type 0.0050 0.0459 0.0304

L’¢étude quantitative des différentes classes flavonoiques au sein des deux organes (feuille et
bulbe) des deux populations (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis) nous a permis
d’estimer que les feuilles des deux espéces de Hyacinthacées ont une teneur relativement
¢levée en flavonoides ; la concentration de ces constituants bioactifs dépend de 1’organe
considéré. La concentration plus importante dans les feuilles peut étre expliquée par leur
exposition aérienne qui laisse supposer une agression par les UV. Les flavonoides en raison
de leur faible potentiel redox, réduisent les radicaux hydroxyles par transfert d’hydrogene.
Les radicaux libres seraient responsables d’altérations des acides nucléiques et des processus
d’altération ainsi leur propriété de piégeurs de radicaux libres implique les flavonoides dans
la prévention des dommages oxydatifs causés par les ROS sur les molécules cellulaires. La
feuille est en fait le si¢ge de biosynthese des polyphénols (flavonoides) dans le chloroplaste.
William et Hopkins(2003) ont rapporté que deux flavonols (Kampférol et quércetine) sont
impliqués dans la croissance de la plante régulée par la lumiére. La présence de flavonoides
dans les bulbes bien que leurs teneurs soient faibles pourraient s’expliquer par leur
implication dans 1’établissement de la symbiose endomycorhizienne caractérisant les plantes a
bulbes. La nécessité des flavonoides inducteurs a été démontrée en 1986. Les mécanismes
d’interaction entre les composes phénoliques inducteurs et la protéine NOD produit par

différentes espéces de Glomeromycetes est mal connu.
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IV Essai de détermination des caryotypes des deux espéces

Le dénombrement chromosomique effectué sur plusieurs plaques métaphasiques a été
réalisé a partir de mitose somatique des deux populations du Prospero autumnalis et
Hyacinthoides aristidis.

Plusieurs essais ont été faits afin d’obtenir des plaques métaphasiques nettes pour le
dénombrement des chromosomes des deux populations. Les 2 figures citées ci-dessous
montrent que les plaques observées sous microscope photonique G : 40x10 ne permettent pas
de compter le nombre des chromosomes a cause probablement de la mauvaise conservation

du matériel biologique relatif aux racines des deux espéces de Hyacinthaceae.

Figure 23: Différentes phases mitotiques de Prospero autumnalis observées au microscope
photonique G : 40%10 (Laboratoire de CIV, 2016).

Figure24 : Différentes phases mitotiques de Hyacinthoides aristidis observées au microscope
photonique G : 40%10 (Laboratoire de CIV, 2016).
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D’apres les figures 23 et 24 le nombre des chromosomes dénombré est approximativement
¢gale a (2n=14) pour Prospero autumnalis et (2n=16) pour Hyacinthoides aristidis.

Selon HAMOUCHE (2014), les trois nombres chromosomiques rencontrés en Algérie
(2n = 14, 2n = 28 et 2n =42) correspondent aux trois niveaux de ploidie 2x, 4x et 6x, reconnus

dans le complexe polyploide de Prospero autumnalis.

Figure2S5 : Caryotype de Prospero autumnalis d’aprées HAMOUCHE (2014).

a:2n=2x=14
b:2n=4x=28
c:2n=6x=42



Conclusion et perspectives

A TDissue de ce travail, 1’étude morphométrique a montré qu’il y a une différence
significative entre les différents organes (feuilles. Fleurs et bulbes) des deux espéces de
Hyacinthacées (Prospero autumnalis et Hyacinthoides aristidis).

Dans I’étude des flavonoides, 1’hydrolyse acide effectuée, nous a permis d’identifier
I’existence des composés flavonoiques dans les feuilles et les bulbes.

Les dosages effectués sur les phases éthérées et acides extraites des feuilles et des bulbes des
deux especes ont mis en évidence, la présence de 3 classes de flavonoides (Aglycones,
Anthocyanes et C-glycosides).

Les feuilles ont révélé une teneur plus importante en flavonoides que les bulbes.

L’¢étude des caryotypes par la méthode de Jahier et al, (1992) a montré que le nombre de
chromosomes dénombré est approximativement €gale a (2n=14) pour Prospero autumnalis et
(2n=16) pour Hyacinthoides aristidis.

En perspectives d’étude, il faut savoir qu’il reste encore beaucoup de plantes locales utiles qui
n’ont pas été étudiées et qui n’ont pas été analysées afin de déterminer leurs potentialités,
dans différents domaines et qui mériteraient d’étre investiguées.

Refaire et approfondir I’étude cytogénétique en vue d’¢laborer un caryotypique. Il serait
¢galement utile d’approfondir les études concernant I’identification des principes actifs du
point du vue qualitatif et quantitatif.

Déterminer les chémotypes exacts et complet par CCM, CP, CPG et HPLC. Envisageant des
expériences "in situ" en testant ces principes sur des cas pathologiques.

Il serait également intéressant d’extraire les autres principes actifs de la plante tels que les
saponosides, tanin et alcaloides et de tester leur pouvoir antimicrobien et bactéricide sur un
large panel de souches bactériennes et fongiques devenues, a I’heure actuelle, multi

résistantes aux antibiotiques.
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Annexe 1: Matrice des mesures morphométriques des feuilles et bulbes de Prospero
autumnalis et Hyacinthoides aristidis

Tableaul : Population 1 (Prospero autumnalis).

Caractéres | A B C D E F G H
1 7.2 0.1 3 1.4 23.7 8.5 1.4 12
2 4.2 0.2 3 1.6 15.5 3.5 1.2 7
3 5.5 0.3 2 1.7 19.2 2.7 0.8 6
4 5 0.1 2 1.1 15.1 2.1 1 4
5 3.5 0.2 2 1.5 21.4 7.7 1.8 11
6 6.3 0.2 3 1.4 14.4 52 0.8 10
7 3.1 0.1 3 1.7 19.3 5.8 1 10
8 5.5 0.1 2 1.2 14.3 4.2 1 8
9 2.2 0.1 3 1 15.6 4 1 3
10 7.6 0.1 2 1.3 19.3 4.4 0.8 6
Tableau2 : Population 2 (Hyacinthoides aristidis).

A B C D E F G H

1 6 0.8 4 0.7 10.3 29 0.5 19
2 6.3 0.8 3 1 8.8 1.2 0.4 6
3 6.8 0.9 3 0.7 10.7 2 0.7 9
4 6 0.7 4 0.8 6 0.2 0.2 4
5 6 0.8 3 1 8.3 1.4 0.4 7
6 5.8 1 4 1 6.5 0.2 0.2 6
7 4.7 0.7 4 1.1 52 0.8 0.4 6
8 5.4 0.6 3 0.4 10 1.2 0.4 8
9 7.4 0.8 4 0.7 9 1.2 0.3 10
10 10 1.4 4 1.8 9 1.2 0.5 9
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Annexe 2 : Extraction des polyphénols par hydrolyse acide.
Dillution de Hcl 10N en Hel 2N

Hcl a 37 % (flacon initial)

37g— 5 100 ml X=370¢g

Xg_ 51000 ml}

1 mol d’HCI=36.5g | X=10.13 mol
Xmol—» 370 g

(HC1 10 N =370g HC1 + 1000 ml d’eau distillée = la solution meére d’HCI1 37 %)
10N :10.13 mol— 31000 ml } X=197.4 ml

2N:2mol — 5 Xml

(197.4 ml d’HC1 10 N ajusté jusqu’a 1000 ml d’eau distillée)
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Séparation a 1’éther Hypophase rouge Anthocyanes  Séparation au n-butanol

diéthylique et C-glycosides

Extrait éthanolique de la phase éthérée. C-glycosides

Quelques étapes du protocole expérimental d’extraction des flavonoides
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Annexe4 : solutions utilisées pour D’étude cytogénétique des deux espéces de
Hyacinthaceae
Préparation de la solution d’acide de 100mld’acide acétique a 90%
* 90 ml d’acide acétique + 10 ml d’eau distillé
Préparation de la solution de 100ml d’ethanol a 70%
% 70ml d’ethanol + 30 ml d’eau distillé
Préparation de la solution de a-Bromonaftaléne
* 5 a 6 gouttes de a-bromonaftaléne dans un pilulier d’eau de robinet, agité trés bien
jusqu'a se que la solution deviens opaque
préparation de la solution d’HCI 1N :
10ml d’HCI 10N+90ml d’eau distillée
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Annexe3 : Dosages quantitatifs des flavonoides.
1- Les feuilles

1-1 : Population 1 Prospero autumnalis

Tableau3 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 8.5 8.5 8.5
Poids(g) 0.115 0.115 0.115
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.035 0.035 0.035
optique(DO)

T%(mg/g) 0.134 0.134 0.134

Tableau4 : Dosage quantitatif des c-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 7 7 7
Poids(g) 0.115 0.115 0.115
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.117 0.117 0.117
optique(DO)

T%(mg/g) 0.168 0.168 0.168




Tableaus : Dosage quantitatifdes Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 8 8 8
Poids(g) 0.115 0.115 0.115
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.083 0.041 0.044
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.025 0.025 0.025
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.008 0.008 0.008
T%(mg/g) 0.015 0.015 0.015
1-2 :Population2 Hyacinthoides aristidis

Tableau6 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N
Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 30 30 30
Poids(g) 0.415 0.415 0.415
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.024 0.024 0.024
optique(DO)

T%(mg/g) 0.090 0.090 0.090
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Tableau7 : Dosage quantitatif des c-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 26 26 26
Poids(g) 0.415 0.415 0.415
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.057 0.057 0.057
optique(DO)

T%(mg/g) 0.084 0.084 0.084

Tableau8 : Dosage quantitatif des Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 9 9 9
Poids(g) 0.415 0.415 0.415
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.022 0.022 0.022
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.007 0.007 0.007
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.015 0.015 0.015
T%(mg/g) 0.004 0.004 0.004
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2 : Les bulbes

2-1 :Population1Prospero autumnalis

Tableau9 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 37 37 37
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.371 0.371 0.371
optique(DO)

T%(mg/g) 0.0427 0.0427 0.0427

Tableaul0 : Dosage quantitatif des C-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 42 42 42
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.067 0.067 0.067
optique(DO)

T%(mg/g) 0.133 0.133 0.133




Tableaull : Dosage quantitatif des Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 4 4 4
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.024 0.024 0.024
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.017 0.017 0.017
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.007 0.007 0.007
T%(mg/g) 0.0007 0.0007 0.0007
2-2/ Population 2 Hyacinthoides aristidis

Tableaul2 : Dosage quantitatif des Anthocyanes (540nm) HCL2N
Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 34 34 34
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.015 0.015 0.015
optique(DO)

T%(mg/g) 0.053 0.053 0.053
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Tableaul3 : Dosage quantitatif des C-glycosides (340nm) n.butanol

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 40 40 40
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) =1 =1 =1
Densité 0.018 0.018 0.018
optique(DO)

T%(mg/g) 0.034 0.034 0.034

Tableaul4 : Dosage quantitatif des Aglycones (420nm) Ethanol pur et AL CL3

Echantillon Individul Individu2 Individu3
Volume (ml) 3.5 3.5 3.5
Poids(g) 0.5 0.5 0.5
Dilution(d) d=1 d=1 d=1
Densité 0.051 0.051 0.051
optique(DO)

(éthanol)

Densité 0.008 0.008 0.008
optique(DO)

(ALCL3)

ADO 0.043 0.043 0.043
T%(mg/g) 0.004 0.004 0.004




