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La région de Kabylie possede une flore riche, soulignée par plusieurs points chauds de
biodiversité, faisant d’elle I’'un des principaux centres de diversité des especes végétales du
pays (Vela et Benhouhou, 2007). De plus, cette région abrite I’une des plus grandes
couvertures forestieres du pays, ou poussent naturellement des arbres uniques tels que Pinus
nigra, A. numidica...etc, des espéces gravement menacées par la perte de leur habitat (Liste

rouge de I’Union international de la Conservation de la Nature).

L'acquisitiondeconnai ssancessci entifi quessurcesespecesn'estpasseul ementi mportante pour
concevoir des stratégies de conservation (restauration des habitats), mais aussi pour
I'utilisation durable de leurs produits non ligneux, y compris les huiles essentielles, qui
peuvent présenter différentes activités biologiques. Outre notre intérét pour la recherche de
composés bioactifs de grande valeur, I’acquisition de données sur les profils chimiques de ces
espéces  charismatiquespourraitcontribueraunemeilleurecompréhensi ondel aphyl ogéniedeces
taxons. En effet, les liens entre les chémotypes et |la diversité génétique des populations
naturelles d’especes étroitement liées sont de plus en plus étudiés grace a des approches
modernes telles que la chémosystématique (Adams et al., 2003 ; Zhang et al., 2022 ; Chung
et al., 2023).

Les huiles essentielles revétent un intérét considérable dans la préservation de la
bi odiversitéenrai sondel eurspropriétésmultifonctionnelles(D’ Ameliaetal .,2021;Bolouri et al.,
2022). D'une part, elles peuvent étre utilistes comme alternatives naturelles aux pesticides
chimiques dans l'agriculture biologique (Raveau et al., 2020; Chang et al., 2022).
Enrédui santladépendanceauxproduitschimiquesnaocifs,ell espréserventl esécosystemesen
minimisant la pollution et la détérioration des sols. D'autre part, les huiles essentielles ont des
propriétés antifongiques, antibactériennes et insecticides (Hou et al., 2022 ; Campolo et al.,
2018) qui peuvent étre utilisées pour protéger les cultures et les foréts contre les ravageurs et
les pathogenes, limitant ainsi les pertes de biodiversité causées par ces menaces. De plus,
I'utili sationdecescomposesnaturel sdanslamédeci netraditionnelle (Lis-Balchin,1997)etla
recherche pharmaceutique (Cimino et al., 2021) encourage la préservation des plantes qui les
produisent, contribuant ainsi a la protection des especes végétales menacées. L'exploitation
durable des plantes a des fins d'extraction d'huiles essentielles peut également fournir une
incitation économique a la conservation des habitats naturels, garantissant ainsi un équilibre
entre les besoins humains et la préservation de la biodiversité (Hamdane et al., 2023;
Marcilino et al., 2023). Egaement, ces métabolites offrent, une approche holistique pour la

conservation de la biodiversité en favorisant des pratiques agricoles et pharmaceutiques
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respectueusesdel ‘environnementtoutenval ori santl esécosystemesetl espl antesquilesabritent (K ay

eshetal .,2023).L eurscaractéristiqueschimiquescompl exesetvari ées,illustrent
parfaitementl'aspectchémogénétiquefascinantdesplantes,d’ou  “Chaguehuileessentielleest une

véritable signature chimique de la plante dont €lle est extraite ™.

La production et la caractérisation des huiles essentielles, le contréle de leur qualité tout
autant que la mise en évidence d'une éventuelle spécificité nécessite la mise en ceuvre des
méthodes de préparation et d’analyses les plus modernes. L’analyse des profils chimiques en
HEsextrai tesdesorganesd'unepl anteof fredescl ésessenti el | espourcomprendresonécol ogie,
saphysi ol ogi e,etsacapacitéasurvivredanssonhabitatnaturel ,cequi peutorienterl esefforts
deconservationbi ol ogi quevi santaprotégercesespecesvitalespournotrebiodiversitéglobale. En
examinant la variation de la composition chimique en HEs de ses organes, les résultats
peuvent non seulement mieux comprendre les adaptations de la plante a son environnement,
mais également identifier des mécanismes de défense naturelle. Ces mécanismes incluent la
production de composés chimiques qui repoussent les herbivores, les pathogénes, ou qui
favorisent la pollinisation. De plus, en étudiant la composition chimique des organes, il est
possi bl ededével opperdesstratégi esdeconservationspécifiquespourpréserverlespopulations  de
plantes menacées (Cragg & Newman, 2005 ; Mishra & Tiwari, 2011)

Le regain d’intérét pour I’utilisation et la consommation de produits “ bio ”, a conduit les
scientifiques a s’intéresser aux huiles essentielles et en particulier aux activités biologiques de
leursconstituants.Cescomposésprésententl’intérétd’avoirunefaibletoxicité(Pr ak ashetal .,

2023), d’étre facilement acceptés par les consommateurs et d’avoir un potentiel multi-usage
important.Silespropri étésanti microbi ennessontreconnuesdepuislafindu19'*™siécle,ce n’est que
réecemment que des éudes ont montré les activités antivirades, antimitotiques,
antioxydantes,anti parasitai res,ouencorei nsecti fugesdeshuil esessentiel | es.Avecl arési stance

accrue des bactéries aux antibiotiques, les constituants des huiles essentielles apparai ssent
comme des produits de substitutions tres intéressants (Faleiro & Miguel, 2013). 1l est donc
indispensable de chercher des agents actifs contre les bactéries résistantes. De plus, lasécurité
alimentaireestl’unedesplusimportantespréoccupationsensantépublique.Desétudesmontres  que
30% de la population des pays industrialisés souffrent d’intoxications alimentaires dues a la

présence de micro-organismes au sein des aliments (Abebe et al., 2020).

Par ailleurs, I’oxydation des lipides observée pendant le traitement et le stockage des
produits alimentaires (Geng et al., 2023) est responsable de la détérioration de la qualité des
adiments et surtout est néfaste pour la santé humaine. L’utilisation d’antioxydants

2
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synthétiques,telsquelesdérivésdutolueneoudel’anisole,utiliséspourpermettreunemeilleure

conservation de I’aliment est limitée du fait de leurs propriétés cancérigenes. Les huiles
essentielles peuvent donc jouer un réle important et nouveau dans la préservation de la qualité

des produits de I’industrie alimentaire (Horbanczuk et al., 2019; L ourenco et al., 2019).

Dans le cadre de I’'implémentation des approches envisagées, notre attention s’est portée
sur I’évaluation phytochimique des huiles essentielles extraites de deux espéces de la famille
des Pinaceae, lesquelles sont répertoriées comme especes vulnérables par [’Union
internationale pour la conservation de la nature (UICN). La préférence accordée a cette
famille végétale repose sur sa réputation d’abondance en composeés volatils La sélection de
cette famille botanique s’est justifiée par sa réputation en matiére de richesse en huiles
essentielles. Dans cette optique, nous avons procédé a I’extraction des huiles essentielles
présentes dans leurs parties aériennes (feuilles, branches et coOnes), suivie d’une
caractérisation approfondie et d’une analyse des variations chimiques de ces substances.
Ensuite, nous avons recherché une valorisation des huiles essentielles étudiées en dével oppant
une approche pluridisciplinaire chimie/activité biologique au travers de la mise en évidence

des activités biologiques des huiles essentielles.

Ce manuscrit, illustre le déroulement cohérent de notre investigation et présente de
maniére concise et precise les résultats de notre approche anaytique. 1l est structuré en trois

chapitres.

Le premier, est un état de I’art des connaissances bibliographiques sur notre projet de
recherche. La premiére partie de ce chapitre présente les contours scientifiques de larecherche
sur les huiles essentielles. La seconde, quant a elle, décrit I’aspect botanique, taxonomique,
recherche de molécules a intérét pharmaceutique et autres des especes objet de notre

recherche;

Dans le deuxieme chapitre, nous exposons le matériel utilise et la méthodologie retenue

pour répondre aux questions posees ;

Dans le troisiéme chapitre, nous regroupons les résultats et discussions relatifs aux

expérimentations menées dans |le cadre de ce travail.

En conclusion, le manuscrit se termine par une synthese des résultats clés et propose des

pistes pour de futurs travaux phytochimiques sur les especes étudiées.
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I. Lessubstancesvolatiles:|lafamilledester pénes

Les huiles essentielles (HES) existant dans les plantes aromatiques sont responsables des
différentesodeursqu’ellesdégagent.Cesontdessubstancesvolatilesetodorantesobtenuesdes
végetauxparentrainementalavapeurd’eau.Ellesseformentdansungrandnombredeplantes
commeproduitsdumétabolismesecondaire. L eshuil esessentiellessontdesmélangesliquides  tres
complexes. Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné
naissanced’unebranchenouvelledelaphytothérapie:I’aromathérapie.Leshuilesessentielles
ont,atoutesépoques,occupéuneplaceimportantedanslaviequotidiennedel’nommequiles utilisait
autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou méme se soigner. Les HEs se
retrouventdansdesglandesminuscul essi tuéesdansdi fférentesparti esdel apl antearomatique
:danslesfeuilles,danslesfleurs,danslefruit,danslesgraines,dansl’écorceet,pourcertaines plantes,
au niveau dans lesracines (Bakali et al., 2008; Turek and Stintzing, 2013; Ali et al., 2015 ;
Perriconeet al., 2015 ; Thangaleela et al., 2022 ; Boy et al., 2023).

1. Généralitéssurleshuilesessentidles

11.1. Définition

Les huiles essentielles sont des substances odorantes concentrées, obtenues a partir de
plantes par entrainement a la vapeur d’eau, hydro-distillation ou expression mécanique. Le
terme huile essentielle a été inventé au 16°™ siécle par le médecin suisse Parascelsus von
Hohenheim afin de désigner lecomposé actifd’unreméde naturel(Guenther, 1948). Il existe
aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement
commercialisees, destinées principalement a I’industrie des ardmes et des parfums (L awless,

1996 ;Lis-Balchin, 2006 ;Turek & Stintzing, 2013).

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme :“ un produit obtenu a
partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation.L’huileessentielleestséparéedelaphaseaqueusepardesprocedésphysiques
”.Leshuil esessenti el esdégagentuneodeurcaractéristiqueetsont,engénéral plusl égeresque
I'eautoutenpossédantdescaractéristiqueshydrophobes. Cesontdesmol écul esl égéresqui sont
entrainées par la vapeur d'eau lors de la distillation, I'huile se sépare de I'eau du distillat mais
une petite partie persiste dans lI'eau et lui communique une odeur, on parle alors d'eau
aromatique (Bruneton, 2009 ; Kaloustian & Hadji-Minaglou, 2012, Dhifi et al., 2016).
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Certains auteurs définissent les huiles essentielles comme des assemblages complexes de
composés volatils, souvent accompagnés d’une fraction aqueuse residuelle issue de leur
extraction par hydrodistillation. Cette conceptualisation s’étend aux essences extraites par
pression a froid des écorces ou zestes des agrumes du genre Citrus, ou I’eau participe
indirectementdansl esméthodesmécani quesvisantali bérerl essubstancesdescavitésol éiféres
(Garnero, 1998).

Duqueénois (1979) met en évidence I’absence d’une définition standardisée des huiles
essentielles, notant que la conceptualisation de ces substances diverge en fonction des
disciplines professionnelles. Ainsi, botanistes, industriels, parfumeurs et pharmacologues
adoptent des définitions qui refletent les exigences et les applications propres a leurs champs

d’expertise.

11.2. Historique

Les épices, valorisées depuis I’antiquité, pour leur aréme, leur godt et leurs capacités de
conservation ont précédé la reconnaissance historique des huiles essentielles (Burt, 2004).
Parmi celles-ci, I’huile de térébenthine est la seule explicitement citée par les historiens de la
Grece et de Rome antiques (Guenther, 1948). La technique de distillation, initialement mise
enceuvreenOrient,notammentenEgypte,enindeetenPerse, ilyaplusdedeuxmillénaires,
aétéperfectionnéeaul X °siécleparl esArabes(Guenther ,1948).Lapremiéredocumentation  fiable
sur la distillation des HESs est attribuée a Arnau de Vilanova, médecin Catalan du X111° siecle
(Guenther, 1948). A cette époque, les HEs éaient déa produites dans les officines
pharmaceutiques et leurs propriétés pharmacologiques consignées dans les pharmacopées
(Burt,2004),maisleurdiffusionenEuropenes’estaccéléréequ’auXV1°siécle,périodedurant
laquelle elles étaient activement commercialisées a Londres (Crosthwaite, 1998; L ucchesi,
2005). Au cours de ce méme siécle, Brunschwig et Reiff, deux médecins de Strasbourg, ont
publié indépendamment des traités sur la distillation et I’usage des HEs, ne recensant qu’un
nombrelimitédevariétéstellesquel atérébenthine,legenévrier,|leromarin,lalavande,leclou de

girofle, le macis, la muscade, I’anis et la cannelle (Guenther, 1948).

Au XVII® siécle, Du Chesne (Quercetanus), un médecin francais, rapporte que la
préparation des HEs était largement malitrisée et que les pharmacies disposaient couramment
d’une gamme de 15 a 20 huiles différentes (Guenther, 1948). L’huile d’arbre a thé, utilisée a
des fins médicinales, est documentée depuis la colonisation de I’Australie a la fin du XVI11°

si écl e, bi enquesonusageparl espopul ati onsautochtonesaustral i ennessoi tprobabl ement
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antérieur(Car son& Riley,1993).Lapremiereéval uationexpérimental edeseff etsbactéricides
desvapeursd’HEsaétéréaliséeparDelaCroixen1881(Burt,2004). Toutefois,aucoursdes X1X® et
XX€ siécles, I’application médicale des HEs a progressivement cédé la place a leur utilisation
principale pour I’aromatisation et la parfumerie (Guenther, 1948), marquant un déplacement
des pratiques thérapeutiques vers des fins plus commerciales et industrielles.

11.3. Répartitionbotanique,lieuxdefor mationetd’accumulation

Les HEs se distinguent par leur présence transversal e dans divers organes végétaux, tels
que lesfleurs, feuilles, graines, racines, rhizomes, fruits, bois et écorces, avec des familles
comme les Coniferes, Myrtacées, Ombelliferes, Labiées et Composées qui en sont
particulierementpourvues(Cavanagh& Wilkinson,2002;Baser&Demirci,2007;Bakkali et al .,
2008; Bruneton, 2009).

La biosynthese et I’accumulation des HEs s’effectuent au sein de cellules sécrétrices
spécialisées (Figure 1), qui sont des structures histologiques déediées a ces fonctions. Ces
cellules ne sont généralement pas isolées mais organisées en groupements tels que des poches
chez les Myrtacées et Rutacées, des canaux sécréteurs chez les Apiacées et Astéracées, ou des

poils sécréteurs chez les Lamiacées et Géraniacées. Elles sont principalement situées en

péri phériedesti ssusexternesdespl antes, refl étantuneadaptationévol utivepourladispersion  des
composés volatils (Svobodaand Svoboda, 2000 ;Bruneton, 2009 ;Kaloustian& Hadji-
Minaglou, 2012).

Figure 1 : Photographie de quelques structures histol ogiques de sécrétion des HES (A :
cavitéssécreétoires; B:glandessecrétri cessessi| esetdestrichomessécréteurs; C: glandeset
trichomes non sécrétoires. Adapté de Svoboda & Svoboda, 2000)

L esstructuresvegétal esimpliquéesdansl aproductiondesHEsvari entencompl exitésel on
I’espece.Chezlesplantesafleurs,lasynthéseetl’emissiondesHEssontsouventlocalisées

9
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dansdescel | ul esépi dermi quesconi ques,notammentsurl espétal es.L esOrchidacéespossedent  des
osmophores, des cellules spécialisees situées a des emplacements stratégiques pour maximiser
I’attraction des pollinisateurs. La rose, en particulier, a été étudiée de maniere approfondie
pour comprendre le réle et la caractérisation de ces cellules coniques dans la sécrétion des
HEs, servant de modele pour I’étude des mécanismes de sécrétion pétale- spécifique

(Bergougnoux et al., 2007).

De nombreux tissus végétaux possedent des cavités sécrétrices a la surface de I’épiderme
oual’intérieurdel’épicarpecommelesfruitsdeCitrusoulescanauxrésiniféresdesconiferes  (Fahn,
2000). Chez les Gymnospermes, des structures secrétrices plus ou moins specialisées ont été
décrites. On trouve par exemple chez Thuja plicata des cellules sécrétrices isolées réparties
dans le bois, chez Abies grandis des cellules en forme d’ampoules ou de citernes
séparéesdesautresqui déversentl eurssécréti onsdansunel umiérecommuneetchez Picea

etPinusspletroncetl’écorcecomportentdevéritablescanauxrésiniferes(Trapp& Croteau, 2001).

11.4. Propriétésphysico-chimiquesdeshuilesessentielles

Les HEs sont généralement des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluide,
voire rétinoides, odorantes, volatiles et inflammables. A température ambiante, elles sont
incolores ou jaune pale, a I’état liquide, mais on peut avoir des huiles essentielles de couleurs
bl eutel quel ecasdeshuil esessenti el | esgui conti ennentl echamazul éne(Artemi siaabsinthium,
Chrysentemumsp.).L eurdensitéestl epl ussouventinférieureal.Seul estroisHEsofficinal es
ontunedensitésupérieureacelledel’eau,cesontlesHEsdecannelle,degirofleetdesassafras.  Elles
sont peu solubles dans I’eau, solubles dansles alcoolsles emulsifiants et danslaplupart
dessolvantsorganiques,etpeusolubledans!’eaualaquelle,toutefois,ellescommuniquentleur
odeur. Elles sont dextrogyres ou |évogyres, rarement inactives sur la lumiére polarisée. Leur
point d’ébullition varie de 160 a 240 °C. Elles sont altérables et tres sensibles a I’oxydation et
aconservation limitée (Bruneton, 2009, Turek & Stintzing, 2013 ; Yadav, 2022).

11.5. Composition chimique

Les HEs ont une composition assez complexe. On y trouve généralement de nombreux
congtituants appartenant principalement & deux grandes familles chimiques : les composés
terpéni quesetl escomposésaromati quesdérivésduphényl propane(Baser &Demirci,2007;
Bruneton,2009;Dhifietal.,2016;Selmietal .,2022).L escomposésterpéni quessontformés

d’unitésisopréniques(enCs)etcomprennentlesmonoterpenesen(Cio),| essesquiterpenes

10
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(Cis), les diterpénes (Czo) et les triterpenes en (Cao). |ls ont la méme origine métabolique. Ces
terpenes peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. En général, une HE est un
mélange d’hydrocarbures et de composes oxygénes dérivés de ces hydrocarbures. Parmi ces
composés oxygénés, on peut noter la présence d’alcools, d’esters, d’aldéhydes, de cétones,
d’éther-oxydes et de carbures (Baser & Demirci, 2007 ; Bruneton, 2009; Brahmkshatriya
& Brahmkshatriya, 2013 ; Masyita et al., 2022).

La chimie des huiles essentielles est extrémement complexe. A I’intérieur d’une méme
espéce végétale, on observe des variations chimiques importantes ayant conduit a admettre
I’existence de races chimiques et parmi les nombreux constituants d’une HE, 1I’un domine
généralement ; On I’appelle composé majoritaire (Sharifi-Rad et al., 2017; de Sousa et al.,
2023).LacompositionchimiquedesHEvariesel onl aparti edel apl anteutilisée(bois,racine,
ecorce,fleur,feuilletige,semence)etlavariété&(Bruneton,2009;Butnariu& Sar ac,2018). De
plus, une méme variété peut produire une huile essentielle tres différente, selon les conditions
climatiques, géographiques et agronomiques ou elle évolue. Elle varie encore de fagon
appréciable avec la période de la végétation. Elle peut auss étre modifiée au cours de
I’extractionoudurantlaconservation(Sangwan et al.,2001;Barra,2009,L1aoet  al.,2021).
Enreglegénéral e, escomposantsdeshuil esessenti el | essedi vi sentendeuxgrandsgroupes les

terpénoides et les composés aromatiques.

11.5.1. Lesterpénesouter pénoides

L etermeterpénoidedési gneunensembl edesubstancesprésentantl esquel ettedesterpenes avec
une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldénhyde, cétone, acide, lactone, etc.). Les
terpenes sont des hydrocarbones naturels a masse moléculaire peu élevée, de structure soit
cycliguesoitachaineouverte:leurformul ebruteest(CsHx)ndontl exestvari ableenfonction du degré
d’insaturations de la molécule et n peut prendre des valeurs de 1a 8. La molécule de base est
I’isoprene  de formule CsHs(Singh, 2007; Bruneton, 2009; Brahmkshatriya
& Brahmkshatriya, 2013, Yadav et al., 2014)

11.5.2. Biosynthesedester pénes
11.5.2.1. Origineetdiver sitédester pénes

L anatureproduitpl usde60000composési soprénoides(égal ementappel ésterpenes).Ces
mol écul esreprésententl acl assel apl usanci enneetl apl usi mportantedepetitesbiomol écul es,
congtituant le “terpénome”. Elles remplissent une grande variété de fonctions et de propriétés
danstousl esorgani smesvivants,cequi enfai tuneressourcei ncroyabl edeprodui tsnaturel s

11
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(Chang& K easling,2006).Cesterpénes,auxstructurespourtantsivariées,allantd’unesimple
chaine lineaire d’hydrocarbones jusqu'a des agencements complexes de cycles carboneés, ont
tous en commun plusieurs sous-unités d’isopréne (CsHs) d’ou I’appellation d’isoprenoides
donnéeégal ementauxterpéenes.|lssontl argementreprésentésdansl esplantes,otilsouentle  rdle
d'huiles essentielles, d'insecticides, de pesticides, d'attracteurs de pollinisateurs, d'hormones,
d'ardbmes, de pigments,... etc. Ces caracteristiques rendent les isoprénoides tres attrayants
pour des applications dans les industries alimentaire, cosmétique, chimique, pharmaceutique
et du caoutchouc (Berthelot et al., 2012).

L aformati ondusguel ettecarbonédetouscesterpénesestcatal yseepardesenzymes;les
terpenessynthases(TPS).Cesenzymessontresponsablesdelasynthésed’unegrandediversité  de
squelettes carbonés (des terpénes), a partir de I’ionisation de substrats prenyl-diphosphates
catal yséeparl aprésencedecationsmétal li quesdival entscommeleM g®*ouleMn® (Dewick, 1999) ;
elles peuvent facilement acquérir de nouvelles propriétés catalytiques par des modifications

mineures de leurs structures (K eeling et al., 2008).

Ces substrats sont biosynthétisés a partir de précurseurs communs dont le sgquelette
principal a 5 carbones (Cs) : I’isopentenyl diphosphate (IPP) et son isomere le diméthylallyl
diphosphate (DMAPP). L'activité de I'lPP isomérase est une étape limitant le rythme de la
synthesedesterpénoides.L’ IPPetleDMAPPsontenéquilibregracealasimpleactivitéd’une
isomérase (Berthelot et al., 2012).

L adiversitédecescomposésreposesurdifférentsfacteurstel squel a ongueurdel achaine
carbonée,letype de condensation des précurseurs et le type de cyclisationauxquels s’ajoutent
des modifications secondaires. Ainsi, les terpenes formeés par les TPS sont classes par rapport
au nombre d’unités en Csqui les constitue. On parle de monoterpénes, sesquiterpenes et
diterpénes pour les molécules respectivement en Cio, Ciset Cxo(Figure 2) formees
respectivementapartirdessubstratsprenyl -diphosphatessuivants.géranyl di phosphate(GPP),
farnésyl diphosphate (FPP) et géranyl géranyl diphosphate (GGPP). Ces précurseurs de
terpenessontsynthéti séspardesenzymesdel af amill edesprényltranf érasesparcondensation de
I’IPP avec le DMAPP, le GPP ou le FPP. Ainsi, le GPP est formé par une réaction
d’ionisationduDMAPP (pertedugroupeOPP)suivied’uneréactiondeliaisonentrelecarbone
(1) du DMAPP et le carbone (4) de I’'IPP, on parle aussi de liaison « téte-queue ». Il en est de
méme pour le FPP a partir du GPP et pour le GGPP a partir du FPP. Les

12
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molécules formées a partir de ces précurseurs issus de liaison (1-4) sont des terpénes
réguliers. Les terpenes irréguliers utilisent les mémes précurseurs mais sont issus soit de
cyclopropanation (c1-2-3), soit de liaison latérae (1- 2), soit de cyclobutanation (c1-2-3-2)
(Thulasiram et al., 2008). Parmi les terpenes irréguliers on trouve le squaléne et le phyténe a
I’origine des stérols et des caroténoides qui sont tous issus de deux condensations téte-
tétepui scyclisationdedeux FPPetdedeux GGPP, respectivement(T hulasirametal .,2008).

PPO/\)‘\ PFm/\;”‘[\ )\/

=] =] isomérase DMAPP-=======c=e==- = Hemiterpénes

isopréne
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2 OH
s
1x . [ ] = | = JEa— - Monoterpénes T
(C 10) -
linalol
>
-
4
2x o » Sesquiterpénes
15 germacrene D
4
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3x T ] ] = = - Diterpénes
(C20

abiétadiéne
Prényitransférases = = Terpéne synthases

- P r

Figur e2: Originestructural edesterpenes(AdaptédeBaser &Demirci,2007).

Les TPS catalysent la transformation d’un prenyl diphosphate acyclique (GPP, FPP) en
une multitude de formes acycliques, mono ou polycycliques (Degenhardt et al., 2009). Pour
les monoterpenes, les formes les plus communes sont |es monoterpéenes acycliques comme le
linalol, les monoterpénes cycliques avec un cycle a 6 carbones, comme le limonene et les
monoterpenes bicycliqgues comme les pinénes. Par ailleurs, il existe des monoterpénes
hétérocycliques appelés iridanes ayant un cycle a 5 carbones (Hallahan, 2000). Pour les
sesquiterpenes les formes les plus communes sont acyclique, mono-, bi- et tricyclique
(Dudarevaet al., 2006 ; Fraga, 2008).

En conclusion, la grande diversité des terpenes s’explique par les nombreuses possibilités
deréarrangementsdeschainescarbonéesquilesconstituent.Elles’expliqueégalementparles
modifications secondaires (acétylation, méthylation, oxydation, hydroxylation, réduction...)

quecesmoléeculespeuventsubiraprésleurformationsousl’actiond’autresfamillesd’enzymes.
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Ainsichezlefraisier,|’ a-pineneestmodifiéparunecytochromeP450hydroxyl aseenmyrténol  puis
ce dernier est transformé en acétate de myrtényl par une alcool acétyl transférase (AAT)
(Aharoni et al., 2004). Ces modifications aboutissent généralement a une augmentation de la

volatilité et une variation des propriétés olfactives des composés.

11.5.2.2. Lesvoiesdesynthésedel’ IPPetleurcompartimentation

Selon Baser & Demirci en 2007, la biosynthése des terpénoide ; biogénétiquement,
résultentdedeuxparti essi mpl esacing-carbone: 1 soprenyl di phosphate(l PP)etsonisomerele
dimethylallyldiphosphate(DM A PP)qui serventd'universel précurseurspourl abiosynthésedes
terpénes.

Ce meécanisme considere I'acide mévalonique ou le mévalonate comme précurseur
universel des terpenes. Dans les plantes, le diphosphate d'isopentényle (IPP) et le diphosphate
dediméthylallyle(DM A PP)peuventétresynthéti séspardeuxvoiescompartimentées.Lavoie  de
I'acide mévalonique de la biosynthése des terpénoides opere dans le cytosol, le réticulum
endoplasmique et les peroxysomes (Hemmerlin et al., 2003; Simkin et al., 2011 ; Lange &
Ahkami, 2013). Trois acetylcoenzyme A forment I’acide mévalonique (MVA) ; suite a la
réaction de deux molécules d’acétyl-CoA qui donne I’acétoacétyl-CoA, lequel en fixant une
troisieme molécule d’acétyl-CoA forme I’ hydroxy-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Par |la
suite,laréductionenal cool ducarboxylecombinéauCoA conduitalaformationdeMV A et ce via la
voie du mévalonate qui se trouve dans le cytoplasme et qui est responsable de |a biosynthése
de la plupart des sesquiterpenoides (Figure 3).

Ilya20ansdecela,ilaétémisenévidencel’existenced’uneautrevoiequalifiéedenon
meévalonate ou voie de deoxyxylulose phosphate (mévalonate indépendant), qui se limite aux
chloropl astesoupl astesliantlesmonoterpeneset/oul esditerpenesqui sontsynthéti sésviacette  voie
(Figure 4). En menant I’IPP et DMAPP; impliquant 1 deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP)
et 2C-methyl-D-erythritol-4-phosphate (MPE). Elle débute suite a la condensation du
pyruvate et du glycéraldéhyde phosphate donnant naissance au DXP. Suite a une panoplie de
réaction, I’IPP et DMAPP sont formés, respectivement. L’IPP et DMAPP forment le
geranylpyrophosphate(GPP), qui est considéré comme étantun précurseur des monoterpenes.
Le nerylpyrophosphate (CN) obtenu a partir de GPP engendre un éventail de squelettes

acycliques, cycliques, bicycliques ou tricyciques.
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L esréactionscomme,|'oxydation,laréductionetl hydratationparl'intermédiairededivers
terpenes cyclases ont pour conséquence la formation de nombreux dérivés de terpéne. La
condensation de GPP et d’IPP donne le farnesylpyrophosphate (FPP), Qui est un précurseur
immédiat des sesquiterpenoides. Ainsi que, la condensation du FPP avec I’IPP favorise la
formationdugeranyl-geranyl pyrophosphate(GGPP)qui estcons dérécommeétant] epointdu

départ de toutes formes ditérpiniques.
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Deux voies cellulaires distinctes sont impliquées dans la synthese de I'lPP et du DMAPP
(Figur e4et5).Lavoiecytosoliqguedumévalonate(MVA)apartirdel’acetyl-CoA etlavoie
plastidiale du 2-C-methyl-D-erythritol4-phosphate (MEP) a partir du 1-deoxyxylulose 5-
phosphate. Biengquecesvoiesmétaboli quessoi entséparées,deséchangesd'| PPentrelesplastes et le
cytosol se produisent, régulés notamment par I'exposition alalumiere (Roberts, 2007).

3 Hydreary 3 meothyighutons. CoA
HMGR

\)i/\
nooC
o

Mevalonats
ey

Figure5: Compartimentationdesvoiesdesynthésedel’ IPPetleDMAPP.

[par lavoie cytoplasmique (Voie MEV). HMGR : 3-Hydroxy,3-méthylglutaryl
coenzymeAréductase ; IDI : isopentenyl diphosphate isomerase. Par voie chloroplastique
(voieM EP).DXS: 1-déoxy-d-xylul ose-5-phosphatesynthase; DX R, 1déoxy-d-xylul ose-5-

phosphate reductoisomérase ; HDS : hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphate
synthase.| DS.isopentenyl diphosphatedi méthylall yl diphosphatesynthase.] (A daptéde
Roberts, 2007).

11.6. Classificationdes ter penes

Dans le régne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires avec les flavonoides et les alcaloides. Les terpenes peuvent étre regroupés en
classes en fonction du nombre d'unités isoprenes (n) dans la molécule : hémiterpéenes (CsHs),
monoterpenes (CioH1s), sesquiterpenes (CisH2a), diterpenes (CzoHs2), triterpénes (CsoHas),

tétraterpénes (CaoHsa) et polyterpénes (CsHs)n.
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I1.6.1. Leshémiterpenes

Ce sont les terpenes les plus simples. Le nombre d'aglycones d’hémiterpenes connus est
inférieur a 100. La plupart d'entre eux se présentent sous forme d'huiles et sont pour la plupart
insolubles dans I'eau, mais certaines molécules contenant des sucres sont solubles dans I'eau
(Croteau & Johnsos, 1985). Cescomposeés peuvent étretrouvés dansdifférentes partiesdela
plante. L'hémiterpéne le plus connu est I'isoprene, qui est I'unité de base de tous les terpénes
(Bruneton, 2009). Les acides tiglique, caféique et isovalérique sont des exemples

d'hémiterpenes bien connus que I'on trouve chez les plantes (Croteau & Johnsos, 1985).

I1.6.2. Lesmonoter pénes

lls sont trés diversifiés et sont présents chez les angiospermes monocotylédones et
dicotylédones, les champignons, les bactéries et les gymnospermes. |Is possedent deux unités
isoprénoides.Cesontdescomposesodoriférantsquiexpliquentenparti el'odeurdenombreuses
fleurs et de nombreux fruits. Ils comprennent des formes acycliques, monocycliques et
bicycliques(Figur e6).Cesontdescomposantsdeshuil esessenti el | esqui donnentauxpl antes
leurarémeet| eursaveuretqui sontessentiel spourtouteunesériedingrédientsactifsdestinés a  des
applications agricoles, pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires. Dans chagque
groupe,lesmonoter pénoidespeuventétredesimpl eshydrocarburesi nsaturésoucomporterdes
groupesfonctionnelsetétredesalcools,desaldéhydesetdescétones...etc(Singh,2007;K ang &
L ee, 2016).

a. Les phénols: ce sont des molécules anti-infectieuses puissantes qui tuent directement
|esbactéri espardestructiondel eurmembranecel lulaire.Depuissantsénergésants,tres  acides et
doués de bonnes proprietés bactéricides, virucides et fongicides tels que le thymol et

I’eugénol.

b. Les aldéhydes: ils sont de deux types, aromatiques et terpéniques. Les premiers ont
des propriétés et des effets secondaires identiques aux phénols, tandisque les seconds sont des
camants, des anti-inflammatoires et antal giques.

c. L escétones. Cesontdescomposeéstresactifsafai bl esdoses.L escétonessontcal mantes et
sedatives. A forte doses, elles sont neurotoxiques, épileptisantes. Elles sont faiblement

anti septi quesmai ssurtouti mmunosti mul antesetci catri santescommel ementhol ,lecamphre....

d. L esal cools: Cesontdesimmunosti mul ants. | spossédentd’excellentespropriétésanti-

infectieuses, bactéricides, virucides et fongicides.
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e. L esacides:lIssontgénéralementprésentsal’ étatdetracesdansleshuilesessentielles,
etsouventsouslaformecombinéed’esters.Etanttressolubles,lesacidessetrouventdavantage  dans

les eaux de distillation (hydrollats) comme I’acide benzoiques et I’acide cinnamique.

f. L esester s:1lsontuneacti onanti spasmodi queetcal mantecommel 4acétatedelinalyl e. lIs
agissent surtout sur le systéme nerveux et sont considérés préférentiellement comme

antispasmodiques mais auss comme rééquilibrants nerveux.

g. Lesoxydes.Certaingouent unrolemajeurdansl esaromesdesfruits(oxydederoses, oxyde
delinaal).

11.6.3. Lessesquiterpénes

Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes puisqu’elle contient plus de 3000
molécules (Figure 1c). Le sesquiterpene est un compose naturel abondant avec le 3-isoprene
(Ashour et al., 2018). Ils partagent la méme classification cyclique que les monoterpénes, a
I'exception de quelques terpénes tricycliques. La diversité des terpenes provient de
I'arrangementdessquel ettesal 5carbones,del asuper positiondesgroupesf onctionnel setdes
substituants sur leur colonne vertébrale (Mander & Liu, 2010). Certains membres sont des
hydrocarbures (humuléne, farnésene), des aldéhydes (farnésal et Iépidozenal), des dérivés
oxygénés de I'hydroxyle ou du carbonyle, et des esters (toriline et éaponines). Certains sont
également des alcools, comme le 6-elemanol et le B-germacrénol. Ce sont des agents
antimicrobiens, antifongiques, antitumoraux et anti-inflammatoires. 1ls ont de nombreuses
applicationsdansl adéf ensedespl antescontrel esherbivoresetsontdesconstituantsactifsdans
I'industrie de la parfumerie (L1 et al., 2019).

a. Les sesquiterpenes acycliques. lls sont susceptibles d’étre dérivés de trans-farnésyl
pyrophosphate (FPP) qui constitue I’analogue de la génération des monoterpenes acycliques a
partir de GPP. Généralement tous |es monoterpéenes acycliques ont un analogue sesquiterpene
direct.

b. Les sesquiterpénes monocycliques. Les sesquiterpénes monocycliques sont divisés
principal ementendfamilles :bi sabol an,germacran,el emanethumul an.L ezingibéreneestun
exempledelafamilleduBisabolanquel’onretrouveparexempledansl’'essencede Gingembre.

c. Les sesquiterpenes polycycliques. Parmi les sesguiterpenes polycycliques, le
caryophylleneestleplusimportant,quel’onrencontreprincipalementdanslepoivre,certaines épices
et lamajorité des résineux.
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11.6.4. Lesditerpenes

L esditerpenessontdeshydrocarburesCzononvol atils,dérivésdequatreunitési soprenes,
dontlastructureesttresvariee(Bhat& al .,2005); il ssef ormentapartirdel eurprécurseur,le
géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). Ces composes sont principalement présents dans les
plantes supérieures dans les résines ou les gibbérellines, ainsi que dans les champignons. Ils
comprennent des formes linéaires, bicycliques, tétracycliques, pentacycliques ou
macrocycliques.llexisteenviron2700diterpenesdansl anaturedontl amaj oritéestsousforme
cycligue. Parmi les diterpénes linéaires, on rencontre la famille Phytane dont le phytol est le
représentant le plus connu dans la chlorophylle ou dans les vitamines K et E. Les diterpénes
sont caractérisés par des groupes céto et hydroxyle polyoxygénés (Kang & Lee, 2016). Les
diterpenes provenant de diverses sources ont montré des effets inhibiteurs contre les microbes
pathogenes, les ravageurs herbivores et les mauvaises herbes. Ces activités biologiques
prometteuses les placent parmi les métabolites secondaires agricoles essentiels ayant un
potentiel dans la production de biopestides (De Sousa et al., 2018).

I1.6.5. L essester penes

L es sesterpénoides sont rares dans la nature et sont formés a partir du précurseur FGPP.
On les trouve géenéralement dans les cires protectrices des insectes et des champignons (Bhat
etal.,2005).1lyaplusdel50sesterpéneshi enconnus, parmil esguel sunetrentai neayantune  structure
de furfurane, dérivé du 3,7,11,15,19-Pentamethyleicosane. A titre d’exemple, nous
citonslegenepolidequiestunsesterpeney-lactonequiaétéi sol épourlapremiérefoisen2009 a partir

des feuilles d’Artemisia umbelliformis (Appendino et al., 2009).

11.6.6. Lestriterpénes

Les triterpénoides sont des hydrocarbures en Caobiosynthétisés a partir de six unités
d'i sopréneouil spartagentl eprécurseuracycliquesqual éne.L esnombreuxmodesdef ermeture
possi bl esdusqual énepermettentdeprodui reungrandnombredetriterpénoidesprésentantune
grande diversité de structures squelettiques. Le squaléene lui-méme est un antioxydant naturel
et est utilise commerciadement dans les cosmétiques, la nutrition et les vaccins. Les
triterpénoides peuvent étre classés en deux groupes principaux : le type stéroidien (C27) avec
27 atomes de carbone présents dans le squelette et le type pentacyclique (Czo). Le cholestérol
estunexempl edetriterpénoidestéroidi enetl hopaneestuntriterpénoidepentacyclique(Bhat & al.,
2005).
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L aplupartdetriterpénessontdesal cool s,sousformelibreouglycoside(lessaponines)ou  ester.
Les triterpénes libres sont des composants principaux des résines ou du latex des végétaux. La

vitamine D2 est un produit dérivé de triterpéne (Thimmappa et al., 2014).

I1.6.7. Lestétraterpénes

L es tétraterpenes (caroténoides) sont des unités 8-isoprenes constituées (Cao) de formules
mol éculairesCaoHes(T ak ai chi,2013).L escaroténoidessont] estétraterpenes esplusétudiés, avec
plus de 750 membres (Vi aoka, 2020). Les plantes terrestres, les agues et les cyanobactéries
produisent toutes des tétraterpenes. Leurs rdles biologiques comprennent le
pi égeagedel al umi ére,| af oncti onanti oxydanteet] aprotecti ondespl antescontrel esradicaux  libres.
IIs sont égaement impliqués dans la synthése des hormones végétales et forment les
composantsstructurel sdesmembranescellulaires. | ssontdesingrédi entsactifsdand'industrie

pharmaceutique et alimentaire (Sozer et al., 2010 ; Domonkos et al., 2013).

I1.6.8. L escomposésaromatiques

Sontbeaucoupmoinsfréquentsguel esmonoterpéneset] essesguiterpenes.L escomposés
aromatiques dérivés du phenylpropane (Cs-Cs) sont tres souvent des alyles et
prophenylphenols, parfois des adehydes, caractéristiques de certaines huiles essentielles

d’Apiaceaea telle que I’eugenol et I’apiol (Bruneton, 2009).

11.6.9. Lescomposésd’originediver ses

Les huiles essentielles peuvent aussi renfermer divers composes aliphatiques,
généralement de faible masse moléculaire entrainables lors de I’hydrodistillation comme des
carbures, des acides (Csa Cio), des acools, des esters, des lactones (Bruneton, 1999).
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Structure de quelques lactones, sesquiterpénes lactones, furocoumarines
et coumarines singuliers dans certaines huiles essentielles

Figur e6: Structuredequel questerpénescommunsauxHES

11.7. Rbledeshuilesessentiellesdand e vegétal

Diverseshypothesesontétéavanceéesguantaurdl edeshuil esessentiel les.Laplusancienne
suggérait qu'elles éaient des produits métaboliques dépourvus d'intérét biologique. Au cours
du XXéme siecle, plusieurs suppositions ont émergé (Croteaux, 1986 ; Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles agissent comme systéme de défense contre divers prédateurs tels
gue les microorganismes, les champignons, les insectes et les herbivores, influencant leurs
interactions avec les plantes. Les constituants de ces huiles, jouent un rdle de régulation dans
les réactions d'oxydation intramoléculaire, assurant ainsi une protection contre les agents
atmospheériques. De plus, certains de ces composeés pourraient servir de source d'énergie lors
d'une diminution de I'assimilation chlorophyllienne. Elles jouent un réle hormonal, régulateur
et catalyseur dans |le métabolisme végéta

Ellesprotégentl esplantescontrel esmi croorgani smesetl esdéprédateurs. Vi or eno-Mar i
etal.(1999),préconisentlaculturedespl antesaromati quesdansl esserrescarellesprésentent  dans
leurs feuilles et leurs tiges de nombreuses huiles et substances secondaires qui peuvent agir
comme des substances répulsives pour |es insectes (communication chimique : phéromones et

autres messages pour les symbiontes).
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Elles favorisent la pollinisation enattirant lesinsectes pollinisateurs(Br uneton, 1999), et

semblent aider la plante a s’adapter a son environnement.

11.8. L esfacteur sdevariabilitédelacompositionchimiquedeshuiles essentielles
L acompositionchi mi quedesH Esesti nfluencéeparunemul titudedef acteurs,qui peuvent

induire une variabilité significative dans leurs profils phytochimiques. Parmi ces facteurs, le
génotype de la plante est fondamental, car il détermine le potentiel biosynthétique de I’espéce
oudel avariétéconcerneg(Bak kalietal .,2008).Lesvariationsgénétiquesauseind’uneméme espece
peuvent entrainer des différences marquees dans la composition des HE, comme I’ont
démontré des études sur deux sous especes de Teucrium scorodonia de Corse et d’Algérie
(Djabou et al., 2012).

Les conditions environnementales, telles que le climat, la saison, I’heure de la journée, le
type de sol et la disponibilité en eau et en nutriments, jouent également un role crucia dans la
modul ati ondel acompositiondesHESs. Parexempl e, |laconcentrati onencomposesvol atil speut varier
en fonction de I’intensité lumineuse, de la température ou du stress hydrique subi par la plante
(Llusia et al., 2006). Il a é&é montré que le basilic cultivé au Madagascar en pleine lumiére
conduit & un taux de chavicol de 57% aors que la méme plante cultivée a I'abri en contient
jusqua 74%. Ces différences qui peuvent étre extrémement importantes influent sur
| espropri étésbi ol ogi quesdel'huil eessentielle( L ahlou,2004%). Desétudesontmontréquedes
conditionsdesécheressepeuventaugmenterlaconcentrationdecertainsmonoterpénesdansles  HE,
tandis que des températures élevées peuvent favoriser la volatilisation et la modification de
certains composants (Sirousmehr and al., 2014 ; Burkle & Runyon, 2016; Zi and al.,
2022). De plus, la saisonnalité affecte la phénologie des plantes et, par conséquent, la
composition des HEs, avec des variations observées dans les profils chimiques au cours des

différentes phases de croissance et de développement végétal (Figueiredo et al., 2008).

Les pratiques agronomiques et les méthodes de récolte et de distillation sont d’autres
facteurs déterminants pour la composition des HEs. La digtillation, sa durée, et méme le
matériel utilisé peuvent influencer la qualité et la quantité des composes extraits (Bousbia et
al., 2009). Des variations trés importantes peuvent étre observées chez le coriandre par
exempl e,oul ateneurenlinal ol estde50%, pl usél evéechezl efruitmdrquechezl efruitvert (L ahlou et
al., 2004°)

Enoutre,l estraitementspost-récol te,tel squel eséchageet| estockage, peuventégal ement

altérerlacompositiondesHEs. L esechagepeut entraineruneévaporationdescomposantsles
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plus volatils et une oxydation de certains constituants, tandis que des conditions de stockage
inappropriées, comme une exposition a la lumiére ou a des températures élevées, peuvent
accélérer la dégradation des composés (Qin and al., 2022). 1l est donc essentiel de controéler

ces parameétres pour préserver I’intégrité des HEs.

Enfin, les interactions biotiques, telles que les attagues de pathogénes ou la présence de
symbiotes, peuvent induire des changements dans la production et la composition des HE en
tant que réponse de défense de la plante. Les plantes peuvent moduler la synthése de certains
composes antimicrobiensou antifongiques enréponse a uneinfection,cequi se refléte danda
composition chimique de I’HE produite (Pichersky and Gershenzon, 2002; Bakkali et al.,
2008).

11.9. Lestechniquesd’extractiondeshuilesessentielles

Le choix des méthodes d'extractiondes HEs revét une importance cruciale en raisonde la
diversité et de la complexité chimique de ces dernieres. Il est essentiel d’opter pour une
technique d’extraction non selective en terme de polarité et qui prévient les altérations
biochimiques telles que la dégradation thermique, 1’oxydation, la réduction, I’hydrolyse, les
variations de pH, ou la perte de composés volatils. Ainsi, une attention particuliere doit étre
portée aux parametres d’extractionetaux propriétés physico-chimiques des HEs pour garantir
I’intégrité et la représentativité de I’extrait final. Des méthodes telles que la distillation a la
vapeur, I’extraction par solvant, ou les techniques d’extraction assistée par ultrasons sont
couramment évaluées pour leur efficacité et leur sdectivité, en tenant compte des
caractéristiques spécifiques des HEs ciblées (L ucches et al., 2004; Périno-lssartier et al.,
2011). La distillation a la vapeur, par exemple, est largement utilisée pour sa capacité a
préserver les composés thermosensibles, mais elle peut étre moins efficace pour extraire des
composesahautpoidsmol écul aireoutrespolaires(Rever chon,1997).L’extractionparsolvant
peutoffrirunemeilleurerécupérationdecescomposés,maisellerisqued’introduiredesrésidus ~ de
solvant dans I’HE (Azmir et al., 2013). Les techniques modernes, comme |’extraction
supercritiqueauCOz,of frentuneal ternati veenpermettantuncontrol epréci ssurl esparamétres
d’extraction et en minimisant les risques de dégradation, bien que leur codt et leur complexité

technique puissent étre des contraintes (L ang & Wai, 2001).

Il est donc impératif de choisir une méthode d’extraction adaptée aux caractéristiques
spécifiques de I’HE visée, en considérant les avantages et les inconvénients de chaque
technique.Lacompréhensi onapprof ondi edespropri éésphysi co-chimi quesdescomposés
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présentsdanslesHEestfondamentalepouroptimiserleprocessusd’extraction.Lesparamétres  tels
que la pression, la température, le temps d’extraction, et le choix du solvant doivent étre
meéti cul eusementaj ustéspourmaximiserlerendementtoutenpréservantl aqualitéetlapureté

del’HE(Burt,2004).SelonGr ass(2012),lamacération,ladécoctionetl’enfleuragemarquent  les

débuts du processus d'extraction.

11.9.1. Ladigtillation

La plupart des composants odorants contenus dans les végétaux sont entrainables a la
vapeur d’eau. Le flux de vapeur d’eau et des composés organiques volatils sont entrainés par
distillation azéotropique, et, aprés condensation par refroidissement dans un réfrigérant, se
séparent par différence de densité. L’HE, la plupart du temps plus légére que I’eau, surnage et
peut étre récupérée dans des séparateurs, dont le fameau « vase florentin». On distingue deux
types de distillation des plantes (M onin, 2012) :

Hydrodistillation:levégétalestimmergedans!’eauportéeaébulition(Figure?) ;

-~ _— Réfrigérant

H liquide s==———=

Cohobation Huile essentielle

Appareil normatif pour 'obtention
des huiles essentielles au niveau du
laboratoire

+-—— Calotte chauffante

Figure7: Schémad’unappareildetypeClevenger(AdaptédeGar cia,2017)

Entrainement vapeur, ou seule la vapeur d’eau traverse la masse végétale, avec deux

variantes selon que la vapeur est humide ou séche (Figure 8).
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Figure8:Principed’entrainementalavapeurd’eauetd”hydrodiffusion(Adaptéde
L ucchesi,2005).

11.9.2. Expressionafroid

Les essences de citrus (orange, citron, limette, bergamotte, pamplemousse, cédrat...) ne

sont pas obtenues comme precédemment par hydrodistillation ou entrainement a la vapeur

d’eau des alambics, mais par expression a froid du péricarpe des fruits, qui fait éclater les

cellules et libére I’HE qui se trouve dans la peau ou zeste (Monin, 2012).

L esapparei | sutili séssontdesmachi nesencontinuqui grattent(pel | atri cesitaliennes,

Figur e9)etpressent(sfumatricesitaliennes,Figur €10).

Figure9: MethodePellatric(appareillagedetypepellatriceavechéliced’ Archimededopée aux
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: Chargement des fruits
: Centrifugeuse

: Collecteur d'huile

- Tanks de decantation

onm>

Sfumatrice type AZS-204 Speciale’s Sfumatrice

Figur e10: Schémadequel quessfumatrices(A daptédeBoushia,2011).

11.9.3. L’extractionparsolvantsvolatilsdesextraitsaromatiques

Latechniqued’extraction “classique “par solvant, consiste aplacer dansun extracteur un
solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Gréce a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé “ concréte ”. Cette concréte pourra
étre par la suite brassée avec de I’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires
végétales. Aprés une derniére concentration, on obtient une “ absolue ”. Les rendements sont
généralement plus importants par rapport a la distillation et cette technique évite I’action
hydrolysante de I’eau ou de la vapeur d’eau. Du fait de I’utilisation de solvants organiques,
cette technique présente toutefois des inconvénients qu’il est important de noter. En effet,
I’interventiondesolvantsorganiquespeutentrainerdesrisquesd’artéfactsetdespossibilitésde
contamination de I’échantillon par des impuretés parfois difficile & éliminer. Le choix du
solvant d’extraction va s’avérer trés délicat, d’autant que la législation sur les produits a
destination de I’industrie agro-alimentaire est extrémement rigoureuse. Le solvant choisi, en
plus d’étre autorisé devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou
I’oxygene,satempératured’ébullitionseradepréférencebasseafindefacilitersonélimination, et il
ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait. Parmi les solvants les plus utilisés, on
recense : le méthanol, I’éthanol, I’éther de pétrole ou encore le dichlorométhane. Cependant,

depuisquelquesdécennies,|’extractionparsolvantaconnud’intéressantesaméliorations.

28



Revuebibliographique

L’hydrodistillation-extractionsimultanéeetl’extractionparSoxhletensontlesprincipales (Figure
11) (Boushia, 2011).

I
a

Hydrodistillation - Extraction
Simultanée

Appareil de Soxlhet

Lickens-Nickerson

Figurell:Dispositifsd’extractionparsolvantsvolatiles(Adaptéde Bousbia,2011)

11.9.4. L’extractionparCOzsubcritique(CS-COy)

Développé dans les années 80, cette technologie devient aujourd'hui la plus prometteuse
des techniques d’extraction. Elle donne en général des extraits de qualité différente de ceux
obtenus par les autres techniques. C'est un cas particulier de I'extraction par solvant avec la
différence qu'ici le solvant est un gaz liquéfié, évaporé ensuite par simple décompression. Le
plus utilisé éant le CO2a I'éat supercritique (Tc = 31°C, Pc = 73,8 bars). Celui-ci présente
I’avantage d’étre un fluide ininflammable, non explosif, non toxique, non corrosif, inodore et
inerte. Le fait d’operer aune température faiblecritiqgue duCO2(31,1 °C) permet d’extraire et
sauvegarder les composants fragiles des HEs (lilas, muguet, etc.). Ce procéde est largement
utiliséenindustriepharmaceutiquepermettantl’extractiondescomposésactifs(Santoyoetal ,

2014).

L’utilisationdel’extractionparCO2supercritiquepermetd'éviterladégradationthermique et 1a
décomposition des composés labiles du fait que l'opération est effectuée a une basse
température, tandis que l'absence de la lumiere et de I’oxygéne empéche les réactions
d'oxydation(Diaaz-Reinosoet al.,2006).L 'efficacitédel atechniqued'extractionSC-COzest
associée a plusieurs parametres, notamment la température, la pression, le flux de CO2

supercritique, la présence de co-solvant et le temps d’extraction (Diaaz-Reinoso et al., 2006).
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L’extraction par SC-COqzest adaptée pour extraire des huiles et des composés lipophiles,
mais de nombreux composes phénoliques naturels sont peu solubles dans ce solvant (Pereira
& Meireles, 2010). La présence de co-solvant permet alors daméiorer le rendement
d'extraction par augmentation de la solubilité. Le type de co-solvant utilisé est déterminé en
tenant compte de I'affinité entre le co-solvant et les composeés cibles (Pereira & Mereles,
2010).L esco-solvantsl esplusfréquemmentutili séssontleméthanol etl ‘éhanol quiindui sent
desinteracti onsdi pdl e/di pdl eetaf ormerunelia sonhydrogéneavecdesgroupesfonctionnel s
polaires.L ematériel végétal estmi sdansunréci pientcylindriqueaextrémitésporeuses.Celui- i est
ensuite placé a l'intérieur d'un extracteur thermostatiquement contrdlé. Le fluide supercritique
est distribué par I'extracteur, dissolvant les composes organiques du matériel a l'intérieur du
récipient. Plustard la pression est en partie libérée dans le séparateur B, qui convertit le fluide
supercritique en phase gazeuse. Les composes organiques dissous sont séparés du gaz qui est
aors liquéfié dans le condensateur C, en diminuant la température (Figure 12) (De Castro et
al., 1999 ; Starmans & Nijhuis, 1996; Nakatsu et al., 2000).

Exiracteur séparateur Condenseur
l ||
Pt B 5

o

Gl B R RTRRT,
MALMLLITITT
JULAULOATTT

Sra e
v

Exirait

X
5
e

Pompe

Figurel2: Unereprésentationsimplifiéed'uneinstall ationd'extractionauCOzsupercritique
(Adaptéde: Starmans & Nijhuis, 1996)

Outre les méthodes traditionnelles, les avancées technologiques récentes ont conduit a
I’élaboration de techniques d’extraction d’huiles essentielles novatrices. Ces procédes
innovantssedistinguentparleurcapacitéaoptimiser!’efficacitéetadaugmenterlesrendements
toutenmi nimi santleurimpactenvironnemental .Desméthodestellesquel’extractionparfluide
supercritique,ladistillationparmicro-ondes, |’extractionassistéeparultrasons,|’extractionpar

solvantsouspressionambianteet!’hydrodistillationsousvidesontalapointedecesavancées,
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offrant des alternatives plus vertes et plus durables pour I’obtention d’huiles essentielles de
hautequalité.Cestechniquesrévolutionnentl’industrieenréduisantlaconsommationd’énergie et

en éliminant I’utilisation de solvants chimiques.

111. Phénomenesphysico-chimiquesetfacteur saltér antleshuil esessentielles

Aucoursdel’hydrodistillation, lemilieuaqueuxpossédantunpHcomprisentre4 et7

(résultantdel’ immersiondumatérielvégétal),atteintoccasionnellementdesvaleursinférieures

adpourcertainsfruits.Lesconstituantsdel’essencenativesontsoumisauxeffetscombinésde

I’aciditéetdelachaleur,etpeuventsubirdesconversionschimiques(Morin& Richard,

1985).L’huileessentiellerécupéréeestunproduitquidifferesensiblementdel’essence
originelle,d’autant plusque I’ébullition estlongue et lepH est faible.

La matiere chimique présente dans le végetal fait I’objet de réactions chimiques diverses
(Figure 13): hydrolyses, déprotonations, hydratations et cyclisations pouvant étre catalysees
par des métaux présents a I’état de traces dans la plante, provoquant des transformations
chimiques des constituants (K oedam, 1982). L hydrolyse d’esters est souvent la premiére
réaction qui se produit durant le chauffage du végétal. Elle conduit & la formation d’acides
organiques qui a leur tour catalysent les réactions de cyclisation et de déshydratation. La
dégradationdusabinenedonneunexempledestransformationschimiquesdel’huileessentielle
lorsdel’hydrodistillation.Lesfréquentesmodificationschimiquesdusabinéneontétéétudiées
park oedametal .(1980).1lsconstaterentqu’enmilieuacidedilué,cecomposésetransforme
enterpinén-4-ol.Diversauteursontconfirmécerésul tatetontmontréquel eréarrangementdu
sabinene produit en plus du terpinén-4-ol, de I’a-terpinéne, du y-terpinene, et du terpinolene.
Pour limiter les artéfacts, il est préconisé de maintenir le pH proche de la neutralité et de
minimiser la durée d’hydrodistillation, quand bien méme, il est bien connu que la dégradation
de la matiere végétale induit la formation d’un milieu acide fortement tamponné (K oedam et
al., 1980).

En résumé, parmi les constituants sujets aux artefacts, on note particulierement : les
monoterpénes(monoethi cycliques),l esal cool smonoterpéni ques,| esamino-aci dessouf réset
lesoxydessesquiterpéniques. Lesétapessuccessivesconduisantal’isolementd’uneessenceet
lesdiversestransformati onssusceptiblesdel’accompagnersetraduisentparlamodificationde la
teneur en certains constituants ou par la formation de nouveaux composés, d’ou une grande

variabilitedesacomposition.Deprofondesmodificationsdel’ huileessentielle peuvent
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intervenir lors de I’exploitation des végétaux depuis leur collecte jusqu’a leur transformation
industrielle. La période de recolte, les conditions de transport, de séchage et de stockage
peuvent engendrer des dégradations enzymatiques. Les changements les plus importants
interviennentlorsdel’hydrodistillationsousl’influencedesconditionsopératoires,notamment  du

milieu (pH, température) et de la durée d’extraction.

D’autres facteurs tels que les traitements survenus avant ou pendant I’hydrodistillation
(broyage,dilacération,dégradationchimique, pression,agitation)contribuent aa variationdu
rendement et de la qualité de I’huile essentielle. Les variations de la composition des huiles
essentiellesprovenantd’unmémephénotypesedéveloppantdanslemémeenvironnementsont
I’expressiondedifférencesgénotypiques.Ellespeuventétreattribuéesadeshybridations,aun

polymorphisme génétique ou a des mutations.

e,
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Essential oil Dehydrogenation

components \
\ Polymerization

Thermal rearrangements |
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Figur e13: Réactionsdeconversi onpossi bl esdansl eshuil esessentiel les(AdaptédeT ur ek &
Stintzing, 2013)

1V. Méthodesd’analysesdeshuilesessentielles

Parmi les méthodes d’analyse des huiles essentielles, les méthodes chromatographiques
sont les plus utilisées. La chromatographie est une technique d’analyse qui consiste a séparer
les constituants d’un mélange par entrainement au moyen d’une phase mobile (gaz vecteur) le

long d’une phase stationnaire qui peut étre solide ou liquide fixée.

L'analyse des huiles essentielles a deux objectifs principaux a savoir I’identification et la
quantificationdesdifférentsconstituants,etl’évaluationdelaqual itédeshuil esetdétectionde

touteal térationpouvantaffecterl eurutilisation.Cetteanal ysecomportegénéral ementplusieurs
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séquences. La premiere consiste a analyser les huiles essentielles, tout d’abord, par
Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). Cette technique permet I’individualisation des
constituants,leurquantificationetl ecal culdel eursindi cesderétention(lr),puisdesanalyser par le
couplage « en ligne » de la CPG avec la spectrométrie de masse (SM). L’identification est
ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales
(spectres de masse ou infrarouge) des constituants individualisés avec les caractéristiques des
produits de référence contenus dans des bibliotheques de spectres. Cette étape est

habituellementsuffisantedanslescasd’analysederoutined’huilesessentielles(Paolini,2009).

1V.1. Lachromatogr aphieenphasegazeuse (CPG)

Lachromatographieenphasegazeuse(CPG)estunetechniquedontl’applicationremonte  au
début des années 40. Elle a concerné le controle des fractions |égeres des raffineries de
pétrole. Son développement qui n’a cessé depuis, est du a son extréme sensibilité, a sa
pol yval enceconf éréeparl esnombreusesphasesstati onnai resetlesnombreusesanalysesmises  au
point (Arpino et al., 1995).

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est, comme toutes les techniques de
chromatographie, une technique qui permet de séparer des molécules d'un méange
éventuellement trés complexe de nature tres diverses. Elle est une méthode d’analyse par
séparationquis’appliqueauxcomposésgazeuxoususceptiblesd’étrevaporisésparchauffage  sans
décomposition (Arpino et al., 1995). La CPG est la technique usuelle dans I’analyse des
huiles essentielles. Elle permet d’opérer la séparation de composés volatils de mélanges tres

complexes et une analyse quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit.

IV.1.1. Fonctionnement

Le mélange a analyser est vaporise a l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance
activesolideouliquideappel éephasestationnaire,puisil esttransportéatraverscel le-cia‘aide
d'ungazporteur(ougazvecteur).L esdifférentesmol écul esdumél angevontsesépareretsortir
del acol onnel esunesaprésl esautresaprésuncertai nlapsdetempsqui estfonctiondel ‘affinité  de  la

phase stationnaire avec ces molécules.

Les appareils de chromatographie gazeuse sont appelés chromatographes. Ils sont

principal ement composés :

e D’un four qui permet une programmation de température ajustable de 20 a 450°Cet qui
est également équipé d'un systéme de refroidissement rapide ;
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e D’un systeme d'injection, qui va permettre d'introduire et de rendre volatil I'échantillon
a analyser. L'injection peut se faire d'une maniere manuelle ou automatique a l'aide d'un

échantillonneur ;

e D’une colonne capillaire ou remplie, sur laquelle les différentes molécules de

I'échantillon injecté vont se séparer suivant leurs affinités avec |a phase stationnaire ;

e D’unsystemededétection,quivapermettredemesurerlesignalémisparlesdifférentes
mol écul esetdepouvoirl esi dentifier.Pourl'enregi strementdusi gnal émi sparl edétecteur,des
logiciels sur PC remplacent avantageusement |es enregistreurs anal ogiques sur papier.

L'échantillon, généralement un liquide volatil, est d'abord introduit en téte de colonne par
I'intermédiaire d'une micro seringue qui va traverser une pastille en caoutchouc, appelée
septum, pour se retrouver dans une petite chambre en amont de la colonne appel ée injecteur.
L'injecteur est traversé par le gaz porteur et porté a une température appropriée ala volatilité

de I'échantillon. Les quantités injectées peuvent varier de 0.2 a5.0 ul.

Ensuite,unefoisrendusvol atil s,| esdi fférentscomposésdel 'échantillonvontétreemportés  par
le gaz porteur (ou gaz vecteur) atravers la colonne et se séparer les uns des autres en fonction
de leur affinité avec la phase stationnaire. La phase stationnaire peut ére un liquide
nonoupeuvol atil (chromatographi egaz-liquide)ouunsol i deadsorbant(chromatographi egaz-
solide). Dans les deux cas, la phase stationnaire va provoquer un phénomene de rétention
chromatographique avec les différents composés (appel s sol utés).

Pluslecomposéad'affi nitéavecl aphasestationnaire,pl usilmettradetempsasortirdela colonne.
La grandeur expérimentale brute est appelée temps de rétention. C'est le temps qui sécoule
entre l'injection de I'échantillon et I'apparition du signa maximum du soluté au
détecteur.Pourfavoriserl etransportdetousl escomposésatraverslacol onne(él ution) il faut
déterminer la bonne température du four. En général, la température doit étre supérieure a la
température d'ébullition des composés. On peut travailler en isotherme, c’est-a-dire avec une
température fixe durant toute |'analyse ou avec un programme de température qui varie. A la
sorti edel acol onne, | escomposésrencontrentunél émentessenti el qui estappel édétecteur. Cet
é émentéval ueencontinul aquantitédechacundesconstituantsséparésausel ndugazporteur grace a
la mesure de différentes propriétés physiques du mélange gazeux.

Le détecteur envoie un signal électronique vers un enregistreur (sorte dimprimante) qui

dessi neral escourbesdechaquepi cenfoncti ondel eurintensité(courbedetypeGaussienne).
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L 'ensembl edespi csestappel échromatogramme. A ctuel lementetdeplusenplus,leslogiciels

rempl acentavantageusementl esenregi streurspapi erspourl'interprétationdessi gnauxenvoyeées  par
les détecteurs, dans le cas, ou 1aCPG est associée a la spectroscopiede masse, on parle de
chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectroscopie de masse, dans ce cas
I’identification des composes se fait par détection des ions positifs aprés ionisation par impact

€électronique de compose.

V.1.2. Identification

Pour chacun des composés, deux indices de rétention polaire et apolaire, peuvent étre
obtenus.llssontcalculésapartirdestempsderétentiond’unegammeétalond’alcanesouplus
rarement d’esters méthyliques linéaires, a tempeérature constante (indice de Kovéats) ou en
programmation de température (indice de rétention). 1ls sont ensuite comparés avec ceux de
produits de référence (mesurés au laboratoire ou décrits dans la littérature). Toutefois, il est
fréquent d’observer des variations, parfois importantes, lorsque I’on compare les indices de
rétention obtenus au laboratoire et ceux de la littérature (en particulier sur colonne polaire).
C’est pourquoi la comparaison des indices sur deux colonnes de polarité différente est

nécessare.

Malgrétout,cecinepeutsuffireaunebonneidentification,sansl’apportducouplageentre
laCPGetunetechniqued’identificationspectroscopique:engénérallaspectrométriedemasse
(CPG/SM).Lacombinaisondecesdeuxtechniquescomplémentaires,estapplicableal’analyse
d’ungrandnombredesubstancesorgani ques,aussi biengazeusesqueliquides(Caval,2002;
Paolini, 2009 ; Garcia 2017).

1V.2. LecouplageCPG/SM

Ainsi |le couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est latechnique la plus
utili séedansl edomai nedeshuilesessentiel | es.l permetdeconnaitre,danslagrandemaj orité
descas,lamassemoléculaired’uncomposéetd’obtenirdesinformationsstructuralesrelatives a une
molécule a partir de sa fragmentation. Dans la source d’ionisation les molécules sont
bombardéesal’aided’électrons,conduisantainsialaf ormationdesi onsenphasegazeuse.L es
ionssontensuitedirigésverslapartieanalytiquedel’appareil.llexisteplusieursanalyseursde masse
mais les plus utilisés pour I’analyse des huiles essentielles sont le « quadripdle » et le « piege
aion » ou «ion trap ». Le quadripdle ainsi que I’“ion trap ” utilisent la stabilité des trgjectoires
pour seéparer les ions selon le rapport masse sur charge (m/z). Les analyseurs

quadripolairessontconstituésdequatrebarrescylindri ques(ayanti déal ementunesection
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hyperbolique).Unionpositifpénétrantentrel esbarresseraattiréversunebarrenégative.Sile

potentielchangedesigneavantqu’ilnesesoitdéchargésurcettebarre,ilchangeradedirection.

Dans les appareils a quadripble, on régle les potentiels de maniéretelle que lesions d’une
massedeterminéeseulementtraversentlesbarres.Lesionssontdoncsoumisal’influenced’un champ
électrique total constitué d’un champ alternatif quadripolaire superposé a un champ constant
résultant de I’application sur les barres de tensions électriques positives et négatives. Les ions
accélérés suivant I’axe z pénetrent entre les barres du quadripble et conservent leur vitesse,
mais ils sont soumis suivant x et y aux accélérations résultantes des forces dues aux champs
électrigques. Tant que simultanément X et y restent inférieurs ala moitié de la distance séparant
deux barres, I’ion pourra traverser le quadripéle sans toucher les barres. Sinon, il s’y
déchargera et ne sera pas détecté. En ce qui concerne I’“ion trap ” (ou quistor), il est constitué
d’une électrode circulaire, couverte de deux calottes sphériques. Conceptuellement, on peut
voir cet appareillage comme un quadripdle circulaire. La superposition des tensions continues
et alternatives permet d’obtenir une sorte de “ quadrip6le a trois dimensions ” dans lequel les
ions sont gardés captifs (“ piégés ”) sur une trajectoire formant une sorte de huit a trois
dimensions. Les ions de différentes masses sont présents simultanément dans la trappe, et on
cherchera a les expulser en fonction de leur masse pour obtenir le spectre. Cette technique
consiste donc a produire des ions directement dans la trappe par impact électronique. Il n’y a
pasdesourceséparée. Lesionssontformésparunfluxd’électronsdecourteduréeetpiégésau
moyenderadi of réquences.Lapressiondugazinertedansl’analyseur(10-3torr)estplusélevée  que
celle d’un quadripble (10-5 torr). En effet, I’addition d’hélium a cette pression permet
d’accroitre la sensibilité de la méthode : les collisions entre les molécules d’hélium et les ions
augmentent I’efficacité du piége a ion. Cependant, les spectres de masse ainsi obtenus sont
modifiés a cause des dissociations induites par collisions et par I’autoionisation chimigque,
toutes deux résultant de la pression relativement importante dans I’appareil (« vide » moins
important). En 1996, la plupart des appareils commercialisés utilisent une source externe. lls
permettentl’obtentiondespectresdequalitécomparableaceuxdesquadripbles(Cavali,2002;
Paolini, 2009 ; Garcia, 2017) .

Depuis 1995, les performances de ces appareils ont éé fortement accrues, de maniere a
permettreunegammedemassepluslargeetdesexpériencesdetypeSM/SM.Lefaisceaud’ions ayant
traversé I’analyseur de masse, est ensuite detecté et transformé en un signal utilisable.
Pourcefaire,il existedifférentstypesdedétecteurscapabl esdetransf ormeruncourantionique
faibleenunsignal mesurabl e. Toutef oi s,| esdétecteursl espl uscourantssontl esmultiplicateurs

36



Revuebibliographique

d’électrons ou de photons, permettant I’augmentation de I’intensité du signal détecté. Ces
photonssontensuitedetectésparlephotomultiplicateur.Finalement,|’ordinateurenregistreles
données provenant du spectrométre de masse et les convertit en valeurs des masses et des
intensités des pics et en courant ionique total. 1l permet I’examen des données enregistrées et
leur manipulation : spectres de masse, chromatogrammes reconstitués, soustraction d’un
spectre par rapport a un autre, calcul d’une moyenne sur plusieurs spectres, etc... (Cavali,
2002 ; Paolini, 2009 ; Garcia, 2017).

Les spectres de masse ains obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de

référence contenus dans | es bibliothéques informatisees disponibles.

La valorisation de ces produits naturels, quel que soit leur secteur d’application
(parfumerie, cosmétique, aromathérapie), passe obligatoirement par une éape de
caractérisation chimique afin de déterminer précisément leurs compositions. Une analyse dite
de routine (ex : contréle qualité dans I’industrie de la parfumerie) est classiquement realisee a
I’aidedelaGC(RI)etGC-MS(voieA).L esétudesplusapprofondies,casd’huilesessentielles  plus
complexes (molécules qui co-éluent, molécules inconnues) nécessitent [I’utilisation de
plusieurs étapes de chromatographie associées a plusieurs techniques spectroscopiques (voie
B).Cesdeuxpossibilitesd’analyse(voiesAetB)sontlesplusutiliséesal’heureactuellepour la

caractérisation chimique des produits naturels (Figure 14).

Cependant, une troisiéme voie (voie C) se situe a mi-chemin entre les voies A et B. En
effet,ell eestpresqueaussi «rapi de»quel avoi eA etprésenteunecapacitéd’identificationqui se
rapproche de celle de la voie B. Elle met en ceuvre la RMN du *3C pour identifier les
constituants du mélange sans séparation préalable suivant une méthodologie d’analyse
développéedepuisunevingtained’annéesparl’équipe«ChimieetBiomasse»(Cavalli,2002;
Garcia, 2017)
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Figur el4: Méthodesd’analysesd’unmélangecomplexe(Adaptéde Gar cia,2017).

V. Lesactivitésbiologiquesdeshuilesessentieles
Le rdle physiologique des huiles essentielles pour le régne végétal est encore inconnu.
Cependant,ladiversitemoléculairedesmétabolitesqu’ellescontiennent,leurconferedesréles et

des propriétés biologiques trés variés.

V.1. Activitéantibactérienne

L'activité antibactérienne des huiles essentielles connue de fagon empirique depuis des
siecles a été scientifiqguement démontrée par plusieurs études. Celles-ci ont prouvé que les
huil esessenti ellesontunspectred'acti ontrésl argepui squ'el | esinhibentaussibienlacroissance  des
bactéries & Gram négatif que celle des Gram positif (Cosentino et al., 1999; Lambert et al.,
2001; Ebrahimi et al., 2008; De Martino et al., 2009). L'é&ude de I'activité des huiles
essentielles sur les spores de Bacillus subtilis réalisee par Lawrence et Palombo en 2009 a

démontré que les huiles essentielles ont également une activité sporicide.

Le pouvoir antiseptique des huiles essentielles sSexerce a I'encontre de diverses bactéries
pathogénes, y compris les souches habituellement antibiorésistantes. Une grande variété
d'huiles essentielles est connue pour posséder des propriétés antimicrobiennes dues a la
présencedeconstituantsactifs.L'activitéi nhérentedeceshuil espeutétreprévuepourserelier
alaconfigurationchimi quedesescomposants,auxproportionsdansl esquel | esil ssontprésents et aux

interactions possibles entre eux (Dorman & Deans, 2000).
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Certains chercheurs ont montré que la puissance de I'action des huiles essentielles varie
selon leurs constituants majoritaires, et que le mode d'action est principalement lié au profil
chimiquedesconstituantsdechaquehuile,quiestlargementdiversifig(Skandamis& Nychas, 2001
; Carson et al., 2002 ; Burt, 2004 ; Moreira et al., 2005).

Il est admis que I'activité antibactérienne des huiles essentielles se classe dans I'ordre
décroissant suivant la nature de leur composé magjoritaire : Phénol (thymol, carvacrol et
eugenol) > acool (aterpene, terpinen-4-ol, linaol) > aldéhyde > céone > oxyde >
hydrocarbures>esters(Dor man& Deans,2000;Burt,2004;Holley& Patel,2005).L 'effet
descomposeésquantitativement mi noritai resn'estparf oi spasnégligeabl e. Quel quesétudesont
concluquel eshuil esessenti el | esenti éresontunepl usgrandeacti vitéanti bactériennequel eurs
composants principaux mélangés, ce qui suggéere que les composants mineurs soient critiques
al'activité et puissent avoir un effet synergique ou une influence de renforcement (Faleiro et
al., 2003). Cependant certaines études ne corroborent pas les effets de synergies mentionnes.
Une combinaison de concentrations comparables en thymol et en carvacrol produit bien
I'inhibition de I'huile essentielle, mais les autres composés minoritaires ont pour effet de
diminuer I'effet des principaux composés actifs phénoliques (Lambert et al., 2001,
Skandamiset al., 2001).

M écanisme

Bienguel espropri étésanti mi crobi ennesdeshuil esessenti el | esetl eurscomposantssoi ent
démontrés,|eurmécani smed'acti onn'estpasencoretotal ementélucidé(L ambertetal ., 2001;
L ahlou, 2004%. 1l est trés probable que chacun des constituants des huiles essentielles ait son
propremécani smed'acti onetqu'il existepl usi eurscibl espotentiel les(Figur €15)(Skandamis et al .,
2001 ; Carson et al., 2002 ; Burt, 2004 ; Sokovic et al., 2007).
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Figur e15: L escibl esprésumeéesdeshuil esessentielles(Adaptéde: Bur t,2004)

Le mode daction des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques de ses composants actifs. En raison de leur caractere lipophile, les
monoterpenes cycligues sincrustent entre les chaines d'acide gras de la bicouche lipidique, ce
qui les rend capables de se partager dans les lipides membranaires de |a cellule bactérienne et
des mitochondries. Ceci a comme conséquence |'expansion de la membrane, sa plus grande
fluidité (Sikkema et al., 1994 ; Cox et al., 2000), la fuite du contenu cellulaire, réduction du
potenti el membranaireetdupHintracel lulaire(Skandamiset al.,2000;Ulteeetal .,2002)et
I'affaiblissement de plusieurs systemes enzymatiques, y compris ceux impliqués dans la
production énergétique et la synthése des composants structuraux (Cox et al., 2001 ; Singh et
al.,2002;Mor eir aetal .,2005).Ceteff etsembl edépendredel acompositionenlipidesetde la charge
extérieure des membranes cytoplasmiques (Trombetta et al., 2005).

L emécani smed'actiondeceshuil esseraitsimilai read'autrescomposasphénol i ques; ceci
estgénéralementconsidérécomme untroubl edel amembranecytopl asmique,interrompantla force
motrice des protons (PMF), le flux d'éectrons, le transport et la coagulation active du contenu
cellulaire. Des enzymes telles que les ATPase sont connues pour étre situées dans la
membrane cytoplasmique et étre encadrées par des molécules lipidiques. Deux mécanismes
possibles ont éé suggerés. Les molécules lipophiles peuvent saccumuler dans la bicouche
lipidique et tordre l'interaction proténes-lipides ; alternativement, I'interaction directe des

composés lipophiles avec les parties hydrophobes de la protéine est possible (Burt, 2004).
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Le mode d'action des huiles essentielles dépend également du type de micro-organisme

qui, en général, n'ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis des huiles essentielles :

e La senghilité des microorganismes peut varier selon le germe testé. Une huile
essentielle peut étre bactéricide vis-avis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis d'autres
ou n‘avoir aucun effet (L ahlou, 2004°).

e Les bactéries a Gram négatif savérent généralement plus résistantes que les Gram
positifs aux effets antagonistes des huiles essentielles. Les bactéries a Gram négatif (ex :
Pseudomonas aeruginosa) montrent une résistance intrinseque a une grande variété d'huiles
essentielles, qui est associée a la surface hydrophile de leur membrane externe. Riche en
mol écul esdeli popol ysaccharide,elleempéchel adiff usiondescomposantshydrophobesdeces
huiles,contrairementauxbactériesaGrampositif,dépourvuesdemembraneexterne,ellessont  plus
vulnérables (Smith-Palmer et al., 1998; Burt, 2004 ; Sokovic¢ et al., 2007). Certains
composesphénoliques(carvacrol etthymol )adherentacesbactéri esparfixationauxprotéines et au
lipopolysaccharide membranaire gréace a leurs groupements fonctionnels. Ils causent la
rupture de la couche externe suivie de sa désintégration partielle atteignant ainsi |a membrane

interne plus susceptible (Dorman & Deans, 2000).

V.2, Activitéantifongique

Les composés volatils des huiles essentielles sont identifiés comme des molécules
li pophilesdepoi dsmol écul airefai bl equiontunepropensi onasevol atili seradestempératures
plutbtbasses(Utamaetal .,2002;Picher skyetal .,2006).Encomparai sonavecl eurspendants
végeétaux,|eshuil esessenti el | esrenfermentuneconcentrati onél evéedecessubstancesvol atiles
(Edris& Farrag,2003).L eshuilesessentiellesvol atil escomportentunmé angecompl exede
composes, princi pal ementconsti tuésdemonoterpenesetdesesquiterpenes(Dor man& Deans,
2000). Les composés prédominants sont les acools, les aldéhydes, les esters, les cétones, les

phénols, les oxydes, les coumarines et les phénylpropenes (Dor man & Deans, 2000).

Il a éé prouveé qu'un large éventail de composés volatils d'huiles essentielles possede une
activité contre divers champignons filamenteux et levures, y compris des pathogénes animaux
etvégétaux (Inouye et al., 2001*"; Inouye et al., 2006*°, Sharma & Tripathi, 2006; Helal
etal.,2006; T ullioetal .,2007).Unepossi bl ecorrél ati onentrel escomposantspri nci pauxdes
huilesessentiell esetl"activitéantifongiquedel 'huil eoudesesvol atil saconduital aproposition
gueceshuil esdevrai entétrecl asséesenfonctiondel eursprinci pauxcomposesactifsplutétque  par

espéece végétale (I nouye et al., 2006%).
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Inouye et al. (2006%)ontfaitétatdel'activitédesvapeurs de 72 HEs contre Trichophyton
mentagrophytes, démontrant que les huiles essentielles dont le composant principal est le
phénol présentent |'activité de vapeur la plus forte. IIs suggerent que I'ordre de puissance des
vapeurs d'huiles essentielles, du plus fort au moins fort, peut étre éabli comme suit : huiles
riches en phénol > aldéhyde > acool > céone > ester (= éher/oxyde) > hydrocarbure. Le
T ableauldonnedesexempl esd'huil esappartenantachacundecesgroupes,ainsiquel adose
fongi cideminimalemoyenne.Desvariationsontétési gnal éesconcernantcelienpotentielentre
leconstituantleplusabondantet!'activité(Amvam-Zolloetal .,1998;K alemba& Kunicka, 2003).
Par exemple, Kalemba & Kunicka (2003) ont indiqué que, dans leur étude, les huiles
cétoni quessontenréalitépl usactivesquel eshuil esal cooliques.Bienquecettedél imitationde
I'activité ne soit pas définitive, en raison de certaines variations d'activité au sein des groupes,

elle permet néanmoins d'établir un classement général de I'activité probable.

|l estdifficilededéterminerl erdl eexactdel asynergieentrel esdifférentscomposantsdes  HEs.
Lis-Balchin et al. (1998) ont avancé l'idée que la synergie entre les composants moins
présents dans les huiles pourrait ne pas avoir dimportance significative. Toutefois, d'autres
étudesi ndiquentquel asynergi eentrel escomposantsestcruciale(Edris& Farrag,2003;L is-
Balchinetal.,1998).Parexempl e,il agtéprouvequel ‘effetfongicidedel'huiledebasilicn'est pas le
méme lorsque ses principaux composants (linalol et eugénol) sont utilisés séparément.
Ceteffetn'estobservéquel orsquecesdeuxcomposantssontutili sésensembl e,dans esmémes
proportionsquedand 'huiledebasilicnaturelle(Edris& Farrag,2003).Cesujetnécessiteune
investigationpluspousseée. | estprobabl equed autresfacteurs,tel squel améthodeetl avitesse
d'évaporation, ainsi que la viscosité, jouent également un rdle important. Ces facteurs
influencent la concentration finale des composants individuels dans l'air. En effet, il a été
observé que la vitesse d'évaporation influence I'efficacité antifongique et, par conséguent,

I'utilisation potentielle d'une huile essentielle volatile (Edris & Farrag, 2003)
M écanismed’action

L emécani smepréci sparl equel | eshuil esessenti ell esvol atil esexercentl euractionsurl es
champignons demeure encore indéterminé. Néanmoins, plusieurs effets et hypothéses ont été
évoguésdansgl alittératurescientifique,incluantl inhibitiondel asporul ation,l aperturbationde
laparoicellul aireetdesmembranes,ai nsiquel'interf érenceavecl agerminationetl 'é ongation
hyphal (I nouyeetal.,2001*"; Alvar ez-Castellanosetal ., 2001).1 lestpl ausi bleque,compte
tenudel adi versitédeseff etsi ndui tsparl esdiff érenteshuil essurdeschampi gnonsspécifiques,
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le mécanisme d'action des HEs volatiles puisse varier de maniere significative par rapport a

celui des huiles incorporées directement dans le milieu de culture (Pauli, 2005).

Demaniéregénéral e,unconsensussedégagedel alittératuresci entifiquesel onlequel les
composés volatils des huiles essentielles induisent des modifications morphologiques
significatives au niveau des hyphes, notamment une diminution du diamétre et de |'épai sseur
de la paroi hyphae. Cette observation est probablement attribuable a I'interférence des
constituantsdeshuil esessenti el | esavecl esréacti onsenzymati quesi mpliquéesdans asynthéese
del aparoi cellulai re,condui santaunassembl agei nadéquatdescomposantsdel aparoitel sque la
chitine, les glucanes et les glycoprotéines (Zambonelli et al., 1996; de Billerbeck et al.,
2001; Sharma & Tripathi, 2006 ; Helal et al., 2006). Par ailleurs, des perturbations de la
membrane plasmique, une désorganisation de la structure mitochondriale, une réduction du
contenu lipidique et des acides gras saturés, une augmentation des acides gras insaturés ainsi
que des fuites de Mg2*, Ca®* et K* des cellules/hyphes exposées ont également été rapportées
(Sharma & Tripathi, 2006 ; Helal et al., 2006).

Le mécanisme par lequel les composés volatils inhibent la croissance fongique demeure
incertain. Certaines études suggerent que ces composeés agissent directement sur le mycélium,
tandis que d'autres postulent gu'ils exercent leur action de maniére indirecte, en étant absorbés
parlemilieudecroi ssanceetensediffusantatraverslemycédium(l nouyeetal ., 1998,2000). Certains
chercheurs avancent l'idée qu'une combinaison de ces deux mécanismes pourrait
expliquerl'activitéantifongiquedeshuil esessentiel | esvol atil es.D'autresencoreproposentque
lemoded'acti onestdirectementproporti onnel d aquantitédechaquecomposéabsorbéparl es
constituants de la phase solide (membrane, granules, etc.). Ainsi, a faible dose, I'activité
fongi ci deseraitdirectementli éeauxcaractéristiquespropresachaguecomposé, tandi squ'ades
concentrations élevées, les composés des HES exerceraient une action fongicide via un
mécanismecommun(Edris& Farrag,2003;Pauli,2005).Cettehypothésesuggéeredoncune
dualitédans emoded'actiondeshuil esessenti el | es,dépendantal af oi sdel aconcentrationdes
composés et de leurs propriétés intrinseques. Cette complexité pourrait expliquer la diversité
deseff etsobservésetl adiffi cultéaétablirunmécani smed'acti onuni versel pourcescomposés
volatils.

Parexempl e,desrecherchesontmi senévidencequel eshuil esvol atil essontabsorbéesde
maniére préférentielle par la surface lipophile des mycéliums. De plus, I'efficacité de |'effet

i nhi biteurdeceshuilessembl eétreproportionnel | edl 'étenduedel asurfacedesmycéliums
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(Inouye et al., 1998). Inouye, ains que d'autres scientifiques, avancent I'hypothése que les
composés des huiles essentielles volatiles sassocient de fagon irréversible aux ééments
constitutifs de la membrane cellulaire fongique, provoquant ainsi une fuite des composants
intracellulaires (Inouye et al., 2000; Helal et al., 2006). Il est également plausible que
I'inhibition de la respiration des mycéliums agriens participe a ce mécanisme (Gocho, 1992).

Des études ont démontré que les composés volatils des huiles inhibent |a sporulation des
champignons (Alvarez-Castellanos et al., 2001). Il a été postulé que cette inhibition de la
sporulation, al'instar des |ésions de la paroi cellulaire, est également liée a des modifications
delamembranecel | ul ai reouadesdommagesal aparoi cellulaire entrainantuneperméabilité  accrue
et une perte subséquente du contenu cytoplasmique, peut-étre lors de la synthése. A partir de
I'analyse de I'activité antisporulante sur Microsporum gypseum d'extraits dont le
principal constituantétaitl el apachol il aétésuggéréquecetteinhibitionpourraitétreattribuée a des
composants endommageant la paroi cellulaire ou modifiant la perméabilité de la membrane
des microconidies, provoquant une perte de cytoplasme, qui a son tour entrainerait la mort de
lacellule (Al et al., 1998).

V.3, Activitéherbicide

L epotentiel phytotoxi queetherbicidedesHEscontrel esmauvai sesherbesaétélargement étudié
en vue de leur utilisation comme alternative aux herbicides synthétiques. Depuis leur
découverte et leur mise au point dans les années 1940, les herbicides synthétiques ont été la
principale méthode utilisée pour lutter contre les mauvaises herbes. Leur utilisation excessive
afavoriseé I'évolution de biotypes de mauvaises herbes résistants aux herbicides, ainsi que des
effets nocifs sur la santé humaine et animale et sur I'environnement (Jurado et al., 2011 ;
Sabarwal et al., 2018).

L'utilisation des HE dans la lutte contre les mauvaises herbes repose sur le fait qu'elles
contiennent des composés alélochimiques, principalement des terpénoides, qui peuvent
empécherlagerminationetlacroi ssancedesespecesdemauvai sesherbes(Dudaietal ., 1999).

L 'unedespremiéresetudesaavoi rabordél arecherchedescomposeésal | €l opathi quescontenus
danslacompositiondesH Esd'unpoi ntdevueprati queetentenantcomptedel eursapplications
possibles en agriculture pour lutter contre les mauvaises herbes, est celle de Dudal et ses
collaborateurs en 1999 (Angelini et al., 2003). lIs ont vérifié que les HES avaient un potentiel
diff érentpourempécherl agerminationetl acroi ssancedesgrai nesd'adventi cesenfonctionde
leurcompositionetdel 'espececontrel aquel | eel | esétai entappliquées.L eursrésul tatsont

44



Revuebibliographique

ouvert de nombreuses possibilités d'utilisation des HEs dans la lutte contre les mauvaises
herbes,enutili santdesHEsdifférentesenfonctiondesmauvai sesherbesacombattre.Unautre  travall
remarquable est celui de Tworkoski (2002), qui atesté les HEs in vivo dans des conditions de
serre, alors que la majorité des études sur I'activité herbicide des HES sont réalisées dans des

conditionsin vitro.

Laraison d'effectuer des essaisin vitro avec des HEs est que les essais in vivo se heurtent
a certaines difficultés, comme la quantité d'huile nécessaire pour les essais, ou la formulation
adéguate des HEs a mélanger avec de l'eau et & améliorer leurs propriétés, comme leur
persistance et leur pénétrabilité. Dans les travaux de Tworkoski en 2002, de nombreuses HES
ontététestéesetlecomposeprinci pal (eugenol ) del'HEl apl usactive( Syzygi umar omati cum)
aétédéterminéetil actévérifiéquel'activitéherbicidedel'HEdeS.aromati cumétaitduedce composeé.
Angelini et al. (2003) ont testé différentes HEs (Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris et
Saturgja montana) et leurs principaux composés sur différentes mauvaises herbes
etcultures,etontconstatéquel'huil edeS. montanaavec57%decarvacrol étaitl apl usefficace,
i nhi bantcompl &ementlagerminati ondescul turesetdesmauvai sesherbes.liconvientdenoter  les
travaux de Vokou et al. (2003), qui ont testé le potentiel alléopathique de 47
monoterpénoides de différents groupes chimiques contre la germination et la croissance de
Lactucasatival .,etontdéterminéguel eshydrocarbures,al‘exceptiondu(+)-3-caréne, étaient  les

moins inhibiteurs et que les acétates étaient |es moins inhibiteurs des composés oxygénés.
M écanisme d’action

Les mono- et sesquiterpénes sont connus pour affecter les processus physiologiques des
adventices, comme la photosynthese, 1a synthése de la chlorophylle et les perturbations
cellulaires,qui peuventimpliquerl'accumul ationdegl obul esli pidi quesdansl ecytopl asmeou la

réduction des organites (Amri et al., 2013).

Welr et al. (2004) ont souligné gque les substances chimiques allélopathiques ont un effet
directsurlagerminati onetl acroi ssancedespl antesvoi sinesetinterf erentavecdiversprocessus

physiologiques, biochimiques et moléculaires des especes végétales ciblées (Figure 16)
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Figur el6: Effetdirectouindirectdesmol écul esal|él ochimiques
(Adaptéde: Soltyset al., 2013)

Selon Keating, (1999), ces substances affectent la division et la croissance cellulaire du
faitqu’ellesinterferentaveclesprotéines :ellesinhibentdelaphotosyntheseenagissantsurla
synthésechl orophyllienneoui nhibentl etransportdesél ectrons.Depl us,ellesontun effetsur
larespirationcellulaire(inhibitiondelaconsommationd’oxygéne,oxydationduNADHoude
laproductiond’ ATP).Cessubstancesinterférentégalementaveclemétabolismedel’ ARN,de
I”’ADN, des enzymes et des acides aminés, ce qui souligne leur influence significative sur les

fonctions vitales des cellules.

V.4, Activitéinsecticide
L’utilisationdesplantesmédicinalesetaromatiquesreprésenteunevoieprometteusedans
larecherchedesol utionsalternativespourlal uttecontrel esravageurs.LesHES, enparticulier,
sontreconnuespourleurefficacitéinsecticide,commel’ontsoulignéCosimietal .(2009).Ces
substances naturelles, composées d’un complexe de composés actifs, offrent une multitude de

mécanismes d’action potentiels contre les insectes nuisibles.

Denombreusesétudessesontpenchéessurl’efficacitédeshuilesessentiellesdanslalutte
biologique, mettant en évidence leur capacité a se dégrader rapidement dans I’environnement,
contrai rementauxcomposessynthéti ques, etaci bl erspécifi guementl esi nsectesnui sibl estout
enépargnantl esespecesbénéfiques(Pillmoor etal ., 1993).Leurefficacitécontrel esinsectes
affectantl esproduitsstockésaétéparti culiérementbi endocumentée(Bazzonietal .,2002).
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Ces dérivés naturels ont également montré leur potentiel en tant que moyen de contréle des
larves de |épidoptéres nuisibles, grace a leurs effets larvicides et antifeedant (Bathal et al.,
1993; Park et al., 1997; Larocque et al., 1999), ainsi qu’a leur capacité a retarder le
développement et I’émergence des adultes, a provoquer la mortalité des ceufs (Marimuth et
al., 1997), et adissuader I’oviposition (Naumann & Isman, 1995). De plus, ils ont démontré
des effets répulsifs (Landolt et al., 1999), ce qui les rend particulierement intéressants pour
une gestion intégrée des nuisibles. Cependant, pour gue les huiles essentielles puissent étre
plei nementexpl oi téescommesystémeal ternatifdel uttecontrel esparasites,il estimpératifde
surmonter certains defis techniques. Leur volatilité, leur faible solubilité dans I’eau et leur
tendance a I’oxydation sont des obstacles qui limitent leur utilisation pratique (M oretti et al.,
1998). Pour remédier a ces problémes, les pesticides a base d’huiles essentielles doivent étre
formul ésdemani ereastabili sercescomposésactifs(M ar kus, 1996).L esformul ationspeuvent
prendrel af ormedesystemesli qui descl assi ques, tel squedessol utionsoudi spersionsaqueuses et non
agueuses, ou de systémes solides comme des poudres mouillables et des granul és dispersables
dans I’eau. Des systéemes a libération contr6lée sont également envisagés pour optimiser
I’efficacite des huiles essentielles et minimiser leur dégradation. Ces stratégies de
formulationvisentaprolongerladuréed’actiondeshuilesessentielles,aaméliorerleurstabilité et a
faciliter leur application, rendant ainsi leur utilisation plus viable et efficace dans les

programmes de gestion des nuisibles (M oretti et al., 2002).
M écanismed’action

Les HEs sont reconnues pour leurs propriétes insecticides, qui s’expliquent par une série
demécanismesd’actioncomplexesetvariés.Cesmecanismessontprincipalementattribuables aux
composés bioactifs présents dans les HES, tels que les terpénes, les phénols et les alcools, qui
agissent de maniére synergique pour exercer des effets toxiques sur les insectes nuisibles
(Isman, 2000).

Les HEs et leurs composants affectent les processus biochimiques, ce qui perturbe
spécifiquement I'équilibre endocrinol ogique des insectes. Elles peuvent étre neurotoxiques ou
agir comme des régulateurs de croissance des insectes, perturbant le processus normal de
morphogeneése.L ecaractérelipophiledesHESjoueunrdl ecl édanslamodul ationdel'activité
insecticide et particulierement I’effet larvicide. L’association entre les composes lipophiles et
ladésactivati ondesprotéines/I'inhibitiondesenzymespeutétreuneexpli cationrai sonnablede

cefait.L esdoubl esliai sonssonti mportantesdans! ‘activitél arvicidedesmol écul esnaturel les
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car I'hydrogénation de ces liaisons diminue le caractere lipophile de ces composés, limitant
ainsi leur passage. Par exemple, le B- pinéne, qui possede une double liaison exocyclique, est
plus toxique pour les larves d'/Aedes aegypti que le a-pinéne, qui possede une double liaison

endocyclique (Pavela, 2015).

L aneurotoxicitédepl usieursmonoterpénoides(d-limonéne, myrcéene,terpinéol linal ol et
pulégone) a été évaluée sur la mouche domestique ainsi que sur la blatte allemande (Coats et
al.,1991).L atoxicitédeshuil esessenti el | esoudel eurscomposantschezl esinsectesetautres
arthropodes indique un mode d'action neurotoxique ; les symptémes les plus importants sont
I'hyperactivité suivie d'une hyper-excitation, conduisant a un arrét rapide et al'immobilisation
(Enan, 2001).

L'inhibition de I'acétylcholinestérase (AChE) joue également un rdle clé dans la
modulation de I'activité larvicide. Plusieurs monoterpénes et HES se sont révélés étre des
inhibiteurs de I'AChE contre différentes especes dinsectes. Par exemple, les HE de Zingiber
officinale modifient le comportement et la mémoire dans le systéme cholinergique (Felipe et
al., 2008), tandis que le linalol a été identifié comme un inhibiteur de I'acétylcholinestérase
(Ryan & Byrne, 1988). Une autre cible possible suggérée pour les HE est I'interférence avec
les canaux de chlorure GABA chez les insectes (Rattan, 2010). L'octopamine (OA) est
également une cible de I'activité des HEs chez les insectes. L'OA est une amine biogéne
multifonctionnelle naturelle qui joue un rbéle clé en tant que neurotransmetteur,
neuromodulateur et neurohormone dans le systeme des invertéorés, avec une fonction

physiologique comparabl e a celle de la norépinéphrine chez les vertébrés (Enan, 2001).

Les HEs interferent avec la respiration des insectes en obstruant les spiracles ou en
perturbant la chaine de transport des électrons mitochondriale, ce qui réduit la production
d’ATP, la principale source d'énergie cdlulaire. En interférant avec cette chaine de transport,
|esHEsrédui sentlaproductiond' AT P, perturbantai nsilemétabol i smeénergéti quedesi nsectes
(Wang et al., 2018).

V.5. Activitéantioxydante

L esanti oxydantssontdescomposésoudessystemescapabl esd'interagirentoutesécurité  avec
les radicaux libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne
soient endommageées. |ls peuvent utiliser plusieurs mécanismes : (i) piéger les espéces qui
déclenchentl aperoxydation,(ii)chél aterl esionsmétal li quesafinqu'il snepui ssentpasgénérer

d'espécesréacti vesoudécomposerl esperoxydes, (iii)éteindre* O 2enempéchantlaformation
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de peroxydes, (iv) interrompre la réaction en chaine auto-oxydative, et/ou (v) réduire les

concentrations d'Ozlocalisées (Asimi et al., 2013).

L'efficacité antioxydante de ces composés bioactifs dépend de leurs caractéristiques
chimiques et de leur emplacement physique dans I'aliment (proximité des phospholipides
membranaires, interfaces démulsion ou dans la phase agueuse). Les antioxydants (par ex,
flavonoides, acides phénoliques, tanins, vitamine C, vitamine E) ont diverses propriétés
biologiques, telles que des effets anti-inflammatoires, anti-cancérigenes et anti-
athérosclérotiques, et réduisent également I'incidence des maladies coronariennes (Diazet al.,
1997 ; Bartoszek & Polak, 2012 ; Poznyak et al., 2020; Hamrouni-Sellami et al., 2012)

Diverses méthodes ont été développées pour évaluer |'efficacité antioxydante des
mol écul esbi oactives,parmilesquelleslestestsauDPPHetal’ ABT Ssontlesplusfréquemment
utilisés. Ces tests permettent de mesurer la capacité antioxydante des composés bioactifs.

Sur le plan de la chimie de la conversion des antioxydants, les mécanismes d'action
bi ol ogi queseregroupentsouvententroi sprinci pauxmodesd'action(Bibi Sadeer etal .,2020;
Ivanova et al., 2020 ; Platzer et al., 2021):

(i) les réactions de transfert d'électrons de |'antioxydant au substrat (réaction d'oxydation

de I'antioxydant), c'est-a-dire le mécanisme TE (transfert d’électron) ;

(i1) les réactions de transfert d'un atome d'hydrogéne de I'antioxydant vers un substrat qui,
en milieu agueux, peuvent étre considérées comme un transfert de proton accompagné d'une
réaction d'oxydation de I'antioxydant, peuvent étre considérées comme un transfert de protons
accompagné d'un transfert d'éectrons (réaction d'oxydation de I'antioxydant), c'est-& dire le

mécanisme TAH (transfert d’Atome d’Hydrogéne) ;

(i) lesréactionsdetransfertd'uneoudepl usi eurspairesd'él ectronsavecformationd'une
liai soncoval enteparl emécani smedonneur-accepteur(réactiondetransfertd'é ectrons),c'est- a-dire
le mécanisme TAH par le mécanisme donneur-accepteur (réaction de complexation de
I'antioxydant avec des ions métalliques de valence variable), c'est-a-dire le mécanisme de
chéation.
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V.6. Activitéanti-acetylcholinéster ase
V.6.1. AChE

L'acétylcholine (ACh), que I'on retrouve chez les vertébrés et |es arthropodes, est I'un des
composésmaj eurspermettantl atransmissi ondesimpul sionsél ectriquesdescel lulesnerveuses vers
une autre cellule nerveuse ou vers les muscles, qu'ils soient volontaires ou involontaires. Elle
a été identifiée pour la premiére fois en 1867 en tant que composé synthétique et a été
repéréedansdl esti ssushumai nsen1906dansdesextrai tsdel aglandesurrénal edontl’adrénaline  avait
été éiminée. On distingue deux principaux types de récepteurs réagissant a I’acétylcholine :
les récepteurs muscariniques et les récepteurs nicotiniques (Houghton et al., 2006).

Les récepteurs muscariniques sont principalement liés au systéme nerveux périphérique
ainsiqu'auxmuscl eslissesetcardiagues.L eurinteractionavec!'acétyl cholineestgénéral ement
associée a la stimulation du systéme nerveux parasympathique. Les symptomes typiques de
cette stimulation parasympathique comprennent la réduction du rythme cardiague et de la
pression artérielle, la contraction des bronches, I'augmentation de la salivation, la stimulation
del adi gesti onetl'accroi ssementdupéristal tismeintestinal ,|'évacuati ondesf | uidesdel avessie
etl'adaptati ondesyeuxpourl avisionrapprochée,accompagnéed'unecontractiondespupilles
(Silman & Sussman, 2005).

L es récepteurs nicotinigques sont localisés dans le systéme nerveux central (SNC) et dans
les plaques motrices terminales, qui représentent les synapses entre les nerfs et les muscles
squelettiques. Dans le SNC, I'activation des récepteurs nicotiniques par I'acétylcholine semble
liéeaux processuscognitifsetdl amémoi re. Quantauxmuscl essquel ettiques, | eurstimul ation par

I'acétylcholine entraine une contraction (Silman & Sussman, 2005).

L'acétylcholine (ACh) est conservée dans des structures appelées vésicules, situées aux
extréemités des cellules nerveuses. Lorsgue ces terminai sons nerveuses sont dépolarisées, leur
contenu est libéré et I'ACh se déplace dans la synapse pour se lier au récepteur. L'ACh libérée
a une durée de vie trés courte en raison de la présence dune grande quantité
d'acétylcholinestérase (AChE), une enzyme qui décompose la liaison ester de la molécule,
entrainant ainsi une perte de son activité stimulante. Par conséquent, I'inhibition de I'AChE
prolongera la durée de vie et donc l'activité de I'ACh en ce qui concerne la transmission

nerveuse.Ceprinci peaétéutiliséenmeédeci nepourtraiterdesconditionspathol ogiquesliées
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adesniveauxinsuffisantsd'A Ch,etentoxi col ogi epour provoquerdesmal adi esoul amortpar une

stimulation cholinergique (Silman & Sussman, 2005).

Il est important de souligner que récemment, |'acétylcholinestérase (AChE) a été associée
a plusieurs fonctions autres que la transmission nerveuse. En particulier, elle agit comme une
protéine d'adhésion, une protéine de la matrice osseuse, elle participe a la croissance des
neuritesetal aproducti ondefibrillesamyl oides.Cesderni éressonttypiquementprésentesdans  les
cellules cérébrales des patients atteints de lamaladie d'Alzheimer (Zhang, 2004).

L'impact sur les fonctions de |'acétylcholinestérase (AChE) qui ne sont pas liées a la
transmission nerveuse est plus complexe a anticiper. Cependant, il a été suggéré que les
inhibiteurs de ces aspects de sa fonction pourraient mériter d'étre étudiés dans la recherche de

nouveaux médicaments (Silman & Sussman, 2005).

V.6.2. BChE

La butyrylcholinestérase (BChE, EC 3.1.1.8), autrefois designée sous le nom de
pseudocholinestérase, est une enzyme principaement synthétisée dans le foie et largement
distribuéedansl’organisme,notammentdanslesang(auneconcentrationd’environsyg/mL),  les
synapses des jonctions neuromusculaires, les cellules gliales et les axones de la substance
blanche cérébrale. Cette enzyme existe sous de nombreuses variantes alléliques, comme I’a
souligné M assoulie en 2002.

Historiguement, la BChE a été considérée comme un analogue vestigial non fonctionnel
de I’acétylcholinestérase (AChE). Cependant, des découvertes récentes ont remis en question
cette vision, suggérant que la BChE pourrait jouer un réle plus significatif. Par exemple, chez
lessouris,laquantitétotaledeBChEdansl’ organismeestdixfoissupérieureacelledel’AChE,
commel’ontdémontréDuysenetal .,en2001.Deplus,desetudesontmontréquel’activitéde la BChE
dans le sang total humain est significativement plus élevee que celle de I’AChE (Worek et
al., 2008). Ces observations ont conduit a I’hypothese que la BChE pourrait jouer un réle
complémentaire en cas d’activité insuffisante de I’AChE dans la neurotransmission. Cette
hypothése est soutenue par des éudes sur la physiologie des souris knock-out pour I’AChE
(Duysen et al., 2001). Il a égaement éé suggéré que la BChE pourrait agir comme une
barriére pour empécher la diffusion de I’ACh dans la circulation sanguine (M assoulie, 2002).
Cependant, malgré ces indications, des preuves expérimentales concluantes faisant état du
réle précis de la BChE font encore défaut. Par conséquent, des recherches supplémentaires

sontnécessairespouréclaircirleréleexactdelaBChEdansl’organisme.Lacomprénhension
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de ces mécanismes pourrait avoir des implications significatives dans divers domaines,
notammentlaneurobiol ogie,lapharmacol ogi eetlamédecine.Enparticulier,ellepourraitai der
aél uci derl esmécani smessous-j acentsdecertai nespathol ogi esneurol ogi quesetadével opper de

nouvelles approches thérapeutiques.

L’activité antiacétylcholinestérase (AChE) des HEs est un domaine de recherche qui a
suscitéunintérétconsi dérabl eenrai sondupotentiel decescomposésnaturel sdansl etraitement  des
troubles neurodégénératifs, tels que la maladie d’Alzheimer, ainsi que dans la gestion des
populations d’insectes nuisibles. Les HEs sont composées d’un large éventail de composés
volatils, dont certains ont démontré une capacité a inhiber les enzymes AChE et
butyrylcholinestérase (BChE), qui sont responsables de la dégradation de I’acétylcholine, un
neurotransmetteur essentiel pour la fonction cognitive et la signalisation neuromusculaire
(Perry et al., 2000).

Des études ont identifié plusieurs molécules présentes dans les HES qui agissent comme
inhibiteurs de I’AChE et de la BChE. Un exemple notable est I’huile essentielle de romarin
(Rosmarinusofficinalis),quicontientdescomposéstel squel e1,8-cinéole, lecamphreetl’acide
rosmarinique.Ces moléculesontdémontréuneactivitéinhibitricesignificativecontrel’AChE et la
BChE, comme I’indiquent les études d’Orhan et ses collegues (2011), qui ont mis en
évidence le potentiel thérapeutique du romarin dans la modulation de [I’activité
cholinestérasique. De méme, I’huile essentielle de sauge (Salvia officinalis) est riche en
composés tels que I’a-thuyone et le camphre, qui ont également montré des effets inhibiteurs
sur I’AChE et la BChE, suggérant leur utilité potentielle dans I’amélioration de la fonction
cognitive (Perry et al., 2000).

Une autre étude menée par Savelev et al. (2003) a revélé que I’huile essentielle de Salvia
leriifolia posséde des propriétés inhibitrices de I’AChE, attribuées principalement a ses
composantsmonoterpénoides,tel squel el,8-cinéol eetlecamphre.Cesdécouvertesrenforcent
I”idéequecertaineshuilesessentiellesetleurscomposantsmoléculairespourraientétreutilisés
comme agents neuroprotecteurs. |l est important de noter que, bien que les huiles essentielles
montrent un potentiel prometteur en tant qu’inhibiteurs de I’AChE et de la BChE, leur
utilisation en tant que traitements thérapeutiques nécessite une compréhension approfondie de

leur mécanisme d’action, de leur biodisponibilité et de leur toxicité.

Dansuneétudedelukicetal .(2007),lethymolamontréuneforteactivité nhibitrice,ce

quisuggereque I’huileessentielle dethympourraitétre bénéfiquedanslagestiondes troubles
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neurodégénératifs. Il est également intéressant de noter que les HES peuvent agir de maniére
synergiquepouraméliorerleurefficacité.Uneétudedel. oizzoetal .(2009)aexaminé eseffets
combinés de différentes HES et a constaté que les mélanges peuvent parfois offrir une activité

inhibitrice supérieure a celle des huiles individuelles.

Outre leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, anticholinestérase, insecticides et
herbicides déja documentées, les HEs se distinguent également par d’autres activités
biologiques remarquables. Elles possedent des effets antiviraux, antioxydants et anti-
inflammatoires,contribuantal aprotecti oncontrel esinfectionsviral es,| estressoxydatif etles
réponses inflammatoires excessives. De plus, certaines huiles essentielles ont démontré des
propriétés anal gésiques et anxiolytiques, offrant des perspectives intéressantes pour la gestion

de la douleur et de I’anxiété.

En plus de leurs multiples activités biologiques, les huiles essentielles jouent un réle
significatifdans esinteracti onsbioti ques,agi ssantcommeagentsdecommuni cationchimique entre
les organismes. Elles peuvent fonctionner comme des répulsifs ou des attractifs pour divers
insectes, influencant ainsi les dynamiques de pollinisation et de prédation. Les huiles
essenti el lespeuventégal ementmodul erl esinteracti onsentrel espl antesetl esmi crobesdusol ,
favorisantl acroi ssancedespl antesetl arési stanceauxpathogeénes. Cesinteractionscompl exes
mettentenlumierelepotentieldeshuilesessentiellesdansl’agroécologieetlagestionintégree des

nuisibles.
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V1. Descriptionsdesplantesétudiées
V1.1. A-Pinusnigrassp.mauretanica
V1.1.1. Synonymieet noms vernaculaires

Pinusnigraestconnusousdifférentsnoms;enangla sA ustrianBlackPineouBlackPine,
enallemandsous enomdeSchwarzki efer,enespagnol commePinonegro,enfrancai ssousle nom de
Pin noir et en italien sous le nom de Pino nero. Localement en kabyle pour la sous
espécePi nusni grassp.maur etani ca,c'esttouj ourslenomcommundonnéatoutes esespéces de pins
: Azombay.

L ebasi di onymepournotresousespéeceest:
- Pinusnigravar.mauretanicaMaire& Peyerimh.[1927]
- Pinusnigrasubsp.mauretanica(Maire& Peyerimh.)Heywood[ 1962]

Comme pour la mgjorité des plantes surtout du pourtour méditerranéen, plusieurs

synonymes sont proposés par des auteurs différents :
» Pinusclusianasubsp.maur etanica(Maire& Peyerimh.)Maire [ 1952]
= Pinusnigrasubsp.laricioauct. [1928]
= Pinusnigravar.mauretanicaMaire& Peyerimh.[1927]
= Pinusnigrasubsp.salzmanniiauct.
= Pinusnigravar.mauretanica(Maire& Peyerimh.)Farjon
= Pinus pyrenaica auct.
* Pinuspyrenai casubsp.maur etani ca(Maire& Peyerimh.)O.Schwartz[ 1939]
Dobignard& Chatelain(2010—2013)

V1.1.2. Taxonomieet systématique

V uquel espositionsphyl ogénéti quesdecertai nstaxonsrestentcontroverseesoun'ontpas ~ été
compléetement résolues surtout pour les Gymnospermes, nous avons présenté ici une
classificationphylogénétiquesimplifiée.Celas’appliqueégalementpourl’autreespéceétudiée
Abies numidica (Figure 17). Nous avons également dresse un tableau synthétique de la

classification classique (Tableau 1)
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{ Régne: Plantae Hacckel, 1866 ]

[ Classe: EquisetOpSida C.Agardh, 1325 ]

{ Sous-Classe: Pini dae Cronquist, Takht. & W.ZImm., 1966 J

ECl:lde: T["aclleophyta .Slnnotteanvnlier—Snlltll,I‘J!JS]

( cide: Spermatophyta ]

( Clade: Gyn‘lnospermae Lindl., 1330 ]

( Ordre: Pi“ales Sprong. ex E.Rudolphi, 1830 j

( Famille: PINACEAE coresn. 1901 )

( Genrc: anus L..usa]

( F.'-ﬁpécc:Pinus nigra .I.F.Arnnld]

[Sous—Espéce: Pinus nigra spp mauritanica ]
Mairc & Pcycrimh. 1927

Figur el7: Positionphyl ogénéti quedePinusnigrassp.maur etanica

Tableaul : Positionsystémati quedePinusnigrassp.mauretanica

Rang Nomscientifique
Clade Plantae
Clade Plasmodesmophytes
Clade Embryophytes
Clade Stomatophytes
Clade Hemitracheophytes
Clade Tracheophytes
Clade Euphyllophytes
Clade Spermatophytes
Clade Gymnospermes
Clade Pinophytes
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Genre Pinus
Espece Pinusnigra
Sous-espéce Pinusnigrassp.mauretanica
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V1.1.3. Descriptionbotanique

Le pin noir est un grand conifere atteignant couramment 20-30 m, mais
exceptionnellement,ilestcapabl ed'atteindreundiamétrede2  metdeshauteurgusqu'as0 m. 1l
possede un tronc se dénudant longuement, se couvrant dun rhytidome gris brun
profondémentfissurésurl esarbrespl usagés. Sonécorceestgénéral ementbrungrisatreanoir
d'ousonnomlatin”nigra’ (Figur €18,d).C'estunarbreabranchesétal éesportantdesfeuill es vert
foncé par deux de 8-15 cm de longueur, persistant quatre ans, plus ou moins raides, +
épaisses, a marges finement denticulées, a sommet pointu rigide, a nombreuses lignes
stomati quessurchaquef aceetacanauxrési niféresmédians. L esconessontsubsessiles,jaune-  brun,
solitaires ou agglomeérés, ovoides-coniques (Figure 18, b), 5-8 x 2,5-3cm, sguames a
apophyse carénée transversalement, a apex mutique ou * apiculé. Les graines sont brunes +
mouchetéesdenoir,5-7mmavecuneail €3-4foi spluslongue( M air e,1952).Chezl e eunes
individus, la cime est conique (Figure 18, a) devenant en parapluie chez les arbres plus agés
(Figure 18, c). Les cones mdrissent pendant |'automne de la deuxiéme année, et ouvrent la

troisieme année. Ces cones contiennent 30 a 40 graines.

Figur e18: Pinusnigrassp.maur etani ca.Jeunesujet(a)etconesfemelles immatures
(b).Vieuxsuijet(c)etdétaildutronc(d)(Creéditsphotos: AdjaoudA bdenour, 2009).
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V1.1.4. Diversité Ecologieetr éartitiongéographique

Pinus est un des genres appartenant a une des plus diverses familles d'arbres a feuilles
persistantes. Les Pins sont considérés comme |'un des composants majeurs des paysages
forestiersdesrégionstempérées(Far | on,2018).Sel onk eel ey(2012),ondénombreplusde
100 espéeces principaement réparties dans I'hémisphére Nord. Ces estimations difféerent
|égerementd'unauteurd'autreetsel onFar j on,(2021),cettefamillecomprendunnombreplus  élevé
estimé a environ 120 especes. Les principaux genres de Pins comprennent Pinus, Picea,
Pseudotsugaet Tsuga. Chagque genrecomprend plusieurs especes, qui sedifférencientpar leur
taille et leur forme de couronne, la couleur et ladurée de vie des aiguilles, lataille et laforme
des bourgeons, la couleur et la forme des cones, leur maturité et leur odeur. Le genre Pinus
comprend des especes telles que Pinus halepensis, Pinus sylvestris, Pinus nigra, Pinus

monticola, Pinus patula et Pinus mugo.

Pinus nigra comprend plusieurs sous-especes dont les plus communes sont Pinus nigra
subsp.nigra(Pinnoir),Pinusnigrasubsp.laricio(Pinlaricio)etPinusnigrasubsp.salzmannii ~ (Pin
de Salzmann). Pinus nigra ssp. mauretanicaest un conifére endémique des montagnes cotiéres
du nord-ouest de I'Afrique (Algérie, Maroc). AuMarac, ilest principalement répandu dans les
régions montagneuses de I'Atlas, le Moyen Atlas et I'Anti-Atlas, a des altitudes allant jusgu'a
2000 m. Il est égadement présent a des dtitudes inférieures dans les régions plus
septentrional esduM aroc,tellesquel eRifetl'Oriental . C'estunarbredemontagnequipréfére les sols
cacaires ains que les sols pauvres et secs. Il aime la lumiére du soleil et toléere des
températures élevées et des precipitations relativement faibles. Il peut vivre jusgu'a 600 ans et

atteindre une hauteur de 60 métres.

En Algeérie, il pousse sur les hautes montagnes en Kabylie. Le peuplement naturel unique
de la sous-especeétudiée P.nigra ssp. mauretanican'est limité qu'a une petite parcelle dans la
réserve naturelle du parcnational duDjurdjura(Figure 19). La croissancede Pinus nigra ssp.
mauretanicaest tres lente, mais sa longévité est significative. En raison de sa distribution
restreinte et de ses faibles ressources génétiques, la sous-espece est classée comme en voie de
disparitionsel onl'Unioninternati onal epourl aconservationdel anature(U1CN).Desmesures de
conservation doivent étre prises pour protéger cette espéece et augmenter sa résilience aux

changements climatiques.
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Figurel9:Vued’unepartiedupeuplementnatureldePinusnigrassp.mauretanica(a) en

méange avec |le cédre. Réserve parc national du Djurdjura (1548 m). (Crédits photos :
AdjaoudA bdenour,2009)

V1.2, Abies numidica
V1.2.1. Synonymieet noms vernaculaires

Abies numidica est connue sous les noms vernaculaires de Sapin de Numidie ou Sapin de
I'Atlas,enfrancai s.Dansd'autresl angues, Pinontmi doenespagnol ,NumidianFirouAlgerian Fir en
anglais et Fohre aus Numidien en allemand. En Kabyle, Tumert. Le nom scientifique
retenuetuni queestAbiesnumidical annoyexCarriére,1866.Aucunsynonyme n'estpropose pour

cette espéce et jusqu'a présent aucun taxon inférieur n'est référence.
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V1.2.2. Taxonomieet systématique

[ Régne: Plantae Haeckel, 1866 J

[ Classe: Equisetopsida C.Agardh, 1825 ]

[ Sous-Classe:Pi n idae Cronquist, Takht, & W.Zimm., me]

[Clade: T]_'a(:heophyta Sinnott ex Cavaller-Smith, I'!?!K]

[ Clade: Spermatophyta |

[ Clade: Gymnospermae Lindl, 1830 ]

[ Ordre: Pinales Spreng. ex r‘.ltudolpm.lsauJ

( Famille: PInaceae corzm. 1504 J

&
[ Genre:AbieS Mill,, 1754)

>
[ Espéce: A bies n umidica Lannoy ex Carritre ,lSﬂﬁ]

Figure20:Positionphylogénétiqued’ Abiesnumidica

Tableau2:Positionsystématiqued’ Abiesnumidica

Rang Nomscientifique
Clade Plantae
Clade Plasmodesmophytes
Clade Embryophytes
Clade Stomatophytes
Clade Hemitracheophytes
Clade Tracheophytes
Clade Euphyllophytes
Clade Spermatophytes
Clade Gymnospermes
Clade Pinophytes
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Genre Abies
Espéce Abiesnumidica
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V1.2.3. Descriptionbotanique

Abies numidica est une espece endémique d’Algérie, décrite par Maire en 1952 et
Quezel & Santa en 1965. Il sagit d'un conifere de grande taille pouvant atteindre 23 m, arbre
acimepyramidal e(Figur e21,c)avecuntroncdelmdediametredécorcelisse,grisétrepuis  couvert
d'un rhytidome crevasse-écailleux ; brun noir et a feuillage persistant. Les feuilles en forme
d'aiguilles sont linéaires-lancéol ées, de couleur vert foncé, a bout pointu et a bords légerement
dentés. Les aiguilles des rameaux inférieurs et moyens sont plus ou moins aplaties
dansunplan,cell esdesrameauxsupéri eursdresseesenbrossesurl af acesupérieuredurameau
(Figure 21, d). Les cones sont cylindriques, obtus, 13-20 x 4 cm de long (Figure 21, a), a
ecaillestresapl aties(Figur €21,b)etabordl égerementrecourbéSafl oraisonestauprintemps et sa
fructification en automne (M aire, 1952).

Figure 21 : Abies numidica. Cones femellesimmatures recouverts de résine (a) et
écaill esapl atiesdeconesfemel | esmatures(b).Jeunesu;j et(c) etdétai | sdesrameaux (d)
(Créditsphotos: AdjaoudAbdenour, 2011).

V1.2.4. Diversité Ecologieetr épartitiongéographique

Le genre Abies comprend environ 50 espéces d'arbres a aiguilles connus sous le nom de
sapin. Certaines sont relativement communes, comme |'Abies alba, qui est largement cultivée
dans certaines parties de |I'Europe et de I'Amérique du Nord. D'autres sont plus rares, comme
I' Abi esnor dmanni ana, qui estendémi queenA si eocci dental eetenTurquie(Xiangetal .,
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2007).1lyaaussi denombreusesespecesqui sonttrésl ocali sées,commel ' Abi esnumidica,qui ne
pousseque danslesmontagnes du nord de I'Algérie,Kabylie.Les Abies sont généralement des
arbres a feuilles persistantes, a croissance lente qui peuvent atteindre des hauteurs
remarquables. La plupart des Abies sont des arbres de montagne, trouvés dans les régions
montagneusesdumondeenti er.Certai nsgenresdesapi npoussentéga ementdansdesforétsplus
basses et plus tempérées (Xiang et al., 2007). Abies numidica qui est un arbre endémique a
I'Algérie,Kabylie, estrestrel ntaumassi fdesBaborsentre1300et2000

md'altitudeet Tababort(Figur €22),ouil estmoinsabondant,| ocal i séessenti el lementsurl espenteses
carpées etrocheusesduversantNord(Figur e22,a).D'aprés Quezel,(1956),iloccupeseul ement300
hectares ; une donnée ancienne qui reste a actualiser. C'est une espece menacée de disparition
selon 'UICN (Red List, 2011).

Figure22:VVued’unepartiedupeuplementnaturel d’AbiesnumidicadumontTababort

surpentesescarpéesetpi erreuses(a) Détail ambiancef orestiere(b)(Créditsphotos: Adjaoud
Abdenour,2011).
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V1.2.5. Utilisationsenmédecinetraditionnelle

Les cones du sapin de Numidie sont utilisés en médecine traditionnelle contre le rhume,
les douleurs abdominales, les maladies respiratoires et les maladies vasculaires tandis que
d'autres parties de la plante sont utilisées dans diverses préparations, notamment les huiles de
térébenthine médicinales et |'extraction de goudron. La gomme de sapin est utilisée comme
antiscorbutique et antiseptique, ou pour le traitement des plaies et I'apaisement des brilures
(Illoul-Hachi, 2016). Jusqu'a présent, aucune étude ethnobotanique n'a été entreprise pour

clarifierlesutilisationstraditionnel lesd' A.numidi ca,dumoi nsautourdesonai rederépartition.

V1.2.6. Donnéesphytochimiquesetphar macologiques
Plusi eursétudesontrévél él espotenti el sthérapeuti quesdeshuil esessenti el | esi ssuesdes
espéces d'Abies. Cependant, peu d'études ont été publiées sur A. numidica. Certaines études

Sur I'espéce ont traité surtout les aspects phytosociologiques, écophysiologiques et de
conservation (Kolai, 1990 ; Fady, 2007 ; Bennadja & Tlili-Ait Kaki, 2012 ; Illoul-Hachi
etal.,, 2015). Néanmoins, une premiére littérature Sest développée sur les profils
phytochimiques, antioxydants et antimicrobiens (Tlili-Ait Kaki et al., 2013 ; Ghadbane et
al.,2012;Ramdanietal.,2014;Belhadj-M ostefaetal .,2017;Benouchenneetal .,2021).
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M otivations

Dans le cadre de la conservation et de la valorisation des ressources naturelles, nous nous
sommesi ntéresséaexpl orerl escoproduitsvégétaux dedeuxespecesdePinacées, actuel lement
confrontées a des menaces environnementales et anthropiques critiques. Les incendies, les
altaquesparasitai resetl esprobl emesder égénérati on,conj uguésauxi mpactshumainstel sque le
surpaturage et les coupes de bois, mettent en péril ces arbres emblématiques et leurs
écosystemes. Face a cette situation, nous avons choisi d’explorer le potentiel des extractibles
végétaux, en particulier les huiles essentielles, comme moyen de préservation de ces especes

menaceées.

Notre recherche vise a démontrer comment I’exploitation durable des huiles essentielles
peutcontribueral aprotecti onetal apréservati ondecesarbres,toutenoffrantdesal ternatives
économiques viables pour les communautés locales. En mettant en lumiéere les propriétés
bénéfiques et |es applications potentielles de ces huiles, nous espérons renforcer les stratégies
de conservation de ces habitats naturels et de leurs précieuses ressources. L approche adoptée
dans notre travail consiste a etablir une méthode rigoureuse pour I’extraction et I’analyse des
huiles essentielles, permettant ainsi d’évaluer leur composition chimique et leurs propriétés

intrinseques.

Enadoptantdestechniquesd’extractionrespectueusesdel’environnementetenanalysant
minutieusement les composants actifs des huiles essentielles, nous visons a fournir une base
scientifique solide pour I’utilisation de ces coproduits végétaux. Cela pourrait non seulement
contribuer & la sauvegarde de ces Pinacées menacées, mais aussi ouvrir lavoie a de nouvelles

opportunités économiques pour les communautés dépendantes de ces foréts.

Notre section “‘Matériels et Méthodes™ détaille les procédures expérimentales adoptées,
garantissant la reproductibilité et |afiabilité des résultats obtenus.
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1. Matériels& M éthodes

1.1. Matérielvégétaldel’étudedeshuilesessentielles

L espartiesaériennes(ai guill es,branchesetcones)dePinusnigraetd'Abi esnumidicaont
étécollectéesentrejuin2009etseptembre2011( T ableau3)auni veaudel azoneintégral ede
| af orétdeTigounatineduParcNati onal duDjurdj urapourl apremi éreespécecitéeetauniveau de la
forét de Djebel Tababort pour la seconde.

T ableau3: Caractérisationdessitesderécol te: Coordonnéesgéographi quesetdatesde

récolte des parties végétal es des espéeces étudiées

_ Parties _ Datede
Famille Espéces - Provenance | Coordonnéesgéographiques
utilisées récolte
Rameaux
: Réserve
_ , Feuilles | _ _
Pinusnigra ( intégraledu altitude1521m, Juin 2009
en
Sp. o PND latitude36°27'09"N,
, aiguilles) )
mauretanic (peuplement longitude004°06'26" E
Cones
a naturel) Juin 2011
g (matures)
@
= Rameaux
(ol
Feuilles Mont _
) altitudel420m,
Abies (en Tababourt _ Septembre
i quilles | ( I . latitude36°32'52.17"N, 2011
numidica aiguilles emen
J P longitude5°27'10.74"E
Cones naturel)
(matures)

Apres la collecte, dans un premier temps, les aiguilles ont été enlevées et séparées des

branches. Dans un second temps, séparément, toutes les parties végétal es obtenues sont mises

asécher,a'ombreal atempératureambi ante,dansunechambreaérée. Coupéesgrossi erement

I’opération d’extraction des HEs
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1.2. Extractiondeshuiles essentielles
En plus de I’hydrodistillation, seuls les aiguilles et les branches de P. nigra ont été aussi

servis pour I’extraction de composés volatiles par la SPME.

1.2.1. Extractionparhydrodistillation(HD)

Une hydrodistillation (Figure 23) est assurée grace a un appareil de type Clevenger, ou
300gdematierevégétalesontintroduitesavecquantitésuffisanted’eaudistilléedansunballon de 2
L. Apres installation et fermeture du montage, la mise en marche du chauffe balon est
effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de I’extraction a

une vitesse constante et bien maitrisée.

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de
I’extraction est estimée a 3 h (jusqu’a ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile essentielle se
distinguedel’hydrolat(eauaromatique)parsadifférencededensitéetdecouleur.Onlasépare de
celui-ci par décantation. Elle est ensuitesechée par du sulfate de sodiumanhydre (NazSO4)
puis récupérée et conservée dans des flacons de couleur brune, hermétiquement fermés et
stockés dans un endroit frais (4°C) a I’abri de la lumiére.

r—

Serpentin de
refroidissement \:.4._En1rée d eau froide

1 % \ |
Appareil < :‘%\ i

i

Clev
evenger Tube
verticale =T :
Disposition de "huile
| —
\, X % 4= Sortie d"eau froide
& i 4— Eau distillée
™ Ballon _\ A
Systéme —r— \}
de Chauffe \ ; ..
chauffage‘< ballon = ] "\\Récupération del’huile
<>
. i ——

Figure23: Dessinschématiqued’hydrodistillateurdetypeClevenger.
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|.2.2. MicroextractionenPhaseSolide(SPME)

L esvol atil esemi sontétééchantill onnésaumoyend'unemi cro-extractionenphasesolide
(SPME) en utilisant une fibre SPME (Supelco) recouverte de polydiméthylsiloxane (PDMS,
100 mm). Aprés un temps d'équilibrage (20 min), la fibre a éé exposée a I'espace de téte
pendant 5 secondes (temps de saturation) a 75 °C en utilisant environ 5 g de matrice végétae
dansunball onconiquede50ml.Unefoi dl‘échantillonnageterming(Figur €24) | afibreaéte retirée de
l'aiguille et transférée au port dinjection du systéme de chromatographie en phase gazeuse-

spectrométrie de masse aimpact éectronique (GC-EIMS).

Piston

Aiguille

Fibre SPM

ﬁ- Y Liner
poc

= .| Analytes ‘/
O G . dissous
- SRS s—ELolonne
) . — T4 " GC
Four incubation et agitation \ ])
A B

Figur e24: Représentati onschémati quedel aSPM E. A :extractiondesanal ytes.B: désorption
thermique et analyse en GC-MS (Adapté de Kanan, 2012).

1.3. Calculderendementenhuile essentielle

Le rendement en huile essentielle (Rdtey) est le rapport entre le poids de I’huile (Png)
extrai teetl epoi dsdel apl anteseche(Pyiante)  utilisepourl’extraction.Danslecasouonutilise un
matérielvégétal frais,onrapportele rendement a celui dumatériel secen tenant compte de sa

teneur en eav.
L erendementestexpriméenpourcentage(%o),calculéselonlaformul eci-dessous:

x 100
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L.4. Caractérisationphysico-chimiquedeshuilesessentielles

|.4.1. Déerminationdeladensitérelative(AFNORNF-T 75-111)
Ladensitérelativeestlerapportdelamassed’uncertainvolumed’huileessentiellea20°C

alamassed’unégalvolumed’eaudistilléealamémetempérature.Cettegrandeurestmesurée a |’aide

d’un pycnometre.

Le pycnometre parfaitement propre et sec est pesé. Ensuite, il est rempli avec de I’eau
distillée. L’ensemble est pesé et le poids est noté. La manipulation est ensuite répétée en
remplacant I’eau par I’huile essentielle.

Entrechaquemesure,lepycnomeétreestrinceavecl’alcoolpuisséchéal’ étuve. La

densité est donnée par larelation :
i 0= (M1-mo) /(M- M)
Ou
d3:densitérelatived20°C
Mo:massedupycnomeétrevide(g)
m1:massedupycnomeétreremplid’eau(g)
my:massedupycnometreremplid’huileessentielle(q)

|.4.2. Déterminationdel’indicederéfraction(AFNORNF-T 75-112)

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de
I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminé passant de I’air a
I’huile essentielle maintenue a une température constante. La détermination de I’indice de
réfraction peut servir aux deux fins suivantes :

e Controlersapureté;

e Déterminer  lacompositiond’un  mélange.Sideuxliquidessontmiscibles,ilexisteune

relationlinéaireentrel’indicederefractiondeleurmélangeetsacompositionexprimée en

fraction molaire.

L’échantillonestmisaucontactdel’ unedesfacesd’unprismedontl’indicederéfraction
estsupérieuraceluidel’échantillon.Letoutestilluminéparunensemblederayonslumineux

rasantl asurf acedecontact. Unefoi sréfractés,cesrayonsddl i mitentunezonecl aireetune zone
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sombredontlalimiteaunepositionangulairequiestfonctiondel’indicederéfractiondel’huile

essentielle.

L’indice de réfraction a 20°C, notée nyest mesuree a I’aide d’un réfractométre d’ABBE
de type a angle de réfraction. Avant de procéder a la mesure, I’appareil est d’abord étalonné
avec de I’eau distillée. Pour cela, quelques gouttes d’eau sont déposées sur le prisme puis
laissées pendant 5 min, le temps que sa temperature s’équilibre avec celle de I’appareil et du

laboratoire. L’indice de réfraction est alors lu sur le réfractometre.

Notons que la température de la salle au moment de la mesure (25°C) est notée et avant
chaque mesure, il est nécessaire de vérifier qu’elle ne varie pas. Apres I’étalonnage, le méme
procédé est répété sur I’échantillon. Trois mesures sont effectuées et c’est la moyenne des
valeurs obtenues qui constituera le résultat. Entre les mesures, le prisme est essuyé avec du

coton, rince a I’éthanol et I’eau distillée puis seché avec du papier filtre.
L aformulesuivantepermetdecalculerl’indicederéfractiona20°C :

Nat=Nrq+0,0004(t’-t).

ou:

Ngt.indicederéfractiona20°C;

t’:températuredel asall eaumomentdel amesure(°C);

t:températurederéférence(20°C);

Neq:valeurdel’indicederéfractionmesuréealatemperaturet’.

Il est a noter que I’indice de réfraction des huiles essentielles varie de 0,0004 par degré
autour de 20°C.

1.4.3. Indiced’acide
L’indice d’acide, noté 1,, indique la quantité d’acides libres dans une huile. 1l est défini
comme la masse d’hydroxyde de potassium, exprimee en mg, nécessaire pour neutraliser les

acides libres dans 1,0 g d’huile essentielle selon la réaction :

RCOOH+KOH ——>  RCOOK+H;0(Réactionatempératureambiante).
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Lecalculdel’indiced’acidel Aest calculéapartirdelarelationsuivante :
[ __56.1 X VX Nm

. m

ou:

V:volumeenmldeKOHnécessairepourletitragedel’ huileessentielle;

Nk on:normalitéd’hydroxydedepotassiumKOHsoit0,05N;
m:masseengrammedel’huileessentielledel’eucalyptusatitrersoit1g56,1:massemolaire du KOH.

|.4.4. Indicedeper oxyde
L’indicedeperoxydel pestlenombrequiexprime,enmilliéquivalentsd’oxygeéneactif,la

guantité de peroxyde contenue, dans 1000 g de substance selon la méthode décrite ci-apres :

La prise d’essai m en (g) d’HE est dissoute dans le chloroforme en présence d’acide
acetique. On ajoute successivement de I’iodure de potassium et I’eau. L’iode obtenu par
oxydation est dosé par une solution titrée de thiosulfate de sodium 0.01 M (n1 ml versé) en

présence d’empois d’amidon. Un témoin est réalisé dans les mémes conditions (sans HE).

Laformuleci-apréspermet decalculer!’Ip;

n—n
~Mm2), 4000

" 100 x m

1.5. Analysedeshuiles essentielles

Notons ici que les analyses des HEs d’A. numidica et cones de P. nigra ont été effectuées
a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem doté de deux injecteurs automatiques
etdedeuxcol onnescapillai res(50mx0,22mmd.i;&pai sseurdufilm:0,25um),pol aire(BP- 20,
polyéthyléne glycol) et apolaire (BP-1, diméthylpolysiloxane) et couplé a un détecteur de
massePerkinElmerTurboM ass(ClarusSQ8S).Préal ablement,ceshuil esontétéanal yséespar  *C-
RM Nsansseparation.Enrevanche,leshuilesdesai guill esetdesbranchesdeP.nigraont été anayse
par un chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3800 équipé d'une colonne capillaire
DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm d'épaisseur de revétement) et d'un détecteur de masse a
piege aions Varian Saturn 2000.

Dans les paragraphes qui suivent nous décrivons les outils utilisés dans la séparation et

I’identification des molécules contenues dans les différentes HEs extraites.
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1.5.1. CasdesHESsA.numidicaetconesdeP.nigra
|.5.1.1. Chromatographieenphasegazeuse-détecteur aionisationdeflamme(GC-
FID)

L esanal ysesGContétéeffectuéessurunchromatographeenphasegazeuseClarus500de Perkin
Elmer équipé d'un détecteur a ionisation de flamme (FID) et de 2 colonnes capillaires en gel
de silice fondu : BP-1 (polydiméthylsiloxane, 50 m x 0,22 mm i.d., épaisseur du film : 0,25
pum) et BP-20 (polyéthylene glycol, 50 m x 0,22 mm i.d.). La température du four a été
programmeée de 60 a 220 °C a une vitesse de 2 °C/min, puis maintenue isotherme pendant 20
minutesa220°C,avecunetempératured'inj ecteurde250°C,unetempératurededétecteurde 250 °C,
un gaz vecteur : |'hydrogéne (0,8 ml/min), et un rapport de division de 1/60. Les
proportionsrelatives desconstituantsde I'huile ont été exprimeées en pourcentages obtenus par
normalisation de la surface des pics, sans utiliser de facteurs de correction. Les IR ont été
déterminés par rapport aux temps de réention d'une série de n-alcanes avec interpolation
linéaire (logiciel "Target Compounds’, Perkin Elmer).

1.5.1.2. Chromatogr aphieenphasegazeuse-spectrométriedemasse(GC-MS)

Les HEs ontétéanalysésa I'aide d'un détecteur TurboMass(quadripble) de PerkinElmer,
directement couplé a un Autosystem XL de Perkin Elmer, équipé d'une colonne capillaire en
gel desilicefondue(BP-1pol ydiméthylsiloxane,50m,0,22mmid,épai sseurdufilm0,25um).  Gaz
vecteur : hélium (a 1,0 ml/min) ; rapport de division, 1/80 ; volume dinjection, 0,2 pl ;
température de I'injecteur, 250 °C ; température du four programmeée de 60 a 230 °C a une
vitesse de 2 °C/min, puis maintenue isotherme pendant 20 minutes a 220 °C ; température de

la source d'ions de 250 °C ; énergie d'ionisation de 70 eV.

1.5.1.3. Résonancemagnétiquenucléaire (RMN)

Les spectres *C-RMN ont été enregistrés sur un spectrométre & transformée de Fourier
Bruker AVANCE 400 fonctionnant & 100,63 MHz pour le *3C, équipé d'une sonde de 5 mm,
dans le CDCls, tous les déplacements étant référencés par rapport a l'étalon interne TMS. Les
paramétres suivants ont été utilisés : largeur dimpulsion = 4 ps (angle de bascule 45°) ; temps
d'acquisition = 2,7 s pour une table de données de 128 K avec une largeur spectrale de 25000
Hz(250ppm);découpl ageenmodeCPD;résol utionnumérique=0,183Hz/pt.Lenombrede  scans
accumul és était de 3000 pour chaque échantillon (40 mg d'huile essentielle dans 0,5 mL de
CDCl3).
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[.5.1.4. Identificationdescomposantsindividuels

L'identification des différents composants a été réalisée par : (i) comparaison de leurs
indices de rétention GC (RI) sur des colonnes polaires et non polaires avec ceux de composés
deréf érencecompil ésdansunebi bliothequeconstruiteenl aboratoi reetavecdesdonnéesdel a
littérature (Konig et al., 2001) ; ii) comparaison par ordinateur avec des bibliotheques
commerciales de spectres de masse (NIST, 1999; Konig et al., 2001; Adams, 2007) ; iii)
comparaison des signaux dans les spectres **C-RMN des échantillons avec ceux des spectres
de référence compilés dans la bibliothéque spectrale du laboratoire, a I'aide d'un logiciel
construit en laboratoire (Tomi et al., 1995 ; Tomi & Casanova, 2006 ; Bazzali et al., 2016).

|.5.2. CasdesHEsdesaiguillesetdesbranchesdeP.nigra
[.5.2.1. AnalyseHS-SPME

Les volatiles émis ont éé échantillonnés par micro-extraction en phase solide (SPME) a
I'aide d'une fibre SPME (Supelco) recouverte de polydiméthylsiloxane (PDMS, 100 mm).
Apres un temps d'équilibrage (20 min), la fibre a été exposee a I'espace de téte pendant 5
secondes(tempsdesaturati on)a75Cenutilisantenvironsgdematri cevégétal edansunbal lon
conique de 50 mL. Une fois I'échantillonnage terming, la fibre a été retirée de l'aiguille et
transférée au port d'injection du systeme de chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie

de masse aimpact électronique (GC-EIMYS).

1.5.2.2. AnalyseGC-EIMS

L esanal ysesGC-EIM Sontétéréal i seesavecunchromatographeenphasegazeuseVarian  CP-
3800 équipé d'une colonne capillaire DB-5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 mm d'épaisseur de
revétement) et d'un détecteur de masse a piege aions Varian Saturn 2000. Les analyses GC-
EIMS ont été effectuées dans les conditions suivantes pour tous les étalons : température de
I'injecteur 220 C ; ligne de transfert 240 C ; plage de température du four 60-240 (3 C/min) ;
gaz vecteur hélium a1 ml/min ; injection de 0,2 ml (solution de n-hexane a 10 %) et splitratio
1:30 ; spectres de masse dans la plage 35-400 m/z (1 scan/s). L'identification des composes
chimiques a été basée sur la comparaison des valeurs des temps de rétention avec celles
d'étal onsauthenti ques,ouencomparantl eursindi cesderétentionlinéai resparrapportal asérie
homol ogueden-al canes;composeaschi mi quesrassembl ésparAdams(A dams, 1995);données  des
bibliotheques MS (NIST 98) ; spectres de masse de la bibliotheque interne construits a
partirdesubstancespuresSwigar & Silver stein,(1981)oudonnéesrapportéesdansia
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littérature (Stenhagen et al., 1974 ; Jennings & Shibamoto, 1980 ; Davies, 1990 ; Adams,
1995).

11. Activitébiologiques
11.1. Evaluationdel’activitéantioxydantedeshuiles essentielles
11.1.1. ActivitéscavengerduradicalDPPH*®

Ce test mesure |'activité de piégeage du radica libre stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene dans | es échantillons d'huile.

Briévement,20ml dechaguedilutiond'HE(1-100mg/mL )oudestandards(a.-tocophérol et
composés purs d'HEutilisescomme contrélespositifs) ontété goutésal80 plLde solution
éthanoligue de 100 mM DPPH dans une microplague a 96 puits.

L emélangeaétéincubédl37Cpendant30minetl ‘absorbanceaétémesuréeablsnmpar rapport au
blanc d'éhanol (Rangkadilok et al., 2007).

Le pourcentage de capacité d'inhibition du radical libre DPPH 2 été calculé a partir de la

formule ci-dessous :

: A =
%d inhibition="—centrole —échantillony 4 50

Acontmle
Oou:

A controle€stl 'absorbancedel aréacti onducontrél e(contenantl asol utiondeD PPHet
I'éthanol) etAshantilon€st 1'absorbance en présence de I'extrait végétal (HE et standards).

Les résultats ont éé exprimés par la Clso, qui représente la concentration regquise pour
piéger 50 % du DPPH, calculée a partir du graphique représentant le pourcentage d'inhibition
en fonction des concentrations d'HE.

11.1.2. Activitédepiégeageduradical ABTS®"

Le radica cationiqgue ABTS (couleur bleu-vert) est formé par la perte d'un éectron par
I'atomed'azote. Enprésenced'unanti oxydant,|'atomed'azoteneutralisel ‘'atomed'hydrogéneet donc
la solution se décolore (Pisoschi & Negulescu, 2011). L'ABTS a été généré en faisant réagir a
température ambiante pendant 16 heures a I'obscurité, 7mM de sel ABTS avec 2,45 mM
depersulfatedepotassium(K 2S20g)(K atalinicetal .,2006).Lecationradical agtédilué  avec de
I'éthanol jusgu'a une valeur d'absorbance de 0,750 + 0,025 & 734 nm. A 20 mL de
diversesconcentrations(1-100mg/mL)d'HEetdestandards,180pL desol utionAB T Sont
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été gjoutés. L'absorbance a été mesurée 6 min apres l'incubation a I'obscurité et a température
ambiante, contre un blanc d'éhanol. Le témoin contenant une solution dABTS et de I'éhanol
a été préparé dans les mémes conditions.

L 'eff etdepi égeageaétecalculéparl'équationsuivante:

; A —A. ;
%d inhibition= controle hantillon x100

Acuntrule

Ou: Acontroieest I'absorbance du controle et Aschantinon€st 1'absorbance des HEs ou des
standards.
L esrésultatssontexprimésparl aCl so,quireprésentel aconcentrationrequisepourpiéger 50 %

de'ABTS, calculée de la méme maniére que celle décrite pour le test du radical DPPH.

11.1.3. Essaideblanchissementdeb-caroténe

Ce test est basé sur |I'oxydation du -caroténe par des radicaux libres, principalement des
diénes conjugués provenant d'hydroperoxydes issus de |'oxydation de l'acide linoléique
(Ghazian et al., 2016). L'émulsion a été préparée en mélangeant 40 mg d'acide linoléique et
400 mg de Tween 20 dans 3 ml de solution de B-caroténe (5 mg/ 50 ml de chloroforme). Le
chlorof ormeaétécompl éementévaporéet100mL d'eaudi still éeoxygénéeontétéaj outésau
mélange sec et agité de fagon vigoureuse. A 100 ml d'Hes ou d'a-tocophérol (1-5 mg/mL), on
a gouté 3 ml de I'émulsion fraiche obtenue. L'absorbance a 470 et 700nm a été lue
immédiatement et apres 60 min dincubation a 50 °C (Lim & Quah, 2007). Le contrdle
(contenanttousl esréactifssand'échantillontesté)agtépréparédans esmémesconditions.Le taux de
dégradation du B-carotene (DR) a été calculé par la formule suivante :

DR=A¢ mn—A60 mn

Ou:
Aominest]'absorbancei niti al eautempsOminuteset A sominest!'absorbanceab0minutes.

L'activitéantioxydante(%AA )aétécalculéeparlaformulesuivante:

AA l%_DRCOntrole—DRéd il

x100
DRcuntrule

L esrésultatssontexprimésparl aCl so,quireprésentel aconcentrati onnécessai repour obtenir 50 % du

taux de dégradation du (3-carotene.



M atériels& M éhodes

I1.1.4. Pouvoirreéducteuraufer ricyanuredepotassium

Dans cette méthode, le principe est que I'antioxydant (HES dans nos expérimentations)
réagit avec le ferricyanure de potassium pour former du ferrocyanure de potassium qui réagit
ensuite avec le trichlorure de fer pour donner un complexe de couleur bleue avec une

absorbance maximale & 700 nm (Pisoschi & Negulescu, 2011).

1mL d'HEoud'a-tocophérol aétémé angéauntampondephosphatedesodium(2,5mL, 0,2 M,
pH 6,6) et 25 mL dune solution a 1 % de KsFe(CN)s. Apres une incubation a 50 °C
pendant20min,2,5mld'aci detri chl oracéti queal 0%ontétéa outésaumél angeetcentrifugés a 3000g
pendant 10 min. 2,5 ml de surnageant ont é&é méangés avec 2,5 ml deau distillée et
0,5mldeFeCl3a0,1%. L 'absorbanceaétémesuréea700nm.L ‘augmentati ondel 'absorbance du

mél ange indique une augmentation du pouvoir réducteur (Liu & Yao, 2007).

I1.1.5. Activitéantioxydantetotale(T estauphosphomolybdate)

L'évaluation de Il'activité antioxydante totale des HES a été évaluée par la méthode du
phosphomol ybdéene qui est basée sur la réduction de Mo (V1) en Mo (V) (Prieto et al., 1999).
400 puL d'HE ont été ajoutés a 4 ml de solution réactive (acide sulfurique 0,6 M, phosphate de
sodium28mM etmol ybdated'ammonium4mM).Lemél angeréactionnel aété ncubéad5°C
pendant90mi nutes. L 'absorbancedel asol uti onagtémesuréeab95nmparrapportaunblanc
(400mL d'éthanol et4mL del asol utionderéactif).L acapaci téanti oxydanteagtéex priméeen

équivalent d'acide ascorbique (mg AAE g dHE).

11.2. Evaluation de I’activit¢  inhibitrice de lacétylcholinestérase /

butyrylcholinestérase

Lesmesuresdel'activitéinhibitricedel'A ChE/BChEontétéeffectuéesparl etestd’Ellman
|égerementmodifi€.Unemél angecontenant180pl detamponphosphate(0,1M,pH8),10pl
deDTNB (auneconcentrationfinal ede0,3mM préparéedansuntamponphosphate0, 1M pH
7avecdubicarbonatedesodium0,12M gjoutépourl astabilité), 10pl desol utiond'échantillon
(dissoutedans80%d'EtOH),et10ul desol utiond'A ChE/BChE(avecuneconcentrationfinale
de0,03U/ml).L esréactifsontétémel angésdansl espuitsd'unepl aquea96puitsetlaréaction a éé
initiee par l'gout de 10 pL diodure d'acétylthiocholine/butyrylthiocholine iodide
(ATChI/BTChl, pour atteindre une concentrationfinale de 0,5 mM). Comme contréle négatif,
80%d'EtOHaétéutili séal apl acedel asol utiond'échantillon.L'hydrol ysenonenzymatiquea
également été contrdlée par la mesure de deux blancs pour chaque série. En bref : dans le

premierblanc,|'’AChE/BChE,respecti vement,aétérempl acéparunequantitééquival entede
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tampon et dans le second blanc, I'ATChI/BTChl, respectivement, a éé remplacé par une

quantité équivalente de tampon.

Toutes les mesures spectrophotomeétriques ont été effectuées a 405 nm et a température
ambi antependantdespéri odesde6mi nutesenutili santl el ecteurdemicroplaquesmultimodes
Synergy HTX S1LFA (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT). Les résultats sont exprimeés
en pourcentage d'inhibition de |'activité enzymatique ou IC50 - dans |la mesure du possible et

par rapport alanorme (tacrine) (Burcul, 2018).

11.3. Evaluationdel’activitéantibactériennedeshuilesessentielles
Trois souches de bactéries phytopathogenes nous ont été founrnis par |e docteur Ladjouzi
Rachid, chercheur au laboratoire de recherche en Microbiologie Appliquée de I’université de

Bejaia. Il s’agit de :

Dickeyadadantii(3937),issuedel’UMRM icroorganismes,AdaptationetPathogenie (MAP)

-Université Claude Bernard, Lyon-France ;

Dickeya solani (99), provenant du Laboratoire de Protection végétale de Biotechnologie-

Université de Gdansk, Pologne ;

Pectobacteriumcar otovor umsp.car otovorum(88.22)i ssuesdel aCol l ectionFrancai sede Bactéries
Phytopathogénes (CFBP)-INRA de Rennes, France.

11.3.1. Préparationdesprécultures
Unesuspensionbactérienned’uneopacitéde0.5McFarland(10°UFC/ml)estpréparéea

partird’uneculturepureetjeune(agéedel8heures).Cetinoculumsertaensemencerlagélose

M uellerHintoncoul éedansdesboi tesdePétri surunegpai sseurde4mm, | esboitessontensuite

séchées a I’étuve a 37 °C avant emploi.

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage (Rahal, 2005), il consiste atremper un
écouvillonstériledanslasuspensionbactérienne,l’essoreral’intérieurdutubepuislefrottera  trois
reprises sur toute la surface gélosée de fagon aformer des stries serrées, en tournant la boite a
environ 60° aprées chaque application pour obtenir une distribution homogene de I’inoculum.
Pour chague souche testée, 8 boites de Pétri sont écouvillonnées, (2 boites pour chague

dilution plus 2 boites pour les témoins positif et négatif).
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11.3.2. M éthodedediffusion

L’étude de I’activité antibactérienne est réalisée par le test de diffusion sur Agar. Des
disques de papier Wattman de 6 mm de diamétre ont été préparés, stérilisés puis déposés a la
surfacedesboitesensemencées.5uld’huileessentiellediluéedansduDMS0a1/2,1/5et1/10  (v/v)

sont déposés a la surface des disques.

Desdisquesd’antibiotiques(Gentamycine(10Ul)sontutiliséscommetémoinspositifset 5 pl
de DM SO sont disposeés sur les disgues comme témoin négatifs. Les boites sont mises &4 °C

pendant une heure pour permettre une bonne diffusion de I’huile.

Afin de garantir des résultats reproductibles, chaque trois dépdt d’huile essentielle de
concentrati onssimilairesontétépl acésdanslamémeboite. A pres18a24heuresd’incubation  a 37

°C, le diametre des zones d’inhibition est mesuré

I1.3.3. Déter minationdelaconcentrationminimaleinhibitrice(CMI)

Les huiles essentielles a tester sont dissoutes dans des micro-tubes stériles contenant du
DMSO. Des séries de dilutions de %2 sont faites dans des microplagues de 96 puits. 50ul de
chague dilution sonttransférés danslespuits delamicroplaque,qui contiennent chacun 150ul de

bouillon nutritif (BN) inocul é avec 10° UFC/ml de cultures jeunes de bactéries.

La derniére ligne contenant seulement les dilutions en séries de I’échantillon sans
microorganismes est utilisée comme témoin négatif. De I’eau distillée stérile et du milieu
ensemencé servent de témoin positif. Apres 18 heures d’incubation a 37 °C, la CMI de I’huile
essentielle est déterminée a partir du premier puits de la gamme dépourvu de croissance
bactérienne (Bassole et al., 2003).

11.4. Evaluationdel’activitéantifongiquedeshuilesessentielles
I1.4.1. Identificationetconser vationdessouchesfongiques

Trois (03) isolats de champignons (Figure 25) ont été fournis par I’équipe «Biomasse»
du laboratoire de recherche en énergie renouvelable de I’Université de Bejaia. Il s’agit
d’especes pathogénes aux céréales et a la culture de la tomate. Pour I’identification
morphol ogi que,tousl eschampi gnonsontétérepi quessurmilieuPDA (PotatoDextroseAgar) et
milieu CLA (Carnation Leaf Agar). Les caractéristiques macroscopiques des colonies
(couleur, croissance, aspect du mycélium) sont observées sur le milieu PDA, aors gue les
caractéristiques microscopiques des spores (taille, forme, formation, etc.) sont observées a

partirdesporesprél evéessurdesculturessurCLA . L aconservati ondel ongueduréedes
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souchesdechampignonsaétéeffectuéeaunetempératurede -20° CdansdestubesEppendorf

stérilisés,contenantchacunimideglycérol30%(30mLdeglycérolet70mLd’eau distillée).

Muccor sp. Botritys cinerea Alfernaria sp.

Figur e25: A spectsmorphol ogi quesdesespécesfongi quesétudiées

I1.4.2. Modeopératoiredel’essaidel’activitéantifongique

Leshuilesessentiellesontétéd’aborddiluéesdanslmld’unesolutiondetween20a0,1%
(0,1mldetweendans100mld’eaudistillé)préalablementautoclavées,aconcentrationunique
dedulL/mL .Ensuitel aconcentrati onpréparéeaétéa outéea20ml dePD A autocl avéetrefroidi
ab0°C.Puislemél angeaétéversedansuneboitedePétri . L asol utiondetweenapourrélede rendre les
huiles essentielles solubles dans le milieu PDA. Ces tests antifongiques ont été
réalisésparrepiquageaucentredechaqueboitedePétrid’undisquedemycéliumde5Smmde
diametre,prélevésurl’extrémitédescoloniesdechaquechampignoncultivésurlemilieuPDA.
L’incubation a été faite pendant 7 jours a une temperature de 25°C a I’obscurité. Pour chaque
concentration de chacune des huiles essentielles et pour chaque champignon, trois répétitions
ont été effectuées (Grover et Moore, 1962 ; Cakir et al. 2004).

L’efficacitédechaquehuileessentielleaétédéterminéeapartirdutauxd’inhibitioncalculé
parrapportaudiamétremoyendestémoi ns(l estémoinsconsi stentendescol oniesencroissance  sur

des milieux ne contenant pas d’huile essentielle) en utilisant 1a formule suivante :

Pourcentaged'inhibition(%)= x100
T

ou:
T :valeurmoyennedecroi ssanceradial echezl estraitementstémoins. E :
valeur moyenne de croissance radiale chez les traitements s. T-E

: zone d’inhibition (exprimée en millimetre).



M atériels& M éhodes

11.5. Evaluationdel’activitéinsecticidedeshuilesessentielles
11.5.1. Elevagedemassedesinsectes

Callosobruchus maculatus (F.) a été collecté sur une variété cultivée de niébé (Vigna
unguicul ata(L .)Wal p.)dansdesgreni ersdestockagechezdespaysansdanscertainesl ocalités de
Bejaia les coléopteres du niébé ont été élevés au laboratoire sur des graines de niébé saines
dans une étuve (Figure 26) réglée a 30 + 1 °C, une photopériode (modification technique par
ajout d’une lampe) de 12 h et une humidité relative de 75 % (installation d’un hygromeétre a

I”intérieure de I’enceinte). Des essais biologiques ont été réalisés sur des adultes non sexués.

Figur e26: Elevagedemassedesbruchesaul aboratoire(étuverégl €ea30°C).

11.5.2. ConduitedesessaisdetoxicitédesH Esaulaboratoire
Trois essais complémentaires sur I’efficacité insecticide des HEs dans la lutte contre les
ravageurs de denrées stockées ont été conduits dans des conditions de laboratoire. Il s’agit de

latoxicité par contact sur graines, de lafumigation (inhalation) et de larépulsion.

I1.5.2.1. Toxicitéde contact

Cebioessai (Figur e27)aétéréali sesel onlaméthodedécritepar T apondj ouetal .,(2003) en
utilisant des groupes de vingt insectes adultes pour évaluer |'effet des HES sur la mortalité des
bruches. Une quantité appropriée dHE a été diluée dans de I'acétone pour obtenir chaque
solution d'essai. Une aliquote de 1 ml de la solution test contenant 2, 4, 8, 16 et 0 (contréle)
ml/mL aétéverséesuruneboitedePétri (9cmdedi ameétre) contenant40gdegrai nesdeni €bé stérilisees
(passage a 60 °C pendant 2 heures). Les boites de Pétri traitées ont éé maintenues
dansunincubateura30+1° Cet 75%Hr(humiditérel ative). L etauxdemortal itéaétévérifié

quotidiennementpendant4;j ours.4répétiti onsontétemi sesenpl acepourchagueconcentration
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d'HEetpourl econtrél e.L 'activité nsecticidedel 'huil eaétéexpriméeenpourcentagede mortalité

moyenne.

Figur e27: Photographi edudi spositifexpérimental del atoxi citépareffetcontactdes
HEssurgrai nesdeniébé.

[1.5.2.2. Testd’inhalation

Afindetesterl atoxicitédesHEsurl esadul tesdeC.macul atus,20adul tesontétépl acés dans des
bocaux en verre (Figure 28) de 200 mL. Les HEs ont été appliquées sur un morceau de coton
fixé sur laface inférieure du couvercle du bocal (Toudert-Taleb et al., 2014). Les doses dHE
utilisées étaient de 2, 4,8, 16 et O (contrle) mL/mL. Les bocaux en verreont éé maintenus a
30+ 1 C et 75% Hr.Les comptages de mortalité ont étéeffectués a 24, 48, 72 et 96 h aprésle
traitement. Quatre répétitions ont été utilisées pour chague dose.

Figur e28: Photographiedudi spositifexpérimental del atoxi citédesHEsparfumigation.
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11.5.2.3. Testder épulsionsurpapier filtre

Le pouvoir répulsif a été testé al'aide du test de préférence de surface (Figure 29) décrit
par (McDonald et al., 1970). La méthode a été adaptée comme suit : Des disgques de papier
filtre(WhatmanN°1,11cmdediamétre) ontétécoupésendeuxparti eségal es.Unemoitiéde
disqueaététrai téeuniformémentavecdesali quotesde0,5ml desol utionsd'HEsdans!'acétone a des
doses de 2, 4, 8 et 16 mI/mL. La seconde moitié du papier-filtre a été traitée avec de I'acétone
comme contrle et tous les demi-disgques ont été séchés a l'air pendant 15 minutes.
VingtadultesnonsexuésdeC.macul atusontétéintroduitsaumilieudechaqueboitedePétri, qui a été
scellée avec du parafilm. Quatre répétitions ont été effectuées pour chacune des
concentrations testées. Apres 1 heure, les bruches présentes sur les deux demi-filtres ont été

comptés. Les valeurs de répulsion en pourcentage (PR) ont éé cal culées comme suit :

Nc_ Nt

PR(%)= x100

ct+N¢
ou:

Ncest le nombre dinsectes sur le demi-papier filtre du contréle négatif (avec 0,5 mL
d'acétone)etN;estcel uidudemi-papi ertrai téal ‘'opposé(avecO,5mL desol utionsd'HEsdans de
I'acétone). La valeur de répulsion moyenne a été calculée et attribuée a des classes de
répulsion de 0 aV selon (McDonald et al., 1970) : classe O (PR = 0,1%), classe | (PR =0,1-
20%), classe Il (PR= 20,1- 40%), classe Il (PR = 40,1- 60%), classe IV (PR = 60,1- 80%) et
classe V (PR = 80,1-100 %).

Figure29: Photographiedutestdepréférencedesurfaceutilisédansl’effetrépulsifdesHEs.
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11.5.3. Calculdesdescripteursnumériquesdetoxicité

La performance d’un agent biocide est mesurée par le taux de mortalité qu’il induit chez
I’espececiblée. Toutefois,| edénombrementdesorgani smesmortsaprésuntraitementbiocide
nerefletepasnécessairementle nombreexactd’individusmortsparleproduitenquestion.En effet,
au sein de toute population exposee, une certaine mortalité naturelle s’ajoute a celle
provoquée par I’agent toxique. Afin de distinguer ces deux types de mortalité et d’obtenir un
pourcentage précis de I’efficacité du biocide, il est nécessaire d’appliquer la correction de la
mortalité selon la formule d’Abott ci-apres:

M—M
(%)=""""x 100

M,
100— M,

ou:

M (% ): Pourcentagedemortalitécorrigée ;
M (% ):Pourcentagedesmortsdansl apopul ationtraitéedt,
M (% ):Pourcentagedemortsdansl apopul ationtémoin.

Les données obtenues a partir des bioessais dose-réponse (contact et fumigation) ont été
anal yséesparleprogrammeprobitdel'USEPA ,versionl.5,afind'estimerlesvaleursdeDLso, DLoset
TLsodes HEs.

11.6. Evaluationdel’activitéherbicidedeshuilesessentielles
Danslebutd’étudierl’activitéherbicidedeshuilesessentiellestestées,nousavons utilisés
4 plantes qui sont réparties comme suit (Figur e 30):

e 02 monocotylédones: Phalaris canariensis (Adventice et cultive; famille botanique:
Poacées) et Triticum durum (cultivé ; famille botanique : Poacées).

¢ 02dicotylédones: S napisar vensi s(A dventice;famill ebotani que: Brassi cacées) et
Raphanussativus(semencecultivée;famill ebotani que: Brassi cacées).

98



M atériels& M éhodes

Figur e30: Photographi edesgrai nesdesadventi cesetherbescultivées(A: Triticum durum, B

: Raphanus sativus, C : Snapisarvensis, D : Phalaris canariensis)

[1.6.1. Conduitedesessaisdephytotoxicité
Deuxstadesdedével oppementdespl antesontétéexpérimentés:

[1.6.1.1. Stadeger minatif

L activitéherbicidedeshuilesessentiellesaétéétudiéeaustadegerminatif.Ceciestréalise par la
méthode de contact direct (Tworkoski, 2002). Dans des boites de Pétri, 10 graines sont
mi sesagerminationentredeuxpapi ersfiltresenprésencede8mldesolutiond’huileessentielle  dilué
dans I’eau avec le tween. Chaque essai a été répété trois fois, avec différentes
concentrationsd’huileessentielle.L’inhibitiondelagerminationaétédéterminéeensereférant  au

témoin dépourvu d’huile essentielle.
Letauxdegerminationestcal cul éenseréférantal af ormul esuivante:

Nombredegrainesgerméesparboite
Nombretotaldegrainesmisesagermerdanslaboite

Tauxdegermination(%)=
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11.6.1.2. Stadeadulte
L’étudedelaphytotoxicitédesHEsaustadeadultesefaitparpulvérisationavecdifférentes
concentrations de I’essence diluée dans I’eau avec le Tween. Ainsi, les résultats sont obtenus
enseréférantaungroupetémoinn’ayantrecuquedel’eau.Pourcela,quelquesherbesontété
cultivéesdansdespotsremplisd’unmeélangedesol,sableetterreux. Apresquatresemainesde
I’émergencedesgrainessemées, lapulverisationesteffectuée.Cingjoursapreslapul vérisation, les
effets phytotoxiques de chaque huile essentielle a différentes doses ont été évalués par des
paramétres du stress oxydatif tels I’intégrité membranaire, la peroxydation lipidique,
productiondesespécesréactivesal’oxygéne,laproline,laperteeneauetladégradationet/ou  I’arrét

de la synthese chlorophyllienne.

[1.6.1.2.1 Intégrité membranaire

Selon Singh et al., (2003), ce paramétre donne plus d’informations sur la stabilité de la
membrane et |a teneur relative en ions. Les feuilles des herbes cultivées ont été lavéesavec de
I’eau distillée et ont été places dans des flacons fermés contenant 100 mL d’eau distillée et
incubéesa25° Cpendant2heures. L aconductivitéd ectriquedel asol ution(Cy)aétémesurée
al’aided’unconductimetreélectrique.Cettemesurepermetdedétecterlesfuitesd’ionscausées par le
traitement de I’HE par rapportaux ions totaux normalement présents dans I’échantillon. Les
échantillons ont eté passés a I’autoclave a 120 °C pendant 20 minutes et la conductivité
électrigue (Czobtenue apres stabilisation a 25° C. Cette) a été mesure révéle le maximum de
fuites d’ions.

Lafuited’électrolytesestdéterminéeparlaformulesuivante:

Intégritémembranaire(%):Q x100
Cz

11.6.1.2.2 Peroxydationdes lipides

La peroxydation des lipides est un mécanisme en chaine de dégradation des acides gras
membranairesconduisantalaformationd’hydroperoxydes(ROOH)instables,responsablesde  la
diminution de la fluidité membranaire en atérant son fonctionnement. Elle est estimée par
I’évolution de la teneur en malondialdéhyde (MDA), produit de la dégradation oxydative des
lipides et des acides gras insaturés, qui est déterminée selon la méthode décrite par Prasad et
al., (1995).
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Le mode opératoire consiste a broyer 100 mg du matériel végétal (feuilles des plantes), et
le diluer dans 4mL d’acide trichloracétiqgue TCA (20 %). Cette procédure sert a assurer la
libération des radicaux libres présents dans I’échantillon. Ainsi, le réactif choisi permettra la
précipitationdecesradi caux|ibérés.L eniveauduM DA serviracommei ndi cedeperoxydation
lipidique, et le résultat sera donc exprimé en nmol /g de MDA. Ensuite, prélever 2 mL de
I’extrait qui sera centrifugé a une vitesse de 10000 tr/min pendant 10 minutes a 4°C. Puis,
ajouter a 1ml du surnageant 4ml de I’acide thiobarbiturique TBA 0.5 % (ce réactif réagit avec
le MDA). Le mélange est finalement incubé a 95°C pendant 30 minutes suivi d’un
refroidissementrapidesurlaglace.L’absorbancedusurnageantseralueas32nm,etlateneur en MDA
est calculée par la formule suivante DO = €.C.I (Loi de Beer Lambert) en utilisant le

coefficient d’extinction molaire du MDA (g = 155 I. mmol ™. cm™)

11.6.1.2.3 Productiondeper oxyded'hydrogene (H,0,)

H202est produit pendant le stress oxydatif. Sa teneur dans les feuilles traitées a été
déterminée selon le protocole décrit par Lins et al., (1996). Les feuilles traitées ont été
ramassées apres 5 jours, extraites avec de I'acide trichloracétique (TCA, 5 ml, 0,1%) dans un
bain de glace, et I'homogénat a été centrifugé a 12 000 g pendant 15 minutes. 0,5 ml de
surnageantaensuiteétémél angéavec0,5mL detamponphosphate(pH7)etlmLd'iodurede
potassium (1 M). L'absorbance de ce mélange réactionnel a éé mesurée a 390 nm. La teneur
en H202a été déterminée en utilisant le coefficient d’extinction molaire € = 0,28 uM*cm™ et

exprimée en nmol g™,

11.6.1.2.4 Teneurenproline
L ateneurenprolineaété déterminéesel onlaméthodedeBates etal .(1973).

YR L4

30 minutes a 100 °C. Ensuite, une centrifugation a 2000 tr/min a été faite pendant 5 minutes a
25 °C. L’addition de [I’acide sulfosalicylique assure I’hydrolyse totale de toutes les
fractionsdelafeuille.Puis,0.2mLdel’extraitaétéajoutea0.4mLd’eaudistilléeetzmLd’un  mélange
de réactifs composé de 30 mL d’acide acétique glacial, 20mL d’eau distillée et 0.5g de
ninhydrine (révélateur des acides aminés). Ce mélange a pour but d’attaquer les acides
aminéssusceptiblesd’étreprésents,etderévé erainsi,| aprésencedeproline.Lesechantillons ont été
bouillis pendant 1 heure, refroidis et extraits avec 6ml de toluéne.

L absorbancedelaphasedetoluenesefaita520nmetlateneurenprolineestcalculéea partir

d’une courbe standard et exprimée en pg de proline/lg MS.
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11.6.1.2.5 Synthésechlor ophyllienne(dosagedelachlor ophylle total€)
50mgprélevésdesfeuillesdedifférentstraitements,sontbroyésdansdel’ acétonea80%.
L’extrait obtenu est centrifugé a 2500 g pendant 5 min. La DO (densité optique) de la totalité
du surnageant obtenus est mesurée a 646,8 nm et a 663,2 nm. Les concentrations en
chlorophylles totales exprimées en mg. g* MF (matiére fraiche) sont données par la formule

suivante :

(7.15%D0g632+18.71xXD0g468) X V
M

[[Cthot]]:

Ou

V: Désignele volume de I’extrait total en litreset M la masse de la matiere fraiche broyée en

grammes.

[1.6.1.2.6 Teneureneau

La teneur en eau (TE) est déterminée pour les feuilles des mauvaises herbes aprés
pulvérisation des parties aériennes par les différentes concentrations d’huiles essentielles. Ce
parametre est exprimé en fonction du poids frais (PF) et du poids sec (PS). Le poids sec est
déterminé apres séchage des feuilles & 70 °C pendant 72 heures. Ensuite, la TE est calculée a
partir de I’équation de la formule suivante :

PF — PS

11.7. Analysestatistiquedes données

L'ensembl e des résultats obtenus lors des expériences menées a été soumis a un examen
statistique d'analyse de variance (ANOVA) couvrant des modéles a un, deux et trois facteurs.
Les comparaisons des moyennes ont été effectuées en utilisant la technique de la plus petite
différencesignificative(L SD).Cesanal ysesontétéréal i seesdl 'ai dedel ogi ci el sdestati stiques,
notammentlesversionsX Lstat2016(17.06),X Lstat2022(4.1),SPSS(version27)etMinitab
(version21.2).
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Analysephysico-chimiquedeshuilesessentielles

I. EtudedeshuilesessentiellesextraitesdeP.nigraetd’ A.numidica
1.1. Le rendement

L’hydrodistillation des différents organes de plantes étudiées a fourni des huiles
essentielles ayant des colorations variables alant du jaune claire au jaune-verdétre avec de

fortesetpersi stantesodeursdePinaceae. L esrendementsenHEssontillustréssurlaFigur e31.
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Partiedelaplante

(Les moyennes ne partageant aucune | ettre sont significativement différentes ;P< 0.05)

Figur e31: RendementenHEsdesdifférentespartiesdeP.nigraetd’ A.numidica.

Les valeurs représentent la moyenne des rendements de trois extractions séparées par
organe végetal, exprimées en gramme d’huile essentielle par gramme de matériel végétal sec.
Par |a suite, les rendements ont été soumis & une anayse de variance (ANOVA a un facteur)
avecunecomparai sondemoyennesparl etestdeStudentNewman-K eulsS(SNK)parlelogiciel  SPSS
27 et les différences sont considérés significatives au seuil de p < 0.05. Par conséquent, selon
les résultats obtenus, des différences statistiquement significatives ont été observées en

fonctiondesespecesetdel’ organedelaplante.Lesrendementssontrépartisentroisgroupes:

Le premier groupe se compose des huiles essentielles obtenues a partir des aiguilles de P.
nigra et des branches d’A. numidica affichant des rendements d'environ 0,47 % et 0,45 %,
respectivement. Il s’agit des rendements les plus élevés pour ces deux especes, avec une
différence non significative au seuil de 5% selon le test (SNK).
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Le second groupe, comparativement au précedent, s’individualise par les rendements
Iégerement faibles des HEs des aiguilles (0.36 %) et des cones (0.39 %) d’A. numidica.

Le troisiéme groupe, se singularise par les organes produisant de faibles quantités
d’essence. Il s’agit de branches (0.23 %) et de cones de P.nigra (0.21%).

D'apreslesrésultatscitésdansl alittérature, il estbi enétabliquel esPinaceaesontconnus pour
contenir des huiles essentielles. En comparant séparément les rendements des huiles
essentielles obtenus au cours de notre étude avec ceux rapportés par d’autres chercheurs, nous
avons fait les constats suivants. Les résultats de la faible production quantitative des huiles
essentielles des deux especes de Pinaceae étudiées sont du méme ordre de grandeur que les
études rapportées par (M acchioni et al., 2003) sur les huiles essentielles de la partie aérienne
de P. nigra au centre de I’ltalie. Ces auteurs ont montré que la teneur en huile essentielle de
cetteespeceestde0.23%pourl esai guill es,de0,28%pourl esbranchesetde0,03%pourles cones. Des
rendements similaires ont également été obtenus par Bonesi et al., (2010), sur les aiguilles de
Pinus nigrasubsp.nigra et de P. nigravar.calabrica, avec des teneurs de I’ordre de 0.3 et de
0.2 %, respectivement. A contrario, en Tunisie (Amri et al., 2017), les aiguilles de la sous
espéce laricio ont donné un rendement (0.66 %), beaucoup plus meilleur que celui enregistré
par la sous espéce mauretanicade la présente étude. Politeo et al., (2011%), en
étudiantl esai guillesdeP.nigrasp.dal mati ca,uneendémiquedesrégi onscotiéresdel aCroatie,
ontobtenuunrendementélevéenHEsdel’ ordrede0.77%.Deméme, Dogané& Bagci(2018), en
anal ysantles HEs desbranchesde P. nigra subsp. pallasiana de quatre régions enTurquie, ont
enregistrés des taux élevés d’extraction allant 0.5 a 0.9 %. Les HEs des aiguilles et des
branchesdeP.nigradetroi sprovenances,enltalie,ontprésentédesrendementsquivarient de
0.4480.80%et0.5620.90%, respectivement(\/idrichetal .,1996).

Pour A. numidica, une |égere fluctuation dans les rendements en HEs a été observeée, qui
semble dépendre de I’organe végétal et de la région d’étude (variation suite a I’adaptation aux
conditions environnementales). Ainsi, les HEs des aiguilles d’A. numidica acclimatéedansies
hauteurs de Seraidi (Annaba, Algérie), ont produit un rendement presque similaire a celui
obtenu dans la présente étude, soit environ 0.37 % (Tlili Ait-Kaki et al., 2013). En revanche,
Ramdanietal .,(2014)ontrapportéuntauxde0.4%avecl esbranchesfeuill ésdel apopul ation
naturelle des monts Babor (Sétif, Algérie). De plus, les aiguilles séchées et broyées d’A.
numidica, introduite & Djebel Ouahch (Constantine, Algérie) ont produit un rendement de
0.592%(Benouchenneetal .,2022),nettementpl usél evéquecel uideT ababourt,dansla

107



Analysephysico-chimiquedeshuilesessentielles

présente étude. Ces variations de rendement soulignent I’influence des conditions
environnementales et de la partie de la plante sur la production d’huiles essentielles. Cela
suggere que l’adaptation d’A. numidica a différents environnements peut entrainer des
modifications dans la production d’huiles essentielles, ce qui pourrait avoir des implications
pour I’utilisation de cette plante dans diverses applications.

D’autres espéces du genre Abies sont connues pour leurs rendements tres faibles en huile
essentielle.C’estlecasde: Abiesequi-trojani,A.cilicica,A.nordmanniaetA.bormilleriana,
nativesdel aT urquie,oudesrendementsal | antde0.42-0.59%ontétéobtenusapartirdes
cones(Tumenetal .,2009).Parcontraste,desrendementsél evésontétérapportésdans plusieurs
études sur les HES de ce genre. Ainsi, lesaiguilles d'A. sachalinensis ont produit un
rendement de 1% en HEs (Satou et al., 2011). De méme, en Chine,A. nephrolepisa
donné3.6% d’HEs a partir des aiguilles (L1 et al., 2005).

Lesdifférencesderendementenhuilesessentiellesd’unorganeaunautreoud’uneespece
auneautreontétérapportées.L’originedel’espece,lapériodederécolte,l’organedelaplante, la duree
de séchage et la méthode d’extraction sont des facteurs parmi d’autres qui peuvent aussi avoir
un impact direct sur les rendements en huile essentielle (Vekiari et al., 2002; Karousou et
al., 2005 ; Kouamé, 2012; Singh et al., 2012). D'autres facteurs tels que les traitements
auxquels on peut procéder avant ou pendant I'hydrodistillation (broyage, dilacération,
dégradation chimique ou enzymatique, pression, agitation) contribuent a la variation du
rendement et de laqualité de I'huile essentielle (Morin et al., 1985)

1.2. Propriétésphysicochimiques

Conformément aux directives de I’ Afssps, aux pharmacopées européennes, ainsi qu’aux
normes ISO et AFNOR, les contréles physicochimiques des huiles essentielles sont
indi spensabl espouréval uerl eurqualité. Cescontrél essontnécessai resnonseul ementpourdes
raisons de sécurité lors du transport et du stockage, mais aussi pour la protection des
consommateursetpourgarantirl’intégritédestransactionscommerciales.Laqualitédeshuiles
essentiellesestévaluéeatraversuneséried’analysesphysiquesetorganoleptiquestellesquela
couleur, I’odeur, le godt, la viscosité, la densité, I’indice de réfraction, le pouvoir rotatoire, le
point d’éclair, etc., des analyses chimiques (comme I’indice d’acide, I’indice d’ester, I’indice
de saponification, I’indice de carbonyle, I’indice de peroxyde et certains dosages spécifiques)
ainsiquedescaractéri stiqueschromatographi quesetspectroscopiques(Fer nandezetal ., 2012 in
Fernandez et Chemat, 2012; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).
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L esrésultatsdescaractéri stiquesphysi cochi mi quesétudi éessontregroupésdansle
Tableau4ci-apreés.

Tableau4 : Propriétésphysi cochimi quesdeshuil esessentiellesdestroi spartiesde P.nigraet d’A.

numidica.
Pinusnigra Abiesnumidica
Aiguilles | Branches | Cones | Aiguilles | Branches | Cones
Densite(d™),, 0.767 0.866 0.848 0.85 0.854 0.837
Indicederéfraction(n®p)  1.653 1675 1679 1.671 1.665 1.667
Indiced’acide(l o) 14.6 17.7 10.6 6.1 2.3 4.02
Indicedeperoxyde (Ip) 19 1.78 7.76 1.64 1.36 8.71

L’examen du tableau ci-dessus, montre que les caractéristiques physicochimiques
avoisinent dans I’ensemble les normes de commercialisation des huiles essentielles. Elles
varient suivant la partie de la plante utilisée. La densité relative se situe entre 0,767 pour les
aiguilleset0,866pourl esbranchesdeP.nigra. Tandi squeA.numidi caaproduitdesHEsdont les
densités relatives varient entre 0.837 pour les cones et 0.857 pour les aiguilles. Les indices de
réfraction sont trés rapprochés et varient entre 1.653 pour les aiguilles (P. nigra) et 1.665 pour
les branches (A. numidica). Ces valeurs sont élevées par rapport a celles d’autres huiles
rapportées dans la littérature scientifique. Pour certains auteurs, I’indice de réfraction d’une
huile essentielle varie essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés
etuneforteteneurenmonoterpenesdonnerauni ndiceél evéetluiconfereuneréfractionélevée de la
lumiére (Kanko et al, 2004 ; Boukhatem et al., 2010 ; Bourkhiss et al, 2015).

Pour les propriétés chimiques, I’indice d’acide est élevé pour tous les organes (2.3 -17.7)
ce qui pourrait étre attribué soit a la présence d'acides libres, soit a une hydrolyse des esters
(Kanko et al, 2004; Kaloustian etHadji-Minaglou, 2012) lors de la conservation & °C. En
revanche, I’indice de peroxyde, s’individualise par des valeurs élevées pour les cones (7.76 —
8.71) comparativement aux autres parties des deux especes. Le Codex Alimentarius, un
ensemble de normes internationalement reconnues relatives aux aiments, a la production
dimentaire et a la sécurité alimentaire, suggére un indice de peroxyde maxima de 10
milliéquival entsdeperoxydeparkil ogrammed'huil e(10mEqO2/K g) pourleshuil esviergesou
pressées a froid (Kabouré et al., 2022). Toutefois, cette valeur n'est pas spécifique aux huiles

essentiellesetpeutvari erenfonction dutyped'huil eetdel'usage auquel elleestdestinée.Cet
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indiceestunindicateurdedegréd’oxydationetd’altérationdeshuilesessentielles(Fernandez et al.,
2012 in Fernandez et Chemat, 2012; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

1.3. Etudedelacompositionchimiquedeshuiles essentielles

L esextraitsdesdeuxpl antesontétéanal yséspardeséquipementsdifférents.PourlesHES et les
composes volatiles des aiguilles et des branches de P. nigra, la technique de chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-EIMS) a é&é employée. En
revanche, pour les HEs des coOnes et des trois parties d’A. numidica, une
combi nai sondetechni quesaétéutilisée,notammentlaGC-EIM S,|achromatographi eenphase
gazeuseavecdétecti onai oni sationdeflamme(GC-FI D)etlarésonancemagnéti guenucl éaire du
carbone 13 (RMN *3C).

|.3.1. Pinusnigrasp.mauretanica

L’extraction et I’étude analytique des différentes parties de P. nigra a été menée
différemment. En plus de la méthode conventionnelle (hydrodistillation) et a des fins de
comparaison de la composition chimique, la Micro Extraction en Phase Solide dans I’Espace
de Téte (HS-SPME) a été utilisée uniquement pour I’obtention des composés volatiles a partir

des aiguilles et des branches de P. nigra.

[.3.1.1. Aiguillesetbranches

L’analyse de la composition chimique de I’HE des aiguilles et des branches de P. nigra a
permis d’identifier 99 composés dont la teneur est supérieure ou égale a 0.01%, représentant
respecti vementpl usde98%(83composési dentifiés)etded7%(91composésidentifiés)dela
composition totale des HEs (T ableau 5).

110



Analysephysico-chimiquedeshuilesessentielles

Tableau5 : Compositionchimiguedeshuil esessentiel | esobtenuesparhydrodistillationdes aiguilles et

des branches de Pinus nigra ssp. mauretanica(Mair. & Pey.) (Pinaceag).

R.T. L.R.I. Composes Aiguilles Branches
3.22 856 (E)-2-hexena tr tr
342 869 1-hexanol tr tr
3.73 889 Santene - tr
4.02 901 Heptanal - tr
4.48 928 Tricyclene tr 0.2
4.55 931 a-thujene tr tr
4.72 939 o-pinene 94 55.7
5.07 953 Camphene 0.1 18
5.20 957 Thuja-2,4(10)-diene tr 05
537 961 Benzaldehyde tr tr
5.69 976 Sabinene - tr
5.78 980 B-pinene 0.5 2.3
6.04 985 6-methyl-5-hepten-2-one tr tr
6.13 991 Myrcene 15 0.9
6.54 1005 a-phellandrene tr tr
6.91 1018 a-terpinene tr tr
7.16 1027 p-cymene tr 0.2
7.30 1031 Limonene 0.5 14
7.40 1035 1,8-cinecle tr tr
7.58 1041 (Z2)-B-ocimene tr 0.1
7.93 1052 (E)-B-ocimene tr tr
8.30 1062 y-terpinene tr tr
9.35 1089 Terpinolene tr 0.2
9.78 1100 Linaool 04 tr
9.99 1103 Nonanal tr tr
10.30 1117 Exo-fenchol - tr
10.61 1123 Cis-p-menth-2-en-1-ol tr tr
10.80 1127 a-camphol ena tr 0.6
11.30 1141 Trans-pinocarveol tr 0.9
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11.54 1143 Cis-verbenol tr 1.7
12.25 1162 Trans-pinocamphone - tr
12.27 1164 Pinocarvone - tr
12.44 1166 p-mentha-1,5-dien-8-ol 0.2 11
12.73 1175 Cis-pinocamphone - tr
12.86 1179 4-terpineol tr tr
13.20 1185 p-cymen-8-ol tr tr
13.42 1191 o-terpineol 04 0.6
13.58 1192 Dihydro-carveol tr tr
13.67 1194 myrtena tr 0.7
14.27 1206 Verbenone tr 04
14.61 1219 trans-carveol tr 0.3
1511 1231 Cis-carveol - tr
15.69 1244 Carvone - tr
15.85 1247 Carvotanacetone - tr
17.50 1286 |sobornyl acetate 0.2 05
17.80 1292 Thymol tr tr
17.94 1294 Trans-verbenylacetate tr -
18.12 1299 Trans-pinocarvylacetate tr -
18.20 1300 Carvacrol - 04
19.22 1314 Myrtenyl acetate tr -
19.31 1321 Neo-iso-verbanol acetate tr tr
20.22 1351 a-cubebene 04 tr
21.13 1370 Cyclosativene 0.2 tr
21.32 1376 o.-copaene 0.5 tr
21.70 1384 B3-bourbonene 0.2 0.4
21.79 1386 Geranyl acetate 0.3 -
21.96 1390 B-cubebene 0.2 tr
22.05 1392 B-elemene 0.3 tr
22.67 1403 M ethyleugenol 0.2 tr
23.17 1418 [3-caryophyllene 26.2 18
23.58 1432 B-gurjunene 0.6 -
24.22 1439 a-gugjene - tr
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24.32 1447 Cis-muurola-3,5-diene tr -
24.59 1455 o-humulene 4.1 0.3
24.85 1459 (E)-B-farnesene tr tr
24.99 1462 Cissmuurola-4(14),5-diene 0.2 tr
25.19 1467 9-epi-(E)-caryophyllene tr tr
25.60 1477 y-muurolene 31 05
25.76 1480 GermacreneD 17.2 19
25.96 1485 B-selinene 0.5 tr
26.26 1489 Phenylethyl 3-methyl-butanoate 11 0.5
26.33 1492 Valencene 21 tr
26.59 1499 o-muurolene 0.9 0.1
26.74 1503 GermacreneA 01 -
27.00 1508 (E,E)-a-farnesene tr tr
27.13 1513 Trans-y-cadinene 2.6 0.2
27.27 1520 | sobornyl 2-methylbutyrate - 0.5
2754 1524 d-cadinene 6.9 0.9
27.87 1532 Trans-cadina-1(2),4-diene 0.3 tr
28.08 1538 a-cadinene 0.3 tr
28.34 1550 Cis-a-bisabolene 0.2 -
29.21 1565 Trans-nerolidol 0.3 tr
29.59 1575 GermacreneD-4-ol 0.8 tr
29.87 1581 Caryophyllene oxide 13 0.7
30.92 1606 Humuleneepoxidel | 0.2 tr
3115 1614 1,10-di-epi-cubenal 0.1 -
31.67 1629 1-epi-cubenol tr tr
32.20 1641 Tau-cadinol 12 0.1
32.39 1645 o-muurolol 0.2 tr
32.69 1654 a-cadinol 14 04
42.61 1929 Cembrene 24 23
42.96 1941 Pimaradiene - tr
43.08 1975 Sclarene 0.9 12
43.60 1959 (32)-cembreneA (=neocembrene) 0.3 04
44.60 1989 Manoyloxide tr 0.6
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45.30 2010 Epi-13-manool 0.3 05
46.53 2034 Kaur-16-ene(=phyllocladene-) 7.1 124
47.46 2080 Abietadiene - 0.2
50.04 2185 Sandaracopimarinal - 0.6
Total 98.4% 97.0%

ART: Tempsderétention,”L R ,indicesderétentionlinéai redéterminéssurcol onne

capillaire DB-5, 9tr: trace, 9 -: rétention non détectée.

Globalement, compte tenu du grand nombre de composés détectés, I’étude de la
composition chimique des huiles essentielles extraites des aiguilles de P. nigra a montré une
prédominancedesesquiterpeneshydrocarbonés(67,1%)et,dansunemoi ndremesure,del eurs
dérivés oxygenés (5,5 %). Les monoterpénes constituaient 12,0 % (composes hydrocarbonés)
et1,5%(dérivésoxygénés).Concernantl esditerpenes,|eshydrocarbonésreprésentaient10.7% et
les oxygénés moins de 1%, du total des composés identifiés pour cette classe de terpénes
(Figure 32).

L’analyse des HEs des branches a mis en évidence un taux élevé de composés
hydrocarbonés.Cegroupementétai trépartitenmono(63,3%),sesqui (6.1%) etdi (16.5%) -
terpenes.Enrevanche,l escomposésoxygénésontéténettementsupérieursaceuxdesaiguilles et
varient de 1.2 % (sesquiterpenes) a 7.2 % (monoterpenes).

80
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60 533 080
e 3 = ~ Branches
= 28 e
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30 o ﬂ% e 16,5
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Figur e32: Répartitiondesfamill esdemol écul esprésentesdans esHEsdesai guilleset des
cones de P. nigra obtenues par hydrodistillation.
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En effet, les principaux constituants de I’huile essentielle des aiguilles étaient le f-
caryophyllene (26,2%), le germacreneD(17,2%),I’a-pinene (9,4%), le phyllocladéne (7,1%),
led-cadinene(6.9%)etl’ a-humulene(4,1%),tandisquel’a-pinene(55,7%),lephyllocladéne
(12,4%), le cembreéne (2,3%) et le B-pinéne (2,3%) étaient les composés majoritaires pour les
branches. En somme, des différences qualitatives et quantitatives entre les HES extraites des

deux parties de P. nigra ont été mises en évidence (voir Tableau 5 et Figure 32).

L escomposesvol atil sdesdeuxparti esdeP.nigraobtenusparMicroExtractionenPhase  Solide
dans I’Espace de Téte (HS-SPME) ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse-
spectromeétriedemasse(GC-EIM S).Commelementionnent Tumenetal.,(2010)en comparant les
deux techniques, il semble que la SPME (une technique innovante, plus rapide, plus sensibleet
sans solvant), soit plus sensible pour les composés de faible poids moléculaire qui sont plus
volatils, tandis que la distillation a la vapeur (hydrodistillation : HD) permet d'obtenir la
majorité des composes (Tableau 6). La littérature fait état de différences qualitativeset
quantitatives entre les composés volatils obtenus par SPME et par lesméthodes
conventionnelles(HD)(Y angetal.,2010”;Chizzola& M ilIner,2021).Lesdifférencesdans  nos
résultats peuvent sexpliquer par le paramétre de température utilisé dans la procédure
d'extraction(75°Cpourl aSPM Eetpl usde100°Cpourl adistillational avapeur).1l convient
dementi onnerquenousn‘avonsultiliséqu'unseul typedefibredand‘extractionSPME,desorte  que
dautres éudes comparatives devraient étre réalisées avec différentes fibres pour sassurer
del asensibilitédesdeuxméthodes.Eneffet,contrairementa'HD | aSPM Earévél ébeaucoup plus de
composés volatils (hydrocarbures mono et sesquiterpénes), un faible pourcentage de
composés oxygenés (< 0,5 %), I'absence de composés volatils de poids moléculaire élevé

(diterpénes) et une nouvelle classe de métabolites (acides gras) dépassant 40 % (Figure 33).
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Tableau6 : CompositionChimiquedescomposesvol atil esdesai guill esetdesbranchesde P. nigra

ssp. maur etani caobtenues par SPME.

R.T. L.R.I. Composes Aiguilles Branches
2.63 800 hexanal - 0.3
4.82 939 o-pinene 29.9 88.5
515 953 camphene - 05
5.88 980 B-pinene 18 25
6.23 9901 myrcene 6.7 1.7
1.24 1027 p-cymene - Tr
7.37 1031 limonene - 33
7.39 1033 B-phellandrene 3.2 .
7.65 1041 (2)-p-ocimene 0.2 0.2
8.01 1052 (E)-B-ocimene 04 -
943 1089 terpinolene 0.2 0.1
9.85 1100 linalool 0.2 -
10.03 1103 nonana tr 0.1
10.98 1129 alo ocimene tr Tr
12.74 1173 menthol tr -
14.14 1205 decanal tr Tr
17.56 1286 isobornylacetate tr 0.1
17.98 1294 trans-verbenylacetate tr -
18.17 1299 trans-pinocarvyl acetate tr -
19.36 1321 neo-iso-verbanol acetate tr -
20.28 1351 a-cubebene 0.2 -
21.18 1370 cyclosativene tr -
21.37 1376 o-copaene 0.2 -
21.75 1384 B-bourbonene tr -
22.09 1392 B-elemene 0.2 -
23.21 1418 p-caryophyllene 6.6 0.4
23.62 1432 B-gurjunene 0.2 -
24.63 1455 o-humulene 11 Tr
25.03 1462 cis-muurola-4(14),5-diene tr -
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25.63
25.79
26.00
26.37
26.62
27.17
27.57
29.91
36.98
40.50
42.60
43.15
44.20
50.24
58.84

1477
1480
1485
1492
1499
1513
1524
1581
1770
1871
1927
1935
1970
2177
2400

y-muurolene
germacreneD
B-selinene
valencene
o-muurolene
trans-y-cadinene
d-cadinene
caryophylleneoxide
tetradecanoicacid
pentadecanoic acid
methyl exadecanoate
cyclohexadecanolide
hexadecanoicacid
octadecanoicacid

tetracosane

0.4
2.7
tr
0.3
tr
0.2
0.4
tr
14
18
0.5
13
37.6
0.5

Tr
0.1

19

a)RT: Tempsderétention,”L RI ,indi cesderétenti onlinéai redéterminéssurcolonne

capillaire DB-5, °tr: trace, @ -: rétention non détectée
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Figur e33: Répartitiondesfamill esdemol écul esprésentesdanslescomposésvolatiles  des
aiguilles et des cones de P. nigra obtenues par SPME.

La plupart des HEs étudiées des sous-especes de pin noir se composent principal ement
d'uneabondancedemonoterpéenes(a-pinene,3 -pinéne,limonéned-3-caréneetP-phellandréne) et
de sesguiterpenes (germacréne D ou [B-caryophylléne). Il convient de mentionner que les
principaux composés cités ci-dessus ont été trouves dans des différences quantitatives
remarquabl esdansl apl upartdesdonnéesdi sponi bl essurl essous-especesdePinusnigradans le
monde (Tableau 7). Plusieurs auteurs ont signalé que |'a-pinéne, le germacréne D et le (-
pinéne éaient les composants dominants présents dans les HEs de pins noirs (Kubeczka &
Schultze, 1987 ; Roussis etal., 1995 ; loannouet al.,2014).Dans la plupart des cas,tousles
profils sont construits sur I'a-Pinene comme composé majeur dont le taux de contenu a atteint
leseuil de60%dansP.nigravar.banaticadeSerbie(Sarac&al .,2014).Ilestintéressantde  noter un
profil moins fréquent qui mérite d'érementionné dans les résultats des études sur les
HEsdepinnoir:| el-épibicycl osesquiphel landrenes estrévél édomi nantdansl eséchantillons
prélevés sur deux sitesitaliens, le Frioul et les Abruzzes (Vidrich et al., 1996).

L ecomposantmaj oritai redesHEspeutrévé erdesconstituantstotal ementdi fférentsaun
niveauplusélevé,commedanslecasdesaiguillesde  P.nigrassp.lariciodeCorseoul'oxyde  de
manoyle (63%), un composé dintérét potentiel pour la parfumerie et les industries
pharmaceutiques (Koukos et al., 2001). Dans notre étude, le composant mgjoritaire des HES
extraitesdesai guill esesttotal ementdifférentdurestedesdonnéesdi sponi bl esdanslemonde
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ou le B-caryophylléne présentait une vaeur relativement éevée (26,2 %). Parallélement, cette
étude a revélé que malgré le fait que la composition des HEs varie dans les deux parties
aériennes étudiées, la quantite et la qualité des HES isolées des aiguilles en comparaison avec
les données rapportées (Tableau 7) suggérent la présence d'un nouveau chémotype pour le P.
nigra ssp. mauretanica avec |'ordre chimique suivant :

B-Caryophyllene (26,2%) > Germacréne D (17,2 %) > a-Pinéne (9,4 %) > Phyllocladene
(7,1 %) > d-cadinene (6,9 %) > a- Humulene (4,1 %) >Y-Muurolene (3,1 %).

Enfin, dans les HEs des branches, les principaux composés sont I'0-pinéne, suivi du
phyllocladéne et du B-pinene, un profil plus proche des données rapportées par Macchioni et
al., (2003) avec P. nigra dans les provinces italiennes de Massa. Il est bien établi que les HEs
de plantes de la méme espece peuvent varier dans leur composition en fonction de facteurs
exogenes et endogenes (Barra, 2009) et les coniferes n'‘échappent pas a cette regle. Ces
variations quantitatives et qualitatives entre sous-especes dans le monde entier doivent étre
prisesencompteetpeuventétreperti nentes, parexempl e,danslesétudeschimiotaxonomiques  en
tant qu'approche complémentaire, car I'ambiguité persiste dans les approches botaniques
classiques. L’influence du procédé d’extraction sur la labilité des constituants des huiles
essentielles expligue que la composition du produit obtenu par hydrodistillation soit le plus
souvent, différente de celle du mélange initialement présent dans les organes sécréteurs du

végétal.
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Tableau7 :Diversitédelacompositionchi mique(chimiotype)deshuil esessentiellesde
P.nigraenfonctiondel’organe,dupaysetdesous-espece.

Aiguilles
Origine
Espece/sous- ) o
. (Pays, Chémotypes(composésmaj eur s) Auteur ()
espece ,
region)
o-pinene(27.46% )>[3-caryophyllene
Bartin, (11.03% )>germacreneD(7.14% )> K ozanet
Turkey. sabinene(5.52% )>y-muurolene(4.98% )> al., 2019
B-pinene(4.42%).
a-pinene(24.6% )>germacreneD(25.4
o MileSevka, %) F()E) o H ”) ge(132°/) B(' Miticetal.,
nigr : 0)>(E)-caryo ene(13.2% )>B-pinene
J aSSp Serbia Yoy _ P 2018.
pallasana (8.8 %) >0- terpinyl acetate .
Royal
Botanical o-pinene (42.33 %) > germacrene D 5
Saracetal.,
Garden of (30.59% )>(E)-caryophyllene(7.43% )> 014
Madrid, -pinene(5.15%). '
Spain.
P.nigrassp. 0-pinene(28.3% )>germacreneD(17.3%)
pallasana Vakif >(3-caryophyllene(12.9% )>B-pinene(5.61 U
car
var .pyramidata Ormani, % )>0-cadinene(4.13%).
: ) : & Balaba
P.nigrassp. Anatolia, | o-pinene(29%) >germacrene D(14.9%) > 2004
n, :
pallasianavar. Turkey B-caryophylleng(12.9%)>[3-pinene (9.43
pallasana %).
0-pinene(22% -41% )>germacrene D
Corsica, (17.8%-8.6% )>myrcene(3.6%-7.7%) Rezzietal .,
France >(E)-caryophyllene(5.3%-6.3%) > 2001.
P.nigrassp. l[imonene(2.9 %- 5.1 %).
laricio Cambridge _
o 0-pinene(18% )>6-3-carene(16.1% )>[-
University | oannouet
_ caryophyllene (13.9% ) > germacrene D
Botanic ) al., 2014.
(12.7%) > limonene (9.7 %).
Garden,UK
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Souinet
arboreta of
theNational
Institute of )
_ manool oxide (38 %) > germacrene D )
P.nigrassp. Researches _ Amrietal.,
o (16.7%) >d-cadinene (9 %) > (E)-
laricio on Rural . 2017.
o caryophyllene(8.9% )>a-cadinol (4.3%).
Engineerin,
Water and
Forests,
Tunisia
Cambridge ]
. o B-pinene(20.7% )>germacreneD(20.0%)
P.nigrassp. University . | oannouet
. >a-pinene(18% )>B-caryophyllene(7.8
caramanica Botanic %) al., 2014.
0).
Garden,UK
0-pinene(45.93% )>germacreneD y
_ _ Saracetal.,
Serbia (28.1% )>B-pinene(6.90% )>(E)- 014
caryophyllene(7.4%). '
a-pinene(35.4% )>germacreneD(28.1%
MileSevka, 8 p e?(loo/) ()E)g il ( (740/)) Miticetal.,
>B3-pinen 0)>(E)-caryo ene (7.4%).
Serbia P YoPry 2018.
B Royal
nigr .
9 = Botanical _
nigra germacreneD(32.1% )a-pinene(19.5%)
Gardenof g yllene(16.1%)>B-pi (121 | oannouet
>(3-caryo ene(16.1% )>B-pinene (12.
Madrid, Yoy P al., 2014.
_ %).
Spain
Sila, o-pinene(25.3% )>limonene(22.6% )> _
) . ) Bonesiet
Calabria, sabinene(12.8% )>a-terpineol (8.3% )> 2010
al., :
Italy B-pinene(4.8% )>terpinolene(4.5%).
Cambridge germacreneD(18.5% )>[-caryophyllene
P.nigrassp. University (17.8 %) > limonene (12.5 %) >a-pinene | |oannouet
salzmanii Botanic (12.2 %) >B-pinene (4.1 %). al., 2014.
Garden,UK
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Central
Damatia a-pinene (24.3 %) B-pinene (16 %) >
P.nigrassp. Vidova germacrene D (14.6 %) >B-caryophyllene Politeoet
dalmatica gora,isand (9.6% )>limonene(3.3% )>bornyl acetate al., 2011%.
Brac, (3.3%).
Croatia
. a-pineng(58.83% )>germacreneD(23.69 5
P. nigra _ Saracetal.,
_ Serbia %) > (E)-caryophyllene (7.31 %) >
var.banatica ) _ 2014.
[imonene(5.04% )>B-pineng(3.10%).
Parco _ .
_ o-pinene (24.6 %) B-pinene (10.9 %) >y-
Nazionale ] .
P.nigrassp. delPolli cadinene(9.9% )>B-phellandrene(6.3% ) Bonesiet
ino,
calabrica ) >manoyl oxide(6.2 %) >trans- al., 2010.
Calabria,
caryophyllene(4.2%).
Italy
_ Idzojti¢
0-pinene(42.66% )>germacreneD
Zagren, (17.72% )>B-pinene(11.64% )>B “
. 0 )>p-pinen . 0)>p-
Croatia hpll (5.62%) Pfeifhofer,
caryo ene(5.62%).
YoPry 2001.
a-pinene(28.4% )>germacreneD(21.2%
Centra g P eh(” 9(16920/) 8o ( 6 20/)) Macchioni
>B-caryo ene(16.2% )>B-pinene (6.2%).
Italy yoPny P etal.,2003.
o-pinene (35.14 %) > 1-
i bi cyclosesguiphellandrene(30.93% )>[3-
P. nigra Calabria, CRIDICYEIOSEHIP e( >
ta caryophyllene(5.26% ) >B-pinene(2.80% )
Y >d-cadinene(1.94% ) >p-menth-1-en-8-yl
acetate (1.74%).
__ : Vidrichet
1-epibicyclosesqui phellandrene(23.40 %) | 1906
al., :
>0-pinene(17.64% )>[B-caryophyllene (11.82
Abruzzo, %) >pB -pinene (4.40 %) > -
Itay cadinene (3.19 %) >p-menth-1-en-8- yl

acetate(2.88% )>a-humulene(1.74%).
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1-epibicyclosesquiphellandrene(36.84 %)
>a-pinene (11.52 %) >B-caryophyllene
(9.88% )>-pinene(2.38% )>06-cadinene

Friuli,Italy
(2.20 %) >p-menth-1-en-8- yl acetate
(1.82%) > terpinolene (1.46 %) >0-
humulene(1.45% )>limonene(1.44%).
Parc B-caryophyllene (26.2 %) > germacrene D
. Nationaldu (17.2%) >a-pinene (9.4 %) > )
P.nigrassp. o . Presente
. Djurdjura phyllocladene(7.1% )>d-cadinene(6.9%) )
mauretanica éude.
(PND), >0-humulene(4.1% )>y-muurolene
Algérie (3.1%).
Branches
Origin
Espéce/sous- .
. (Pays, Chemotype(composésmajeurs) Auteur(s)
espece ,
region)
germacreneD(23.5% )>a-pinene(20%)
Adana,
Tuk >3-3-carene(10.2% )>[-caryophyllene (8.8
ur
& %) > limonene (5.5 %).
. germacreneD(23% )>a-pinene(18.5%)
Adiaman, .
>[3-Caryophyllene(14.5% )>B-pinene (13.5
Turkey )
%) > limonene (5.3 %). Dogan&
P.nigrassp. : : _
] B-pinene (35.2 %) >0-pinene (32 %) > Bagci
pallasiana Antalya, _
Turk limonene(7.5% )>germacreneD(6.2% ) (2018)
ur
ey >[-caryophyllene(5.2%).
0-pinene(22.2% )>B-pinene(12.3% )>0-
Elazig, cubebene (6.3 %) > d-3-carene (6.1 %) >
Turkey caryophyllene oxide (5.1 %) > limonene
(4.5% )>B-caryophyllene(4.1%).
o-pinene(70% )>dihydrocarvone(4.6%) o
Tuscany, _ Macchioni
>carvone(2.5% )>B-pinene(2.2% )>
_ Italy . . etal.,2002.
P.nigra limonene /y-terpinene (1.8%).
Pian o-pinene(61.7% )>phyllocladene (11.8%) M acchioni
dellaFioba >f-pinene(2.8% )>isobornyl acetate etal.,2003.
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(Massa), (2.1% )>camphene(1.6% )>limonene (1.3
Centrd %) > myrcene (1 %).
Italy
a-pinene(74.63% )>B-Pinene(2.58% )>
Calabria, _ Pinenel > ™ ) Vidrichet
isobornyl acetate (1.33 %) > camphene
Itay al., 1996.
(1.22%).
o-pinene(74.63% )>limonene(5.96% )>
Abruzzo, _
ta B-caryophyllene(4.18% )B-pinene (2.99%)
Y >isobornylacetate (1.26%).
] Vidrichet
P.nigra 0-pinene(47.18% )>limonene(6.44% )3- | 1996
al., :
o pinene (2.35 %) > p-menth-1-en-8- yl
Friuli,Italy .
acetate (2.04 % )> isobornyl acetate
(1.32%).
Parc o-pinene(55.7% )>phyllocladene(12.4%) [3-
_ Nationaldu | pinene/ cembrene (2.3 %) > Germacrene D )
P.nigrassp. o Présente
_ Djurdjura | (1.9 %) > camphene/ 3-caryophyllene (1.8 )
maur etanica . ) éude
(PND), %) >cis-verbenol (1.7 %) > limonene
Algerie (1.4% )>sclarene(1.2%).

1.3.1.2. Lescones
L esanal yseschimiques(T ableau8) ontpermi sd'i dentifi er39composésdont| ateneurest

supérieureouégal ea0.01%.Ces39composesonteuuneai recumul éecorrespondanta84.9% des
aires cumulées de I'ensemble des constituants de I'HE. Celle-ci se composait entiérement de
dérivés terpéniques. Neuf (09) hydrocarbures monoterpéniques (63.2 %) ont été identifiés,
dont le plus important était |'a-pinene (58.1 %) tandis que les oxygénés (alcools, aldéhydes,
cétones et esters) représentaient 4.9% de l'ensemble des constituants de I'HE. Les
sesquiterpenes hydrocarbonés constituaient 5.7 % de I'HE, le plus important étant le (E)-B-
caryophylléne (5.7 %) aors que les oxygénés représentés par le groupe fonctionnel epoxydes
tenaient une valeur combinée de 4.2 %. Parmi les diterpenes, deux (02) hydrocarbures (4 %)
ont été identifiés. Il Sagissait de |'abiatatriene (2.3 %) et |'abiatadiene (1.7 %). La fraction
oxygénée de cette classe (2.6 %) était dominée par |les aldehydes dont le plus important est le
déhydro abiétal (1.3 %) (Figures 34, 35).
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Tableau8 : Compositionchi miguedesHesdesconesdePinusnigrasp.maur etanica(Mair.& Pey.)(Pinaceae)

Famille
N° Composés Rla Rla(lit) Rlp Rip(it)y | . (%) M oded’identification
chimique

01 Tricyclene 919 927 1016 1012 MH 0,1 GC-RI,GC-MS

02 a-Pinene 031 936 1016 1025 MH 58,1 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
03 Camphene 942 950 1064 1068 MH 1,3 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
04 Thuja-2,4(10)-diene 945 945 1126 | 1122 MH 07 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
05 b-Pinene 064 978 1111 1110 MH tr GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
06 Myrcene 969 087 1160 1161 MH 15 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
07 p-Cymene 1011 1015 1270 1270 MH 0.3 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
08 Limonene* 1020 1025 1201 1198 MH 11 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
09 b-Phellandrene* 1020 1023 1210 1209 MH 0.1 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
10 p-Cymenene 1071 1075 1437 1437 MH 0.2 GC-RI,GC-MS

11 a-Campholenal 1103 1106 1490 1496 MO 0.8 GC-RI,GC-MS

12 trans-Pinocarveol 1122 1126 1652 1661 MO 1.0 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
13 trans-V erbenol 1127 1136 1675 1680 MO 0.6 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
14 cis-verbenol 1128 1128 1660 1676 MO 03 GC-RI,®C-NMR

15 Pinocarvone 1139 1137 1567 1575 MO 0.2 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
16 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1144 1127 1724 1674 MO 0.4 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
17 Borneol 1149 1150 1697 1699 MO 0.1 GC-RI,GC-MS

18 Terpinen-4-ol 1160 1164 1599 1601 MO tr GC-RI,GC-MS

19 p-Cymen-8-ol 1158 1159° 1864 1848 MO 0.1 GC-RI,GC-MS
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20 Myrtenal 1168 1172 1626 1631 MO 05 GC-RI,GC-MS

21 a-Terpineol 1171 1176 1694 1694 MO 0.2 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
22 Myrtenol 1177 1178 1788 1790 MO 0.3 GC-RI,®*C-NMR

23 Verbenone 1179 1183 1705 1720 MO 0.3 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
24 trans-Carveol 1196 1200 1831 1836 MO 0.1 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
25 Bornylacetate 1268 | 1268° 1577 1573° MO 0.3 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
26 a-copaene 1374 1375 1488 | 1491° SH 0.2 GC-RI,®*C-NMR

27 (E)-B-Caryophyllene 1415 1421 1592 1598 SH 4.2 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
28 (E)-b-Farnesene 1446 1446 1663 1664 SH 0.4 GC-RI,GC-MS

29 a-Humulene 1448 1455 1663 1667 SH 0.7 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
30 4-épi-cubébol 1458 n.i. n.i. n.i. SO 0.1 GC-RI,GC-MS

31 d-Cadinene 1512 1520 1750 1756 SH 0.2 GC-RI,GC-MS

R Caryophylleneoxide 1567 1578 1975 1986 SO 33 GC-RI,GC-MS

33 Humuleneepoxidel| 1591 1602 2031 2047 SO 05 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
34 Manoyloxyde 1958 n.i. n.i. n.i. SO 0.3 GC-RI,GC-MS,13C-NMR
35 Abietatriéne 2035 2039 2479 2503 DH 23 GC-RI,GC-MS

36 Abietadiene 2067 2071 2454 2450 DH 17 GC-RI,MS®*C-NMR
37 Labda-8(17)-13(2)-Dien-15-d 2188 n.. n.. n.i DO 0.6 GC-RI,*C-NMR
38 Labda-8(17)-13(E)-Dien-15-d 2200 n.. n.. n.. DO 0.7 GC-RI,*C-NMR

39 Dehydroabietal 2217 | 2219° n.. n.. DO 17 GC-RI,®C-NMR
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Ordred’élutionestdonnésurcolonneapolaire,exceptéceuxmarquésd’un*(colonnepolaire);
Rla,RIp:indicesderétentionsurcol onneapol aretpol ar,respectivement;Rla (lit),RIp(lit),indicesderétention delditerature;

M S, Spectrométriedemasse;NM R,ResonanceM agnétiqueNucl éaire;tr, traces; n.i:nonidentifié;M.H: M onoterpeneshydrocarbonés;
M.O.:MonoterpénesOxygénés; S.H.: Sesquiterpeneshydrocarbonés; S.O.: SesquiterpeneOxygénés; D.H:DiterpenesHydrocarbonés;D.O.: Diterpenes

Oxygeénés.

LesvaeursdeRIa/RIa(lit)etRIp/RIp(lit)suiviesdes etters(a-d)sontobtenuesapartirdesréf érencessuivantes(Duquesnoyetal .,2006; Bousmaha et
al., 2006; Blanc et al., 2006 ; Nam et al., 2015).
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En général, et sans tenir compte des composés non identifiés, I'analyse de la composition
chimique a montré que I'a-pinene (58.1 %), le (E)-B-caryophyllene (4.2 %), le caryophyllene
oxyde (3.3 %) et I'abiatatriene (2.3 %) constituaient les composés majoritaires des HEs des
cones de P. nigra. Il convient de noter la présence de divers composants mineurs portant le
squelette du pinane : B-pinene, a-campholénal, trans-pinocarvéol, trans-verbénol, cis-
verbénol, pinocarvone, bornéol, terpinen-4-ol, myrténal, a-terpinéol et myrténol. En effet, un
certainnombredeconstituantscommunssontretrouvésdef aconquasi-constantedanslesHEs ~ des
cones des différentes sous-especes de P. nigra. Il s’agit de I'a-pinene, le sabinene, le B-
pinéne, le B-caryophyllene, le caryophyllene oxyde, qui sont largement décrites dans la
littérature (Bader et al., 2000; Macchioni et al., 2003; Tumen et al., 2010; Amri et al.,
2022),mai schaquehuil eessenti el | eestcaractéri séeparunconstituantspécifique, biensouvent
largement magjoritaire. En revanche, d'autres composés tels le B-phellandrene, le limonene,
I'acétate de bornyl, le germacrene D et |'abietadiene sont identifiés soit, en tant que composes
minoritai resouretrouvésentracesdansl escones,soiti nféodésad autresorganesouad autres
espécesdugenrePinus(Tumenetal ,2010; Y angetal.,2010°;Nametal ,2014; Lisetal., 2019
Khoujaet al., 2020 ; Khedhri et al., 2022 ; Amri et al., 2022).

|l estindi spensabl edeconfronterl esconcl usionsdecetteanal yseavecl esrésul tatsobtenus

pard'autreschercheurspourunemeill eurecompréhensi onduchémotypedeshuilesessentielles de
cette partie de la plante. La composition de I'huile extraite des cones de P. nigra (Tableau 9)
présentait des similitudes qualitatives limitées avec celle décrite en Sicile (Italie) pour les
cones de P. laricio, mais révélait quelques différences quantitatives. Les constituants
prédominants de ces huiles éaient principalement I'a-pinéne (68,6 %) et le B-caryophylléne
(9,1%)(Bader etal.,2000).D'autrepart,lesconesde  P.nigra,deprovenanceitalienne(Pian  della
Fioba, Massa) (Macchionin et al., 2003), ont comme constituant principal |'a-pinene
(49.5%)suividesandaracopi maradi ene(4,8%)total ementabsentdans | esHEsdesconesde

P. nigra du Djurdjura. Ce résultat corrobore avec celui obtenu dans notre étude, notamment
avec la teneur élevée en a-pinene, seulement la présence du sandaracopimaradiéne (espece
italienne) et I'absence d'(E)-p-caryophyllene, du caryophyllene oxyde et de I|'abiatatriene
(présente étude) font la différence, mais cette différence peut étre reliée aux conditions
pédoclimati quesdesdeuxpays,auxconditionsd'extraction,| apériodedecol | ecteetl estadede

développement de la plante (I’age de I’organe). De méme, en Turquie, les HEs des cones P.
nigra (Tumen et al., 2010) présentaient une composition chimique trés proche de celle

identifiéedansl eprésenttravail .Ell eestcaractéri seeparl aprédominancedel ‘a-pinene
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(45.36%), le caryophyllene oxyde (8.05 %), le B-caryophyllene (6.73 %), le 18-norabieta-8,
11,13-triéne(3.42%)etdehydroabietal (3.33%).Al ‘exceptiondul8-norabieta-8,11,13-triene, non
identifié dans les essences de P. nigra de Djurdjura, des différences quantitatives ont éé
enregi stréespourl esautresmol écul esmaj oritai resayantdéfinil echémotypedesHEsdescones
deP.nigradelaT urquie.Deplus,pour lasous-especel aricioacclimatéeenTunisie(Amri et
al.,2022),lesHEsextraitesdesconesontmontréunecompositionchi miquedifférentedecelle
obtenue pour la sous-espece mauretanicade Djurdjura. Les constituants prédominants de ces
huiles étaient principalement I'a-pinene (34.52 %), le limonene (10.86 %), le B-caryophyllene
(6.26%)etl ecaryophylleneoxyde(5.96%).Bienqued'autrescomposantstel squelep-Menth- ~ 1,5-
diéne-8-ol (2.21 %), le (Z)-pinocarvéol (1.82 %) et I'a-campholénal (1.22 %) étaient présents
en faible quantité. Les essences des cOnes des deux sous-especes présentaient, d'une
part,desdifférencesquantitati vespourl esconstituantssuivants: a.-pinene(58.1%-Djurdjura

/ 34.52 %-Tunisie), le limonene (1.1 %-Djurdjura/10.86 %-Tunisie), B-caryophyllene (4.2 %-
Djurdjura/6.26%-Tunisi€),caryophylleneoxyde(3.3%-Djurdjura/5.96%-Tunisie)etd'autre part,
des différences qualitatives par rapport a la présence et/ou a |'absence de certaines molécules
dans les profils chimiques des deux sous-especes. La différence (variation) de
compositionconstatéeentrel esHEsdesconesdeP. nigrasp.maur etani caetcel | esrapportées par
d’autres auteurs, pour les autres sous-espéces, est vraisemblablement liée a la régulation
différentielle des divers constituants de I’huile essentielle par des facteurs abiotiques et
biotiques. De nombreux facteurs écologiques tels que la température, I’humidité relative,
I’insolation et la nature du sol peuvent influencer la composition chimique des huiles

essentielles.

Enrai sondel adi stributionrestreinte,dustatutécol ogi queetdesstratégi esdepréservation
appliquées, peu de recherches phytochimiques ont été menées sur P. nigra sp. mauretanicadu
Djurdjura. Cette éude est la premiére a decrire la présence et la composition chimique des
huilesessentiellesdecetteespeceenAlgérie.Eneffet,c’estuneespeceextrémementrare,dont la
présence est confinée uniquement a I’Algérie et au Maroc. Il est crucia de comparer les
conclusions de cette analyse avec les résultats obtenus par d’autres scientifiques pour une
meilleure compréhension du chémotype des huiles essentielles de cette partie de la plante (les
cones). Les principaux résultats rapportés dans la littérature pour différents pays et différentes

espéces sont résumés dans | e tableau ci-dessous.
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Tableau9 : Diversitédeschémotypes(composésmaj oritaires)isol ésdesH Esdesconesde

différentes espéces de genre Pinus

Espéeceou

sous-espece

Origine
(Pays,
région)

Chémotype(composés

majoritaires)

Auteur(s)

P. laricio

Italie(Sicile)

a-pinéne(68.6%),3-caryophylléne
(9.1%)

Baderetal .,
2000

P.pinea

P. halepensis

P. pinaster

P. nigra

Italie (Pian
dellaFioba,
Massa)

l[imonene (61.6%),a.-
pinene(19.4%),p-caryophyllene
(2.8 %).
o-pinene(53.6%),myrcene (13.7%),
[-caryophyllene (6.7 %),
caryophylleneoxyde(2.3%).

B-pinene (29.2%),a-pinene
(24.7%),longifol ene(20.8%),
myrcene(4.2%).

o-pinene(49.5%),

sandaracopi maradiéene(4.8%).

Macchionietal.,
2003

P.rigida

P. taeda

Japon(Tama
Forestry
Science

B-phellandrene(15.0%),pinocarvéol

(7.6%),0-terpinéol (7.4%), a-pinene

(6.5%), myrténol (6.1 %), B-pinéne
(6.0 %).

a-pinene(51.8%),p-mentha-1,5-
diéne-8-al (4.8 %), verbénone
(4.8%), pinocarvéol (4.5 %), B-
pinene(3.8%),bornéol (3.8 %)

Kuroseetal.,
2007
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P. densiflora

Garden,
Takao)

Germacrene D (20.6 %), -
caryophyllene(8.9%),6-cadinene
(8.4%),longifolene(8.0%)

P. koraiensis

Coréedusud
(Provence de

Geyonggi)

limonene (27.90 %), a-pinéne
(23.89%),3-pinéne(12,02%),3-
carene(4.95%),3-myrcene(4.53%),

isolongifolene (3.35 %), acétate (-)-

bornyle (2.02 %), caryophyllene
(1.71%)camphene(1.54 %).

L eeet al., 2008

P. brutia

Lebon

a-pinéne(40.70 %), B-pinene
(28.27%)etd-3-caréne(13.36%).

L oizzoetal .,
2008

P. koraiensis

P. sylvestris

Chine
(province de
Heilongjiang)

a-pinene (35.2 %), limonéne

(18.4%), B-pinene (8.7 %), B-

caryophylléne(3.5%),myrcéne
(3.0%).

aromadendrene (20,2 %), a-pinéne
(18,5%),0.-1ongi pinene(10,5%), -
terpinéol (5,5%)

Yangetal.,
2010°

P. armandii

Chine

Par hydrodistillation : a-pinene

(20,92%),D-limonene(15,78%) -

pinéne(4. 91%), transpinocarveol
(4,76%).

Par SPME : a-pinéne (41,59%), le
D-limonene(17,8%) 3-caryophlléne
(11,02%),3-pinene(7,54%).

Y angetal.,
2010°

P.nigra

0-pinene(45.36%),caryophylléne
oxyde (8.05 %), B-caryophylléne
(6.73 %), 18-norabieta-8, 11,13-
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triene(3.42%),dehydroabietal
(3.33%).
P.sylvestris
18-norabieta-8,11,13-triene
(15.78%),0-pinene(14.76%),
Turquie(3 caryophylléneoxyde(12.58%),
localités: dehydroabietal (7.12%),abieta- Tumenetal.,
P.brutia Gokova, 8,11,13-triene (5.20 %) 2010
Bartin et
Izmir) B-pinéne (39.56 %), a-pinéne
(30.91%),A%-carene(7.8%), -
P.pinea caryophylléne(5.01%).
limonene + B-phyllandrene
P.halepensis (69.54%),a-pinene(30.91%),
o-pinene(30.91%),b-myrcene, 3-
caryophylléne (6.73 %),
caryophylléne oxyde (8.05 %)
Nepd E-caryophyllene(26,8%),terpinéne- Satyaletal,
P. roxburghii _ 4-01(16,2%),5-3-carene(6,8%)et
(Biratnagar) . 2013
d'a-humuléne (5,0 %).
France(3site
en Corse:
(Sdleccia Tre
Padulede o-Pinéne(47,5%),myrcene(11,0%),
P. halepensis Suartoneet (E)-B-caryophylléne(8,3%),0xyde Nametal. 2014
Capodi decaryophylléne (5,9%).
Feno)
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France o-pinéne(53.6%),sabinene(13.5%) Garciaet al.,
P.ponderosa . .
(Corse) limonene(9.8%),3-pinene(9.3 %). 2017
Pologne
(station
expérimentale
forestiere (E)-B hylléne(24,0%),3
-B-caryo ene(24,0%),3-
Arboretumde . YOPY R Liset al.,2019
P. mugo o carene(19,2%),myrcene(16,5%).
['université
agricole de
Varsoviea
Rogow)
Coénesimmatures: o -pinéne
(46.1%), p-myrcene (19.8 %), [3-
_ caryophylléne (11.4 %), 3-
funs hyllé de (6.1 %)
caryo ene oxyde (6.1 %),
P. halepensis | (Arboretum YoPry _ Y _
) sclareol (3.4%),abiatadiene(1.2%). _
(arbres de Henchir Khoujaetal.,
adultesdgés | Naam,nord- R . 2020
Cones matures : 3-caryophylléne
de 54 ans) ouest dela
. oxyde(32.4%),a.-pinene(30.6%), B-
Tunisie).
caryophylléne(8.6%),3-myrcene
(5.6 %), humulene oxyde (4.5 %),
abiatadiene(4.2%),sclareol (1.6%).
-pinene (33.12 %), a-pinéne
_ P-p ( ) P Khedhrietal.,
P. pinaster (29.1%),longifolene(13.9%),3- 02
myrcene(4.9%),limonene(3.8%).
l[imonene (46.56%),
. 0-pinene(28.15%),3-caryophyllene
P. pinea
(4.27%),

Caryophyllene oxide (3.92).
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o-pinene(32.15%), B-pinene
P. brutia (9.34%),longifol ene(8.09%),
B-thujone(4.56),3-caryophyllene
(3.56%),camphor(3.47%),
viridiflorol (3.47%),
caryophylleneoxide(2.74).

Amrietal.,2022
0-pinene(34.52%), limonene
P. nigra sp. (10.86%),[3-caryophyllene(6.26%),
laricio caryophyllene oxide (5.96%), p-

menth- 1,5-dien-8-ol (2.21%).

D'aprés les résultats des analyses de la composition chimique des huiles essentielles des
espécesetudi eesprésentésdansl etabl eauci -dessous,onpeutdirequechaqueespeceaprésenté une
composition et un chémotype bien specifiques. La mgjorité de ces éudes ont confirmé la
richesse des huiles essentielles de ces espéces en 0-pinene. Ainsi, d'une maniéere générale, nos
résultats sont en accord avec la littérature, mais quelques différences (qualitatives et
guantitatives) peuvent étre reliées a différents facteurs, notamment I'origine géographique
(différents pays, différents sites, différentes régions), la méthode d'extraction (HD / SPME),
|'agedel apl ante(arbresadultesdgésdeb4ans), | amaturitédel 'organeétudi é(conesimmatures

/cbnesmatures),présencedesous-espece(l arici oetni gra)etd' especesdemémegenre.

1.3.2. Abiesnumidica

Les huiles essentielles des aiguilles, des branches et des cones d'A. numidica de djebel
Tababort ont été obtenues par hydrodistillation et analysées par combinaison de la CPG,
CPG/SM et de la RMN du *3C. Le tableau 10 illustre les composés identifiés par GC-MS,
présentésdansl'ordredel euré ution,ai nsi quel eursi ndi cesderétenti onsurl esdeuxcolonnes

capillaires employées.
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Tableaul0 :CompositionchimiquedesHesdesdifférentespartiesd’ Abi esnumidicaDel annoyexCarri ére(Pinaceae) dedj ebel Tababourt

N° Compound Rla |Rla(lit)| RIp R-Ip Class Content() | dentificationmode
(lit) NEO | TEO | CEO

01 Santene 878 | 834 | 979 | 984*°| MH 1.8 0.1 tr GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
02 Tricyclene 921 | 927 | 1015 | 1012 | MH 1.8 0.2 tr GC-RI,GC-MS
03 a-Thujene 924 | 932 | 1015 | 1026 | MH 0.1 0.1 tr GC-RI,GC-MS,**C-NMR
04 a-Pinene 932 | 936 | 1015 | 1025 | MH 176 | 59.7 | 253 GC-RI,GC-MS,**C-NMR
05 a-Fenchene 941 | 941 | 1054 | 1061 | MH - - tr GC-RI,GC-MS
06 Camphene 945 | 950 | 1065 | 1068 | MH 10.9 10 | 04 GC-RI,GC-MS,"®*C-NMR
07 Thuja-2,4(10)-diene 946 | 945 | 1126 | 1122 | MH - 0.3 0.8 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
08 Heptan-1-ol 955 | 959" | 1445 | 1452 | Other - - 0.0 GC-RI,GC-MS,”C-NMR
09 Sabinene 9%66 | 973 | 1122 | 1122 | MH 0.1 04 | 01 GC-RI,GC-MS,"®*C-NMR
10 b-Pinene 971 | 978 | 1111 | 1110 | MH 6.8 129 | 56 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
11 Myrcene 982 | 987 | 1160 | 1161 | MH 0.3 06 | 09 GC-RI,GC-MS,"®*C-NMR
12 a-Phellandrene 998 | 1002 | 1165 | 1168 | MH tr - - GC-RI,GC-MS
13 p-Cymene 1011 | 1015 | 1271 | 1270 | MH 0.1 0.2 0.4 GC-RI,GC-MS®C-NMR
14 Limonene* 1021 | 1025 | 1203 | 1198 [ MH 2.1 100 | 407 GC-RI,GC-MS,"®*C-NMR
15 b-Phellandrene* 1021 | 1023 | 1210 | 1209 | MH 45 04 | 03 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
16 p-Cymenene 1072 | 1075 | 1437 | 1437 | MH - 01 | 04 GC-RI,GC-MS
17 Terpinolene 1079 | 1082 | 1282 | 1282 MH 0.2 - - GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
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18 Nonanal 1082 | 1083 | 1393 | 1391 | other 0.1 0.1 - GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
19 Linalool 1084 | 1086 | 1546 | 1543 | MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS

20 Fenchol 1098 | 1099° | 1580 | 1582°| MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
21 a-Campholenal 1105 | 1106 | 1488 | 1496 | MO 0.1 03 | 10 GC-RI,GC-MS

22 Nopinone 1106 | 1108° | 1577 |1577°| MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,“C-NMR
% |° Sp'MenchZ’g'dien'l' 1115 | 1117 | 1660 | 1652 | MO i i 0.2 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
24 Camphor 1119 | 1125 | 1515 | 1515 | MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
25 trans-Pinocarveol 1122 | 1126 | 1652 | 1661 | MO - 05 | 27 GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
26 trans-V erbenol 1127 | 1136 | 1675 | 1680 | MO - 01 | 07 GC-RI,GC-MS,"®*C-NMR
27 Pinocarvone 1137 | 1137 | 1567 | 1575 | MO - 03 | 13 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
28 | p-Mentha-1,5-dien-8-ol | 1144 | 1127 | 1724 | 1674 | MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
29 Borneol 1157 | 1150 | 1697 | 1699 | MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS

30 Terpinen-4-ol 1158 | 1164 | 1591 | 1601 | MO 0.2 - 0.5 GC-RI,GC-MS

31 p-Cymen-8-ol 1160 | 1159° | 1794 | 1848 | MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS

32 Myrtenal 1168 | 1172 | 1626 | 1631 | MO - 03 | 13 GC-RI,GC-MS

33 a-Terpineol 1172 | 1176 | 1693 | 1694 | MO 0.2 01 | 10 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
34 Myrtenol 1177 | 1178 | 1788 | 1790 | MO - 0.1 0.8 GC-RI,"*C-NMR
35 Verbenone 1179 | 1183 | 1705 | 1720 | MO - 0.1 3.0 GC-RI,GC-MS,”C-NMR
36 trans-Carveol 1196 | 1200 | 1832 | 1836 | MO - 01 | 09 GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
37 cis-Carveol 1207 | 1210 | 1862 | 1854 | MO - - 0.3 RI,°C-NMR
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38 Carvone 1213 | 1214 | 1732 | 1733 | MO - 0.1 - GC-RI,®C-NMR
39 Carvotanacetone 1218 | 1220 | 1684 | 1687 | MO - - tr GC-RI,GC-MS,*C-NMR
40 Linalylacetate 1240 | 1236° | 1555 | 1551 | MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
41 Perillaldehyde 1247 | 1242' | 1783 | 1779'| MO - - tr GC-RI,"*C-NMR
42 Phellandral 1249 | 12529 | 1712 |1715°| MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR
43 Bornyl acetate 1268 | 1268° | 1577 | 1573°| MO 0.2 - 0.1 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
44 Carvacrol 1278 | 1278 | 2221 | 2210 | MO - - tr GC-RI,GC-MS,"®C-NMR
45 a-Terpinylacetate 1332 | 1335 | 1693 | 1694 | MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
46 Citronellyl acetate 1334 | 1337 | 1659 | 1656 | MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,"®*C-NMR
47 a-Cubebene 1347 | 1355 | 1454 | 1460 | SH 0.4 0.1 - GC-RI,GC-MS
48 a-Longipinene 1350 | 1360 | 1479 | 1469 | SH 24 05 | 01 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
49 Longicyclene 1375 | 1382 | 1488 | 1489 | SH 05 - - GC-RI,"”*C-NMR
50 b-Bourbonene 1382 | 1386 | 1515 | 1523 | SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS
51 Longifolene 1404 | 1411 | 1563 | 1577 | SH 1.6 - - GC-RI,"*C-NMR
52 b-Longipinene 1415 | 1403 | ni. | ni. | SH - - 0.2 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
53 (E)-p-Caryophyllene | 1417 | 1421 | 1592 | 1598 | SH 6.5 1.0 - GC-RI,GC-MS,®C-NMR
54 | Himachaa24-diene | 1421 | 1430" | 1598 |1611"| SH 5.9 06 | 01 GC-RI,GC-MS,”*C-NMR
55 b-Copaene 1426 | 1430 | 1586 | 1579 | SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS
56 a-Himachaene 1445 | 1450 | 1636 | 1663 | SH 1.1 - - GC-RI,13C-NMR
57 a-Humulene 1449 | 1455 | 1664 | 1667 | SH 22 - - GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
58 (E)-b-Farnesene 1457 | 1446 | 1666 | 1664 | SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS

=
W
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59 g-Muurolene 1463 | 1474 | 1682 | 1690 | SH 0.8 04 | 03 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
60 g-Himachalene 1469 | 1479 | 1702 | 1708 | SH 0.6 - - GC-RI,°C-NMR

61 GermacreneD 1476 | 1479 | 1709 | 1708 | SH - 0.2 1.1 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
62 g-Humulene 1485 | 1483 | 1724 | 1716*| SH 0.8 - 0.1 GC-RI,"*C-NMR
63 a-Muurolene 1490 | 1496 | 1721 | 1723| SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS

64 d-Selinene 1491 | 1490 | ni. [1728°| SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS,**C-NMR
65 ¢-Cadinene 1504 | 1507 | 1750 | 1763 | SH 1.2 06 | 02 GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
66 b-Himachalene 1505 | 1500 | 1715 | 1723| SH 2.8 - - GC-RI,GC-MS

67 trans-Calamenene 1508 | 1517 | 1826 | 1823 | SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,"* C-NMR
68 d-Cadinene 1514 | 1520 | 1751 | 1756 | SH 5.0 09 | 03 GC-RI,GC-MS

69 ar-Himachalene 1522 | 1528 | 1715 | ni. | SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,**C-NMR
70 a-Calacorene 1527 | 1527 | 1908 | 1921 | SH 0.1 - - GC-RI,GC-M

71 a-Cadinene 1529 | 1534 | 1785 | 1769 | SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS,"*C-NMR
72 b-Calacorene 1547 | 1541 | 1934 | 1940 | SH 0.3 - - GC-RI,GC-M

73 Caryophyllene oxide 1568 | 1578 | 1975 | 1986 | SO 0.8 04 - GC-RI,GC-MS

74 Longiborneol 1583 | 1597 | 2057 | 2157 | SO 0.8 0.2 - GC-RI,"*C-NMR

75 Humuleneepoxidell 1592 | 1602 | 2036 | 2047 | SO 0.2 0.1 - GC-RI,GC-MS,"* C-NMR
76 1-Cadinol 1624 | 1633 | 2162 |2169*| SO 1.2 - - GC-RI,GC-MS,**C-NMR
77 t-Muurolol 1631 | 1628 | 2177 | 2179 | SO - 0.2 - GC-RI,GC-MS,**C-NMR

=
[O8]
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78 Himachalol 1632 | 1647 | 2223 | 2135 | SO 1.3 - - GC-RI,**C-NMR
79 a-Cadinol 1636 | 1643 | 2223 | 2227 | SO 0.4 - - GC-RI,MS,*C-NMR
80 Dehydroabietal 2030 | 2219 | ni. | ni. | DO - 0.3 - GC-RI,"*C-NMR
81 Abietadiene 2085 | 2071 | 2478 | 2450 | DH - 0.2 - GC-RI,MS*C-NMR

Ordred’élutionestdonnésurcolonneapolaire,exceptéceuxmarquésd’un*(colonnepolaire);
Rla,RIp:indicesderétentionsurcol onneapol aretpol arrespectivement; Rl a(lit),RIp(lit) ,indicesderétentiondel a literature;

MS, Spectrométrie de masse ; NMR, Resonance Magnétique Nucléaire; tr, traces ; n.: non identifié ; M.H : Monoterpénes
hydrocarbonés;M.O.:M onoterpénesOxygeneés; S.H.: Sesquiterpeneshydrocarbonés ;S.0.: SesquiterpeneOxygeéneés; D.H:Diterpénes Hydrocarbonés ; D.O. :
Diterpénes Oxygénés

Lesvaleursde Rla/ Rla(lit) et Rlp / Rip(lit) suivies des letters (a-) sont obtenues a partir des références suivantes (Duquesnoy et al., 2007 ; Babushok et
al., 2011 ; Duguesnoyet al., 2006;Bousmahaet al., 2006; Blancet al., 2006 ;Botiet al., 2006; Gonnyet al., 2006; Duguesnoy
etal.,2010; Thaietal .,2019; Nametal ., 2015)etl aréférence™[ Typedecol onne: Packed; phaseactive: Carbowax20M; Temperature(°C) : 165]) : Andersen and
Falcone (1969)
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L'analyse a permis didentifier 38, 49 et 50 composés dans les HEs extraites,
respectivement, des cones, des rameaux et des aiguilles, représentant 93,5 %, 93,8 % et de 86,0
% de la totalité de I'HE. 1l est a noter que la composition des HES de ces parties de la plante
préﬁente;? des
variations,tantsurleplanqualitatifquequantitatif.L acl assificationdescomposésarévé él ari chessedec
eshuilesenmonoterpeneshyrocarbonés
(74.9%pourlescones,86%pourl esbrancheset46.3%pourl esai guill es)etsesquiterpéneshyrocarbonés
(2.6%pourlescones,33.6%pourles branches et 4.3 % pour les aiguilles) (Figure 36).

100 -

% ]

70 - B Aiguilles
60 - S|

50 - Branches
40 O Cones

38 ]

10 | 0,2 0,3

Familledemolécules

Figur e36:RépartitiondesfamillesdemoléculesprésentesdanslesHEsdesdifférentesparties d’ A

numidica.

En général, les monoterpenes hydrocarbonés constituent les composés majeurs des trois
parties delaplante(Figure 37).en particulierl'a-pinene(25.3% pourlescones, 59.7% pourles
brancheset17.6%pourl esai guill es),soni somérel ef3-pi nene(5.6%opourl escones, 12.9%pour les
branches et 6.8 % pour les aiguilles) et le limonene (40.7 % pour les cones, 10 % pour les

branches et 2.1 % pour les aiguilles).
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Figur e37: Diversité(%o)descomposésmaj eursdesH Esdesdi fférentespartiesd’ A.numidica

Ainsi,cesanal ysesontmontré aprédominancede composéshydrocarbonésavecuneteneur

combinée allant de 90.5 % pour les branches a 77.5 -79.9 % pour les cones et les aiguilles,

respectivement. Les composés oxygénés (alcools, esters, aldéhydes, cétones, epoxyde) quant a

eux, ont été qualitativement et quantitativement peu identifiés dans les HES des trois organes
(Figure 38).

(%)

O P N W A O O N

7.6
E 57 |:|Aigui||es
i ® Branches
143 [ B Cones
H 23
1,300 1 . :
0 0,6 9,
m] 02 ’ 2 01 |_€LI]
inst B3 I = 1 I .
Alcool  Aldéhydes Cétones Ethers Esters Epoxydes
Groupementsfonctionnel sdescomposasoxygénés

Figur e38: Diversité(%o)desgroupementsfoncti onnel sdescomposesoxygenésdestrois

partiesd’ A.numidica

Ils constituaient une teneur combinée variant de 3.3 % dans les branches 8 6.1 - 15.7 % dans
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lesai guill esetl escOnes, respectivement. Ensomme,seul ementseptcomposantssontprésentsen
quantité supérieure a 5 % : da-pinene (concentration maximale dans les branches : 59,7 %),
limonéne (concentration maximale dans les cones : 40,7 %), B-pinéne (concentration maximale
dans lesbranches :12,9%), camphéne (concentration maximale dans lesaiguilles: 10,9 %),(E)- B-
Caryophylléne (concentration maximale dans les aiguilles : 6,5 %), himachaa-2,4-diene
(concentration maximale dans les aiguilles : 5,9 %) et 6-cadinene (concentration maximale dans
les aiguilles : 5,0 %). Cependant, malgré le travail d’analyse réalisé, il reste encore un certain

nombre de composés non identifiés.

Les résultatsde cette étude sont similaires a ceuxobtenus par Ramdani et al., (2014)sur les
HEsextraitesdelaparieaérienned’ A.numidi cadesmontsBabors.Commeprécédemmentillustré
(Tableaul0),I’HEdesaiguillesétaitprincipalementcomposéed’a-pinéne(22,6%),delimonene (19,7
%), de B-pinene (12,3 %), de camphene (11,2 %) et de B-phellandréne (7,8 %). Cependant,
notreéchantillonnecontenaitqu’unefaiblequantitédelimonene(2,1%).Uneétudeantérieureréalisée
par Tlili-Ait Kaki et al., (2013) a révélé que I'HE extraite des aiguilles dA. numidica
(recueilliesaSeraidi,Annaba)contenaitdel 'acétatedebornyl e(29,62%),ducamphéneg(23,97%) et de
I'a-pinéne (13,17%) en tant que constituants majeurs. Récemment, Benouchenne et al., (2022)
ont étudié la composition chimique des huiles essentielles des aiguilles d'A. numidica (recueillies
a djebel Ouahch, Constantine) et ont montré que les principaux constituants volatils
étai entlecaryophylléne(17,31%),l'a-pinéne(10,58%),1€2,2,6,10- T étraméthyl bicycl 0] 5.4.0]
undéca-9,11-diene (8,65 %), I'acétate de linalyle (7,41 %), le B-silinene (7,28 %) et |le sabinene
(6,88 %). Les résultats de ces deux dernieres etudes ont plutét montré I’existence de nouveaux
chémotypes différents de ceux des populations naturelles (Babor et Tababort) qui seraient
probablement une expression génétique de [|’adaptation de [I’espéce aux conditions
pédoclimatiques qui régnaient dans les régions ou I’espece est acclimatée. En outre, Bagci &
Babac(2003)ontdemontréquel escomposésmaj eurspeuventétrel esmémes, mai savecquel ques
différencesgquantitati vesdansdiversessous-espéecesd' AbiespoussantenTurquie.llestimportant  de
souligner que l'acétate de bornyle est un composant courant dans diverses huiles de coniferes
(Burdock, 2016). De plus, il a été identifié comme I'un des constituants majeurs des huiles
essentielles de plusieurs especes d'Abies, dont A. alba (Yang et al., 2009), A. sachalinensis
(Laakso & Hiltunen, 1994), A. sibirica (Gerling et al., 2018), A. arnoldiana (Koedam et al.,
1980)etA.koreana(Bar anetal .,2007;0hetal.,2007).DangleurétudesurA.sibirica,Ger ling
etal.,(2018)ontconstatéquel ‘acétatedebornyl eétaitlecomposantl epl usabondant, représentant
29,4%,suividucamphene(28,8%),del 'a-pinene(10,8%) etdus- 3-caréne(6,2%).Bienquece  composé

ait été produit en quantités relativement plus faibles chez A. numidica, le profil
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(composition)desterpenessembl esimilai reacel ui desautresespeces d'Abies.Cephénomenede
constancequalitati vedesprinci pauxcomposantsatraverspl usi eursespecesd' Abi esagtésouligné
parplusi eurschercheurs.Plusspécifiquement,il aétéobservéquecertainsmonoterpéenes,tel sque
lelimonene,|'a-pinene,lecamphéne, |e3-phellandréneet] €3 - pi nene,sontlescomposésl esplus
di stinctifsausei ndesespécesd' Abies(Schicchietal .,2017).11estimportantdesoulignerquel es
variationsdansl acomposi tionchi mi queetl espourcentagestotauxdecescomposantsdoiventétre

consi déréesdans econtextedel achimi odiversité. Eneffet, némeausei nd'unemémeespéce,des
différencessignificativesdans acompositiondeshuil esessentiellespeuventsurvenirenfonction  de
divers facteurs tels que les conditions climatiques et du sol. Pour illustrer ce point, Gerling et
al.,(2018)ontconstatéunecohérencedans erendementmoyenmensuel desHEsd' Abiessibirica,

mai sdesvari ationsquali tati vesontéténotéestoutaul ongdel 'année.Neubel ler (1990)aindiqué  queleB-
pinene,l'a-pinéneetl elimonéneétai entl esprinci pauxcomposantsdeshuil esessentielles
d'A.albaetd'A.numidica.Nonobstantl aproxi mitégénétiqueentreA.al baetA.numidica(Sanchez-
Robles et al., 2014), il n'est pas approprié a ce stade de considérer ces informations comme des
indicateurs chimiotaxonomiques pour suggerer des similitudes relatives. Par contre, dans
I'analyse des aiguilles d'A. alba réalisée par Zeneli et al. (2001), I'a-pinéne, le camphéne, le -
pinéne,lelimonéneet! ‘acétatedebornyl eétai entl escomposantsprincipaux.Commedémontré pour A.
alba, le changement d'habitat a entrainé une variation significative des quantités des principaux

constituants de I'huile essentielle.
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Activitésantioxydantes& antiacétylcholinestérases

1. Lesactivitésbiologiques
11.1. Activités antioxydantes

L'évaluation de |'activité antioxydante ou antiradicalaire repose sur la détermination de la
concentration a laquelle un extrait spécifique devient efficace. Le mécanisme de |'activité
antioxydante est diversifié et peut se manifester a travers différents processus. En raison de sa
complexité,samiseenceuvrenécessitelaréalisationdemultiplestests(M ataetal .,2007).De  plus,
étant donné la variété de ces derniers, les résultats d'un unique test ne peuvent fournir qu'une
indication préliminaire de la propriété antioxydante des extraits testés. Il est impératif de
conduire plusieurs tests afin d'obtenir une comparaison plus précise des résultats, couvrant
ainsi un large éventail d'applications potentielles (Alam et al., 2013). Cette démarche permet
de confirmer de maniere indiscutable la propriété antioxydante de I'extrait sous-évaluation
(Kanatt et al., 2007). Ainsi, I'effet protecteur antioxydant des huiles essentielles (HES) issues
de différentes parties d'A. numidica et de P. nigra sp. mauretanica a été évalué in vitro en
utilisantdiversesméthodes.Ces  méthodesontétéempl oyéespouréval uerlacapacitédesHEs  a
capturer les radicaux libres, a réduire les composés oxydeés et a inhiber |a peroxydation des
lipides. L'activité antioxydante des HES a été déterminée en mesurant leur aptitude a fournir
des éectrons ou des atomes (Bibi Sadeer et al., 2020; Ivanova et al., 2020; Platzer et al.,
2021;Munteanu& Apetr e, 2021),contribuantai nsi astabili serl esradicauxlibresetprévenir  les
dommages oxydatifs.

La capacité antioxydante a été mesurée par cinq méthodes complémentaires : le pouvoir
réducteurauferricyanuredepotassium,l’activitéantiradicalaireauDPPH, I’ activitéscavenger
al’égarddel’ ABTS, letestauphosphomol ybdateetl etestdeblanchimentdup-caroténe/acide

linoléique

I1.1.1. ActivitéscavengerduradicalDPPH"®

L’activité antiradicalaire mesure la neutralisation du radical DPPH® par les constituants
des HEs; exprimée en | Cso(concentration inhibitrice de 50 % de radicaux). Plus la valeur de
I”ICsoest petite, plus I’HE en question est antioxydante. Les résultats relatifs & I’évaluation de
I’activitédepiégeageduradical DPPH* parl esH Esdesdeuxespéecessél ectionnéesapartirdes
différentsorganessontprésentésdansl eT ableaulletcomparésal’ a-tocopherol (antioxydant
deréf érence)etacertainesmol écul espuresdesHES(caryophyll eneoxyde,b-caryophylleneet

carvacral).
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Tableaull : ActivitéinhibitriceduDPPH* desHEsdeP.nigraetd’ A.numidica.

Organevégétal Clso(mg/ml)
Pinusnigra
Aiguilles 260.93 + 37.35"
Branches 93.72+6.85
Cones 94,53+ 3. 86"
Abiesnumidica
Aiguilles 44.86 + 0.14°
Branches 7212 +1.32°
Cones 5.39+ 0.7
M oléculesetstandard

B-pinene 752+0.21"
B-caryophyllene 3.43+0.12"
Thymol 0.02 + 0.00°
Carvacrol 39.28 + 1.24”
Carvone 6.73+0.18"
Caryophyllene oxyde 6.51+ 0.47"
a-tocopherol 0.142 + 0.003

Lesmoyennesnepar tageantaucunel ettr esontsi gnificativementdifférentes(ddi=12; F
= 141.74 ; P = 0.000).

Les HEs des deux plantes présentent un faible pouvoir antioxydant. En effet, a la
concentration de 100 mg/ml, les HEs des branches et des cones de P.nigra testées réduisent
plus de 50% le radica DPPH, les HES des feuilles ont inhibé que 31.08 + 0.11 % du radical
DPPH.Tandisquepourleshuilesessentiellesd’ A.numidica,nousn’avonstrouvéqu’unefaible
inhibition a la concentration de 100 mg/mL (pour les branches). Pour les cénes, nous avons
enregistré une activité comparable ou similaire a celle du témoin positif, le a-tocopherol et
autres molécules des HEs.

L esHEsobtenuesdedifférentesparti esdesdeP. nigraprésententdesval eursdeCl soal | ant
de93.72mg/mLa260.93mg/L ,alorsqu’apartirdesorganesaériensd’ A.numidica,lesClso
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sontded4.86mg/L pourlesaiguilles,de72.12mg/L pourl esbranchesetde5.39mg/mL pour les cones.
Auvudesrésultatsobtenus,| esconcl usi onssui vantesontétédeduites:

- Les huiles essentielles (HES) des deux especes ont la capacité de neutraliser le radical
DPPH* etcettepropri étéprésentedesvari ationsnotabl es(P<0,05)enfonctiondel ‘organeet
del'espéceconsi dérés.Al'excepti ondeshuil esextraitesdesconesd' A.numidica,l esautresHES
examinées ont révél é une capacité limitée a piéger le radical DPPH®,

- Le composé de référence (0-tocophérol) et les molécules (pures) des huiles essentielles
utilisées comme témoins positifs ont démontré une activité antioxydante exceptionnellement
forte, al'exception du carvacrol pour lequel la valeur de I'Clsoobservée est supérieure a celles

des huiles essentielles extraites des aiguilles et des cones d'A.numidica.

- A. numidica présentent les HESs ayant la meilleure activité scavenger du radical DPPH®,

comparativement a celles de P. nigra, pour I’ensemble des organes végétales,
- L'activitéscavengerdeshuil esessentiel | esetdesstandardssuitl‘ordresuivant:

Thymol >a-tocophérol >b-caryophyllene > HEs-cones (A. numidica) > caryophylléne
oxyde > carvone >B-pinene > HEs-feuilles (A. numidica) > HEs-branches (A. numidica) >

HEs-branches (P. nigra) > HEs-cones (P. nigra) > HEs-feuilles (P. nigra).

Peu d’investigations sur la variation de I’activité antioxydante des HEs des Pinaceae en
fonction de I’organe végetal de I’espece valorisée ont été décrites dans la littérature. Cela a

rendu nos comparaisons difficile et alimiter nos justifications pour les variations observées.

Selon Yener et al. (2014) et Politeo et al. (2011b), les HEs des feuilles de P. nigra et de
P.nigra ssp. dalmatica de Turquie et de Croatie ont montré une tres faible activité de DPPH a
des concentrations < 1 mg/mL. Ces résultats rejoignent ceux trouves dans la présente étude. |1
est vraisemblable qu'un certain nombre de limitations aient pu influencerles résultats, qu'elles
soient liées a des conditions expérimentales particulieres dans les tests DPPH (Apetrel et al.,
2013) ou a dautres parametres exogenes. A titre d'exemple, Anderson et al. (1992), ont
soulignélavariationsaisonniere/compositionchimiquedel’activitéantioxydantedesHEsde
P. strobes. Ils ont noté une diminution significative de deux a quatre fois entre I’hiver et I’été.
Cesrésultatscorroborentavecnotreétude,oudesactivitéssignificativesontétéobtenuesavec  des

concentrations > 1 mg/mL.
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Par ailleurs, les activités obtenues avec les huiles essentielles d’A. numidica restent trés
faibles par rapport a la molécules de référence. L huile essentielle extraite a partir des cones
présente une activité remarquable avec une Cls08,32 fois moins que les feuilles et 13,37 fois
moins que les branches. Cette activité pourrait étre expliquée par des variations qualitatives et
quantitativesduprofilchimiquedesorganesétudiées. Ilenressortquel’ organevégeétalleplus
anti oxydantestl econequi contientpl usdeterpenesoxygénésquel esautresorganesexaminés  suivi
par les HEs des feuilles (CI50 = 44.86 mg/mL) et de celles de branches (CI50 = 72, 12
mg/mL).

Le potentidl antioxydant des HEs dépend principalement de leur contenu chimique
(Bhavaniramya et al., 2019) et est directement lié aux terpénes oxygéneés (Ferreira et al.,
2017), en particulier les terpénoides avec des groupes phénoliques tels que le méthylchavicol,
lethymol etl'eugénol (Politeoetal .,2011;Nehmeetal .,2021)etpourraientétreresponsables  d'une
forte activité antioxydante (Miladi et al., 2013). Il a également été rapporté que les
hydrocarbures monoterpéniques peuvent étre considérés comme des antioxydants actifs, mais
avec une activité moindre gque les monoterpenes oxygénés. En revanche, les hydrocarbures
sesquiterpéniques et leurs dérivés oxygénés présentent une tres faible activité antioxydante
(Zengin et Baysal, 2014). Par ailleurs, d'autres composants tels que certains alcools, éthers,
cétones et aldéhydes jouent également un role clé dans les capacités antioxydantes des huiles
essentielles (Bhavaniramya et al., 2019). De plus, selon les conditions expérimentales et la
composition de I'HE, un effet antagoniste ou synergique peut se produire entre les composés
(Amorati et al., 2013). D'autres facteurs (solubilité des composeés ou stéréo sélectivité des
radicaux) dans différents protocoles antioxydants peuvent modifier la capacité de I'huile a

réduire de nombreux radicaux (Grassmann, 2005; Postu et al., 2019).

11.1.2. Activitéantiradicalairedel’ ABTS""

Dans ce modéle, on a également mis en évidence le potentiel antioxydant aussi bien des
HEs extraites, que des molécules de référence, dans lequel on a observé, d’une part un effet
dose-dépendant et, d’autre part une variabilité intraspécifique de I’effet antioxydant. A I’issue
de cette expérimentation, il apparait la aussi de la méme maniere que pour I’activité
antiradicalaire du radical DPPH, I’effet scavenger a I’égard de I’ABTS est observé a des
concentrationsplusélevées.La meilleureactivitéestenregistréeavecleshuilesd’ A.numidica
(lescones; Cls02.15+0.27mg/mL ;| esfeuill esavecCl 50=33.56+0.46mg/mL ).Cesvaleurs
restenttoujoursinférieuresacellesobtenuespourl’a-tocopherol etacerta nesautresmol écules de

référence, utilisées comme un témoin positif (Tableau 12).
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Tableaul2 : Activitéinhibitricedel’ ABTS** desHEsdeP.nigraetd’ A.numidica.

Organevégétal Clso(mg/ml)
Pinusnigra
Aiguilles 91.12 + 5.56"
Branches 40.43 + 353"
Cones 56.89 + 2.28"
Abiesnumidica
Aiguilles 33.56 + 0.52°
Branches 50.12 + 0.12°
Cones 2.15+ 0.33°"
M oléculesetstandard

B-pinene 25,51+ 0,19
B-caryophyllene 4,24 + 0,09°
Thymol 0,01+ 0,00
Carvacrol 0.02+0.00"
Carvone 477 £0,23°
Caryophyllene oxyde 58,24 + 0,80"
a-tocopherol 0,04 + 0,00

Les moyennes ne partageantaucunel ettre sontsignificativement différentes (ddl =12 ;F
= 688.16 ; P = 0.000).

Contrairement au DPPH, une diminution dans les valeurs des Clsoest remarquée pour
chaque organe testé, mais I’activité antioxydante reste toujours faible. Néanmoins, ce test a

montré que I’huile des feuilles possede I'activite la plusfaible (Clso= 91.12 + 5,56 mg/mL).

Comme mentionné précédemment, en raison du manque d’études sur la variation de
I’activitéantioxydantedeshuilesessentielles(HEs)desPinaceaeenfonctiondel’ organeetde
I’espécevégétale,I’importancedelarecherchescientifiquesurl’activitéantioxydantedansles
étudessurl acompositi onchi mi quedeshuil esessenti el | esdespl antesaromati quesenlienavec
I’évaluation de leurs activités biologiques est abondante. De nombreux travaux ont démontré
que I’activite d’une huile essentielle est liée aux composés majoritaires et aux éventuels effets

synergiquesentrel esconstituants(Oussouetal .,2009,0ussouetal .,2010; Saintetal .,2003;
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Kalemba & Kunicka, 2003). En général, les huiles essentielles riches en composés oxygénés
ontuneactivitéanti-radical aireplusprononcéequecel | esaterpeneshydrocarbonés(Benov&
Georgeiv, 1994). En effet, I’huile essentielle des cénes d’A. numidica qui a présenté une plus
grande activité antioxydante est riche en monoterpénes et sesquiterpenes oxygénés (15.7 %).
La manifestation de ces activités est bien cohérente et en accord avec I’hypothese
précédemmenténoncée.Deplus,descomposéstelsquelethymol,lecarvacrol,l’eugénolsont
reconnuspourl eurspui ssantespropri étésanti oxydantes.Cescomposes, graceal eurspropri étés
redox, agissent comme des agents réducteurs, donateurs d’hydrogéne et d’oxygene singulet
(Rice-Evanset al., 1995; Tepeet al., 2005; Tepeet al., 2007).

[1.1.3. Testauphosphomolybdate

La quantification spectrophotométrique de la capacité antioxydante par la méhode du
phosphomolybdeéne a été considérée comme une bonne aternative pour la détermination de la
vitamine E dans une variété d'échantillons lipophiles (Prieto et al., 1999). En présence
d'antioxydants, le molybdene (V1) est réduit en molybdéne (V) par transfert d'éectron ou
d'atomed'hydrogene(Bibi Sadeer etal ., 2020).C’ estuntestquantitatifparcequelesrésultats ~ sont
exprimés en équivalent d’acide ascorbique. Dans cette méthode particuliére, les Figures 39 et
40 illustrent une régression linéaire positive pour toutes les HES testées. Les résultats

montrent une meilleure activité antioxydante que les tests précédents.
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Figur e39: Activitéantioxydantetotal edesHesdeA.numidica.
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).
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Figur e40: Activitéantioxydantetotal edesHesdeP.nigra.
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).

Pour I’espece A. numidica, les HEs des cones ont présenté une activité supérieure a celle
desfeuill esetdesbranchesdansl agammedeconcentrationsde0,03125a0,125mg/mL ,avec
unedifférencestati stiquementsignificative(P<0,05).A0.125mg/mL | esHEsdesfeuil | eset des
branches ont |égérement présenté une forte activité comparativement aux cones. A des
concentrationsallantde0,125a0,50mg/mL | esbranchesontprésentél'activitélaplusélevee,  suivis
par les cones et les feuilles, dans cet ordre, avec une différence statistiquement
significative(P<0,05).Enoutre,a0,5mg/mL | esbranchesontprésentéuneactivitésupérieure
acelledel"aci deascorbiqued0,25mg/mL tandi squel esconesetl esfeuillesad,.5mg/mLont - montré
une activité supérieure a celle de I'acide ascorbique 40,2 mg/mL.

L esHEsdesdifférentespartiesdeP.nigraontexhibéuneactivitéréductricedesionsMo*®
proportionnelle & la concentration utilisée. L'HE des cones a révélé une activité légerement
supérieureacel | edesfeuill esetdesbranchesauxconcentrationsde0,03125et0,0625mg/mL,  avec
une différence statistiguement non significative (P < 0,05) et, une activité faible aux
concentrationsall antde0.125a0.25mg/mL (avecunedifférencestatistiquementsignificative (P <
0,05)). En outre, les HEs des feuilles et des branches ont montré une forte capacité
antioxydanteproportionnellealaconcentrationutilisée,surtoutdans!’intervallede0.125a0.25
mg/mL. A 0.5 mg/mL, les HEs des branches se singularisent avec une trés forte activité
antioxydante,avecunediff érencestati stiquementsignificative(P<0,05).Parrapportal ‘acide
ascorbique, les deux HE ont présenté une activité élevée aux concentrations de 0,03125 et
0,0625 mg/mL, tandis que de faibles activités ont été enregistrées a0,125,0,25 et 0,5 mg/mL.
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En conclusion, le test du phosphomolybdéne a montré le meilleur pouvoir antioxydant
parmi tous les échantillons testés, comparé aux systémes DPPH, ABTS, 3-caroteneet pouvoir
réducteur.Mal heureusement,iln'exi stepasd'étudesrécentessurl epotentiel antioxydantdeP. nigra
ssp. mauretanicaet d’A. numidica ciblant a la fois les feuilles, les branches et les cones,
quipourrai entétrecomparéesanosrésultats.Ainsi ,lemécani smed'actionantioxydantnepeut ~ étre
compris sans avoir recours a diverses hypotheses existantes comme, par exemple,
I'influenced'unevari é&édeproduitsphytochi mi quesactifs,ycompris:vitamines,caroténoides,
terpénoides, acaloides, flavonoides, lignanes, phénols simples, acides phénoliques (Gupta &
Rajpurohit, 2011), la présence ou |'absence de composants hydrocarbonés (Villano et al.,
2007), les méthodes d'extraction/détection (Apetrel et al., 2013).

[1.1.4. Pouvoirréducteur auferricyanuredepotassium
CetestpermetdemesurerlacapacitédesHEsaréduirel esionsmeétal liquesfer
ferrique (Fe*” en fer ferreux (Fe®)en présence d'antioxydants (Goze et al. 2009; M unteanu
& Apetre,2021).Lacapacitéderéductionestunmarqueurimportantdupotentielantioxydant ~ d’un
composé. Elle affiche un profil similaire a celui des concentrations de substances
antioxydantes,dontl’intensitéestréguléeparleurnatureetleurconcentration.Unecapacitéde
réduction élevée indique une activité antioxydante efficace, qui peut étre liée a la présence
d’anti oxydantsdansl acompositi on(tel squel esphénol soul esdérivésoxygénes)(Prior etal . 2005).

Les figures 41 et 42 montrent que le pouvoir réducteur des HEs et de I'a-tocophérol

augmente progressivement avec la concentration.
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Figure4l: ActivitéantioxydantetotaledesHESd’ A.numidica
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).
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Figured2: Activitéantioxydantetotal edesHesdeP.nigra
Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes (P < 0.05).

En ce qui concerne les HEs de P. nigra, a toutes les concentrations testées es feuilles
démontrent une activité supérieure a celle des deux autres organes, avec des différences
statistiquement significatives (P < 0,05). Comparativement a |'a-tocophérol et a 0,25 mg/mL,
|esHEsdesbranches(adetbmg/mL ) etdesfeuill es(dédmg/mL )nemontrentpasdevariations
significatives (P < 0,05). Une activité élevée a éé notée a 5 mg/mL avec des différences
significatives (P < 0,05) pour les feuilles. Nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés par
Ulukanli et al. (2014), concernant le pouvoir réducteur des HEs de P. pinea et P. brutia a 20
mg, qui S'est avéré supérieur a celui de I'a-tocophérol (10 mg). Pour les HES des cones (a 1 et
2 mg/mL),I’analysedevarianceadeuxfacteursn’apasrévélédedifférencesignificative(P< 0,05)
par rapport a la capacité réductrice observée dans les deux autres organes aux mémes
concentrations. Toutefois, une capacité réductrice modérée a éé mise en évidence avec des

concentrationsde 3 a5 mg/mL.

Par ailleurs, toutes les HEs d’A. numidica ont montré une capacité réductrice, des ions
Mo®, & des concentrations supérieures & 1 mg/mL, ce qui était nettement inférieur & la
concentration d'o-tocophérol de 0,25 mg/mL, a l'exception des branches a 5 mg/mL (voir
(Figure 41). Cette différence éait statistiquement significative (P < 0,05), sauf pour les
concentrations de 0,25 et 0,5 mg/mL, ou aucune des HE ne présentait d'activité antioxydante.
Les feuilles ont montré une activité plus éevée que les branches et les conesa 1 et 2 mg/mL.
A 3 et a5 mg/mL, les branches présentent I'activité la plus élevée, suivie de feuilles et cones,
respectivement.
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Au terme de cette activité, les résultats du pouvoir réducteur enregistrés, pour toutes les
HESs testées, semblent étre meilleurs que ceux de la décoloration des cations radicaux dérivés
de I’ABTS et de la décoloration des radicaux DPPH.

[1.1.5. Evaluationdel’activitéantioxydanteparla méthodep-car oténe/acide linoléique

Cest I'une des méthodes complémentaires utilisées pour le criblage de substances
antioxydantes.Elleest basée surleprincipequel’acide grasinsaturé,acidelinoléque,soxyde
spontanément avec les especes réactives de I'oxygene (ROS) présentes dans |'eau riche en
oxygene. Cela est attribué a I’acide linoléique qui génére des hydro-peroxydes lors de son
incubation a 50°C (Kubola & Siviamornpun, 2008). Ces hydro-peroxydes attaquent les
i nsaturati onsdup-carotene,cequi entrainel adi sparitiondesacoul eurdistinctive.Ledegréde
décoloration est mesuré par spectrophotométrie et utilise comme une estimation de I'activité
antioxydante (K hadri et al., 2008).

La méthode B-carotene/acide linoléique est pertinente pour I’étude des antioxydants
lipophiles (Andrade et al. 2013). Néanmoins, cette méthode a fait I’objet de nombreuses
critiques en raison de sa reproductibilité limitée et des problémes de quantification (Prieto et
al.2012).Lesrésultatsdel’activitéantioxydanteparlaméthodedu3-carotene/aci delinol éique
(Figure 43) montrent que toutes les HES ont été, néanmoins, des inhibiteurs moins puissants
de I'oxydation du systéme B-caroténe/acide linoléique que la molécule de référence, I’a-

tocophérol qui présentait une Clsode I’ordre 0,50 + 0,015 mg/mL

Les résultats obtenus avec les huiles essentielles de P. nigra indiquent une activité
protectricemodéréeenversig-carotene.Lesvaleursd’ Clsocal cul éespositionnentl esfeuilles en
téte (Clso= 1,44 + 0,16 pg/mL), avec une efficacité notablement inférieure a celle de I'a-
tocophérol,mai ssensi blementsupérieureacel ledesai guilles(Cls0=1,59+0,01ug/mL )etdes  cones
(Clso= 2,64 £ 0,17 mg/mL).

En ce qui concerne les HES d’A. numidica, selon ce test, |'activité antioxydante la plus
élevée a été de nouveau associée a I’a-tocopherol (Clso= 0.5 + 0.15 mg/mL) suivie par I'HE
des feuilles (Clso= 1,421 + 0,265 mg/mL) et de I’HE des branches (Clso= 3,624 + 0,232
mg/mL). Cependant, I’HE des cones est apparue moins active (Clso= 9,328 £ 0,333 mg/mL).
Comme illustré dans la Figure 43, ces données révelent divers niveaux de protection contre
I’oxydationdup-carotene,l’a-tocophérolsedistinguant comme  I’antioxydantleplusefficace.

Encomparaison,|’ ABTSetleDPPHontdémontréuneefficacitésupérieureparrapportautest
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dup-caroténe,avecdesactivitéspl usél evéesobservéesadesconcentrationsfaibles(1-5 mg/mL).
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Figur e43: Blanchissementdel a3 -caroteneparlesHEsdeP.nigraetd’ A.numidica.

Au terme des tests de I’activité antioxydante des HEs étudiées lors de ce travail, la
variabilité, la variation, I’adéquation et I’efficacité de ces extractibles renforce le postulat de
multiplicité des tests antioxidants pour en tirer une conclusion sur la nature et I’intensité de
I’activité antioxydante révélée. L ee & Shibamoto (2002) ont souligné I'importance de mettre
au point des tests fiables pour mesurer avec precision I'activité antioxydante des antioxydants
naturels. lls ont noté que le comportement antioxydant est souvent plus complexe dans les
systemeshydrophilesquedansl essystémesli pophil es.Parconséquent, | essystemeslipophiles
peuventfourniruneéval uationpl uspréci sedel ‘activitéanti oxydantedescomposésnonpolaires  ou
moins polaires. La justification de la recherche scientifique de I’activité antioxydante issue
deressourcesvégétales,n’estplusadémontrer,enraison,d’unepart,del’apportpositifdeces
moléculesnaturellessurlaconservationdesdenréesalimentaires,et,d’autrepart,deleursroles
protecteurs vis-a-vis du stress oxydatifdd a I’exces de radicaux libres, et associé notamment a

de nombreuses pathologies (Rice-Evanset al., 1996; Bravo, 1998).
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11.2. Evaluationdel'activitéanticholinestér ase
Les HEs ont été évaluées, in vitro, pour leur capacité a inhiber les enzymes
acétylcholinestérase(A ChE)etbutyryl cholinestérase(BChE)enutilisantlaméthoded'Ellman

(avec quelques modifications).

Toutes esHEsonti nhibél' AChEdepl usde50%al aconcentrationde45ug/mL(Tableau
13).

Tableaul3 : Activitéinhibitrice(%)del acholinestérase(A ChEetBChE)desHESsde P. nigra et

d’A. numidica.
Echantillon [AChECI 5] (ug/mL) AChE*® BChE*®
P. nigra (Aiguilles) 0.46 95.52 15.04
P. nigra (Branches) 29.55 92.28 20.60
P. nigra (Cones) 26.36 82.88 33.43
A.numidica(Aiguilles) 4.09 77.88 26.47
A.numidica(Branches) 2.73 93.89 19.10
A.numidica(Cones) 13.64 69.15 33.23

** | Cso-concentration(ug/mL)nécessair epour atteindre50%d'inhibitiondel' enzyme,
** a-pour centaged'i nhi bitionpourlaconcentrationmaxi mal etestée(45ug/mL).

L 'inhibitionétaitde95.52%pourl esai guilles,92.28%pourl esbrancheset82.88%pour les
cones de P. nigra. Les concentrations d’HEs nécessaires pour réduire l'activité de 'AChE
de50%(Cliso)étai entde0.46ug/mLpourlesaiguilles,29.55pg/mLpourlesbrancheset26.36
ug/mLpourlescones.L esaiguill esétai entcomparabl esal atacrine,unemol écul ederéférence  (Clso=
1.21 pg/mL), en termes d'inhibition de I'AChE, tandis que les branches et les cOnes avaient

des | Csosupérieurs.

En ce qui concerne I'inhibition de la BChE, les HEs étaient moins efficaces que pour
I'AChE et la tacrine, méme a la concentration la plus élevée testée de 45 pg/mL. Les
pourcentages d'inhibition de la BChE étaient de 33.43 % pour les cones, 15.04 % pour les

aiguilles et 20.60 % pour les branches.

Pour A. numidica, toutes les huiles essentielles testées ont fortement inhibé I’enzyme
AChE, avec des taux d’inhibition supérieurs a 50 % a 45 pg/mL (concentration maximale
utilisée):93,89%pourlesbranches, 77,88%pourl esai guill eset69,15%pourl escones.Les
concentrationsnécessaires pour inhiber I’AChEde50% (Clso)étaient de 2,73ug/mLpour les
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branches, 4,09 ug/mL pour les aiguilles et 13,64 ug/mL pour les cOnes, avec les branches se
rapprochant de I’efficacité de la tacrine (C150 = 1,21 pyg/mL). En revanche, ces huiles éaient
moinsefficacescontrelaBChEquecontrel’ AChEetlatacrine,avecdesinhibitionsde33,23%  pour

les cones, 26,47 % pour les aiguilles et 19,10 % pour les branches a45 pg/mL.

La forte activité anticholinestérase des HEs analysées peut étre attribuée a leur profil
chimiquespécifique,etlesvariationsdecetteactivitépourraients’expliquerparlesdifférences  de
concentration des composés actifs présents dans les huiles issues de diverses parties des
plantes étudiées.

Eneffet,uneétudesurl espi nsdeCal abre(ltali e)arévé éuneinhibitionnotabledel’ AChE
etdelaBChEparlesHEs,surtoutcel | esdesai guill esdeP.hel dreichiisubsp.leucodermis(Clsode 51,1
ug/mL pour I’AChE et 80,6 pg/mL pour la BChE). Les HEs de P. nigra subsp. nigra
ontaussimontréuneforteinhibitiondel’ AChE(Clsode94,4ug/mL).Descomposants(parmi  ceux
identifiés) tels que le terpinolene, le B-phellandrene, I’acétate de linalyle, le trans-
caryophylléne et |e terpinen-4-ol ont été évalués, avec le trans-caryophylléne et |e terpinen-4-
ol inhibant la BChE avec des ICsode 78,6 et 107,6 pg/mL, respectivement. Le -phellandrene
a démontré une sélectivité pour I’AChE avec un CI50 de 120,2 pg/mL (Bonesi et al., 2010).
Par ailleurs, I’a-pinéne et le B-pinéne, majoritaires dans les HES de P. nigra subsp. dalmatica,
ontétéassociésauneforteinhibitiondel’ AChE,cequipourraitjustifierl’efficacitéélevéedes HEs de
cette sous-espece (Politeo et al., 2011). De méme, Khouja et al. (2020) ont associe I’activité
anticholinestérasique des huiles essentielles de pin d’Alep a la présence d’a-pinéne, deB-
pinéne,deB-caryophylléneetd’ oxydedecaryophylléne,connuspourinhiberlesenzymes
cholinestérasiquesliéesalamaladied’ Alzheimeretquiontétélargementsignalésdansd’autres
travauxsurl’activitéanticholinesterase(K ivraketal ., 2009;Feitosaetal ., 2017;Karakaya et al.,
2019). Toutefois, I’étude n’a pas trouvé de corrélation directe entre la concentration de
cescomposeésetl’inhibitiondescholinestérases,suggérantunesynergieentrelesterpenesdans  les

HEs de P. halepensis étudiées.

Le bon potentiel inhibiteur de 'AChE des HEs d’A. numidica résulter de la présence |'a-
pi néne,def3-pinéneetdeli monene, reconnuspourl eureffetinhibiteursurcetteenzyme(Per ry,
2000;Burcul et al., 2020). Cependant, les HEs d’A. numidica de Djebel El-ouahch
(Constantine) ont montré une faible inhibition de I’AChE (C150 = 153,92 + 1,94ug/ml) a 200
pug/mL (Benouchenneetal ., 2022).Parailleurs,M ok addem-Dar ouietal .(2021)onttrouvé
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que I’extrait méthanolique des cdnesd’A. numidica de la méme région présenteune inhibition
modérée de laBChE et est inefficace contre I’AChE.

L’inhibition des cholinestérases par les HEs dépend des interactions complexes entre les
diff érentesclassesdecomposésterpéniques(Y ener etal .,2014;Benabdellahetal .,2018).11 a
également éé signalé que certains composés isolés exercent des propriétés
acétylcholinestérasiques et butyrylcholinestérasiques considérables lorsguils sont testés
individuellement (Bonesi et al., 2010 ; Aaza et al., 2011).
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I11. Activités antibactériennes des Huiles Essentielles de P. nigra et d’A.
numidica
Des essais antibactériens ont été effectués en utilisant différentes dilutions des HEs d'A.

numidica et de P. nigra (1/2, 1/5, 1/10 V/V). L'ampicilline a servi d'antibiotique de référence.

L esrésultatsdesessai santi bactérienssontrésumeésdans eT ableau14pourP.nigraetle
Tableaul5pourA.numidica.L esconcentrationsminimal esinhibitrices(CM I )sontprésentées dans
les Tableaux 16 et 17

Les diameétres des zones dinhibition (DZI) en millimétres ont éé mesurés pour évaluer
I'efficacité des HEs et de I'ampicilline contre trois souches bactériennes : Dickeya dadantii,
Dickeyasol ani etPectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovorum.Unezoned’inhibitionplus
grande indique une activité antibactérienne plus forte. Les essais ont été repétés deux fois en

triplicata, et les valeurs moyennes sont présentées dans les Tableaux 14 et 15.

La CMI de nos HEs a été évaluée par la méthode de microdilution en bouillon, utilisant
des microplagues stériles a 96 puits remplies de 95 pL de milieu de culture et de 5 pL de
suspensi onbactéri enne,avecunétal ondeturbiditédeM cFarland0,5,l etoutmé angéavec100 pL

d'huile essentielle a diff érentes concentrations.

Uneanal ysestati stique(ANOV Aadeuxfacteurs)agtéréal i séepourexaminerl'influence
delaconcentrationdesHEsetdessouchesbactériennessurlazoned’inhibition.Leslettresen
exposantsui vantlesval eursmoyennesi ndi quentdesdifférencesstati stiquesentrel esgroupes,

comme déterminé par le test de Student—-Neuman-Keuls (P < 0.05).

I11.1. Pinusnigrasp.mauretanica

Le Tableau 14 présente des données sur I'activité antibactérienne des HEs de P. nigra et
de I'ampicilline utilisée comme témoin contre différentes souches bactériennes. On remarque
nettement que I'efficacité varie en fonction de I'organe (aiguilles, branches, cones) et de la
souchebactériennetestée.Pourlasouche  Dickeyadadantii,onobservequelesDZIvarientde 7,31
mm a 13,77 mm en fonction de la dilution et de I'organe de la plante. La souche Dickeya
solanimontreégal ementdesdi fférencesnotables,avecdesDZl allantde7,86mmal2,22mm. Enfin,
la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum présente des DZI alant de 6,79
mm a 14,46 mm. Relativement, les HEs extraites des branches a la concentration la plus
é evée(dilutionl/2)montrentl espl usgrandesactivitésanti bactériennes(entrel2,22et 13,77).
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Cependantlaplusgrandeval eur (14.46+3.37)estenregi stréechezl esconesaunedil utionde 1/2.

L'ampicilline,letémoinpositif,amontréuneactivitéinhibitricecohérentecontretoutesl es
souchestestéesetel | eaégal ementprésentél esniveauxd'inhibiti onl espl usél evés(entre30,79 et
33,06). L'activité des HEs est dépendante de la concentration, ce qui signifie que plus la
concentration est élevée, plus I'effet antibactérien est important.

Selon les références ci-aprés, la sensibilité des souches est en général (+). La sensibilité
auxdifférenteshuil esagtécl asséeenfonctiondudi ametredeshal osd'inhibition:nonsensible (-) pour
les diamétres inférieurs a 8 mm ; sensible (+) pour les diamétres de 9 a 14 mm ; trés sensible
(++) pour les diamétres de 15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diamétres

supérieurs a20 mm (Duraffourd et al., 1990 ; Ponce et al., 2003).
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Tableaul4 : Activitésantibactériennes(diamétredeszonesd’inhibition)desHEsdeP.nigraetde'ampicil line(antibi oti quederéférence).

Organe/ g- g ') Antibiotique
[ o
Antibiotique = 3 E‘ﬁ
® ?
Diamétr edelazoned’inhibition
Dilution
vIV) 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10
Souche
_ ) 10,161°° | 891 | 750 | 1377" | 11,33 | 748" | 852 | 736" | 7,317 31,15
Dickeyadadantii
+15 +0,78 + 0,4 +1,48 +1,4 +008 | +112 +05 | +08 +15
_ _ 941 | gagwe | 7,81 | 1222 | 871 | 775" | 982"+ | 872" | 786" 30,79
Dickeyasolani ' '
+1,53 +125 | +063 +293 +100 | +033 0,36 +075 | 0,68 +1,3
Pectobacterium
7,04 8,3" 7,206 | 1225"° | 823"+ | 726 | 1446+ | 679 | 7.897 33,06
carotovorumsubsp
+0,48 +1,12 +0,6 +1,32 1,31 +0,7 337 +072 | +077 +19
carotovorum

Diameétre de la zone d'inhibition (DZI) : les valeurs comprennent le diametre du disque (6 mm). L'ampicilline a été utilisée comme témoin
positif.Lesval eur sontétéexprimeesenmoyenne,outoutesl esexpér iencesontétér épétéesdeuxfoi sentriplicata. Lesval eur smoyennesdansles colonnes

suivies de lettres en exposant différents montrent une différence statistique selon le test de Sudent-Neuman-Keuls (p < 0,05).
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Les CMI des HEs de P. nigra varient en fonction des parties de |la plante et des souches
bactériennes testées (Tableau 15). Pour les aiguilles et les branches, aucune efficacité
significati ven'agtéobservéecontrePectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovor um,Dickeya
dadantiietDickeyasolani,avecdesCM I supérieuresa2mg/mL . Toutefoi s, esHEssembl ent plus
efficaces contre Dickeya solani, montrant une CMI égale ou inférieure a 2 mg/mL. Cette
tendance se répete pour les cones, ou les HES n'ont pas montré d'efficacitésignificative contre
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya dadantii, mais ont affiché une

inhibition notable contre Dickeya solani, avec une CM| égale ou inférieure a2 mg/mL.

Tableaul5 : Concentrationminimaleinhibitrice(CMI)deshuilesessentielles  P.nigracontre les

souches bactériennes testées.

MIC
Organe Souchesbactériennes
(mg/mL )
Pectobacteriumcar otovorumsubsp.car otovorumCFBP 5
>
5387
Aiguilles : _
Dickeyadadantii CFBP3855 >2
DickeyasolaniCFBP8199 >2
Pectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovorumCFBP 5
>
5387
Branches : _
Dickeyadadantii CFBP3855 >2
DickeyasolaniCFBP8199 <2
Pectobacteriumcar otovorumsubsp.car otovorumCFBP 5
>
5387
Cones : _
Dickeyadadantii CFBP3855 >2
DickeyasolaniCFBP8199 <2

La recherche sur I'activité antibactérienne contre les Pectobacteriaceae, une famille de
bactéri esresponsabl esdemal adi esdepourrituredespl antes, revétunegrandei mportance.Peu
d’études se sont penchées sur les éventuelles propriétés antibactériennes des HEs contre les
Pectobacteriaceae. Cependant, il convient de noter qu'il existe un certain nombre d'études qui
Se sont concentrées sur les propriétés antibactériennes vis-&vis de certaines bactéries de la
famille des Enterobacteriaceae. Pour illustrer ce point, I'étude menée par Elaiss et al. (2012)

aévaludl'activitéantibactériennedel 5HEsd' Eucal yptuscontredessouchesderéf érence

174



Activitéantimicrobiennedeshuilesessentidlles

d'Enterobacteriaceae, notamment Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecali setSaphylococcusaur eus. L eschercheursontutili sél améthodedediffusionsurdisgue
etontconstatéquepl usieursHEsd'Eucal yptusprésentai entuneactivitéantibactériennecontre  ces

souches (Elaiss et al., 2012).

Il est essentiel de souligner que les recherches spécifiguement axées sur l'activité
antibactérienne des HEs contre Dickeya dadantii, Dickeya solani et Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum sont encore plus rares. De plus, peu d’études ont ciblé P.
nigra sp. mauretanica, en raison de sa distribution géographique limitée en tant qu'espéce

endémique.

Les résultats de I'étude révélent plusieurs tendances significatives. Tout d'abord, I'activité
anti bactériennedesH Esestcl ai rementdépendantedel aconcentrati on,avecuneaugmentation
del'efficacitéamesurequel aconcentrati onaugmente.L asensi bilitédessouchesbactériennes  aux

différentes HES est en général positive, comme indiqué par les DZI.

Il est important de noter que I'efficacité des HES varie en fonction de I'organe d'origine
(aiguilles, branches, cones) ainsi que de la souche bactérienne testée. Les HES provenant des
branchesprésententuneactivitéanti bactériennepl usmarquéeal adil utionl aplusélevée(1/2), ce qui

suggere la présence de composés particulierement efficaces dans les branches.

La composition chimique des HEs de P. nigra varie considérablement en fonction de la
partie de la plante (aiguilles, branches, cénes). Les composés tels que I'a-pinéne, le (E)- B -
caryophylléne et |e -pinéne montrent des variations notables, ce qui peut avoir un impact sur

les propriétés et les applications des HEs extraites de différentes parties de la plante.

En ce qui concerne I'a-pinéne, les résultats indiquent qu'il est prédominant dans les cones
(58,1%)etl esbranches(55, 7%0) ,tandisqu'il estprésentenquantitémoindredanslesaiguilles (9,4 %).

Hormis les proportions relatives en o-pinene, certaines éudes menées sur les effets
antimicrobiensetantipaludiquesd'a-etf3-pineneontrévél édesrésultatsi ntéressants.Encequi
concerne |'activité antimicrobienne, il a éé démontré que le (+)-B-pinene possede une activité
environ 2 a 12 fois plus élevée que le (+)-0-pinéne contre diverses souches bactériennes,
notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, et la levure Candida
albicans(\VanZyletal.,2006).Cetteactivitéanti mi crobi enneaétéattri buéeal acapacitéd'a- etp-
pinenedeperturberl'intégritécel lul airedecesmi cro-organi smes,cequil esrendefficaces
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contre un large éventail de bactéries alafois Gram positif et Gram négatif, ainsi que Candida

abicans.

Depl us,|'eff etanti mi crobi endesénantiomeéresd'a -et3-pineneaétéétudi épar Silvaetal . (2012).
Ces énantiomeéres ont montré des valeurs de CMI alant de 117 a 6250 pg/mL contre divers
micro-organismes, notamment Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Rhizopus
oryzae, et Saphylococcus aureus résistant ala méthicilline (MRSA) (Silva et al., 2012). Les
énantiomeéresposi tif sontmontréunecapaci téél evéeadliminer100%deCandidaal bicansen 60

minutes, tandis que MRSA nécessitait 6 heures pour étre totalement éliminé.

D'autresdérivésden -pineneontégal ementétéeval ués,montrantquel e(+)-a-pineneavait  une
action modérée contre certaines bactéries, tandis que d'autres dériveés (tels que les 3 - lactames,
les esters aminés et les alcools aminés) présentaient des propriétés antimicrobiennes
significatives (Dhar et al, 2014 ). 1l est intéressant de noter que les énantiomeres négatifs da-

pinéne ne présentaient aucune activité antimicrobienne.

En ce qui concerne les cones, les résultats sont plus variables. La dilution 1/2 montre une
forte activité contre la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum, tandis que la
dilution 1/5 présente la plus faible activité contre toutes les huiles essentielles. Cette variation

souligne I'importance de la concentration dans |'efficacité des HES extraites des cones.

L'analyse des CMI présentées dans le Tableau 16 révéle des distinctions qualitatives et
quantitatives marquees entre les HES extraites des trois parties de P. nigra. Ces observations
mettentenl umi érel epotenti el significati f desH Esentantqu'agentsanti bactériens,notamment celles
provenant des branches et des cones. Les HEs de P. nigra semblent avoir une efficacité
limitée contre les souches de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya
dadantii,enparticulierlorsqu'el lessontextraitesdesai guill esetdesbranches.Cependant,elles
semblent plus efficaces contre Dickeya solani, en particulier a partir des cones, avec une CMI
égal eouinférieurea2mg/mL.Cesrésultatsindiquentunevariabilitédand'activitéinhibitrice en

fonction des parties de la plante et des souches bactériennes.

[11.2. Abies numidica
L eT ableau16présentedesdonnéessurl'activitéantibactériennedesHEsd'A.numidica
etdel'ampicilline,utiliséecommetémoin,contrediff érentessouches bactériennes.

Lesaiguilles,lesbranchesetlesconesd’ A.numidi caonttousmontréuneactivitéanti bactérienneco

ntrel essouchesbactéri ennestestées. L esrésul tatsdesessai santi bactériens
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ontmontréquel 'efficacitédesHEsd' A.numidicavariaitenfonctiondel 'organedel aplanteet  de la
souche bactérienne. Pour |a souche Dickeya dadantii, on observe que les DZI varient de 6,35
mm a 12,55 mm en fonction de la dilution et de I'organe de la plante. La souche Dickeya
solanimontreégal ementdesdi fférencesnotabl es,avecdesDZl allantde7,25mmal5,99mm. Enfin,
la souche Pectobacterium carotovorum subsp carotovorum présente des DZI alant de 6,57

mm a 13,19 mm

Pour Dickeya dadantii, |'activité antibactérienne la plus forte a éé observée avec les
aiguilles (12,55 + 4,92) et cones (12,39 + 1,56) a des concentrations de 1/2. Dickeya solani a
montré la plus grande sensibilité aux branches a une concentration de 1/2 (15,99 * 5,76).
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a présenté une sensibilité significative aux
cOnesauneconcentrationdel/2(13,19+0,51).L ‘ampicilline,utiliséecommecontrdl epositif, a
démontré une constante capacité inhibitrice (entre 30,79 et 33,06) envers toutes les souches
examineées et a également affiché le degré d'inhibition le plus élevé. L'activité des HEs est
dépendante de la concentration, ce qui signifie gue plus la concentration est élevée, |'effet
antibactérien est plus important.

Selon les références ci-apres, la sensibilité des souches est en général (+). La sensibilité
auxdifférenteshuil esagtécl asséeenfonctiondudi ametredeshal osd'inhibition:nonsensible (-) pour
les diamétres inférieurs a 8 mm ; sensible (+) pour les diamétres de 9 a 14 mm ; trés sensible
(++) pour les diamétres de 15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diamétres
supérieurs 220 mm (Duraffourd et al., 1990 ; Ponce et al., 2003).
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Tableaul6 : Activitésantibactériennes(diamétredeszonesd’inhibition)desHEsd’ A.numidicaetdel ‘'ampi cilline(antibi otiquederéférence).

Organe/ é‘—:- g 0 Antibiotique
[ o
Antibiotique = ! 2
3 3 ?
Diamétr edelazoned’inhibition
Dilution
vIv) 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10 1/2 1/5 1/10
Souche
Dickeya 1255 | g pgede 6,65 8,09 7003 | 635 | 1239 | 847" | 7,537 31,15
dadantii +492 | *260 + 0,48 + 2,04 +071 | £069 | +156 | +07 | +059 +15
_ _ 7,39 8,35" 7,897 15,997 7,637 6,68 | 11,46 | 8177 | 7,25 30,79
Dickeyasolani
+023 | +118 +0,81 +576 +038 | £#01 | +176 | +046 | +049 +13
Pectobacterium
carotovorum | 9,99 | 673 6,57 8,554¢f 854 | 732" | 1319" | 824 | 6,78 33,06
subsp +1,09 +0,59 + 0,48 +0,94 +146 | £032 | +051 | +084 | +062 +1,9
carotovorum

Diametredelazoned'inhibition(DZI):1esval eur scompr ennentl edi ametr edudi sque(6mm).L"ampi cil lineaétéutili seecommetémoi npositif.
L esval eur sontétéexpriméesenmoyenne, outoutesl esexpériencesontétér epétéesdeuxfoi sentriplicata.Lesval eur smoyennesdansl es col onnes suivies

de lettres en exposant différents montrent une différence statistique selon | e test de Sudent-Neuman-Keuls (p < 0,05).
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LeT ableaul7présentel esCM I deshuilesHES d’A.numidicacontredifférentessouches
bactériennes. Pour les aiguilles, aucune efficacité significative n'a éé observée contre
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya dadantii, avec des CMI
supérieures a 2 mg/mL. Les branches montrent une tendance similaire, avec une faible
i nhi bitiondel acroi ssancebactéri ennecontrecesmémessouches. Encequi concernel escones, les
HES ne sont pas efficaces contre Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum et Dickeya
dadantii, indiquant une absence d'inhibition significative. Cependant, il est important de noter
que contre Dickeya solani, les cones montrent une inhibition significative, avec une CMI

égale ou inférieure a1 mg/mL.

Tableaul7 : Concentrationminimaleinhibitrice(CMI)deshuilesessentiellesd’A.numidica

contrel essouchesbactériennestestées.

Organes Souchesbactériennes MIC(mg/mL)
Pectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovorumCFBP 5
>
o 5387
Aiguilles : _
Dickeyadadantii CFBP3855 >2
DickeyasolaniCFBP8199 >2
Pectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovorumCFBP 5
>
5387
Branches : _
Dickeyadadantii CFBP3855 >2
DickeyasolaniCFBP8199 <2
Pectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovorumCFBP 5
>
5387
Cones : _
Dickeyadadantii CFBP3855 >2
DickeyasolaniCFBP8199 <1

Les données du tableau précédent indiquent une activité antibactérienne dépendante de la
concentration pour presgue toutes les HEs. Les niveaux d'activité antibactérienne varient en
relation avec l'organe de la plante (aiguilles, branches, cones) et la souche bactérienne
considérée. De maniere notable, les HEs extraites des branches a une concentration de ¥z ont

démontré relativement une plus grande efficacité contre Dickeya solani.
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CesHES, caractéri séesparunecompositiondominéeparl'a-pinéneahauteur de59.7%et le B-
pinene a 12.9%, ainsi que la présence notable du limonene a 10.0%, pourraient étre a I’origine

de cette activité.

Il convient de noter que certaines études ont mis en lumiere que I'efficacité des HEs peut
étre liée & la nature de leurs énantiomeéres, qu'ils soient positifs ou négatifs. A titre d'exemple,
les activités antimicrobiennes des isomeéres et énantioméres du pinéne ont été évaluées contre
diverses cellules bactériennes et fongiques, dont Candida albicans, Candida neoformans et
Rhizopus oryzae. Les tests de diffusion en agar ont révélé que seuls les énantiomeres positifs
des isoméres a et B du pinene présentaient une activité antimicrobienne, tandis que les
énantiomeéres négatifs ne manifestaient aucune efficacité antimicrobienne, méme a des
concentrations éleveées atteignant 20 mg/mL (Silva et al., 2012). Ce point a été souligné plus

en détails dans la section précédente relative a Pinus nigra sp. maur etanica.

L'étude menée par Abbaci et al. (2023), a révélé que les HEs extraites des branches ont
manifesté une activité particulierement prononcée a une concentration de Y2, en particulier a
I'encontre de la souche Dickeya solani. Cette recherche a porté sur les parties aériennes
d'Eucalyptus gunnii, a partir desquelles les HEs ont été obtenues par hydro-distillation.

Les HEs extraites d'Eucalyptus gunnii ont démontré une activité antibactérienne
notablement plus margquée a |'égard des souches de Dickeya solani que par rapport aux autres
souches étudiées, a savoir Dickeya dadantii et Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum.

Ces résultatssont en concordancesavec notreétudeet mettant en lumiére la sensibilité de
Dickeya solani aux extraits des HEs provenant de taxons différents et aux profils chimiques
différents. Les constituants principaux des HEs d'Eucal yptus gunnii ont été identifiés comme

étant le 1,8-cinéol, |'acétate de a-terpinyle, I'o-cymene et |'0-terpinéol.

Les profils chimiques au sein de I’A. numidica varient considérablement d'une partie &
I'autredel apl ante.Atitred'exempl e,| esbranchesconti ennentuneproportionsi gnifi catived'o-
pinéne, atteignant 59,7 %. Cependant, il est intéressant de noter que ce sont les cones qui se

sont révelés plus réactifs face al'ensemble des bactéries.

Des études antérieures ont montré que les terpenes oxygénés, des composés dérivés des
terpenes et contenant des atomes d'oxygene, présentent une activité antibactérienne plus

efficacequel esterpeneshydrocarbonés(Allenspach& Valder,2020).Dautresrecherchesont
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démontré gque les HEs riches en terpénes oxygeénés tels que le carvacrol, le p-cymene, le y-

terpinene et le thymol exercent une forte activité antimicrobienne (Y ousefzadi et al., 2013).

En effet, malgré la valeur maximale enregistrée pour les branches (15,99 * 5,76) contre
Dickeya solani, I’HE des cOnes s'est révelée plus active contre I'ensemble des bactéries. Cette

huile est riche en monoterpenes et sesquiterpenes oxygenes.

En analysant les CMI (Tableau 17), les HEs d’A. numidica semblent avoir une efficacité
rel ativermentlimitéecontrel essouchesdePectobacteriumcar otovor umsubsp.car otovor umet
Dickeyadadantii,enparticulierapartirdesai guill esetdesbranches.Cependant,ellessemblent  plus
efficaces contre Dickeya solani, en particulier lorsqu'elles sont extraites des cones, avec une
CMI égae ou inférieure a 1 mg/mL. Ces résultats indiquent une variabilité dans |'activité
inhibitrice en fonction des parties de la plante et des souches bactériennes testées. Cela peut
s’expliquerenpremierlieuparlesvariationsdesprofilschimiquesentrelesdifférentesparties de I’A.
numidica. Par exemple, les cOnes présentent une composition différente des branches
avecuneri chessenotabl eenlimonene,quiconstitue40.7%delacompositiontotaledel’huile,
relativement supérieur a I’a-pinéne (25.3%) et le 3-pinéne (5.6%).

En conclusion, nous avons adopté une approche consistant a tester trois parties distinctes
dechaguepl antepourmi euxcomprendrel espropri éésuni quesdecesparties.|lestimportant de noter
gue peu d'études se sont concentrées sur trois organes différents, a savoir les feuilles, les

rameaux et les cones.

De plus, en raison du manque d'études sur les activités antibactériennes des HEs contre
Dickeya dadantii, Dickeya solani et Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, nous
disposions d'un nombre limité de références pour étayer notre argumentation. Les especes
endémiques comme P. nigra et A. numidica, ayant une distribution géographique limitée, ont
rarement été étudiées en ce qui concerne leurs activités biologiques, ce qui explique la rareté

des données disponibles.

Pour résumer, les deux études ont mis en évidence le potentiel des HES en tant qu'agents
antibactériens, tout en soulignant I'importance significative de I'organe de la plante et de la
concentrati onsurleurefficacité. |l estimpérati fdepoursuivredesrecherchesapprof ondiespour
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de ces variations d'activité au sein des deux

especes. L esfuturesétudescontribuerontaécl airerdavantagel esfacteursmol écul aireset
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chimiques influengant les propriétés antibactériennes des HEs extraites des différentes parties

des plantes.

Il est important de souligner que I'objectif de notre éude n'était pas de comparer
directementlesdeuxplantes,mai splutotd' anal yserlesvariationsder éactivitédesdifférentes
partiesal'intérieur de chaque espéece.

Encomparantl esrésultatsdesdeuxétudessurl esHEsdeP.nigrasp.maur etanicaetd’ A.
numidica, plusieurs similitudes et différences émergent.

Concernant les similitudes, les deux études mettent en évidence la variabilité de |'activité
antibactérienne des HEs en fonction de I'organe de la plante. Dans les deux cas, les aiguilles,
les branches et les cnes montrent des activités antibactériennes variables. Les HEs d'A.
numidica et de P. nigra ont des activités antibactériennes dépendantes de la concentration,
montrant une augmentation de I'effet antibactérien a mesure que la concentration des HES
augmente. L'ampicilline, utilisee comme témoin positif, a montré une activité inhibitrice

constante et la plus éevée dans|'étude.

L esHEsextraitesdesbranchesetdescones,al aconcentrationl apl usél evée(dilutionl/2),
présentent les niveaux les plus éevés dactivité antibactérienne dans les deux espéces. En

revanche, les HEs extraites des feuilles semblent étre les moins efficaces.

Concernantles différences, les HEs de P. nigra montrent une plus grande variabilitédans
leurs activités antibactériennes, avec des diametres de zones dinhibition (DZI) variant en
fonction de la souche bactérienne testée, de ladilution et de I'organe d'origine.

Les HEs d'A. numidica semblent étre plus efficaces contre la souche Dickeya solani, en
particulier lorsqu'elles sont extraites des cones, avec une CMI égale ou inférieure a1 mg/mL.

Enrevanche,|esHEsdeP.nigramontrentuneCM | supérieured2mg/mL contrecettesouche.

Avant d’émettre une conclusion a notre étude, il est essentiel de rappeler que les activités
biologiques ou chimiques d'une plante résultent souvent de la combinaison de plusieurs
composes plutét que d'un seul. Plusieurs auteurs ont discuté de I'activité antibactérienne des
HEsenmettantenavantl eurdiversitémol écul aire, permettantai nsi desi nteractionscomplexes  entre

les différents composeés présents dans la plante.
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V. ActivitésantifongiquesdesHuilesEssentiellesdeP.nigraetA.numidica
L’investigation de I’activité biologique des HEs vis-avis de I’inhibition de la croissance

fongi quedetroi s(03) especesdechampi gnonsphytopathogenesdediff érentesespecescul tivées, est
faite dans des conditions in vitro en ayant recours a la technique d’incorporation de I’huile
dans le milieu de culture décrite par Grover & Moore, 1962 et modifiée par Cakir
etal.2004.L’évaluationdel’inhibitionaétéfaiteenmesurantlediamétremoyendescol onies
fongiques,apres7joursd’incubationa25°Cetal’ obscurité,autraversdufondextérieurdes

boitessuivantdeuxdirectionsperpendi cul airesetconstantes.

Les résultats (Tableaux 18 et 19) de I’efficacité de chaque huile essentielle ont été
déterminéspartirdutauxd’inhibitioncalculéparrapportaudiametremoyendestémoins(les

témoins consistent en des colonies en croissance sur des milieux ne contenant pas d’huile

essentielle).

Tableaul8 : ActivitéantifongiquesdesHESdesdiff érentsorganesdeP.nigra.

. Aiguilles Branches Cones Actidione
Especes I
Inhibition(%)
o 20,24°" 17,26 19,05 100"
Botrytiscinerea
+1.19 +1.79 + 357 +0.00
19,69 14,09 17,46 100"
Muccor sp.
+4.68 +431 +5.37 +0.00
_ 27,73°% 29.22° 50,40 82.34"
Alternariasp.
+532 +15 +1.82 +3.28

*** |_esval eur ssontdesmoyennestécarts-types(n=23);
*** |_es moyennes avec des | ettres différentes sont significativement différentes selon letest de

LSD de Fisher (P<0,05).
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Tableaul9: Activitéantifongi quesdesHESdesdifférentsorganesd’ A.numidica.

Aiguilles Branches Cones o
Actidione
Espéces (4uL/mL) (4uL/mL) (4uL/mL)
Inhibition(%)
o 42,66° 31,75" 61,51°" 100"
Botrytiscinerea
+8.04 +10.18 +225 +0.00
56,15 52,78 55,36 " 100"
Muccor sp.
+1.91 + 481 +3.31 +0.00
_ 70,24° 65,487 67,467 82.34"
Alternariasp.
+1.19 +1.19 +0.69 +3.28

***|_esval eur ssontdesmoyennestécarts-types(n=23);
*** | es moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes selon le test
de LSD de Fisher (P< 0,05).

L esrésultatsexpérimentauxmontrentuneactivitéantifongiquesignificative(P<0,05)des HEs
extraites de deux espéces de Pinaceae. L'efficacité antifongique varie en fonction de I'espéce
fongique cible et de I'organe végétal source des HESs.

Les HEs d'/A. numidica exhibent une capacité d'inhibition supérieure face a celles de P.
nigra, avec une action inhibitrice particulierement notable des HEs issues des aiguilles et des
cones contre Botrytis cinerea et Mucor sp., tandis que les HEs des branches sont plus actives

contre Alternaria sp.

Cette activité inhibitrice est amplifiée, en particulier, chez A. numidica, ou une réduction

significative de la croissance fongique est observée comparativement au témoin.

Alter nariasp.serévé eparti culierementsensi bl eauxH Esdesdeux Pi naceaeétudi ées,avec
destauxd'inhibitionallantde31,75%a70,24%,souli gnantuneefficaciténotabl ementaccrue par
rapport & P. nigra. Les HEs issues des cones de P. nigra, en particulier, ont entrainé une
diminution de 50 % de la croissance d'Alternaria sp., tandis que les HES provenant d'autres
parties de la plante ont montré une efficacité moindre, avec des taux dinhibition ne dépassant

généralement pas 30 %.

Cesobservationssuggerentunesensi bilitédifférentielledeschampignonstestésauxHES,  en
fonction de la concentration utilisée et de la source botanique, mettant en évidence le potentiel
des HEs, en particulier celles d'A. numidica, comme agents antifongiques ciblés.
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L'hétérogénéité observée dans I'efficacité antifongique des HES peut étre attribuée non
seulement a la matrice végétale d'origine et a la souche fongique ciblée, mais également a la

composition chimique des HEs.

Les HEs analysées dans cette étude se caractérisent par une teneur élevée en composes
terpéniques, dont l|'activité antifongique est susceptible d'ére modulée par les groupes
fonctionnels chimiques qu'delles contiennent. De plus, le chémotype spécifique de I'organe
source pourrait jouer un réle déterminant dans le profil d'activité antifongique des HEs. Cette
corrélation suggere que la composition chimique intrinséque des HEs est un facteur clé

influencant leur potentiel antifongique.

La corrélation entre la composition chimiotypique des HEs et leur efficacité antifongique
estmi seenexergueparl esrésul tatsdecetteétude.ll convientdesi gnal erquel esvariationsdes  profils
chimiques, spécifiques a chaque organe végétal, influencent directement I'activité biocide des
HEs. Les données acquises révélent que la variation enregistrée dans I'efficacité antifongique
est concomitante avec la diversité des molécules congtituant les chimiotypes de
chagueorgane.Cetterel ationsoulignel 'importancedel acompositionqualitativeetquantitative  des

composes chimiques dans la modulation de I'activité antifongique des HEs.

Plusieurs éudes ont rapporté des différences dans I'efficacité antifongique des HES des
différentsorganesdelamémeplante. K hedhrietal .,(2022)ontmi senexerguel avariationde la
réduction de la croissance de cing espéeces de champignons phytopathogenes par les huiles
desorganesaéri ensdeP.pinaster . LesH EsdescOnesassurentunei nhibiti onjusgqu'ad0%des
espécesfongi questestées.Enrevanche,l epourcentaged'inhibitiondecroi ssancel eplusfaible de
toutes les espéces fongiques étudiées a été obtenu avec les huiles de branches qui présentai ent

une faible quantité de monoterpenes hydrocarburés.

Les éudesmenées par Amri et al.(2011 ; 2012 ; 2013)surdifférentesespecesde pin ont
mis en évidence lepouvoir antifongique descomposés terpéniques eten particulierles classes
demonoetsesqguiterpenes.Lesmémesconclusionsontétéfaitespar Hananaetal .(2014),en
étudiantl'activitéantifongi quedesHEsdetroi sespecesdugenrePinusintroduitesenTunisie.

Dans toutes ces études, il convient de signaler e réle des terpénes hydrocarbonés et leurs
dérivés oxygénés dans la réduction et/ou I'inhibition compléte de la croissance fongique. Les
monoterpenes hydrocarbonés qui sont des composes apolaires doués d'un grand pouvoir

peénétrantontdoncl apossibilitédetraverserlesmembranescel lulai resenétabli ssantdespores,
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altérant ains I'intégrité et la fluidité membranaire par I'insertion des monoterpénes entre les
acides gras de la bicouche lipidiqgue membranaire, perturbant par conséquent les fonctions
celulaires (Sharma & Tripathi, 2008). 1l semblerait que les terpenes exercent un
dysfonctionnementdespompesaprotonsA T Pasepouvantconduireal amortcel lulaire(Cakir
etal.,2004;L ucinietal.,2006;Cristanietal .,2007).Parailleurs,Changaetal .(2008)ont

montréquel activitéantifongi quedessesqui terpenesestsupérieureacel |edesmonoterpenes; or, les
teneurs en sesquiterpénes de nos huiles essentielles sont inférieures aux monoterpenes,
excepté les huiles des aiguilles de P. nigra, expliquant ains le fait qu'on n'ait pas obtenu une
i nhi biti ontotal edecroi ssancedeschampi gnons.Onconclutal orsquel ‘activitéantifongiquede  ces
huiles essentielles est due a la présence a la fois de sesquiterpenes et de monoterpenes et ala

synergie entre ces composants.
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V. Evaluationdd'activitéinsecticidedeshuilesessentiellessur
Callosobruchusmaculatus(F)

v.1. Evaluationdel' effetpar contactdeshuilesessentiellessur C.maculatus

Les résultats obtenus révélent que les HEs testées ont montré une activité insecticide
variableenfonctiondel'espéce,del‘organeétudi éetdel adosed'huil eappliquéesurlesadultes de C.
maculatus (Figure 44 et annexe ). Pour P. nigra, les taux de mortalité varient de 33 a 47 %
pour les aiguilles, de 34 & 48 % pour les branches et de 35 & 47% pour les cones. A la
dosel aplusél evée,| esHEsontprovoquéunefortemortalité, dépassant50%del apopulation testée.
Les HEs se sont révélées toxiques pour les adultes de C. maculatus aprés quatre jours
d'exposition, mais a des doses différentes. L'HE la plus efficace était celle des aiguilles, qui a
la dose la plus faible (2 pyL/mL), a entrainé une mortalité de 48.75 % des adultes de C.
maculatus, tandis que pour les branches et les cones, ce taux a été atteint a une concentration
beaucoup plus élevée (8 uL/mL). En somme, I'efficacité insecticide des HEs varie en fonction
del apartiedel apl anteutili séeetdel aconcentrationdel 'huil e, soulignantl'importancedeces  facteurs

dans |'utilisation des HES comme insecticides.

Pour toutes les huiles testées, |'efficacité augmente avec la dose pulvérisée sur le substrat
alimentaireduravageur.L adifférenced'effetdechaguehuil eestbasee surlacomparai sondes
DLso/ T Lso(T ableau20)qui montrentqueparmilesHEstestées,|'HEdesai guillesestlaplus  efficace
par effet contact al'égard des adultes de la bruche de niébé.

Le modéle Probit-log nous permet de calculer la mortalité en termes de doses |étales,
accompagnéesdel eurslimitesdeconfiance. L apenteetleK hi(x2)sontdesindicateursdela  toxicité
de I'huile essentielle (HE). Le Khi%, qui n'est pas significatif & 5 %, sert a tester
I'adéquationdumodel e.L esrésultatsobtenusmontrentquel'HEextraitedesaiguillesprésente  une
dose Iétale 50 (DLso) de 1.058 uL/mL, ce qui la rend 5 a6 fois plus efficace que celle extraite
des cones (5.759 pL/mL) et des branches (6.235 pL/mL). De plus, son temps létal 50 (TLso)
est deux fois plus court que celui des deux autres organes de P. nigra. Ces deux paramétres
indiquent que I'huile essentielle extraite des aiguilles a une toxicité élevée par contact vis-&

visde C. macul atus.

Les graphiques (Figure 45: a, b, c et d) montrant la variation des mortalités en fonction
de la dose des HEs appliquée, tirées de trois parties d'A. numidica, indiquent une réduction
significative de la longévité des adultes de C. maculatus. A la dose la plus faible (2 yL/mL),
toutesl esHEsontréduitlal ongévitéadestauxal l antde40.50a43.03%.A uquatri émejour
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de traitement a la dose la plus élevée (16 pL/mL), les taux de mortalité cumulés (Annexe I)
montrent que toutes les HEs testées ont une forte activité adulticide, avec plus de 50 % des
individus péris suite a la pulvérisation des graines de niébé avec 4 pL/mL d'une solution

acétonique de I'HE considérée.

Les doses |étales (DL) nécessaires pour tuer les adultes de C. maculatus différaient entre
I'huile essentielle des cones et les deux autres parties d'A. numidica. La DLsode 3,88 pL mL™
et la DLosde 252.558 pyL mL-1 de I'HE des cOnes étaient plus létales que celles des HES
daiguilles et de branches avec une DL50 de 4.585 uL mL™ (DLos=) et 4.889585 pL mL™
(DLes=), respectivement. La pente de la courbe dose-mortalité pour I'HE des cones était plus
faible (0.907 £ 0.214) que pour les HEs des aiguilles (1.108 + 0.217) et des branches (1.211 +
0.219). Les vaeurs élevées du chi-carré (x2) et les faibles valeurs de P (< 0,05) indiquent
I'adéquation des données au modéle PROBIT pour I'estimation des courbes temps-mortalité
(Tableau 20).
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Tableau20 : Toxicitécomparée(effetcontact) desHEsextraitesdesdiff érentesparti esdeP.nigraetd'A.numidica.

Paramétr esdumodé ePr obit
Partiedela DL 5o(puL/mL) DL g5(uL/mL) _ TL50(Heure)
. ' G P Interception PentetEcarttype .
plante (min-max) (min-max) (min-max)
P. nigra
o 1.058 62.615 53.738
Aiguilles 3268 0.05 4,977 0.928 £ 0.234
(0.211-1.933) (25.712 - 778.910 (49.946 — 57.783
6.235 156.253 104.364
Branches 2710 005 4.065 1.175+0.218
(4.683 - 8.521) (62.648 — 1086.932 (94.480 - 118.607)
5.759 280.365 106.068
Cones 0.662 0.05 4.258 0.974 + 0.214
(4.006 — 8.343) (83.629 — 5645.378) (95.117 - 122.304)
A. numidica
o 4.585 139.805 95.841
Aiguilles 0171 0.05 4.267 1.108 + 0.217
(3.194 - 6.164) (55.119 - 1087.180) (87.398 — 107.604)
4.889 111.508 97.759
Branches 0.041 0.05 4.165 1.211 £ 0.219
(3.582 - 6.431) (49.196 — 598.221) (89.237 — 110.095)
3.880 252.558 91.725
Cones 0295 0.05 4.465 0.907 £ 0.214

(2.240 - 5.539)

(72.491 - 7212.604) (83.746 — 102.721)
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Les taux de mortalité observés et I'efficacité insecticide des huiles essentielles dans notre
étude confirment les résultats d'autres chercheurs pour différentes huiles et pour le méme ou
d'autres insectes (ravageurs) de denrées stockées. Il est bien documenté que certaines plantes,
sous forme dhuiles essentielles, ont un effet insecticide par contact sur C. maculatus.
L'efficacité de ces huiles peut varier en fonction de la partie de la plante utilisée, ce qui est
général ementattri buéal eurcompositionchimique.L estroi shuil esessentiel lesquenousavons
étudiées sont particulierement riches en composes terpéniques. Leur activité biocide pourrait
étre liée, et potentiellement influencée, par les groupes fonctionnels chimiques présents dans
I'huile, ainsi que par le chémotype de la plante d'ou elles proviennent (Séri-Kouass, 2004 ;
Ngamo et al., 2007 ; Nyamador, 2009). Ains, I'huile essentielle de Chenopodium
ambrosioides a démontré une toxicité élevée par contact a une dose de 6.4 % (T apondjou et
al.,2003),causantunemortalitétotal edesi xdéprédateursdesgrai nsstockés(Call osobruchus
maculatus, C. chinensis, Acanthoscelides obtecus, Stophilus granarius, S. zeamais et

Prostephanus truncatus).

Plus tard, en 2005, Tapondjou et ses collabor ateurs ont confirmé I'efficacité insecticide
des HEs d'Eucalyptus saligna et de Cupressus sempervirens contre S. zeamais et Tribolium
confusum. Ces huiles, lorsqu'elles sont appliquées sur des disques de papier filtre ou sur des
grainsdemai's,ontprovoquéunemortalitési gnificativedesi nsectestestés.L 'huiled'eucal yptus
Sestavéréepl ustoxi quequecel ledecupressuspourl esdeuxespécesd'i nsectes,avecuneD L sode0, 36
mL/cm?pourS.zeamai setde0,48mL/cm?”pourT.confusumsurpapierfiltre. Deplus, I'huile
d'Eucalyptus sest avérée plus toxique pour S. zeamais sur le mai's, avec une DLsode 38,05 mL
pour 40 g de grain. Ces deux huiles ont considérablement réduit la production de la

descendance (F1) et |a perte de poids des grains.

L'étudedeNdomoetal .(2009)arévél équel eshuil esessentiel lesdeCallistemonviminalis
(Myrtaceae) ont une forte action insecticide par contact contre A. obtecus. Des le premier jour
d'exposition, des doses éevées appliquées sur les graines (0,40 pL/g) et sur le papier filtre
(0,251 uL/cm?) ont entrainé une mortalité de 72,6 % et 80 %, respectivement. Ces taux de
mortalité ont augmenté pour atteindre 97,5 % et 100 %, respectivement, au quatrieme jour
d'exposition. Les valeurs de DLsode I'HE des feuilles de C. viminalis contre les adultes d'A.
obtectusontétécal cul éesd0,103uL/cm?surpapierfiltreet0,152uL/gsurgrainesaprésdeux jours
d'exposition.
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De méme, Hedjal-Chehheb et al. (2013) ont rapporté qu'une dose de 50 uL d’'HE de
coniferes, provenant d'Algérie et de Tunisie, affectait trés significativement la longévité, la
fécondite et I'émergence de C. maculatus. Il a été montré par K assemi (2014), dans une étude
faitesurlatoxicitédesHEsdePseudocyti susintegrifoliusetNepetanepetel |adl ‘égarddecing
ravageurs des denrées stockées (Callosobruchus maculatus, Acanthoscelides obtectus,
Stophilus granarius, Rhyzopertha dominica et Tribolium castaneum) afin d'évaluer quelques
parametres biologiques tels que la mortalité, la fécondité et I'émergence des adultes. Les
essences de N. nepetella exercent une toxicité plus ou moins importante vis-aVvis des cing
i nsectesétudi és.CesHEsontdi minuél apontedesfemel | esetl'émergencedesadul tesdetous les
ravageurs. De plus, un effet larvicide a été observé sur T. castanum, et un effet adulticide sur
les quatre autres insectes. Ces effets étant liés a la dose d’HEs appliquée et a la durée

d'exposition.

L'éudedeT aleb-T ouder t(2015)aexaminél espropri étési nsecti cidesdedi x (10) plantes
aromatiques sous forme de HEs a |'encontre de la bruche de niébé. Ces huiles ont montré leur
efficacitédansl econtrél edecertai nsstadesdedével oppementde C.maculatus.Letraitement
parcontactdesbruchesamontréquel esHEsd' Eucal yptusglobul us,E.radiata,Laurusnobilis et
Salvia officinalis se sont révélées particulierement efficaces, réduisant significativement la
durée de vie des bruches entre 1 et 21 heures (effet adulticide le plus important). De plus, les
HEs de L. nobilis et S officinalis ont totalement empéché la ponte, tandis que celles d'E.
globulus et E. radiata, & une concentration de 4 L, ont inhibé I'éclosion des ceufs de C.

macul atus.

Des études récentes ont mis en évidence |'efficacité des huiles essentielles (HES) de
plusieurs plantes contre l'adulte de C. maculatus. Les HEs de Juniperus oxycedrus et
Pelargonium graveolens, contenant principalement de I'a-pinene et du citronellol/geraniol
respectivement, ont démontré une forte toxicité. Cependant, I'huile d'Artemisia herba-alba,

riche en chrysanthenone et champhor, était moins active (K herroubi et al., 2021).

Par ailleurs, les HEs de Xylopia aethiopica, riches en monoterpenes et sesquiterpenes
hydrocarburés, ont provoqué une forte mortalité chez le col éoptére-bruchidea (C. maculatus).
Les résultats ont indiqué une dose létale 50 (LDso) de 9,2 + 0,7 g x kg™ et un temps |étal 50
(LT s0) de 69,6 + 0,4 heures (Thiam et al., 2021).

Enfin, Baghouzet al., (2022) ont rapporté une forte activité biocide des HEs d'Origanum

campactumetdeRosmar i nusoffi cinalis.Ceshuiles,contenantprincipal ementducarvacrol
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(70,88%)etdul,8-cinéol e(62,35%) respecti vement,ontmontréuneforteacti vitébi ocidepar

contact.

Ace stade de la discussion,certainsauteursontmontré que lesterpénesétaienta I'origine de
I'efficacité des huiles essentielles tandis que d'autres attribuent cette activité aux composées
maj oritai res.Dansnotreétude, | eshuil esessenti el | esqui ontétél espl ustoxiques vis-a-visdes
adultesdeC.macul atussonttoutesmaj oritai rementcontenant!’ o.- pinéne.Onpeutdoncpenser que ce
composé monoterpénique soit responsable de |'activité biologique de ces huiles essentielles. A
I'opposé de ce constat, |'analyse de la composition chimique des HEs étudiées révéle un taux
appréciable en composés oxygenés. 1l semble effectivement que les huiles essentielles les plus
efficaces sont celles qui contiennent une proportion €levée de dérivés
terpéni quesoxygenésafonctional cool ,cequicontrasteavecnosextraits.Certainschercheurs
avancent que l'efficacité rapide des huiles essentielles contre les insectes est due a leur effet
neurotoxique. Elles inhiberaient certaines enzymes comme I'AChE, I'octopamine ou le
cytochrome P450 des mono-oxygeénases. Ces huiles seraient capables de pénétrer rapidement
dandl'insecteetdeperturbersesfonctionsphysiol ogiques(L eectal .,2002; Coatsetal ., 1991
; Abdelgalell et al., 2009; Abd-Elhady, 2012). En outre, plusieurs autres facteurs peuvent
influencerl'efficacitébioci dedeshuil esessentiel | es,notammentladuréed'exposition,ladose, ainsi
que les interactions de synergie et d'antagonisme entre les composants d'une huile. Par
conséquent,unecompréhensi onpl usapprofondi edecesfacteursestessenti el | epouropti miser

I'utilisation des huiles essentielles comme biopesticides.

V.2. Evaluation de I’effet des huiles essentielles par inhalation (fumigation) sur C.
maculatus

Les résultats obtenus pour cet (Tableau 21 et Annexe |I) montrent que toutes les
huiles manifestent une activité insecticide par fumigation forte des la premiere dose. Cette
activité sest stabilisée a des doses de 4 et 8 uL/mL pour les aiguilles des deux espéces, mais a
diminué pour les cones de P. nigra. A la dose la plus élevée (16 uL/mL), la mortalité variait
selon I'espece (Figures 46 et 47). A. numidica a enregistré des taux de mortalité plus élevés,
allant de 45 a 55 % pour différentes parties de la plante. En revanche, pour P. nigra, seulsles
cones ont atteint un taux de 42,5 % a la dose la plus élevée pendant les 4 jours d’exposition
(Figured6).ParmilesHEstestées,cellesdebranchesetdecénesd’ A.numidicaontmontréla plus
haute toxicité par inhalation au quatrieme jour d’exposition a la dose la plus élevée (16
puL/mL),avecdestauxdemortalitécorrigésdépassantl es50%. L esautreshuilesn'ontpas

19%



Activitéinsecticidedeshuilesessentidles

atteint ce taux dans les mémes conditions. Cette différence pourrait étre due a la durée de

rémanence et alavolatilité de ces huiles, qui présentent une fraction volatile significative.

La procédure Probit a été utilisée pour le calcul de la droite de régression par la méthode
du maximum de vraisemblance. L’examen des doses et des temps létaux (Tableaux 21) a
travers I’équation de la droite de regression (y= ax +b ; la pente et I’interception) et les
paramétresdel’adéquationdumodeéleprobit(leKhi®(x?)etl eseuil designificationP)nousont permis

de distinguer deux groupes d’HEs en fonction de leur toxicité :

¢ Lepremiergroupecomprend  leshuilesdedifférentespartiesdeP.nigra,avecdesDL soal lant
de 14.741 pL/mL (aiguilles) a 28.767 pL/mL (branches), et les aiguilles d’A. numidica avec
une DLsode 14.817 pL/mL.

¢ Le deuxieme groupe, caractérisé par des DLsoet des TLsoplus faibles, comprend les
branches (DLso= 9.983 pL/mL, TL50=132.313 h) et les cones d'A. numidica (DLso= 7.47
pL/mL, TLso= 128.949 h).
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Tableau21l : Toxicitécomparée(inhal ation) desHEsextraitesdesdi ff érentespartiesdeP.nigraetd’ A.numidica.

Parametr esdumodé ePr obit
Partiedela DL 5o(puL/mL) DL g5(puL/mL) _ TL50(Heure)
] X2 p Interception  PentetEcarttype )
plante (min-max) (min-max) (min-max)
P. nigra
14.741 1546 154.101
Aiguilles 1642 0.05 4.048 0.81+ 0.217
(9.272-46.498)  (222.522 - 719068.938) (128.694 — 200.682)
28.767 2631.784 287.509
Branches 0613 005 3.776 0.838 + 0.227
(15.326 - 181.742)  (313.505 - 26661801.5) (198.025 - 558.229)
15.410 3632.907 161.427
Cones 0531 005 4.175 0.693 £ 0.215
(9.022 - 81.602) (310.856 - 80871128) (132.536- 216.884)
A.numidica
- 14.817 3280.771 147.710
Aiguilles 1849 0.05 4.178 0.701 £ 0.215
(8.793 - 71.022) (296.946 — 46412608) (124.049 - 190.443)
9.983 479.220 132.313
0320 005 4.022 0.978 £0.217
Branches (7.09 - 17.964) (122.705 - 14662.830) (114.650 - 161.563)
7.470 227.593 128.949
R 0977 005 4.0318 1.108 +0.217
Cones (5.569 — 10.935) (79.673 — 2330.172) (111.924 - 156.977)
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Outre |'effet adulticide observé, nous avons noté une agitation marquée des bruches au
contact des vapeurs des huiles essentielles testées. En résumé, I'activité inhalatrice des
différentes huiles essentielles dépend de |'espece végétale utilisée. Cette variation semble étre
influencée par la durée d'exposition, la rémanence de I'huile essentielle et son indice de
volatilité. Paderini & Lucheroni (2003) ont d'ailleurs souligné la faible volatilité des huiles

essentielles de coniféres.

Au terme de cet essal, il ressort que les HEs utilisées en fumigation sont susceptibles de
contréler les populations de C. maculatus dans un environnement de stockage expérimental.
Plusieurs études ont démontré les propriétés insecticides des huiles essentielles par effet
inhalatoirecontrelesravageursdesdenréesstockées.Cependant, ladiversitéetl’hétérogénéité  des
protocoles expérimentaux rendent difficile [I’identification précise des parametres

responsables de I’efficacité des huiles essentielles.

L'étude de Hedjal-Chehheb et al. (2013) a examiné la toxicité des huiles essentielles de
certai nsrésineuxetpl antesaromati quesdel af amilledesM yrtaceae, originairesd'Al gérieetde
Tunisi e.Lesrésultatsontmontréque,af ai bl esdoses, Tetr aclinisarti cul ataetPinushal epensis  (deux
coniféres) n‘'ont pas montré de toxicité notable contre les bruches adultes, indépendammentde
laduréed'exposition.Cependant,adesdosespl usélevées, T.articulataa causé 75 %de
mortalité.Concernantles Myrtaceae, seules leshuiles essentielles d'Eucalyptus cinerea ont
entrainé une mortalité de 100 % aprés 24 heures d'exposition a une dose de 25
uL/mL.Lesauteurssuggérentquel avol atilitél entedesessencesdeconiferespourraitexpliquer la

différence d'efficacité inhalatoire inhérente a ces deux familles de plantes.

K assemi(2014)aégalementconstatequel’huiledeNepal anepetel laestpl usefficaceque
celledePseudocytisusintegrifolius. Cetteeffi cacitésemanifesteparunetoxicitésurlesadul tes et une
réduction significative, voire une inhibition totale, de la progéniture de la nouvelle génération.
Les résultats ont révélé que la mortalité augmente avec la durée d’exposition et la
concentration de I’huile. Cependant, I’efficacité des huiles essentielles par inhalation est
relativement faible comparée a celle du traitement par contact. Nous avons observe la méme
tendancedansnosexpériencesavecl eshuilesdeP.nigraetd’ A.numidica Deplus,| estravaux de
Taleb-Toudert (2015) stipulent que les HEs d'Eucalyptus globulus et de Salvia officinalis
sont toxiques par inhalation pour C. maculatus. Les mortalités enregistrées étaient de 71 et de
75 % apres 24 heures de traitement a 8 uL/mL d’'HE, respectivement. Les auteurs ont signalé

aussi quel eshuit(8)HEstestées,hormiscel | edePi staci al enti scus,ontprovoquél00%de
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mortalitéa96heuresdetraitement. |l convientcependantdesoulignerqu'aucontrairedenotre  étude,
la précédente étude renforce I'hypothése de la lenteur de la volatilité des huiles de coniferes

étudiées dans e présent travail et par conséquent leur faible pouvoir inhalatoire enregistre.

Desétudesrécentes,notammentcelledeK irimaetOmar a(2022),ontégal ementsouligné
I'efficacitéinhal atoiredes huiles essentielles desaiguilles de Pinus caribaea var. hondurensis.
IIs ont observé une mortalité de 100 % a 10 pL/ml chez les bruches du haricot aprés 2 heures
d'exposition, et la méme concentration a entrainé une mortalité de 100 % chez les charangons
du mai's apres 5 heures d'exposition. Ces résultats contrastent avec ceux de notre éude, étant
donné que la composition chimique de P. caribaea est similaire (mais chémotype différent) a
celle de P. nigra, caractérisée par une abondance de mono et sesquiterpénes hydrocarbonés
(77.2 et 4.7%) et les composés majoritaires sont le limonene (38.6%), I’a-pinene (27.6%), le
borneol (6.7%) et le myrcene (3.5%). La variabilité des constituants chimiques détermine la
specificité des huiles essentielles. L’activité biologique des huiles essentielles est également
liéeauxgroupementschimiquesfonctionnelsprésentsdansl’huileetauchémotypedelaplante
concernée, comme I’ont souligné Séri-Kouassi (2004), Ngamo et al. (2007) et Nyamador
(2009).

L'éude de Thiam et al. (2021) a mis en évidence les propriétés insecticides inhalatoires
des huiles essentielles et de la poudre de Xylopia aethiopica. L'analyse chimique a révélé que
lescomposésprinci pauixétai entl e -pinéne,le1,8-cinéol eetl'a-pinene.Leurefficacitébiocide  par
inhalation, mesurée par la DLsoet le TLso, était de 0.2 pL/cm™ et de 16.4 + 1.2 h. Ces résultats
contrastent avec ceux de notre étude. Il est important de noter que, contrairement a
notreétude,| esexpériencesdecesauteursontétémenéessurdesgrai nsdeni €ébé,cequipourrait
expliquer une pénétration plus profonde et une rémanence plus longue des terpénoides. Nous
supposonsquel avol atiliténepeutpasétrel aseul eexpli cationdel aperted'acti vitébi ol ogique que
nous avons observée dans des conditions sans substrat aimentaire. En raison de leur
composition chimique, les huiles essentielles pourraient se dégrader naturellement a des
vitessesvari abl esaufil dutemps.Cettedégradati onpourraitétreaccentuéeparcertainsfacteurs

environnementaux, tels que latempérature et lalumiere, comme 'a souligné | sman (2000).

Bienguel atoxi citédesHEsétudi éessoitvariabl evis-a-visdesadul tesdeC.macul atus,il
convient de souligner, contrairement a ce qui est rapporté dans certains travaux, que leur

efficacitéparfumigationdépenddediversfacteurs,notammentleurdegrédevolatilité,leur
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persistance,les interactions entre lescomposants (synergie etantagonisme), ainsi que la durée

d'exposition.

v.3. Evaluation de I'effet répulsif des huiles essentielles sur les adultes de C.
maculatus

L'exposition des adultes de C. maculatus a des doses croissantes d’HES provoque une
répul sionvariabl esel onlesplantes( T ableau22etannexel 11). TouteslesHEsutiliseesontun  effet
répulsif qui augmente avec la dose (dose-dépendant). L'évaluation du coefficient de répulsion
des HEs sur les adultes de C. maculatus indique que toutes les essences testées sont
modérément répulsives. Nous observons que la répulsion varie en fonction de la partie de la
plante utilisée et des doses appliquées, |a plus grande répulsion étant obtenue avec la dose la
plus élevée (16 uL/mL). A I'exception des huiles daiguilles et de branches de P. nigra, toutes

les autres huiles ont provoqué une répulsion de plus de 50 % ala dose de 4 pL/mL.

L'analyse de variance a deux facteurs pour A. numidica a montré une différence
significative en fonction de la dose (F= 6.15 ; P = 0.002 ; DDL= 3), mais pas en fonction de
I'organe (F=1.71; P=0.195; DDL= 2) ni de |'interaction entre |'organe etla dose(F=0.51; P
=0.796 ; DDL= 6). De la méme maniere, pour P. nigra, I'analyse a révélé une différence
significative en fonction de la dose (F= 2.60 ; P =0.067 ; DDL= 3), mais pas en fonction de
I'organe (F=0.78; P=0.466; DDL= 2) ni de |'interaction entre |'organe etla dose(F=0.30; P
=0.932;DDL=6).

Ence qui concernela répulsion moyenne, lesdifférentes huiles d'A. numidica etlescones de
P. nigra ont montré des taux de répulsion moyens allant de 51,25 % a 60 % (Tableau 22).
L 'huil el aplusrépul siveestcel | edescones(60%) etdesbranchesd' A.numidica(58%)suivie de celle
des cones de P. nigra (56 %).
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T ableau22: Pourcentagederépul sionenfoncti ondel adoseetrépul sivitémoyennedesHESs de P.

nigra et dA. numidica.

Doses(uL /ml)etPour centagedeRépulsion/Classeder épulsion
Classede
Partiede répulsion
laplante 2 4 8 16 PRmoyen (EchelledeMc
Donald)
P. nigra
15%+ 425" | 458+ | 67.5%+
- 251 £17 173 0.95 Classelll
Aiguilles 42 +1.72 (Modérément
(classe (classe (classe (classe L
I 1) ) V) répulsive)
27.5% 48:? 607+ 70% Classell|
Branches 15 (classe 0.5 0.81 49.37 +
(classe m (classe (classe | 0.095 (Modérément
1)) V) V) répulsive)
40°0e+ 55+ 650+ 650+ Classell|
Cones 115 0.95 125 0.95 56.25 +
(classe (classe (classe (classe 0.15 (M odér ément
) 1) V) V) répulsive)
A.Numidica
45%+ 507+ 55+ 55+ Classel Il
- 2.63 173 13 2.06 5125+
Aiguilles o
(classe (classe (classe (classe 178 (Modérément
1) 1) 1) 1) répulsive)
40°+ 55+ 65"+ 75%+ Classell|
Branches 0.81 0.95 0.95 0.5 58.75+
(classe (classe (classe (classe 0.99 (M odér ément
1) 1) V) V) répulsive)
a0P: | BT etr | Lo Classelll
Cones 0.5 0.95 0.95 T 60+ 1.02 -
(Modérément
répulsive)

***|_"analyse de la variance a 2 facteurs (partie de la plante et dose) suivie de comparaison de

moyennesparl etestderi sher(P<0.05)aéteeffectueeseparémentpourchacunedes2especes.

** %% |_esmoyennesnepartageantaucunel ettresontsignificativementdifférentes.
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A l'issue de ce test, les effets répulsifs des HES contre les ravageurs des denrées stockées
dépendent de plusieurs facteurs, entre autres I'insecte modele (le niveau de sensibilite, I'age...
etc), la composition chimique des HEs (les composés majoritaires, les interactions entre
composants, 'altération ou la dégradation de I'huile, le degré de volatilité), et d'autres liés aux
conditions opératoires (la durée d'exposition, la dose de I'huile, la température et la
photopériode). En effet, de nombreux travaux publiés dans la littérature ont mis en évidence

I'effet répulsif des HES et autres extraits végétaux vis-a-vis des insectes des denrées stockées.

Tapondjou et al., (2003) ont démontré que les HEs d'Eucalyptus saligna et de
Chenopodi umambr osoi dessontrépul sivesal'égarddeC.macul atus.L 'efficacitédeceshuil es
augmente avec la dose. Selon le classement de M cDonald et al. (1970), I'nuile d'E. saligna
appartientainsi al acl assederépul sionl V (89%)al orsquecel ledeC.ambr osi oi desappartient
alaclasseV (71%).Cetteforterépul sionseraitli éeal acompositionchimiquedesdeuxhuiles  ou  les
composes les plus importants pour E. saligna sont I'a-pinéne (39,4 %), le p-cymene
(31,1%),1e1,8-cinéol &(9,8%)etl ey-terpinéne(9,5%)tandi sque, | esprinci pauxconstituants
identifiésdangl'huil eessentiel | edesfeuill esdeC.ambr osi oi dessontl ep-cymene(50,0%),le
o-terpinéne(37,6%)etl'ascaridol e(3,5%).

Boukraaetal.,(2020)ontégal ementsoulignél'eff etrépul sifdeshuilesd' Artemisiaherba- alba,
Rosmarinus officinalis et Juniperus pheonicea sur Tribolium castaneum. IIs ont constaté que
la répulsion augmentait avec la concentration en huile. Les huiles d'A. herba-alba et de J.
pheonicea étaient les plus répulsives a la plus forte concentration utilisée (2 yL) pendant 30
minutes, avec des taux de répulsion de 100 % et 90 % respectivement. Cependant, leur
combinaison n'a entrainé que 76 % de répulsion dans les mémes conditions. Les huiles de R.
officinalisétai entlesmoi nsefficaces,avecseulement41%derépulsion.Ces  résultatstendent  a
confirmer I'hypothése que I'efficacité des huiles essentielles dépend de la nature de leurs

principaux composants.

Guptaetal .(2023)ontrécemmentdémontrél‘effetrépul sifdesHEsdeplusieursplantes,  dont
Acorus calamus, Hedychium spicatum, Lavandula angustifolia, Juniperus recurva, Juniperus
communis, Cedrus deodara et Pinus wallichiana a |'‘égard de deux coléopteres
Bruchineae.L esrésultatsi ndiquentqueA .cal amusestl apl usrépul sivecontreC.macul atuset
C. chinensis (CRso= 53,98 et 118,91 pL/L, respectivement) apres 24 h, suivie de H. spicatum
(CRso= 293,77 et 226. 85 pL/L, respectivement) et de J. recurva (CRso= 309.75 et 383.51

WL/L,respectivement)comparativementauxautresHEschez C.macul atus(CRs0=955.15-

205



Activitéinsecticidedeshuilesessentidles

736.82 pL/L) et C. chinensis (617.11 - 47.27 uL/L). Ces résultats peuvent étre attribués a la
concentration d'huile utilisée, au temps de traitement, ala composition chimique des HEs et a

lasensibilité de l'insecte.

Par ailleurs, Chauhan et al. (2022) ont constaté que les HEs d'Artemisia maritima
repoussent92-96%desadul tesdeC.macul atusetC.chi nensi sapresuneheure. Cetterépul sion est
attribuée a la présence de 1,8 cinéol (41.14 %) et de |'acétate de bornyl (18.10 %) dans ces
huiles, qui sont connus pour leur effet insecticide (Papachristos et al., 2004). La durée
d'exposition et la sensibilité des coléoptéeres aux HEs semblent également contribuer a cette
forte répulsion. En somme, I'efficacité insectifuge reconnue de certaines plantes aromatiques,
suffisasmment relayée dans la littérature, corrobore les résultats de la présente étude. Elle
explique également les variations observées dans |'efficacité insecticide des huiles essentielles
des deux Pinaceae utilisées pour controler expérimentalement les dégats occasionnés par les

adultes de C. macul atus.
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V1. Evaluationdel'effether bicidedeshuilesessentiellesdeP.nigraetd' A.
numidica

Les effets phytotoxiques des HES des deux Pinaceae étudiées ont été évalueés sur le stade
graine (pré-germination) et le stade post-germination (plantule) pour deux types de graines
d'adventices de culture et deux semences. L'efficacité herbicide des HEs a été déterminée par
la mesure du taux de germination et de certains indicateurs physiologiques et biochimiques

associés au stress oxydatif induit par les essences utilisées.

VL1. Stadepré-ger mination (graine)

Notre étude sur I’interaction allélochimique entre HEs et les adventices/semences
(Tableau 23) arévélé que les substances sémiochimiques issues des différentes parties de P.
nigraetd’ A.numidi cai nhi bentlagerminati onetl acroi ssancedesparti esaériennesdesgraines
germées. Cette inhibition est modulée par la concentration d’huile essentielle utilisée et la
sensibilité de la plante cible. Plus précisément, I’effet inhibiteur d’A. numidica est plus
prononcé(intense)quecel uideP.nigra,enparticuliersurlesdeuxadventi cestestés.Leshuiles
extraites des branches des deux espéces, contrairement a celles des cones et des aiguilles, ont
montré une forte capacité ainhiber la germination des adventices. Cette activité inhibitrice est

proportionnelle ala dose, avec une intensité accrue a des doses plus él evées.

En outre, nous avons observeé une sensibilité marquée de S arvensis a l'action des HEs
étudi ées,tandi squeP.canariensi samontréuneréacti onplusprononcéeauxdosesplusélevées  des
HEs.

Encequi concernel ebl éduretl eradi scultivé, il sontétémoi nsaff ectésparl estraitements
appliqués. Il est important de noter que ces résultats suggerent une relation dose-réponse dans
I'effet inhibiteur des HES sur la germination et |a croissance des adventices. Cela signifie que

I'intensité de I'inhibition augmente avec I'augmentation de la dose d’HE appliquée.

L 'anal ysedevarianceadeuxfacteurspourA.numidicaamontréunedi fférencehautement
significativeenfonctiondel adose(F=6.15;P=0.002; DDL=3),enfonctiondel ‘adventice
/ semence (F=1.71; P=0.195; DDL = 2) et de l'interaction entre |I'adventice / semence et la
dose (F=0.51; P=0.796 ; DDL = 6). De laméme maniere, pour P. nigra, I'analyse arévélé
unedifférencehautementsignificativeenfonctiondel adose(F=2.60;P=0.067;DDL =3), en
fonction de |'adventice / semence (F = 0.78 ; P = 0.466 ; DDL = 2) et de l'interaction entre
I'adventice/ semence et ladose (F=0.30; P=0.932 ; DDL =6).
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Enconclusion,notreétudeadémontréquel essemi ochimi quesdérivéesdeP.nigraetd'A.
numidica ont un potentiel inhibiteur sur la germination et la croissance des adventices.
Cependant,|'eff etestmodul éparl aconcentrati ond'huil eessentiel leutili séeetl asensibilitéde
lapl anteci bl e.Cesrésultatsouvrentl avoi eadenouvel | esrecherchespourexpl orerl'utilisation
potenti el | edecesH Escommebi oherbi ci desnaturel sdansl agestiondesadventices.Cependant, il est
important de noter que bien que ces résultats soient prometteurs, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer I'efficacité de ces HEs dans des conditions de
terrain réelles. De plus, des études toxicologiques et environnementales sont nécessaires pour
évaluer |'impact potentiel de I'utilisation de ces HES sur |'environnement et la santé humaine.

Ensomme,cetteétudeaf ourni despreuvespréliminairesdel 'efficacitépotentielledesHEs
dérivées de P. nigra et d'A. numidica comme agents de lutte biologique contre les adventices.
Ces resultats pourraient avoir des implications significatives pour le développement de

stratégies de gestion des adventices plus durables et respectueuses de I'environnement.
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Tableau23 : EffetdesHEsdeP.nigraetd'A.numidi casurl acapacitégerminati ve(%o) desdi fférentesadventi cesetsemences étudi ées.

Germination(%)

] Dose
Graine
(uL/mL) _ ~ — =
Aiguilles Branches Coénes Aiguilles Branches Cones
0 98,01+221 | 97,33+1,15 98,67 + 1,15 100+ 0 100+ 0 100+ 0
80,20+ 79,90+ 5 83,67+ 5 5
1 80,00°+1,00 80,33°+0,58 81,33%+1,15
19,05 0,46 1,53
Snapisarvensis 60,67°+
P 2 61,63°°+6,34 058 60,905+0,46 62,67°+1,15 | 60,67 +2,31 61°+2,65
. 30,20°+ H 38,67°+ H .
3 34,805+4,08 30,27"+0,64 33,47"+1,36 34,60°+0,53
1,64 1,15
0 98,67+153 | 99,33+1,15 98,33+ 1,15 100+ 0 100+ 0 100+ 0
5 78,00+ o 87,50+ 5 .
_ 1 85,87"%+5 91 85,00°"+1,73 80,00°+2,00 86,33°+1,53
Phallaris 2,00 0,87
canariensis 5 47,355+ . 57,33+ . -
2 55,60°+4,20 52,277+1,62 48,67°+1,15 5354265
153 1,15
3 42,43°%+6,81 | 40,05 + 2,44 41,23°+1,25 45,007+ 1,50 43,33°+1,53 44,67°+0,76
0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0
Triticumdurum 98,67+ R 98,33+ R R
1 100"+0 116 97,33"+1,15 Lea 97,33"+1,15 97,67"+0,58
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95,33+ 97,33+
98,00"+2,00 95,67"%+0,58 94,67"%+2 52 96,00"+1,00
1,15 0,58
AB QO'OOBi BC A BC A
96,67"+1,15 200 91,33%¢+1,15 94.33+1,15 | 90,33°“+252 92,33"+252
100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0
98,67+ R 95,67"+ A R
09,33"+1,15 98,67"'+1,15 95,67"6+0,58 95,67"+0,58
231 0,58
Rhaphanussativus s 80,67+ 5 88,00°+ o 5
88,67"+1,15 86°+2 85,33°P+1,53 86,33°+1,53
1,15 4,00
BC 61’33Di E C E C
77,005¢+1,73 116 67,67°+2,52 75,67°+2,08 69,005+2,65 71,33°+3,06

***|_esval eur ssontdesmoyennestécarts-types(n= 3); Lesmoyennesdansunemémecol onneavecdes ettr esdifférentessont significativement
différentes selon le test de LSD de Fisher (P < 0,05).
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Au cours de nos investigations expérimental es, nous avons observeé que |'application des
HEs a la dose minimale entrainait une inhibition partielle de la germination. Cette inhibition
saccompagnaitd unretarddansl eprocessusdel evéedegerminati onai nsiqued'uneentravea
I'é ongati ondel'hypocotyl eetdel aradi cul e,deuxcomposantesessenti el | esdudével oppement initial
de laplante. De plus, une diminution notable de la vitesse de germination a été enregistrée, en
particulier pour les deux adventices étudiés.

Parailleurs,nousavonsconstatéqueS.arvensisetP.canariensisgermaientplusientement  que
T. durumet R. sativus. En outre, il a été constaté que S. arvensis et P. canariensis présentaient
une germination plus lente et une sensibilité élevée aux traitements par les différentes HEs
comparativement a T. durum et R. sativus.

La littérature scientifique est riche en analyses détaillées et approfondies qui mettent en
exerguel ephénomeneal | él opathi quemanifestéparcertai nesespécesvégétal es,illustrantainsi  leur
potentiel phytotoxique a I'égard des plantes adventices. Dans cette optique, Amri et al.
(2011)ontexaminél'effi cacitéphytotoxi quedesH Esextrai tesdesai guill esdePinuspatulasur quatre
adventices (S. arvensis, L. rigidum, P. canariensis et Trifolium campestre) en zones cultivées
en Tunisie. L'huile essentielle a fortement inhibé la germination et la croissance des
semisenfonctiondel adoseet!'eff etétantsi gnificativementpl useffi cacesurl esdi cotyl édones (S
arvensis et T. campestre) que sur les monocotylédones (L. rigidum et P. canariensis). En
effet, & desconcentrations plusfaibles (dela 3 pL/mL pour les dicots etde 1 a4 uL/mL pour
lesmonocots),lagerminati onetl acroi ssancedespl antul esdesadventi cesontétépartiellement
réduites.Cependant,adesconcentrati onsél evées(4uL/mLpourlesdicotset5uL/mLpourles
monocots),|agerminati onetl acroi ssancedespl antul esdetoutesl esadventi cestestéesontété

totalement inhibées.

Dansuneétudeul térieureportantsurl espropriétésall €l ochimiquesdesHEsdesai guilles de
Pinus haepensis, menée par Amri et ses collegues en 2013, une activité herbicide
significati ve(stati stiqguement) agtéobservée. CesHESsontététestéessurtroi smauvai sesherbes
couramment rencontrées dans les cultures céréaliéres en Tunisie, a savoir S arvensis, Lolium
rigidumetR.raphanistrum.Auneconcentrationde2uL/mL,cesHEsontinhibé agermination  des
graines de ces adventices.

Dans une étude antérieure, Amri et ses collaborateurs (2012) ont exploré les propriétés
herbi cidesdel 'huil edesai guill esdeP . pi nea(arbresagésde50ans) surl esmémesadventi ces.
Il sontconstatéquecettehuil einhibai ttotal ementlagermi nati ondesgrai nesades
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concentrations élevées. Cependant, a des doses plus faibles, I'huile exercait un effet différent :
ell eretardaitetrédui sai tlagerminati on,touteni nhibantl acroi ssancedespoussesdetoutesl es
adventices testées. Cela contraste avec I'effet de I'herbicide commercial 2,4 D (ou acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique) utilisé, qui a un mode d'action différent. Hanana et al. (2014) ont
égal ementsouligné espotenti ell espropri éésherbi ci desdeshuil esessentiel lesdesai guillesde
troisespécesde pin (arbreségés de 20 ans) : P. brutia, P. coulteri et P. caribaea. L'évaluation
de I'activité herbicide de ces huiles vis-a-vis des espéces testées (S arvensis, P. canariensis et
T. turgidum) a révélé un effet inhibiteur significatif (en termes d'analyse statistique) sur leur
germination et leur croissance. L'anayse de I'activité biologique de ces huiles a montré une
forte action phytotoxique contre les adventices testées, bien que de moindre impact sur le blé
durcultivé.llconvientdenoterquel esespecestestéesontmani festédesniveauxdesensibilité
variables. S arvensis étant la plus sensible aux différentes HES, tandis que I'HE de P. coulteri

Sest avérée laplus efficiente.

Aussi, dans des travaux récents, Amri et ses collaborateurs ont investigué les propriétés
herbicides des HEs issues de diverses especes du genre Pinus. Ils ont examiné I'efficacité de
I'HE des aiguilles de P. nigra subsp. laricio en tant que bioherbicide contre S. arvensis, T.
campestre et P. canariensis. Les résultats ont révélé une inhibition dose-dépendante de la
germination et de la croissance des semis, avec un effet particuliérement prononcé sur S.
arvensi squesur T.campestr eetP.canariensis.A desconcentrationspl usfai bl es(1a3uL/mL
pourS.arvensiset1aduL/mLpour T.campestreetP.canariensis),uneréductionpartiellede la
germination et de la croissance des semis a été observée. Cependant, a des concentrations plus
élevées (4 pL/mL pour S arvensis et 5 yL/mL pour T. campestre et P. canariensis), la
germination et la croissance des semis ont été totalement inhibées (Amri et al., 2017). Par
ailleurs, I'huile essentielle des aiguilles de P. radiata a également été évaluée pour son action
contre les mémes adventices. Cette HE a manifesté une inhibition de la germination et de la
croissance des semis statistiqguement significative, de maniere dose-dépendante, avec une
efficacité accrue contre les dicotylédones (S. arvensis et T. campestre) par rapport aux
monocotylédones (P. canariensis).Ades concentrations plus faibles (del & 3 yL/mL pour les
dicots et de 1 a 4 yL/mL pour P. canariensis), une inhibition partielle a é&é constatée.
Néanmoins, des concentrations élevées (4 pyL/mL pour les dicots et 6 yL/mL pour P.
canariensi s)ontentrainéunei nhibiti ontotal edel agerminati onetdel acroi ssancedesplantul es de
toutes les adventices testées (Amri et al., 2021). Ainsi, les HEs des cones de P. brutia, P.
nigra subsp. laricio et P. pinea ont été évaluées pour leur capacité antigerminative contre P.

canariensis,SarvensisetT.durum(Amrietal .,2022).L esrésultatsmontrentdeseffets
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inhibiteurs significatifs (suite a une analyse de variance) sur la germination des graines des
différentes espéces deplantestestées.La réduction de la germination dépend du type d'HE, de
la concentration utilisée et de la réponse de |'espéce testée. A une concentration de 3 puL/mL,
| estroi shuil esutiliséesontprovoguéune nhi bitioncompl etedel agerminationdesgrai nesdes

adventi cestestées.Cependant,| etauxd'i nhibitiondel agerminationdesgrai nesl eplusélevéa éeé
observé avec I'HE de P. pinea, avec une inhibition compléte de la germination des graines de
S arvensis a 2 pL/mL. Pour la germination des graines de P. canariensis, les trois huiles
essenti el | estestéesontprovoquéuneréducti onauneconcentrationde2uL/mL .Cependant,les huiles
essentielles de P. brutia et de P. nigra ont eu les effets d'inhibition les plus élevés de la
germinationdesgrai nessansgerminationdesgrai nesdeP.canariensi sadesconcentrationsde
3uL/mL,saufpourP.pineaoul epourcentagedegerminati onétai tde3,33%. Triticumdurum,
quiestuneespecemonocotyl édonecultivée,estlaplusrési stantedtoutes eshuilestestées.En  fait, a
des concentrations élevées (3 UL mL™), la germination de T. durum n'a été réduite que de 40 &
50 % pour toutes les HEs utilisées. Alors qu'a la méme concentration, une inhibition
compl etedel agerminati onaéténotéepourl esdeuxautresadventices.Deplus,K hedhrietal.
(2022)ontétudi él avari ationdeseff etsphytotoxiquesdesHEsdesai guill es,debranchesetde cones de
P. pinaster sur les mémes adventices et semence que précédemment. Les résultats
enregi strésontmontréguel agerminati onetl acroi ssancedessemi sontétéfortementinhibées  par le
traitement a I'HE en fonction de la dose, et toutes les adventices testées ont montre différents
degrés de sensibilité. A la dose de 2 pL/mL, I'HE des cones et des aiguilles a complétement
inhibé la germination et la croissance des semis de S arvensis. Alors que P.
canariensi ssembl eétrel égérementrési stantal amémedoseauxtroi shuil esessenti €l | estestées.
Cependant, un faible effet phytotoxique a été obtenu avec I'huile de branches par rapport aux
huiles d'aiguilles et de cones. En ce qui concerne S arvensis, I'huile extraite des cones est la
plus puissante, supprimant I'allongement des pousses de 40 % et 64 % a 1 et 2 pyL/mL
respectivement. A 3 uL/mL, l'effet inhibiteur a éé renforcé de maniére significative (suite a
une ANOVA), atteignant 100 % par rapport au contréle. De méme, pour I'éongation des
racines, |'effet suppressif a été renforcé a 42 % par 1 yL/mL d'huile, et a 70 % ala dose de 2
uL/mL. Cependant, I'huile de cones a presque compléetement anéanti les plantules (100 %).
D'autre part, I'effet phytotoxique était plus important sur les adventices que sur le blé dur
cultivé,sagerminati onestl égerementaffectéedl adosede3uL/mL enregistrantuneinhibition,  qui
est loin d'étre totale, environ 50 % apres |'application de I'HE de cbnes et 70 % pour les

aiguilles.
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D'autres familles de plantes aromatiques, reconnues pour leur potentiel aléopathique
contrel esadventi cesenagri culture,sontabondammentétudi éesdand dlittératurescientifique.  La
famille des Myrtaceae, en particulier le genre Eucayptus, est notamment bien documentée a
cet égard. En effet, I'efficacité phytotoxique des HES extraites des feuilles d'Eucalyptus
citriodora a été expérimentalement évaluée pour réduire la germination de quatre espéces
adventi ces,asavoirS napi sar vensi s,Sonchusol er aceus, Xanthi umstrumariumetAvenafatua
(Benchaa et al., 2018). Contrairement atout ce qui a été dgarapporté, les résultats ont révélé
un effet all@opathique inversement proportionnel a la dose d'HE appliquée. A une
concentration de 0,01 %, une réduction significative de la germination a éé observée pour
toutes |es espéces, al'exception de X. strumarium. A 0,02 %, |a germination des graines de S.
arvensis, S. oleraceus, A. fatua et X. strumarium a été considérablement inhibée, avec des
réductionsde93,6%,90,91%,81,17%et61,66%0parrapportaucontrol e,respectivement.La
concentration la plus élevée, 0,03 %, a totalement inhibé la germination des graines de S.
arvensis et a manifesté un effet dinhibition important sur les autres graines. De méme, les
graines germées dans les boites de Petri traitées ont présenté une réduction significative (suite
auneANQV A)del al ongueurdesraci nesetdespoussesaux concentrationsde0,02%et0,03% par
rapport au controle.

Des études plus récentes ont mis en exergue les propriétés herbicides d'autres espéces
végétales du genre Eucalyptus. Khammass et al. (2023) ont exploré le potentiel
alléochimiques des HEs d'E. maculata a I'égard de deux graines adventices (P. canariensis et
S arvensis) et de la culture du blé dur (T. durum). Les résultats indiquent que les HES
d'Eucal yptusmacul ataontaffectél agerminati ondetoutesl espl antestestéesdemani éredose-
dépendante.Eneffet,a0,5uL/mL ,uneréductionsignificativedel agerminationdeS.arvensis
aétéobservée.Cependant, cettedosen'aeuaucuneffetsurl ebl éetP.canariensis. A3uL/mL,
|lesHEsontpartiellementinhibél agerminationdetoutes esespécestestées.Outrel'inhibition de la
germination, l'effet phytotoxique des huiles sest également traduit par une réduction
proportionnelle de la croissance desparties aériennes pour toutes les plantes, en fonction de la
concentration utilisée. Des effets similaires ont été observés pour la croissance des parties
racinaires, avec une inhibition significative de la croissance des pousses radiculaires de S.

arvensis aladose de 0,5 yL/mL.

Parailleurs,|esHEsextraitesdesfeuill esdetroi sespecesintroduitesenTunisie,dugenre
Eucalyptus (E. oleosa, E. pimpiniana, E. polyanthemos) ont été utilisées, dans des conditions

del aboratoirecommebioherbicide,d'unepart, pourcontrdl erl aproliférationdeS.ar vensi set
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d'autre part, sur deux graines cultivées (semences de Lepidium sativum et Raphanus sativus)
pourapprouverl'usagedeceshuilescommeagentdel utteenagriculturedurable(K oukietal .,  2023).
Les résultats ont indiqué une inhibition significative (suite a une analyse statistique) de la
germination des graines des plantes testées de maniere dose-dépendante et selon le type
d'huile essentielle testée. En résumé, les huiles essentielles de deux espéces (E. pimpiniana et
E.ol eosa)ontcompl &ementinhibé agerminationdeS.arvensi setdeR.sativusalyL/mL.A l'inverse,
les huiles essentielles d'E. polyanthemos ont inhibé la germination des graines des mémes
especes de 75 et 55 %, respectivement. Cependant, I'huile essentielle d'E. oleosa a été la plus
active en ce qui concerne la germination des graines, entrainant une inhibition incomplete de
S arvensis a 0,5 pL/mL. Pour L. sativum, seule l'huile essentidlle d'E. oleosa a
réduitl agerminati ondesgrai nesde20a30%20, 75et 1uL/mL  respectivement.Enrevanche, les
huiles essentielles dE. pimpiniana et d'E. polyanthemos n'ont eu aucun effet sur la

germination des graines de L. sativum atoutes les concentrations testées.

D'autres especes d'Eucayptus (E. falcata, E. sideroxylon et E. citriodora) introduites ont
fait I'objet dinvestigation aléopathique sous forme d'HEs vis-avis de S. arvensis, P.
canariensis et T. durum (Amri et al., 2023). Les résultats obtenus stipulent que le potentiel
phytotoxique des huiles testées avait une efficacité différente sur la germination des graines et
la croissance des plantules et variait en fonction des herbes testées et de la variabilité de leur
composition chimique. Leur efficacité était meilleure que celle du glyphosate (herbicide

commercia).

L'ensemble de ces études souligne l'importance de considérer plusieurs facteurs dans le
pouvoirallél opathi quedeshuil esessentielles(HES). | estimportantdeprendreencomptenon
seulementladoseappliquée,l asensi bilitéspéci fi quedel apl ante(adventi ceousemence)ainsi
guesasél ectivité(entermedemonooudi cotyl édone) ,mai ségal ementlacompositionchimique
etlesinteractionspossi bl es(synergi e, antagoni smeetaddition)entrel esdiff érentscomposants

présents dans I'HE.

Les observations faites dans la présente étude sont en accord avec la majorité des travaux
cités auparavant qui ont signalé que les huiles essentielles (les HES riches en terpénes
hydrocarburés) empéchent la germination et la croissance des plantes (Amri et al., 2013;
Hanana et al., 2014). De méme, la présence quantitative, a la fois de sesquiterpéenes et de
monoterpenes, etlasynergi eentrecescomposantspourraitétreal 'originedel aréductiondela
germination chez les adventices de cultures (Hanana et al., 2014). D'autres chercheurs

suggerentl'implicationdirecteducomposémajoritairedel'HEcommel'asoulignél banezet
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Blazquez (2018). Ainsi, aux mémes doses et aux mémes adventices, |'huile essentielle d'E.
globulus contenant du 1,8-cinéole (76,43 %) n'a aucun effet phytotoxique sur la germination
des graines et la croissance des semis de P. oleracea, tandis que I'huile essentielle d'E.
camaldulensis contenant du spathulénol (41,46 %) comme composé principa a été capable

d'inhiber complétement la germination des graines de cette adventice cosmopolite.

Pour expliquer le mode d'action des HEs étudiées sur I'inhibition de la germination et
comme indiqué dans la littérature, différents mécanismes physiologiques et biochimiques
peuventétreexpliquésparl efai tquecesmonoterpenesaffectentl esprocessusphysiologiques,  tels
que laviabilité cellulaire, I'activité enzymatique et la réduction des organites suite a la rupture
de lamembrane (M ahdavikia et al., 2017; Fagodia et al., 2017).

V1.2, Stadepost-ger mination (plantule)

Cing jours aprés pulvérisation des feuilles de S. arvensis, P. canariensis, T. durum et R.
sativus avec les différentes doses dHE utilisées, nous avons observé certains symptémes
associés aux dommages du stress oxydatif induit par les différents traitements utilisés. Nous
avonsobserveéunechl orosesuiviedel 'éti ol ementetduf| étri ssementdesfeuilleschezcertaines
plantules, particulierement chez les deux adventices et afortes doses.

Nous avons mesuré certains parametres biochimiques et physiologiques, indicateurs de
I'état sanitaire des plantes testées, afin de mieux situer I'ampleur du stress oxydatif géenéré par
I'applicationdesH Es.Enconséquence,desmesuresontétéprisespouréval uerl ateneureneau,
I’intégrité membranaire, la capacité photosynthétique (chlorophylle totale), la peroxydation
lipidique (MDA), la production des ERO (H203) et la proline.

V1.2.1. EffetdesHEssurl’intégrittmembranairedesfeuillesdesplantulestraitées

Etant donné que les feuilles étaient en contact direct avec les HE, entrainant une
perturbati ondel aperméabilitédesmembranescel lulaires.Ceparametrephysi ol ogi quedefuite
d'éectrolytes a l'extérieur de la cellule peut étre estimé par la mesure de I'augmentation de la
conductivité électrique du milieu extracellulaire par rapport au témoin.

Le Tableau 24 récapitule les principaux résultats obtenus pour ce paramétre avec les

différentes huiles utilisées.
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Tableau24 : EffetsdutraitementenH Essurl af uiterel ativeenél ectrol ytesdesf euil | esdesadventi cesetdesgrai nescul tivees.

Adv/Grn | S.arvensis | P.canariensis | T.durum | R.sativum
A.numidica
0
gne | 8 1 8 1 g 8 & ¢4 8 8 g L g g
= o = o = o = o
Dose 3 8 8§ 3| s, 8|3 8|8 3| ¢t 5
(ML/mL) < 0 < 0 < 0 < o0
1 20,12+ | 28,86+ | 24,89+ | 1934+ | 2849+ | 2694+ | 12,03+ | 12,64+ | 122+ | 12,49 13,72+ 13,48+
1,224 | 020 | 016" | 000™ | 003 | 020 | 003 | 004" | 0,04° 0,08" 0,31™ 0,06™
) 36,45+ | 4459+ | 40,91+ | 3890+ | 4654+ | 42,25+ | 21,52+ | 29,96+ | 26,51+ | 23,87" 26,96 + 25,50 +
058" | 1,29 | 0,16™ | 0,149 | 0,09° | gq7¢¢ | 0,03™ | 021" | 002" | +034 0,21 0,39
3 43,05+ | 5511+ | 48,83+ | 44,15+ | 5830+ | 52,16+ | 34,89+ | 4224+ | 3877+ | 41,35+ | 4631+ 44,89+
084dég | 010% | 1,11° | 135 | 014" | 011™° | 0127 | gogee | 1,129 | 01879 | 0,15"° 0,14
P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
ogme g [ 8 g 8] 8] 4 | 8] &£ 4 &8 8 g
= o = o = o = o
Dose & &8 | § | 2| =& 3 | & &8 S E 5 3
(ML/mL) < 0 < ) < 0 < o0
1 18,84+ | 21,05+ | 20,07+ | 133+ | 16,49+ | 1365+ | 112+ | 10,08+ | 10,85+ | 1255+ | 12,37+ 13,16 +
002 [015° |016° |006" | 004" |0,04° 0,02" | 0,02°¢ 0,06"% | 0,027 0,02 0,02"
, | 2676r | 388+ |3006x 21 | 2327+ 2822+ | [P0 | 1760+ | 1050+ | 2135% | 20726 | 2119+
002" 0,03 |0.24" 0,0%° 006" | 0,09" 0075 0,05" 004" 0,03 0,07° 0,047
3 38,04+ | 46,43+ | 42,14+ | 37,1+ | 4204+ | 4083+ | 39,9+ | 3757+ | 3804+ | 4164+ | 3845+ 41,05+
002" 004" |004° |003 |004° |0,15° 0,03" | 0,07 008" |0,04° 0,05° 0,08"

***|_es valeurs obtenues pour les différents témoins varient entre 8 % et 8.65 % pour les différentes huiles ; Les valeurs sont des moyennes +

écarts-types(n= 3); Lesmoyennesdansunemémecol onneavecdes ettr esdiffér entessontsi gnifi cati vementdi ffér entessel onl etestdel. SDde Fisher (P <

0,05).
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Les symptdmes de flétrissement et de dessiccation observés chez les adventices suite a
I'applicationdestroi shuil esessenti el les(HES) pourrai entétreattri buésauneaugmentationde
laperméabilitémembranai re,commeentémoi gnel 'exsudationd'él ectrol ytes.Cettecorrél ation
suggére gque les dommages subis par les membranes cellulaires sont dose-dépendants : une
concentration plus élevée dHE entraine une fuite d'électrolytes plus marquée, reflétant une
détériorationaccél éréedel'intégritémembranaire.Cetteperturbationconduitinévitablementa  une

défaillance des fonctions cellulaires essentielles.

L esdonnéesexpérimental esi ndi quentquel esHEsdeA.numidica,particulierementcel les
extraites des branches, induisent une libération notable d'éectrolytes, affectant ains I'intégrité
desmembranescellul aires,surtoutchezS.arvensi set,dansunemoindremesure,chezT.durum et R.
Sativus. Une fuite d'éectrolytes croissante a été mesurée dans les feuilles soumises aux
différentes HEs, avec une amplification marquée a des doses élevées pour toutes les espéces
évaluées, bien que les deux espéces cultivées aient montré une certaine résistance. Sur le plan
statistique, il a été constaté que les HEs perturbent significativement (P < 0.05) la membrane
plasmiquedesadventi ces,entrainantuneconductivitéaccruedansl emilieuextracel lulaire.Cet  effet
est plus marqué chez les dicotylédones (S arvensis) que chez les monocotylédones (P.
canariensis),etce,pourtoutes esconcentrati onstestées.Unetendancesimilaireaétéobservée  lors
de la comparaison entre le blé dur (T. durum) et le radis (R. sativus), avec une sensihilité
différentielle al'effet des HEs.

Pour mieux situer la variation de la fuite relative d'électrolytes engendrée par le stress
oxydatifsuiteauxdifférentstraitementsdesH Esdupi nnoiretdusapin,nousavonsj ugéutile
detraiterstatiquementparuneanal ysedevari ancemultifactoriell el esdonnéesenregistrées. A cet
effet, une analyse de variance a 3 facteurs (partie de plante ou I’HE est extraite, dose

appliquée et graine/semence) a é&é menée sur les différents traitements effectués.

Afindecaractériserlavariationdel af uited'é ectrol ytesi nduiteparl estressoxydatifapres
I'application des HEs de pin noir et de sapin de Numidie, une analyse de variance
multifactorielle (ANOVA) a éé appliquée aux données recueillies, prenant en compte trois
facteurs principaux : la partie de la plante & partir de laguelle les HEs ont été extraites, la dose
d'HEsadmini strée, etl etypedegrai neoudesemencetraitée.Cetteméthoded'anal yseapermis
d'évauer I'impact combiné et individuel de ces facteurs sur la perméabilité membranaire suite

aux différents traitements par les HES.
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Pour le sapin, L'analyse de variancea montré une différencehautement significative pour
I'interaction partie de la plante ou I'HE est extraite * dose (F = 6.15; P=0.000 ; DDL=4) «t,
aucunedifferencesi gnificativeentreparti edel apl anteoul ' HEestextraite* Adventice/semence
(F=1.4;P=0.228;DDL=6)nide!'interactionentreAdventi ce/semenceetl adose(F=1.09; P = 0.376;
DDL= 6) ni de l'interaction entre les trois facteurs (F = 1.03; P =0.427; DDL= 12). En
revanche, pour le pin noir, I'analyse a révélé une différence hautement significative pour
toutes les interactions : partie de la plante ou I'HE est extraite * dose (F = 67.16 ; P = 0.000 ;
DDL =4),partiedel apl anteoul'HEestextraite* Adventice/semence(F=2568.22;P=0.000; DDL=
6), Adventice/semence* dose (F = 2367.24 ; P = 0.000 ; DDL= 6) et partie de la plante ou I'HE
est extraite* dose * Adventice/semence (F= 399.37 ; P=0.000; DDL=12).

L esperturbati onsphysi ol ogi quesesti méesparl esmesuresdesconducti vitésél ectriquesau
niveau des membranes cellulaires suite a I'application des HES des deux especes de Pinaceae
étudiées sont attribuables au stress oxydatif induit par ces HES, comme le rapportent plusieurs
éudes(Singhetal.,2006;K aur etal.,2010;Benchaaetal .,2019;K hammassietal .,2023; Amri et
al., 2023). Parmi les conséquences notables, on observe une exsudation significative
d'éectrolytes.L'intégritéde la membrane cellulaire est cruciale pour le maintien des fonctions
vital es,notammentenagi ssantcommeunebarri ereetenrégul antl aperméabilitésél ectiveaux
nutriments, ce qui est fondamental pour la préservation de I'homéostasie éectrolytique.
Poonpaiboonpipat et al. (2013) ont démontré que les HEs peuvent atérer la perméabilité
membranaire des adventices,notamment par I'intermédiairede la diffusionde monoterpéenes a
travers la paroi et les membranes cellulaires. Cette altération entraine une fuite de potassium,
cequi peutinhiberl arespirationcel lul airedépendantedugl ucose.Enoutre,|'augmentationde la
perméabilité membranaire provoque également une perte accrue de solutés, ce qui perturbe les
fonctions membranaires essentielles, comme I'ont souligné Movileanu et al. (2000). Ces
maodificationsdel apermeéabilitépeuventcompromettrel ‘équilibrei oniqueeténergétiquedela
celluleentrainantpotentiellementdeseffetsdél éteressurlaviabilitécellulaireetlacroissance des

plantes.

V1.2.2. EffetdesHEssurlaper oxydationlipidiquedesfeuillesdesplantulestr aitées

Les composés alélochimiques étudiés ont été identifiés comme des inducteurs de stress
oxydatif au sein des plantes cibles, entrainant une perturbation généralisée des processus
physiologiques et biochimiques. La membrane cellulaire, principalement constituée de
phospholi pi desetdeprotéines,j oueunrdl eessenti el dansl emai ntiendel astructurecel lulaire
etdesonintégrité.Dansl ecadredecettectude, nousavonsquantifiél etauxde
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mal ondial déhyde(M DA),unbiomargueurdustressoxydatiflipidique,afind'éval uerl'étatdes
lipidesmembranaires,enparticulierl esphospholi pi desetl eursaci desgraspol yinsaturés.Cette
mesure du MDA fournit des informations cruciales sur les dommages oxydatifs subis par les
membranes cellulaires, reflétant ains I'impact des composes aléochimiques sur la viabilité

cdlulaire.

L esrésultatsdequantifi cationdesniveauxduM DAenfonctiondel adosed'huileutilisée sur les

plantes étudiées sont présentés dans le Tableau 25 ci-dessous.

L esniveauxpl usél evésdeM DA sembl entinfluencésparpl usi eursfacteurs,notammentla partie
de la plante ou I'HE a été extraite, l1a dose appliquée et le type de plante testée. De plus,
lacompositionchimiquedeceshuil espourraitexpliquerl esvari ationsobserveéesal af oi sentre les

différentes parties de |la méme plante et entre les deux plantes étudiées.

L'analyse statistique par le billet e la variance multifacteurs nous a aidé a mieux voir la
contribution de chaque élément de I’expérience et/ou de leur interaction dans la variation des
taux du MDA enregistré. Celle- ci a révélé, pour P. nigra, une différence hautement
significative pour les interactions binaires entre : partie de la plante ou I”’E est extraite * dose
(F=28.21;P=0.000;DDL=4),partiedelaplanteoul’huileestextraite* Adventice/semence (F=
143.28 ; P =0.000; DDL= 6) et Adventice/semence et ladose (F = 4783.77; P = 0.000; DDL=
6) et I’interaction globale entre les trois facteurs (F = 16.22; P = 0.427; DDL= 12). De méme,
pour A. numidica, une différence hautement significative pour toutes les interactions :
partiedelaplanteoul’ Eestextraite*dose(F=29.71;P=0.000;DDL=4),parti edel aplante
oul”Eestextraite* Adventice/semence(F=59.53;P=0.000;DDL=6)etAdventice/semence
etladose(F=2137.44;P=0.000;DDL=6)etl’interactionglobaleentrelestroisfacteurs(F
=11.71;P=0.427;,DDL=12).
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Tableau25 : Teneurs(nmol/gM F)etévol utionduM DA dansl esf euil | esdespl antestrai téesparl esdi fférentesHEsétudi ées.

Adv/Grn | S.arvensis | P.canariensis | T.durum | R.sativum
A. numidica
Organe i_; ﬁ B 55’3 ﬁ 0 ﬁ ﬁ ] § ﬁ )
Do = S S o S 3 o S 3 k=, S S
(uL/mL < 2] < 2] < 2] < o0
1 16,23+ | 20,13+ | 18,14+ | 1145+ | 1624+ | 1261+ | 927+ | 1190+ | 1094+ | 1050+ | 12,75+ | 11,93+
0.003" | 0.04° | 004 | 0.03° | 0.04 0.047° 0,05" 0,16° 0,07° 0,02" 0,03° 0,137
) 2307+ | 30,09+ | 2806+ | 260+ | 3536+ | 31,16+ | 10,88+ | 1245+ | 1157+ | 11,95+ | 1495+ | 14,00+
002" | 0,03° | 005" | 0,04 0,045 0,25 0,12° 0,03 0,067 0,077 0,11" 0,09°
3 40,13+ | 4508 | 42,11+ | 364+ | 4470+ | 42,04+ | 1195+ | 1493+ | 1390+ | 1293+ | 16.74+| 16.08 +
0.23° | £0.0 003* | 053° | 005" 0.03° 0,067 0,10" 0,09° 0,12° 0,05" 0,03"
P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
Organe i_; ﬁ B 55’3 ﬁ 0 § é ] § ﬁ 8
Do k=2 g S k=2 g S k=2 8 S =2 g S
(uL/mL < 2] < 2] < 0 < o0
1 1405+ | 1927+ | 1622+ | 10,3+ | 1507+ | 12,13+ 914+ | 11,04+ | 1081+ | 1035+ | 1246+ | 11,65+
013° | 0,06 | 002" | 002" | 004" | 0,03°% | 0,22* 0,19V 0,03"" 003" | 0,03° 0,03°"
5 2210+ | 2812+ | 2623+ | 249+ | 3352+ | 3005+ | 10,78+ | 1225+ | 1139+ | 11,80+ | 1431+ | 1397+
026" | 019° | 0,30" 0,11 0,025 1.46" 0,03V | 0,04<% 0,03" 0,047°" | 0,06'° | 0,13°°
3 3804+ | 44,09+ | 4022+ | 36,1+ | 4408+ | 4052+ | 1144'+ | 1442+ | 1352+ | 1255+ | 1636+ | 14,77+
023 | 003" | 036° | 022° | 003" 0,67° 0,05 0,03° 0,04° 0,06° 0,06~ | 0,04"N

**|_es valeurs obtenues pour les différentstémoins varient entre 8,2 nmol/g et 10 nmol/g defeuilles pour les différentes huiles; Les valeurs sont

desmoyennestécarts-types(n= 3); Lesmoyennesdansunemémecol onneavecdes! ettr esdi ffér entessontsi gnifi cati vementdifférentessel onl e test de LSD
de Fisher (P <0,05).
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L aperoxydationlipidiqueestunprocessusparl equel | esli pi dessubi ssentunedégradation
oxydative,etlemal ondialdéhyde(M DA )estun marqueurcl édecephénomene,généralement
mesuréparl etestdessubstancesréactivesal ‘acidethiobarbiturique(TBARS) (M ar nett,1999).

Etant donnéque les acides graset autreslipides sont des constituants structurels essentiels des
membranes cellulaires, il est plausible de postuler que leur dégradation oxydative pourrait
libérer des lipides dans le cytoplasme des cellules affectées, ou ils pourraient subir une
oxydationsupplémentaire(Scrivantietal ., 2003).Cetteli bérationdel i pi desetl aperoxydation
quienrésulte,accompagnéesd'unef uiteaccrued'd ectrol ytes,contribuental apertedintégrité
membranaire,cequi estreconnucommeunf acteurdéterminantdand ‘inductiondedommages
cellulaires (Singh et al., 2006). Par conséquent, la membrane cellulaire joue un réle
prépondérantdansl amédi ati ondeseff etsdescomposéshi oactif s,agi ssantcommeunindi cateur
sensible des perturbations induites par ces agents. La détermination du mode d'action des
composéshi oactifspassedoncinévitabl ementparl ‘anal ysedel 'étatdesmembranescel lulaires,
notamment a travers I'évaluation des niveaux de MDA. Cette approche permet de déceler les
altérationsmembranaires précocesqui peuventsignaler desdysfonctionnements cellulaires et,

par extension, des effets phytotoxiques des composés allélochimiques sur les plantes cibles.

L'augmentation des taux de MDA constatée chez les différentes espéces signifie la
présenced'unstressoxydatifsuiteautraitement  parlesHEs,se ~ manifestantparladégradation
descomposantscl ésdesmembranescel lulaires,tel squel eslipidesetl esacidesgrasinsaturés.  Cette
détérioration membranaire est particulierement marquée chez S. arvensis, suivie de P.
canariensis, tandis que le blé dur et le radis cultivé affichent une résilience relative, suggérant
unemeilleurecapacitéafai refaceaustressinduit.L 'anal ysedesdonnéesrével eunecorrélation  entre
la perte dintégrité membranaire et l'augmentation des taux de MDA, les especes
présentantlesperturbations membranairesles plusséveres affichantégalement lesniveaux les
plusél evésdeM DA . Danscetteopti que,diverstravauxontproposequel eshuil esessentielles
(HESs)richesenmonoterpénessontsuscepti bl esd'engendrerunstressoxydatif setradui santpar
uneproductionaccruedemal ondial déhyde(Hananaetal .,2014;Amrietal .,2017;Benchaa
etal.,2019;Benkaabetal .,2019;Amrietal .,2023).Cettehypotheseestcorroboréeparl es
résultatsobtenusdansl aprésentectudeavecl esHEsdeP.nigraetd’A.numidica.Parailleurs, d'autres
recherches ont mis en évidence le réle prépondérant des dérivés oxygénés des HEs et
I'influence directe du composé magjoritaire dans I'induction du stress oxydatif (Zhang et al.,
2014). Synowiec et al. (2017) ont également souligné |'importance des composes majoritaires
dans I'activité biologique des HES, tout en reconnaissant les effets synergiques potentiels des

composasmineurs.Cesinteractionscompl exesentrel esdi fférentsconstituantsdesHES
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peuvent donc jouer un réle déterminant dans la réponse au stress oxydatif et dans les
mécanismes de toxicité vis-a-vis des plantes cibles.

V1.2.3. EffetdesH EssurlaproductionduH;O.danslesfeuillesdesplantul estr aitées
Le stress oxydatif a été reconnu aprés les traitements aux HEs par e biais du produit de

peroxydationlipidique,lemalondia déhyde(M DA ),duperoxyded'hydrogéneetdel aproline.

La génération des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) était I'un des principaux
mécani smesd'acti ondesphytotoxines,qui peuventindui reuneproductionincontrél éedeH202 dans
les tissus végétaux, entrainant des perturbations cellulaires (Singh et al., 2006, 2009 ; Mutlu
et al., 2011).

Les résultats obtenus (Tableau 26) soulignent une forte corrélation entre I'accumulation
deH20z,| af uited'd ectrol ytesetl etauxdemal ondial déhyde(M DA). L 'augmentati ondestaux de
production de H20z20bservée chez les différentes especes indique la présence d'un stress
oxydatif induit par les traitements avec les différentes HEs. Ce stress se traduit au niveau
cellulaire par |a dégradation des principaux constituants membranaires (lipides et acides gras
insaturés).Cetteproducti onsembl epl usfortechezl esdi cotyl édones(S.ar vensi s)quechezl es
monocotylédones (P. canariensis), tandis que les deux semences cultivées semblent mieux

résister au stress.

Initialement, la teneur en peroxyde d'oxygene (H202) dans les plantes adventices était
faible (déterminée en condition témoin), mais suite a I'application des HEs, une nette
augmentation des niveaux a été observée, indépendamment de la plante testée et de I'HE
utilisée. A la dose la plus élevée, la production de H202a doublé voire triplé pour certaines

plantes étudiées.

L'analyse de la variance multifactorielle (3 facteurs) a apporté des éléments clés sur la
contribution de chaque composant et de leurs interactions dans la variation de production du
H20zenregistrée.PourP.nigra,ell earéveél édesdiff érenceshautementsi gnificativespourles
i nteractionshinairesentrel aparti edel apl anteoul'HEestextraiteetladose(F=1394.97; P
= 0.000 ; DDL = 4), la partie de la plante ou I'HE est extraite et le type de plante
(adventice/semence) (F = 1189.71 ; P = 0.000 ; DDL = 6), le type de plante et la dose (F =
28246.20 ; P = 0.000 ; DDL = 6) ainsi que l'interaction globale entre ces trois facteurs (F =
1726.07 ; P = 0.000 ; DDL= 12). Pour les HEs de A. numidica, 'ANOVA a révélé des
diff érenceshautementsi gnificativespourl esinteracti onsbinai resentrel aparti edel apl anteou
I'HEestextraiteetl adose(F=985.57;P=0.000;DDL=4),|aparti edel aplanteoul 'HE est
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extraiteetl etypedepl ante(adventice/semence) (F=826.30;P=0.000;DDL=6),letypede plante et

ladose (F = 12761.30 ; P= 0.000 ; DDL = 6) ainsique l'interaction globaleentre ces trois
facteurs (F=673.71; P=0.000 ; DDL= 12).
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Tableau26 : Teneurs(nmol/gM F)etévol utiondeH202dansl esfeuill esdespl antestrai téesparl esdifférentesH Esétudi ées.

Adv/Grn ] S.arvensis ] P.canariensis ] T.durum ] R.sativum
A.numidica
rgane
D Aiguilles | Branches | Cénes | Aiguilles | Branches | Cones | Aiguilles | Branches | Cénes | Aiguilles | Branches | Coénes
(uL/mL)
1 4,03+ 4,52+ 4,25+ 3,52+ 4,73+ 4,15+ 2,02+ 3,61+ 2,91+ 2,62+ 4,52+ 3,52+
0.003"" 0.04" 0.02" 0.03" 0.04““ | 0.03""° | 0,04° 0,03” 0,02° 0,02% 0,02" 0,04”
) 4,21+ 6,09+ 4,65+ 5,24+ 1520+ | 13,01+ 2,12+ 3,95+ 3,61+ 2,82+ 4,82+ 3,93+
0,04"" 0,03" 0,02 0,02 0,19° 0,18" 0,01° 0,03° 003" | 004" 0,04’ 0,04°
3 11,61+ 20,16+ 17,13 | 1533+ 22,30+ | 18,14+ 2,62+ 4,20+ 4,02+ 2,96+ 5,02+ 4,81+
0.05° 0.04°> | +0.03° 0,04° 0,09" 0,14° 0,03° 0,04" | 0,03"° | 0,03%% 0,01’ 0,017¢
P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
Organe
Aiguilles | Branches | Cones | Aiguilles | Branches | Cones | Aiguilles | Branches | Cones | Aiguilles | Branches | Cbnes
Dose
1 3,10+ 4,23+ 321+ | 2,32+ 3,43+ 2,63t 1,52+ 3,13t 2,86+ 2,10+ 4,05+ 3,16+
0,20°° 0,03’ 0,02° 0,02° 0,03" 0,047 0,04" 0,05°° 0,04" 0,04" 0,02¢ 0,037
) 4,08+ 5,03+ 4,30+ 4,22+ 13,08+ 12,7+ 1,84+ 3,39+ 354" 2,39+ 4,32+ 3,83t
0,04¢ 0,07° 0,02" 0,04’ 0,11° 0,02° 0,07" 0,03" +0,04 0,03° 0,06°" 0,06"
3 11,02+ 18,05+ 153t | 14,18+ 18,14+ 15,4+ 2,12+ 3,60+ 398’ | 2,92+ 4,79+ 4,47+
0,04" o,11" 0,04° 0,04° 0,07" 0,05° 0,04" 0,02" 0,01 0,04° 0,04" 0,05

**|_esval eur sobtenuespour| esdi ffér entstémoi nsvar i ententr €0,05nmol/get0. 1nmol /gdemati ér efr aichepour | esdi ffér enteshuil es; Les val eur s sont

des moyennes + écarts-types (n=3) ; Les moyennes dans une méme colonne avec des |ettres différentes sont significativement différentes
selon letest de LSD de Fisher (P < 0,05).
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Comme précédemment, avec la fuite relative d'électrolytes et les niveaux du MDA, la
production de H202 semble étre liée ala composition chimique des HEs étudi ées.

Plusi eurstravauxsci entifiquesontmisenexerguel erol ephytotoxiquedel ‘applicationdes HEs
sur les adventices de culture (Singh et al., 2006, 2009 ; Mutlu et al., 2011, Ben kaab et
al.,2019).Cesmol écul esgénerentunstressoxydatifi ndui tparuneproducti onincontrol éedes
espéeces réactives a l'oxygene, au niveau des photosystemes | et 1l et de la chaine de transport
d'éectrons dans les chloroplastes (Smirnoff & Arnaud, 2019).

Mutlu et al. (2011) ont montré gque I'accumulation de H202est fortement corrélée a celle
deMDAetalafuited'é ectrol ytes.Enfait,|'excesdeH 2Ozpeutréagiravecl esphospholipides  de la
bicouche membranaire, augmentant la peroxydation des lipides et |le stress oxydatif. Ce que

nous avons constaté dans nos expériences avec les HEs étudiées.

Smirnoff& Arnaud(2019)suggerentqu'unfaibleniveaudeH2Ozpeutétrepi égéparl es
multiples défenses antioxydantes des plantes ; cependant, sa production incontrélée peut
endommager les composants cellulaires. Ceci expliquerait probablement nos observations

concernant les taux de H202 dans | es semences cultivées.

V1.2.4. Effet des HEs sur I’accumulation de proline au niveau des feuilles des plantules
traitées

Chezlesplantes,| aprolinef onctionnecommeunmeédi ateurdel ‘g ustementosmotique,de
I'intégrité et de la protection de la membrane plasmique. Son accumulation pourrait étre liée a
I'augmentation de I'hydrolyse des protéines causée par le stress (Singh et al., 2020).

L 'aci deami néproté nogénequ'estl aprolingjouel eréled'osmol yte,depi égeurderadi caux, de
puits d'éectrons, de stabilisateur de macromolécules et de composant de la paroi cellulaire
(Lei et al., 2019). Elle est I'une des stratégies des plantes pour éviter, détoxifier et réparer les
dommagescausesparl esespecesréactivesdel ‘oxygene(\Weir etal .,2004; Y angetal .,2008).

Les différentes HESs testées ont induit une accumulation significative de proline dans les
feuilles de toutes les adventices. L'augmentation de la teneur en proline était dépendante de la
concentration.Al af ai bl edose, pourl esHEsdesdeux Pinaceae, |'augmentati onparrapportau
contréleétaitdel.56a4foi spourlesai guilles,del. 7985.77f oi spourl esbranchesetdel, 78
ab.33foi spourl escones.Quantaubl éduretauradis,|atendanceestbeaucoupplusmeilleure alafaible
dose appliquée et en revanche les taux ont été ramenés aux mémes niveaux que les adventices

alaplusforte dose et pour toutes les HEs appliquées (Tableau 27).
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Une analyse de variance a trois facteurs a été menée pour décomposer la contribution de
chaque variable et de leurs interactions dans la variation de la proline accumul ée dans les
feuilles des plantes étudiées. Cette andyse a révélé des différences statistiquement
significatives pour les deux plantes examinées, en tenant compte des interactions binaires et

globales entre les variables pour les deux espéces de Pinaceae :

1. Pour P. nigra, les différences sont hautement significatives : la partie de la plante ou
I'HE est extraite et la dose (F = 24.81 ; P = 0.000 ; DDL = 4), la partie de la plante et
I'adventice/semence (F = 31.25 ; P =0.000 ; DDL = 6), le type de plante (adventice/semence)
et ladose (F =377.75;P= 0.000; DDL =6)et I'interaction global e entreces troisfacteurs (F
=17.95;P=0.000;DDL=12).

PourA.numidica,l esdifférencessonthautementsi gnificativespour:| apartiedel apl ante ou
I’HE est extraite et la dose (F = 10.43; P = 0.000; DDL = 4) et le type de plante
(adventice/semence)etl adose(F=28.43;P=0.000; DDL=6).Enrevanche,pourlapartiede la plante
ou I’huile est extraite* I’adventice/semence (F = 2.87; P = 0.015; DDL = 6), les différences
sont statistiquement significatives, et aucune différence significative pour I'interaction globale
entre cestrois facteurs (F = 1.81; P =0.062; DDL= 12).
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T ableau27: Effetsdesdiff érentesHEsétudiéessurl'accumul ationdel aprol i nedansl esf eui | esdespl antestestées.

Adv/Grn | Sarvensis | P.canariensis | T.durum | R.sativum
A. Numidica
rgane 8 & g 8 g g 8 & g 8 g g
5 [&)] c 5 [&) c 5 [&)] c 5 (&) c
=) 3 3 > S 8 > 3 8 > S 3
(uL/m < & < & < & < &
1 Sg'égé' 102,50+ | 8500+ | 12353+ | 153,8+ | 1366+ | 138,97+ | 1626+ | 1545+ | 1523+ 182,47+ 163,13+
’ 0,627 05" 0,5° 017"° | 754™ | 507" | 0,02"N | 036" | 0,3V°F 0,25 0,12"N
5 150,83+ | 182,33+ | 173,43+ | 191,43+ | 202,17+ | 1982+ | 158,17+ | 191,17+ | 1862+ | 194,43+ 231,33+ 197,87+
04" | 0317 | 032" | 0217 | 067° | 355" | 0,25"" | 031" | 002" | 0255¢ | 031° 0,35
3 181,37+ | 220,27+ | 19547+ | 22457+ | 2658+ | 2473+ | 163,63+ | 233,33+ | 207,7+ | 22897+ | 260,57+ 232,43+
0,867¢- 0,23°¢ | 1,207¢" | 0,35° 552" 277°¢ | 031N | 047" 0,3 1,127 0,15 0,29P
P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
Organe B ) B ()
2 5 8 § 5 8 § 5 8 § 5 8
D & S S & S S 3 S S 3 S S
2 R O 2 o O 2 R O 2 o O
(ML/mL < o < o0 < @ < o
1 74,9+ 89,7+ 83,53+ | 103,77+ | 13533+ | 1169+ | 1234+ | 1583+ | 15327+ | 134,43+ | 165,33+ 155,73+
0,3" 0,56" 0,35° 0,15° 0,317 0,2% 0,36° 0,46" 0,25° 0,217 0,42 7,01°
5 136,43+ | 1675+ 1555+ | 155,47+ | 190,27+ | 168,97+ | 15537+ | 181,43+ | 164,8+ | 161,03+ 205,9+ 188,87+
0,25" 0,26"" 0,3'° 0,25"° | 0,95°" 0,31¢ 0,15"° 1,68’ 0,2 2,12V 6,11% 3,01
3 168,37+ | 194,57+ | 180,97+ | 187,03+ | 228,23+ | 208,9+ | 192,47+ | 230,07+ | 216,37+ | 194,23+ | 232,53+ 206,53+
1,65¢ 0,217 1,46’ 0,15 0,4° 0,2° 0,04°¢ | 044" 0,32° 0,21° 0,25" 0,25°F

**|_esval eur sobtenuespour| esdifférentstémoi nsvariententrel5.25 ug/get45u/gdemati ér eséchepour | esdifférenteshuil es; Lesval eur ssont des

moyennes * écarts-types (n=3) ; Les moyennes dans une méme colonne avec des lettres différentes sont significativement différentes selon le test
de LSD de Fisher (P<0,05).

231




Activitéher bicidedeshuilesessentielles

La proline est un soluté compatible et une molécule largement étudiée dans les plantes
soumises a un stress abiotique (\VVerslues and Sharma, 2010; Barupal et al., 2019). Il a éé
documenté que les huiles essentielles et leurs composants individuels, tels que le a-pinene,
augmentent les niveaux de proline, qui agit comme un récepteur d'éectrons et prévient les
dommagesauxmembranes(Amrietal.,2012;Sunohar aetal .,2015)Celaindiqueégalement  que,
dans notre étude, les adventices et les semences peuvent éviter plus efficacement les
dommages causés par les monoterpenes provenant des HES étudiées. En outre, ['augmentation
del ateneurenprolinepeutétreli éeal aréponsed ‘augmentati ondel aconcentrati onenespeces
réactives de l'oxygéne et peut également constituer une barriére physique contre les
monoterpénes (Amri et al., 2012).

V1.2.5. EffetdesHEssurlateneur enchlor ophylletotaledesplantulestraitées

L 'observati ondechl oroseetdenécrosedansl ef euillagedespl antul espost-traitementavec  les
différentes HEs témoigne d'une atération de l'intégrité membranaire des tissus de ces
végétaux. Cette détérioration est indicative d'une interférence des HES avec les voies du
meétabolisme photosynthétique.

L'analyse quantitative de la chlorophylle totale (Tableau 28) a révélé une diminution
significativedel acapacitéphotosynthéti quedespl antessui teal eurpul véri sationavecl esHEs
étudiées, avec une relation dose-dépendante. Cing jours apres |'application des HEs a faible
dose (dose minimale), on a constaté une réduction supérieure a 30 % de la teneur en
chlorophyllechezS.arvensi setchezl esdeuxautresespecesdepl antescul tivées.P.canariensis a
affiché une vulnérabilité marquée, subissant une réduction de 50 % de la chlorophylle totale
des la premiere dose, encomparaison avec les plantes non traitées. Lorsque les concentrations
des HEs étaient élevées, les HEs extraites des aiguilles des deux espéces de Pinaceae ont
consi dérabl ementinhibél asynthésedechl orophyll echezl espl antul esadventi ces,al orsquel es cones
et les branches présentaient une moindre efficacité sur la capacité photosynthétique des
plantes traitées. Le blé dur et le radis ont montré une résistance relative (tolérance partielle),
avecunebai ssegraduel | edel achl orophyll equinesintensifiai tpasdemani éreproportionnel le a

I'augmentation des doses des HES appliquées.

L'analyse de la variance multifactorielle (3 facteurs) a apporté des éléments clés sur la
contribution de chaque composant et de leurs interactions dans la variation de la synthése
chlorophyllienne.PourP.nigra,ellearévél édesdiff érenceshautementsi gnificativespourles
interactions binaires entre la partie de la plante ou I'huile est extraite et la dose (F = 15.6; P =
0.000;DDL=4),lapartiedel apl anteoul'huil eestextraiteet| etypedepl ante
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(adventice/semence)(F=171.00;P=0.000;DDL=6),ai nsiquel etypedepl anteetl adose(F
=308.21;P=0.000;DDL=6)ai nsiquel i nteractionglobal eentrecestroi sfacteurs(F=66.85;, P =
0.000 ; DDL= 12). Par contre, pour les HEs de A. numidica, 'ANOVA a révélé des
différenceshautementsi gnificativespourl esinteracti onsbinai resentrel apartiedel aplanteou I'huile
est extraite et ladose (F = 8.90; P=0.000 ; DDL = 4), letype de plante et ladose (F= 7.88 ; P=
0.000; DDL= 6) et une différence significative entre la partie de la plante ou I'huile
estextraiteet| etypedepl ante(adventice/semence) (F=3.06;P=0.010;DDL=6)et,aucune différence
significative entre lestrois facteurs (F = 1.61; P = 0.108; DDL= 12).
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Tableau28 :EffetdesHEssurlateneurenchlorophylletotale(ug/gdefeuilles)desplantesétudiées.

Adv/Grn | S.arvensis | P.canariensis | T.durum | R.sativum
A. numidica
rgane | 8 g g 8 8 g 8 g g 8 g g
> 3 S > 3 S > 3 8 > 3 8
(L/m < @ S < @ < i
1 807+ | 884+ | 842+ |468+| 668t | 634+ | 882 | 1080+ | 1013t | 802t | 965+ | o0 oy
0,02 002° | 0,03 | 0027 | 0,02™ | gggmo | 0,04° 0,042 0,03° 0,02 0,67° eV EL
5 6,23+ | 701+ | 664+ | 404+ | 553+ | 511+ | 6,60+ 8,64+ 8,07+ 645t | 825t | Lo ok
0,03™ | 055 | 002™ | 0,02° | 0,04° | 003 | 003™ | 002 002 | ggamo | 055" [O= Y
3 432+ | 623+ | 478+ |283%| 513+ | 502t | 552+ | 749+ | 628+ | 58+ | 797+ | oo 0ndm
004 | 003™ | 004° | 005 | 003 | 011° | 0,04™ | 004 | 005" | 007" 0,01 roe= Uy
P. nigra
Adv/Grn S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
Organe
J g8 8 g4 8§ g g 8§ 8 g 8§ g g
Do s | 8| § 5 3 3 5 g 3 5 g 3
(uL/ml) < m < m < m < m
1 6,16+ | 7,14+ | 663+ | 504+ | 660+ | 628+ | 812+ | 1043+ | 7,67+ | 7,78+ | 924+ 8.90 £0.04°
0,10° | 0,08° | 004 | 002°° | 0,02 0,03’ 0,02° 0,04" 0,03" 0,04" 0,04° R
5 409+ | 530+ | 428+ | 487+ | 528+ | 498+ | 622+ 859+ | 6,72+ | 540+ 8,91+ 6.80£0.03"
020" | 004" | 0,32%° | 0,15° | 0,03" | 0,15°7° | 0,02’ 0,08° 002" | 005" | 0,04° O
3 285+ | 313+ | 297+ | 414+ | 564+ | 511+ | 4347+ | 672+ 5,47+ 4,82 + 667t | 49040037
005”Y | 016” | 0,22Y | 002° | 004 | 0,03'° | 0,02 0,02 0,02 0,037 0,02 e ES

**|_esval eur sobtenuespour | esdi fférentstémoi nsvariententre10.85pg/gdefeuil | eset12.65ug/gdefeuil | espour | esdiffér enteshuil es; Les val eur s sont

des moyennes + écarts-types (n=3) ; Les moyennes dans une méme colonne avec des | ettres différentes sont significativement différentes selon
letest de LSD de Fisher (P <0,05).
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La variation observée souligne que I'application des HES réduit la teneur en chlorophylle
de maniéredose-dépendante, affectant ainsi lafonction photosynthétiquedes plantesétudiées.
La sensibilité a cette réduction montre une specificité interspécifique face aux effets
phytotoxiques des HEs utilisées notamment chez les adventices. Quant au blé dur et au radis
cultivé, il semble que ces deux espéces possédaient des mécanismes de résilience qui
atténuai entl'impactdesconcentrati onsél evéesdecessubstances.Depl us,nousavonsnotéun lien
fort entre la fuite relative d'éectrolytes, les niveaux de proline, de MDA, de H20:¢t la
réduction de la synthése chlorophyllienne chez les plantes traitées. Contrairement aux
précédents effets phytotoxiques mesurés, nous avons remarqué que les HES présentant une
fracti onél evéeensesquiterpénesprovoquai entpl usderéducti ondesynthesechl orophyllienne,
suggérantquel escomposantsspécifiquesdesHES ouentunrdl edéterminantdansl eurcapacité a

interférer avec la photosynthése des plantes.

Dans ce contexte, plusieurs études ont montré le potentiel herbicide des HEs et leurs
composes purs dans l'inhibition de la photosynthese suite a I'inhibition de la synthése des
pigments chlorophylliens. En effet, Kaur et ses collegues (2010) ont montré que |'application
desHEsd'Artemisiascopariacontrecingmauvai sesherbesi ndui saitunepertedechlorophylle et de
respiration cellulaire. L'huile essentielle d'Eucalyptus citronné a montré un effet
allé opathiquenégatifquiinterf éreavecl agerminationdesgrai nesetl acroi ssancedespl antul es
denombreusesadventi cesdecultureetarévél éuneforteréductiondel ateneurenchlorophylle et de
I'activité respiratoire d'un large spectre de plantes adventices (Vishwakarma & Mittal,
2014;0o0tanietal .,2017;Benchaaetal .,2018).Deméme,Amrietal .(2023)ontdémontré
quel eshuil esdetroi sespécesd'Eucal yptusontfortementréduitl asynthésedel achl orophylle
chezS.arvensis,P.canariensi set T.durumcomparati vementaugl yphosate.Bienque,dansla
présente étude, la diminution de la teneur en chlorophylle n'ait pas été déterminée si elle était
due & l'inhibition de la synthése de la chlorophylle ou a la dégradation de la chlorophylle
existante. Selon des travaux antérieurs, elle peut étre causée par I'action des monoterpénes qui
interferent avec la machinerie photosynthétique des plantes et empéchent la synthese de la
chlorophylle ou stimulent sa dégradation (Dankov et al., 2009),ou spécifiqguement par la
captured'él ectronsaucoursdel aphotosyntheseet] af ormati onderadi cauxlibresresponsables de la
peroxydation des lipides (L iu & L u, 2016).
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V1.2.6. EffetdesH Essurlateneur eneaudesplantulestraitées

En plus de la chlorose et de I'étiolement des feuilles, nous avons observé un flétrissement
variable chez les plantules traitées avec les différentes HES. Ce dernier n'est que le résultat de
I'interruption de l'intégrité des membranes cellulaires accentuée par la fuite relative
d'éectrolytes.Deméme,ilnousi nformesurl'étatetl epotenti el hydriquedecesplantules. Afin
d'éucider les mécanismes sous-jacents a la déshydratation observée, |a teneur relative en eau
desplantul esaétéquanti fiéecingjoursapres 'applicationdesHEsadi fférentesconcentrations. Les
données obtenues, présentées dans le Tableau 29, fournissent un apercu quantitatif de

I'impact hydrique des HEs sur les plantul es étudiées.

Le statut hydrique des plantules traitées varie de maniere dose-dépendante. Une perte en
eaurel ativementfai bl eaéténotéepourl af ai bl edoseetavectoutes eshuil esétudiées.Plusla
concentrati onenhuil eestél evée, plusl aperteeneauestgrande. Al aplusfortedose, |ateneur en eau des
plantules traitées a diminué de 25 % a 40 % par rapport aux plantules non traitées. Par
ailleurs, une chute plus marquée avec toutes les huiles et, particuliérement celles des branches
des deux Pinaceae, a été observée chez les monocotylédones comparativement aux
dicotyl édones.Cettedi stincti onentrel escl assesdepl antul essuggereune nteracti onspeécifique entre
la composition des HEs et les mécanismes de réponse au stress hydrique des
monocotyl édones et dicotylédones.

La variationenregistréea été statistiqguement analysée pourmieux comprendrel'influence
de chague éément expé&imental dans la fluctuation des teneurs en eau chez les plantules
étudiées. Les résultats de cette derniere, pour les HES de P. nigra, ont révélé des différences
hautement significatives pour les interactions binaires entre la partie de la plante ou I'huile est
extraiteetladose(F=63.86;P=0.000; DD L =4),|apartiedel apl anteoul 'huil eestextraite
etl etypedepl ante(adventi ce/semence) (F=27.05;P=0.000; DDL =6)etl etypedeplanteet la dose (F
=1.09 ; P=0.376 ; DDL = 6) ains que l'interaction globale entre ces trois facteurs (F =
160.86; P = 0.000 ; DDL= 12). La méme signification statistique a été révélée pour les
HEsd'A.numidica.Pourl esi nteractionsbi nairesentrel aparti edel apl anteoul 'huil eestextraite
etladose(F=22.7;P=0.000;DDL=4),|apartiedel apl anteoul'huil eestextraiteetletype  de plante
(adventice/semence) (F=9.54 ; P=0.000 ; DDL = 6), ains que le type de plante et la dose (F
=19.70 ; P=0.000 ; DDL = 6) et I'interaction globale entre ces trois facteurs (F = 3.33; P =
0.001 ; DDL=12).
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Adv/Gr | S.arvensis P.canariensis \ T.durum R.sativum
A. numidica
(gane | 8 8 g 8 b g 8 g g 8 g g
S & S > g 8 > & 8 > & S
(uL/ < @ = @ < @ < &
88,38+ AB
1 00,2+ | 87,01t 0.067C0E 92,2+ 88,35+ 90,8"%+ | 90,37+ 88,50+ 90,28+ 9+ 90,17+ 90,43+0,03
02/5¢ | 099 | 7 198" | 017°CPE 040 | 015" | 013" | 010"°° | 000 | 014" ABC
86,62
5 + 82,32+ 84,75+ 86,9+ 78,58+ 82,17+ 86,43+ 82,55+ 84,17+ | 90,17+ 86,50+ 88,51+
0,13°° | 0,131k 0,35FG 0,13°°F 0,18"" 0,14Hk | 0,13°%" | 027" 0,24°"" | 0,10"¢ | 0,05 0,10°°P
E
78,55 Q
3 w005 | 1237% 74,92+ 80,9+ 65,13% 7855+ | 80,50+ 76,80+ 80,23+ | 86,58+ 78,65+ 82,67+
v 0,10" 0,29° 0,46/t 0,79 013" | 013" | 040" 0,03 | 016" | 0,15"" 0,10™"
P. nigra
Adv/Gr S. arvensis P.canariensis T.durum R.sativum
rgane ) () ) )
$ S 8 8 S 8 8 S 8 8 S 8
= o = o = o = ¢
D B> g S =} g S =} g S =} g S
(pL/mi < m < o Z 5 z =
1 88,45+ 86,58+ | 86,9+ | 90,4+ 88,47+ 90,1+ 90,4+ 88,4+ 90+ 90,75+ 90,42+ 90,52+
0,2° 091° | 045° 02" 0,28° 0,13" 0,15" 0,13° 1,10 0,00" 0,29" 0,12"
5 82,53+ 80,89+ | 82,1+ | 80,7+ | 73,57+ 78,6+ 88,65+ 80,3+ 88,25+ | 88,63t 86,43+ 88,05+
0,08° 098 | 0,13° 0,41F 0,10 0,09 0,00° 1,90° 0,25° 0,13° 0,16° 1,21°
3 74.42+ 724+ | 7262 | 785+ 72,57+ 74,53+ 82,32+ 76,30+ 76,55+ | 80,37+ 74,38+ 78,57+
0,23" 0,13 +0,06 0,13 1,38’ 0,08" 0,13° 0,13° 0,10° 0,10 0,13" 0,08

**|_es valeurs obtenues pour les différents témoins varient entre 90 % et 92.25 % pour les différentes huiles ; Les valeurs sont des moyennes £

écarts-types(n= 3); Lesmoyennesdansunemémecol onneavecdes ettr esdifférentessontsi gnifi cati vementdi fférentessel onl etestdel SDde Fisher (P <

0,05).
237




Activitéher bicidedeshuilesessentielles

Bien que les effets phytotoxiques du traitement des plantes avec les HEs induit un stress
oxydatif ciblant plusieurs compartiments cellulaires. La propagation du stress engendre
plusieurs interruptions dans le fonctionnement de la cellule et 'altération de I'état hydrique de
la plante est un phénoméne couramment observeé chez les plantes adultes traitées avec des
terpénoides (Schulz et al., 2007).

Bainard et al. (2006) ont souligné que la quantité de cires épicuticulaires des feuilles
déterminel asensi bilitédessemi sdepl antescul tivéesetdesespécesadventi ces.L 'effetdél étere
desmonoterpenes(camphreetmenthol ) surlacirecuticul aireet!'inhibitiondel af ermeturedes
stomates ont été observes apres traitement des plantes par les HEs (Schulz et al., 2007). Ces
deux effets agissent en synergie sur la transpiration de la plante, entrainant la rupture des
cellules de garde et ladessiccation (Kreigs et al., 2010).

Il a été également rapporté, dans une autre étude, que l'altération de I'éat hydrique des
pl antesaétéobservéeapresl ‘arrosagedesraci nesavecducitral ,unmé angededeuxisomeres
monoterpéniques,lenéral etlegéranial (Granaetal .,2016).Dansuneétudesimilaireavecle
sesquiterpene trans-caryophyllene, les auteurs suggérent que cette atération pourrait étre
responsable d'une altération oxydative généralisée et d'une forte accumulation de proline en
raison de sa fonction osmo-régulatrice (Araniti et al., 2017).

En conclusion, |a phytotoxicité des HES des Pinaceae étudiées sur les especes adventices
etl esautressemencesvivri eresaaffectéal af oi slagermi nati ondesgrai nesmai saussi | estade post-
germination. L'efficacité de ces huiles dépend de la plante testée et de la dose appliquée. Cette
efficacité est modulée par la composition chimique des HEs étudiées, en particulier la
présence et l'interaction des fractions terpéniques. Les HEs riches en monoterpenes se sont
révélées particulierement phytotoxiques, avec une action sélective notable entre les

monocotyl édones et les dicotyl édones.

Les observations post-germinatives ont révélé que la pulvérisation des HEs induit des
symptomes de stress oxydatif, tels que la chlorose, I'étiolement foliaire et le flétrissement,
traduisant une altération de l'intégrité des membranes cellulaires, comme en témoigne
I'augmentati ondel af uited'é ectrol ytesetl aperoxydationli pi di que. Depl us,uneaccumul ation
d'especes réactives de I'oxygene, en particulier le H202, a é&é constatée, accompagnée d'une
réduction de la biosynthése de la chlorophylle, d'une surproduction de proline et d'une perte
hydriqgue significative. Ces perturbations biochimiques et physiologiques conduisent
inévitablemental amortdespl antul es.Cesconstatati onsconfirmentl epotentiel desHEs
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commebi oherbi ci desetsoulignentl'importanced'uneéval uationdétail | éedel eursél ectivitéet de leur
impact environnemental avant toute application agronomique.
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Cette éude a pour objectif d'explorer le potentiel chimio-biologique de deux especes
forestiéres appartenant a la famille des Pinaceae, en examinant la variation des biomolécules
actives présentes dans les huiles essentielles (HEs) extraites de divers organes végétaux.
L'intérét pour ces espéces a été motivé par le mangue de données scientifiques concernant la
variation de la composition chimique des HES extraites de différentes parties et de leurs
propriétés biologiques. L'analyse a porté sur l'identification et la quantification des composés
volatils, ainsi que sur I'évaluation de leurs activités biologiques potentielles, afin de mettre en
évidencel 'i ntérétéconomi queetthérapeuti quedecesressourcesnaturel lessous-exploitées.De  ce
fait, Pinus nigra Arn. Ssp. mauretanica(Mair. & Pey.) et Abies numidica De Lannoy ex

Carriére ont été collectées et étudiées.

Les huiles essentielles issues de divers organes des plantes étudiées, ont été obtenues par
hydrodistillation a I’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger. Les rendements ainsi que
les caractéristiques physicochimiques des HES extraites ont éé évalués. La composition
chimique de ces huiles a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse (GC-MS). En complément a I'extraction conventionnelle et aux
analyses GC-MS, les composés volatils contenus dans les aiguilles et les branches de P. nigra
ont été étudiés par une méthode innovante, la SPME (Solid Phase Microextraction) couplée a
la GC-MS. Aussi, la composition chimique des HEs des cones de P. nigra et des différentes
parties (Aiguilles, branches et cones) d’A. numidica a éé anaysee par chromatographie en
phase gazeuse équipée d'un détecteur a ionisation de flamme (FID) et muni de deux colonnes
capillairesengel desilicefondu: BP-1(pol ydiméthylsiloxane)etBP-20(pol yéthyleneglycol).  De

plus, les analyses ont été affinées par le recoursalaRMN °C.

Danscettepartie,ilressortquel esplantesétudi éesontdef ai bl esrendementsenHES.Des
rendementsal lantde0,21%(cones)a0,47%(ai guilles)pourP.nigraetde0.36%(aiguilles)
80.45%(branches)pourA.numidica.L espropriétésphysi co-chimi quesdesH Esextraitesont
étééval uéesal 'ai dededescri pteursnormali séstel squel adensitérel ative, l'indicederéfraction,
I'indice d'acidité et I'indice de peroxyde. Ces mesures sont cruciales pour évaluer la qualité et
la sécurité lors du transport et du stockage des huiles essentielles, garantissant ainsi I'intégrité
des transactions commerciales et la protection des consommateurs. Les valeurs enregistrées
sont conformes aux normes de commercialisation des HES, présentant des variations selon la
partie de la plante utilisée. La densité relative varie entre 0,767 et 0,866 pour P. nigra et entre
0,837€et0,857pourA.numidica.L esindi cesderéfracti on,trésrapprochés,oscillententrel, 653
(aiguillesP.nigra)et1,665(branchesA.numidica).L 'indiced'acideprésentedesval eurs
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élevées pour tous les organes (de 2,3 a 17,7), suggérant la présence d'acides libres ou une
hydrol ysedesesters.Concernantl'indi cedeperoxyde,| esconesdesdeuxespécessedistinguent  par
des vaeurs éevées, atteignant environ 7,76 pour P. nigra et 8,71 pour A. numidica,

comparativement aux autres parties des deux especes.

L esrésultatsdel ‘anal ysedel acompositionchimiquei ndiquentdesdifférencesqualitatives et
quantitatives entre les HEs extraites : Un chémotype riche en sesquiterpénes hydrocarbonés
(67,1 %) et, dans une moindre mesure, de leurs dérivés oxygénés (5,5 %) avec une
prédominance de B-caryophylléne (26,2 %), le germacréne D (17,2 %), le phyllocladéne
(7,1%),led-cadinéne(6,9%)etl ‘a-humul ene(4,1%) pourl esH Esobtenuesdesai guillesde
P.nigra.Enoutre,| esbranchesprésententunchémotypeprochedecel uiidentifiépourP.nigra
del aprovincedeM assaenltalie,richeencomposeshydrocarbonés,réparti senmono-(63,3%),
sesqui-(6.1%)etdi-(16.5%)terpenes.Enrevanche,| escomposésoxygénésontéténettement
supérieurs a ceux des aiguilles et varient de 1.2 % (sesquiterpenes) a 7.2 % (monoterpenes).
L'a-pinene (55,7 %), le phyllocladene (12,4 %), le cembréne (2,3 %) et le B-pinene (2,3 %)
étal entl escomposésmaj oritai respourcetorgane. Encequi concernel escones,'anal ysedela
composition chimique a révélé qu’un chémotype dominé par l'a-pinene (58.1 %), le (E)-B-
caryophyllene (4.2 %), le caryophyllene oxyde (3.3 %) et |'abiatatriene (2.3 %) constituait les
composes magjoritaires de cette partie de P. nigra. Contrairement a I'HD, la SPME a révélé
beaucoup plus de composes volatils (hydrocarbonés mono et sesquiterpenes), un faible
pourcentage de composés oxygéenes (< 0,5 %), I'absence de composés volatils de poids
moléculaire élevé (diterpenes) et une nouvelle classe de métabolites (acides gras) dépassant
40%.

PourA.numidica,lesanal ysesontrévél édesdifférencesqual itativesetquantitativesdans les
profils chimiques des HEs des trois organes étudiés. Les monoterpénes hydrocarbonés
prédominent les trois parties de la plante, en particulier I'a-pinene (25.3 % pour les cones,
59.7%pourlesbrancheset17.6%opourlesaiguilles),sonisomerele  B-pinene(5.6%pourles  cones,
12.9 % pour les branches et 6.8 % pour les aiguilles) et le [imonene (40.7 % pour les cones,

10 % pour les branches et 2.1 % pour les aiguilles).

Dans la seconde partie de cette étude, une évaluation des activités biologiques des huiles
essentielles obtenues a été réalisée. Les activités antioxydantes des HES des deux espéces ont
été évaluées. Cing méthodes, complémentaires, a savoir le pouvoir réducteur au ferricyanure

depotassium,l’activitéantiradicalaireauDPPH,I’activitéscavengeral’égarddel’ ABTS, le
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test au phosphomolybdate et le test de blanchiment du B-carotene/acide linoléique. Les
différents tests utilisés ont permis de mettre en évidence le pouvoir antioxydant des huiles
étudiées et les résultats enregistrés montrent une variation en fonction du chémotype et de la
spéficité du test utilise. Les HEs des deux especes ont la capacité de neutraliser le radical
DPPH* etcettepropri étéprésentedesvari ationsnotabl es(P<0,05)enfonctiondel ‘organeet de
I'espéce considérés. A. numidica présente les HEs ayant la meilleure activité scavenger du
radical DPPH®, en particulier celles des cones, comparativement a celles de P. nigra, pour
I’ensemble des organes végetales. L’effet scavenger a I’égard de I’ABTS est observé a des
concentrationsplusélevées.La meilleureactivitéestenregistréeavecl eshuilesd’ A.numidica
(lescones; | Cs02.15+0.27mg/mL ;| esfeuill esavecl Cs50=33.560.46mg/mL).Cesvaleurs

restenttoujoursinférieuresacellesobtenuespourl’ a-tocopherol etacertainesautresmolécules de

référence, utilisées comme un témoin positif.

Les résultats du pouvoir réducteur enregistrés, pour toutes les HEs testées, semblent étre
meilleurs que ceux de la décoloration des cations radicaux dérivés de I’ABTS et de la
décoloration des radicaux DPPH. Le test du phosphomolybdene a montré le meilleur pouvoir
antioxydantetapparaitleplusadaptépourl’évaluationantioxydantedesmoléculeslipophiles,
comparéauxsystemesDPPH,ABTS,3-caroteneetpouvoi rréducteur.Uneacti vitéprotectrice

modérée envers le B-caroténe a été enregistrée pour les différentes huiles testées.

Parallélement a ce potentie antioxydant, les HEs étudiées ont été testées pour leur
efficacité anticholinestérasique. Les tests de I’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase

(AChE) et du butyrylcholinesterase (BChE) in vitro ont montré que toutes les huiles testées

ont fortement inhibé I’enzyme AChE, avec des taux d’inhibition supérieurs & 50 % a 45
ug/mL, signalons la plus forte inhibition des aiguilles de P. nigra, comparable a celle de la
molécule de référence (tacrine). En ce qui concerne l'inhibition de la BChE, les HEs étaient
moi nsefficacesquepourl'AChEetl atacrine,mémedal aconcentrati onl apl usél evéetestéede 45
pg/mL.

Enfin,destestsdebiocontrolsurcertainsorganismesnuisiblesalasantédel’nommeetde son
environnement ont été effectués dans des conditions de laboratoires sur des souches
bactériennes responsables de la pourriture des pommes de terre, sur des souches fongiques
(Alternaria sp., Fusarium sp et Botrytis cinerea) isolées du blé et de la tomate, sur un insecte
ravageur (Callosobruchus maculatus) des denrées stockées et sur deux adventices de culture

(SnapisarvensisetPhallariscanariensis).Pourl esactivitésantibactériennes,| eshuil estestées
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montrentuneefficacitéconcentration-dépendanteainsiqu’unevariationenfonctiondel’organe
végétal et de la souche testée. Les HEs issues des branches de P. nigra présentent I’activité la
plusprononcée,d apl usforteconcentrati onutili sée,notammentsur Di ckeyadadantiiavecune
aureole d’inhibition de I’ordre de 13.77 mm. En contraste, les huiles des cones d’A. numidica,
a la plus forte concentration utilisée, semblent les plus actives sur les souches testées,
enregistrantdeszonesd’inhibitiondontlesdiametresvariententre11.46mm(Dickeyasolani) et
13.19 mm (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum). Signalons auss la
singularisation des huiles des branches en termes d’activité avec une zone d’inhibition de 15,

99 mm, alaplus forte concentration utilisée, sur laméme souche.

Concernant les champignons phytopathogenes testées, les résultats expérimentaux
montrent une activité antifongique significative (P < 0,05) des HEs extraites de deux especes
dePinaceae. L 'efficacitéantifongi quevarieenfonctiondel ‘espéecef ongi queci bl eetdel ‘'organe
végeétal source des HEs. Les HEs d'A. numidica exhibent une capacité dinhibition supérieure
face a celles de P. nigra, avec une action inhibitrice particulierement notable des HES issues
desai guillesetdesconescontreBotr yti sciner eaetMucor sp.,tandi squel esH Esdesbranches sont

plus actives contre Alternaria sp.

Pour ce qui est de I’activité insecticide, la toxicité des HES a été évaluée par trois tests
différents a savoir la toxicité par effet contact sur substrat alimentaire (grains de niébé), la
toxicitéparinhal ation(fumigation)etlarépul sion. L esrésul tatsdesdi fférentstestsrével entque
|esHEstestéesontmontréuneactivitéinsecticidevariableenfonctiondel 'espece,del'organe  étudié
et de ladose d'huile appliquée sur les adultes de C. maculatus. De maniére générale, I’analyse
des marqueurs de toxicité de contact (DLsoet TLso) montrent la forte toxicité adulticide des
HEs d’A. numidica comparativement a celles de P. nigra ou seuls les aiguilles ont provoquée
des mortalités trés élevées. Contrairement a l'effet contact, une toxicité modérée
aétéenregistréepourl'ensembl edeshuil estestées, cequi estprobabl ementdlauf ai bl etemps de
rémanence de ces essences riches en composés volatiles. Egalement, ces huiles sont

modérément répulsives selon |'échelle de McDonald et ses collaborateurs.

L’etude arévelé que lesHEs issuesde deux espéces de Pinaceae possédent des propriétés
phytotoxiques manifestes, inhibant la germination et |a croissance des adventices testées, tant
austadedepré-germinationqu’austadedeplantule.LesHEsrichesenmonoterpénesoxygénés  ont
démontré une phytotoxicité supérieure, avec une sensibilité accrue observée chez les
dicotylédonespar  rapport aux  monocotylédones.L’activité  herbicide des HEs
estprincipalementdueal’inductiond’unstressoxydatif,quicomprometl’intégritedesmembranes

cellulairesparlastimulationdesespecesréactivesdel’ oxygeneetlaperoxydationlipidiquedes
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acides gras polyinsaturés des phospholipides membranaires. De plus, une réponse adaptative
au stress a été identifiée chez les adventices, caractérisée par une modulation des niveaux de

proline en réaction a I’exposition aux HEs.

L esdifférentstravauxréali sesaucoursdecettethése,ontpermisdemettreenévidenceles profils
chimiques et les propriétés bioactives des huiles essentielles étudiées a I’égard de modéles
biologiques expérimentaux. Ces huiles ont démontré des propriétés antioxydantes, anti-
enzymatiques, insecticides, antimicrobiennes et herbicides, soulignant leur potentiel en tant
gu'agents de biocontrle polyvalents et écocompatibles. De fagon générale, ces travaux
partici pentégal ementaunemei || eureconnai ssancedescomposéaschi mi quescontenusdansl es
huiles essentielles et de la biovalorisation de |a flore aromatique algérienne, premier pas vers

une meilleure préservation de la biodiversité végétale.

Afindepoursuivrecetteétude,dansunpremi ertemps,unecaractérisationdumoded'action  des
composés a activité anti-enzymatiques, antifongiques et insecticides devra étre envisagée.
Dans un secondtemps, il faut éendre I'éude dupotentiel biologique desmolécules bioactives
contenues dans ces huiles a d'autres modéles expérimentaux d'intérét agro-écologique, in situ

et in vitro.

Parallélement a la recherche de composés volatils a activité biologique, un autre axe de
recherche devra se développer sur la variation des composés non volatils de ces deux plantes.
Cela nous permettra peut-étre d’isoler des métabolites secondaires doues de propriétés

biologiques.

Dans le cadre de la protection et de la conservation des ressources phytogénétiques, il est
intéressantaussi,d’envisageruneétudechimiotaxoniquepourcesdeuxespecesenrapportavec  les
facteurs pédoclimatiques afin de réussir leur introduction et leur multiplication dans des

écotopes offrant |es mémes conditions de vie que ceux des habitats naturelles de ces espéces.

En fin, il serait intéressant d’envisager une etude des effets du changement climatique
sur la production et I’accumulation des métabolites secondaires en particulier les HEs de ces

deux essences forestieres.
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Annexel : ActivitésinsecticidesdeshuilesessentiellesdeP.nigraetd’A.numidica

Annexes

1. Testdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaire(AiguillesP.nigra)

Dose D, D, Ds D, Mortalité | Mortalité | Mortalité
Ri | Ry | Rs | Ry Ri | Ry | Rs | Ry R; | R, | R3 | R4 R; | Ry | Rs R4 (pour cumulée cumulée
toutes les (pour (%)
dosesd/ 4j) | toutesles | (pourtoutes
Temps doses) les doses)
24h 2 /1 |1 |2 312 |2 |3 3 |3 |2 |3 4 |3 |4 |4 42 42 13.12
48 h 2 2 2 3 3 |4 |3 |4 5 |4 5 14 4 |4 6 6 61 103 32.18
72h 2 3 2 2 4 14 |5 |4 514 |4 |3 6 |6 |4 3 61 164 51.25
96 h 3 3 4 |5 4 |5 |3 5 5 |4 5 14 6 |6 6 5 73 237 74.06
Total 39 49 63 77
(M/d/4))
M (%) 48.75 61.25 78.75 96.25
Mc(%) 48.10 60.76 78.48 96.2




2. Testdetoxicitéparfumigation(inhalation)(Aiguilles P.nigra)

Annexes

Dose D, D, Ds D, Mortalité Mortalité | Mortalité
Ri|R, | R:3 | Ry | Ri |R,b |R3 | R4 |Ri |R: |R; |Rs |R1 |Ry | R; | Ra (pour cumulée cumulée
toutesles | (pourtoutes (%)
dosed 4)) les doses) (pourtoutes
Temps les doses)
24h 1 {1 |1 (0 (2 |1 |1 (2 |2 |3 |2 |1 |1 |1 |1 |2 22 22 6.87
48h 2 |12 (2 /2 /1 1|1 |1 (1 |1 |2 |0 (1 |2 |1 |2 |1 22 44 13.75
72h 2 |12 (3 3 |1 1|2 |3 (1 |1 |3 |2 |1 |2 |2 |2 |2 32 76 23.75
96h 3 /2 (/2 |1 {3 |3 |4 |3 |3 |2 |3 |2 |3 |3 |3 |3 43 119 37.18
Total 29 30 29 31
(M/d/4j)
M (%) 36.25 375 36.25 38.75
Mc(%) 35.44 36.71 35.44 37.97

Total(M/d/4j):Nombred’individusmortaladoseutiliséependant4jours(96heures);

M (% ): Pourcentagedemortalité

M ¢(% ): Pourcentagedemortalitécorrigée




3. TestdeRépulsion (AiguillesP.nigra)

Annexes

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmMp(%) RRM (%)

R, 4 6 20
R, 3 7 40

D, R = : 0 15+ 251
R4 5 5 00
R, 2 6 50
R, 3 6 33,334

D, Rs 1 5 66,667 42.5%1.7
= 4 6 20
R, 3 7 40
R 3 ! 40 45+ 1.73

Ds Rs 2 8 60 42+ 172
R4 3 7 40 -
R, 0 10 100
R, 4 6 20

D, R 1 - = 67.5+ 0.95
= 1 7 75

PR (% ):Pourcentagederépulsion;

RRmMD(% ):Pourcentagederépul sion moyendel adoseappliquée;

RRM (% ):Pourcentagederépul sionmoyenpourtoutesl esdoses utilisees.




4. Testdetoxicité parcontact(BranchesP. nigra)

Annexes

Dose D, D, Ds Dy Mortalité | Mortalité | Mortalité
R, R, R3 R4 R; R, Rj R4 R, R, Rj R R; R, Rj R4 (pOUI’ cumulée cumulée
Tem 4 toutesles | (pourtoutes (%)
dosed 4j) | lesdoses) (pourtoutes
les doses)
24h 2 2 2 1 1 1 2 2 2 1 1 110 1 2 2 23 23 7.18
48h 2 1 2 1 3 3 3 3 3 2 3 3 |1 2 2 2 36 59 18.44
72h 3 2 2 2 4 4 4 3 2 3 2 2 |3 3 2 4 45 104 325
96h 4 3 3 4 2 2 2 2 3 4 4 4 |4 6 3 5 55 159 49.68
Total 36 43 40 42
(M/d/4))
M (%) 45 53.75 50 525
Mc (%) 44.03 53.16 49.36 51.89
5. Testdetoxicitéparinhalation(BranchesP. nigra)
Dose D, D, Ds D, Mortalité | Mortalité | Mortalité
R; | Ry Rj R4 R, R, Rj R4 R, R, R3 R4 R; R, R3 R4 (pOUr cumulée cumulée
Tem toutesles | (pourtoutes (%)
doses/ 4j) | lesdoses) (pourtoutes
les doses)
24h 1 |1 2 0 0 0 1 0 1 0 0 1 2 1 2 2 14 14 4.37
48h 1 1 2 2 0 0 2 1 2 1 2 2 1 0 1 1 19 33 10.31
72h 2 |3 2 2 1 2 0 1 0 1 1 1 2 1 2 2 23 56 175
96h 2 |2 3 2 1 2 1 2 3 2 2 3 2 3 2 3 35 91 28.44
Total 26 14 22 27
(M/d/4)
M (%) 325 175 275 33.75
Mc (%) 31.64 16.45 26.58 3291




6. TestdeRépulsion(BranchesP. nigra)

Annexes

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmMp(%) RRM (%)

R1 4 6 20
R, 4 6 40

D, Rs 3 Z 0 275+15
R4 2 7 55,556
R 2 8 60
R> 4 6 20

D, R 3 Z 0 40+ 0.81
R4 3 7 40
R 0 10 100 49.37+ 0.095
R, 2 8 60

Ds Rs 3 5 20 60+ 05
R4 3 7 40
R 1 9 80
R> 1 9 80

D, R 1 5 0 70+ 0.81
R4 3 7 40
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7. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireA dultesde Callosobruchusmacul atus(CoénesP.nigra).

Dose D, D, D; D, Mortalité | Mortalité Mortalité
R, R, R; | Ra R; R, R3 R4 R; R, | R; R4 Ri| Ry | R3| Ry (pOUI’ cumulée cumulée
T toutes les (pour (%)
dosed/ 4j) | toutedes (pourtouteses
doses) doses)
24h 1 1 110 2 1 2 1 2 13|22 |2|2)|3]|3 28 28 8.75
48h 1 1 1 2 2 2 1 2 3 2 2 2 3 3 4 4 33 61 19.06
72h 2 2 2 2 3 2 2 3 3 2 3 3 4 3 3 4 43 104 325
96h 3| 3 3| 4 3 3 2 3 4 | 3| 4| 4|3 4]4)|5 55 159 49.68
Total 29 A 44 59
(M/d/4))
M (%) 36.25 425 55 73.75
Mc (%) 35.44 4177 54.43 73.42
8. Testdetoxicitéparinhalation(ConesP.nigra).
Dose D, D, Ds D, Mortalité | Mortalité Mortalité
R:. R, Rs: | Ra R, R, Rs R4 R; | Ry| Rs Ri | Ri| Ry | Rs| Ry (pOUI’ cumulée cumulée
T toutes les (pour (%)
doses/4j) | toutedes (pourtouteses
doses) doses)
24h 1 1 1 0 2 1 1 2 2 3 2 1 1 2 1 2 23 23 7.18
48h 2 2 2 2 1 2 2 1 1 2 0 1 2 1 2 3 26 49 15.31
72h 2 3] 3|3 1 2 2 1 113} 2|12 2] 2|2 32 81 25.31
96h 3 2 | 2 |1 3 3 4 3 3 |/2| 2] 23| 3] 3| 3 42 113 35.31
Total 30 31 28 34
(M/d/4))
M (%) 375 38.75 35 425
Mc (%) 36.71 37.97 34.17 41.77




9. Répulsion(ConesP.nigra).

Annexes

Doses/Répétitions

Huileessentidle

Acétone

PR (%)

RRmMp(%)

RRM (%)

4

20

40+ 1.15

O|IN|N0|0|0|O| O

55+ 0.95

=
o

Ds R>

65+ 1.25

RPIRPINWININWOIRIWWNININ&

O©|O©|0|N|[00|00|

B335/ 3/8/55 35538338

65+ 0.95

56.25+ 0.15
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10. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireA dultesdeCall osobruchusmacul atus(Aiguilles A.numidica).

Dose D, D, D; D, Mortalité | Mortalité | Mortalitécumulée
Ri | R R: | Ry | Ri | Ry R;y R | Ri | R Re | Ry | Ri | Ry | Rs| Ry (pOUI’ cumulée (%)
Tem toutesles (pour (pourtoutes esdoses)
doses/4)) toutesles
doses)
24h i/1}0}|1|1|1|2|2|2|3|2|2|2|2]|3]| 3 28 28 8.75
48h 2 2 2 2 2 3 3 3 2 2 2 2| 2 3 3 3 38 66 20.62
72h 2 3 2 2 3 3 3 4 3 4 3 4 | 3 3 3 2 47 113 35.31
96h 3 3 4 3 4 4 3 4 4 4 4 4 | 3 3| 4 5 59 172 53.75
Total 33 45 47 47
(M/d/4))
M (%) 41.25% 56.25% 58.75 58.75
MC (%) 40.50 55.69 58.23 58.23
11. Testdetoxicitéparinhalation(Aiguilles A.numidica).
Dose D, D, D; D, Mortalité | Mortalité | Mortalitécumulée
RiI TR T RIRITRIRIR|R|IR R R|R|R|R| R | R (pOUI’ cumulée (%)
Temps toutes les (pour (pourtoutes esdoses)
dosed/ 4j) | toutesles
doses)
24h i1/1}1}0|2 (11|22 |3|2|1|1|2]|]2]|2 24 24 75
48h 221|221 }1,111|2|1]1|2|2|2]3 26 50 15.62
72h 2| 3 2 3 1 2 2 1 1 2 2 1 2 2 2 2 30 80 25
96h 3/2|2|2|3|3|4|3|3|2|3|2|3|3| 3|3 44 124 38.75
Total
(M/d/4)) 30 29 29 36
M (%) 375 36.25 36.25 45
MC (%) 36.71 35.44 35.44 43.04




12. Répulsion(AiguillesA.numidica).

Annexes

Doses/Répétitions Huileessentidle Acétone PR (%) RRmMp(%) RRM (%)

R1 0 10 100
R, 5 5 0

D, Rs 5 5 0 45+ 2.63
R4 1 9 80
R1 4 6 20
R, 3 7 0 50+ 1.73

D, R3 0 10 100
R4 3 7 40
R1 3 7 40
R, > 3 60 55+ 1.3

D, Rs 4 6 20 51.25+ 1.78
R4 1 9 80
R1 2 8 60
R, 5 5 0 55+ 2.06

D4 R3 2 8 60
R4 0 10 100




13. TestdetoxicitéparcontactsursubstratalimentaireA dultesdeCall osobruchusmacul atus (BranchesA.numidica).

Annexes

Dose D, D Ds D, Mortalité | Mortalité Mortalité
R | Ry | R; R4 R, R, | Rs R4 R | R, Rs R4 R; R, | R3 | Ry (pOUI’ cumulée cumulée
toutesles (pour (%)
doses/4j) | toutedes (pourtoutes
doses) les doses)
Temps
24h 1] 1] 2 1 2 2 | 1| 2 2 121 2 2 1] 2|2 26 26 8.215
48h 2 11| 2 1 3 33| 3 3 12| 3 3 1 2| 2|2 36 62 19.375
72h 31 2| 2 2 3 4 | 3] 3 3|1 3| 2 3 3 4| 4 | 4 48 110 34.375
96h 4 | 3|3 4 2 3 13| 3 34| 4 4 4 6| 4|5 59 169 52.8125
Total A 43 a4 48
(M/d/4)
M (%) 425 53.75 55 60
Mc (%) 41.77 53.16 54.43 59.5
14. Testdetoxicité parinhalation(BranchesA.numidica).
ose D1 D, Ds D, Mortalité | Mortalité | Mortalité
R, R, Rj R4 R; R, Rj R4 R, R, Rj R4 R | Ry Rj R4 (pOUI’ cumulée cumulée
toutes les (%) (%)
Temps doses/4) (pour (pourtoutes
toutesles les doses)
doses)
24h 1 1 2 1 2 1 1 0 1 2 1 1121 2 | 2 21 21 6.56
48h 1 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 2 | 3| 2 2 | 2 26 47 14.68
72h 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 3 13| 3 2 | 3 37 84 26.25
96h 2 2 3 2 3 3 3 2 3 2 2 3 14|65 5| 3 47 131 40.94
Total 26 30 31 44
(M/d/4)
M (%) 325 375 38.75 55
Mc (%) 31.64 36.71 37.97 54.43




15. Répulsion(BranchesA. numidica).

Annexes

Doses/Répétitions

Huileessentidle

Acétone

PR (%)

RRMp(%)

RRM (%)

4

6

20

D:

40+ 0.81

55+ 0.95

65+ 0.95

N RFRPRFRPRERPDNWORRPRPWOWERDNNDW®W

0 OO©O 0NV ONNO NN

388835 8558883855

75+ 05

58.75+ 0.99




Annexes

16. Testdetoxicitéparcontactsursubstratalimentai reA dul tesdeCall osobruchusmacul atus(Cones A.numidica).

Dose D, D, Ds D, Mortalité | Mortalité Mortalité
R; R, Rj R4 R, R, R3 R4 R; R> R3 R4 R1 R, Rs R4 (pour cumulée cumulée
toutesles (pour (%)
Temp doses/4j) | toutesles | (pourtouteses
doses) | doses)
24h 2 1 2 0 3 2 2 3 2 3 2 3 2 2 2 2 33 33 10.31
48h 2 2 1 2 2 3 2 3 2 2 3 3 2 3 4 3 39 72 225
72h 2 3 2 2 2 3 3 4 4 3 4 3 4 4 3 2 48 120 375
96h 3 3 4 4 4 4 3 4 4 4 3 4 4 4 3 3 58 178 55.62
Total 35 47 49 47
(M/d/4)
M (%) 43.75 58.75 61.25 58.75
Mc (%) 43.03 58.23 60.76 58.23
17. Testdetoxicité parinhalation(CénesA. numidica).
Dose D, D, Ds D, Mortalité | Mortalité Mortalité
R, R, R3 R4 R; R, Rj R4 R, R, R3 R4 R; R, Rj R4 (pOUI’ cumulée cumulée
Ter toutes les (pour (%)
doses/4j) | toutedes (pourtouteses
doses) doses)
24h 1 1 1 0 2 1 1 2 2 3 2 1 1 2 1 2 23 23 7.18
48h 2 2 2 2 1 2 2 1 1 2 0 1 2 2 2 3 27 50 15.62
72h 2 3 3 3 1 3 3 2 2 3 3 3 3 2 3 3 42 92 28.75
96h 3 |2 2 3 3 3 4 3 3 2 4 4 4 4 5 3 52 132 41.25
Total 31 A 36 42
(M/d/4))
M (%) 38.75 425 45 525
Mc (%) 37.97 41.77 4431 51.90




Annexes

18. .Répulsion(ConesA.numidica).

Doses/Répétitions Huileessentielle Acétone PR (%) RRmMp(%) RRM (%)

R, 3 7 40
R, 3 7 40

D, R, 5 8 % 40 £ 05
R4 3 7 40
R1 2 8 60
R, 3 ! 40 55 + 0.95

D, Rs 3 ! 40 60+1.02
R4 1 9 80 -
R, 3 7 40
R> 2 8 60

D, R, 1 5 0 65 + 0.95
R4 1 9 80
R1 0 10 100
R> 1 9 80

D, R, 1 3 5 80+ 0.5
R4 1 9 80
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Annexell.ChromatogrammesdesHEsd’ A.numidicaetdesconesdeP.nigra
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BranchesA.numidica

colonnepolaire
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ConesP.nigra
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Annexelll.Quelgquesphotographiedel’activitéantibactérienne
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ABSTRACT

ARTICLEHISTORY

Essential oil (EO) of aerial parts (twigs and needles) of an Algerian-Moroccan endemic pine Pinus nigra
Arn. ssp. mauretanica (Mair.& Pey.)(Pinaceae) collected in Northern Algeria wereextractedbyhydro-
distillation (HD) and solid phase micro-extraction (SPME). The compounds were analysed using Gas
Chromatography (GC) and GC-Mass Spectrometry (GC-MS). The mean oil yield was 0.23%, for twigs
and 0.47% for needles. 83 and 91 compounds have been identified for needles and twigs respectively.
Chemical divergences from all other studied Black pines worldwide were observed in needles where
themajorcomponents identifiedbyHDareb-caryophyllene(26.2%), germacreneD  (17.2%),a-pinene
(9.4%) unveiling a new chemotype. Significative qualitative and quantitative differences were observed
inchemicalcomposition,dependingonbothtechnicsHDandSPME.Twigsshowedahigher potential
fortheantioxidantactivitiesDPPH,ABTSandb-carotenesystemthanEOneedles.Inotherhand,nee-

dlesrevealed a higher activity for all concentrations than twigs with significant differences (p<0.05).
For phosphomolybden tests, both EOs exhibited more significant antioxidant potential compared to
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theDPPH,ABTS,b-caroteneandreducingpowersystems.Noticeableinsecticidaleffectswithvariable
ratedependingonusedplantparts,concentration,durationandfrequencyofexposurewere also observed.

Background

So far, to our knowledge no study has targeted chemical
composition analysis and biological activities of the Algerian
black pine EOs that may differ depending on the area where
this tree is grown. P. nigra ssp. mauretanicais a valuable
Algerian-Moroccan narrow-endemic classified as

endangered according to the

species
International Union for
Conservation of Nature (IUCN) . Human perturbation that
promoted habitat deterioration led this tree to becoming
almost extinct in the country. Biodiversity conservation can
be accomplished and encouraged in a number of ways.
Acquiring scientific knowledge on the species is not only
important for designing conservation strategies (restorationof
habitats) but also for the sustainable use of its non-wood
products including EOs, which may exhibit different bio-
logical activities.

Introduction

Pines are considered as one of the major components of
manytemperateforests(Farjon20 | 8)withmorethan 100

species mainly distributed over the Northern hemisphere
(Keeley2012;Farjon2018;Kurtietal.2019;Silorietal.2019).
nigra Arn. (Pinaceae), is a tree widely distributed in the
Balkans and Asia Minor (Enescu et al. 2016). Largest extents
are found in Turkey covering 27% of forested land, of which
51% are productive forests (Atalay and Efe 2012). Reduced
and discontinuous areas are more noticeable in south
Mediterranean countries such as Morocco and Algeria. The

Pinus

fragmented distribution of the species has led to morpho-
logical variations (Rubio-Moraga et al. 2012). The resulting
patches became genetically isolated after migratory move-
ments during interglacial warm periods (Afzal-Rafii andDood,
2007). In Algeria, the unique natural population of the
investigatedsubspeciesPinusnigraArn.ssp.mauretanica

(Mair. & Pey.) is restricted to a small patch within the nature
reserve of national park of Djurdjura. According to Qu’ezel
andM’edail(2003),thespeciesPinusnigraArn.isdivided into six
subspecies: P. nigra ssp. dalmatica (Vis.), P. nigra ssp. laricio
(Poir.), P. nigra ssp. mauretanica(Mair. & Pey.), P. nigra
ssp.nigra(Arn.),P.nigrassp.pallasiana(Lamb.)andP.nigra

ssp. salzmannii (Dun.). Pines are represented in Algeria by
someintroducedspeciessuchasP.brutia(Ten.),P.

CONTACTA.Adjaoudnonour28@hotmail.comOLaboratoiredeBiomath "ematiques,Biophysique,BiochimieetScientom’etrie,Facult edesSciencesdela
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canariensis (C. Sm. ex DC.), P. coulteri (D. Don.), P. jeffreyi
(Balf.), P. massoniana (D. Don.), P. montezumae (Limb.), P.
patula (Schiede ex Schitdl. et Cham.), P. pinaster (Aiton.), P.
pinea(L.), P. ponderosa (C.Lwson), P. radiata(D. Don.),P. rox-
burghii (Sarg.) and P. sylvestris (L.) (Treep 1976). Few native
pines are represented in the country by P. pinaster (Aiton.), P.
halepensis (Mill.) and P. clusiana (Clem.) (P. nigra ssp. mauri-
tanica (Mair. & Pey.)) (Quezel and Santa 1962). It is worth
mentioning,thattheintraspeciestaxonomy,classification and
chorology of this species are still unclear (Liber et al. 2003).
Among all growing pines in the country, Aleppo pineis the
most widespread species occupying more than 35% of the
forest area. Biological activities of its EO have been thor-
oughly investigated (Abi-Ayad et al. 201 |; Fekih et al. 2014;
Sadou et al. 2015; Djerrad et al. 2017; Ramdani et al. 2020).
Aleppo pine resin is commonly used as a traditional medi-
cine for treating asthma (Meddour and Meddour-Sahar 2015)
and some kidney diseases (Berroukche et al. 2014). Indeed,
EOs from various coniferous plants, rich in terpenes such as
a-pinene, b-pinene, b-myrcene, limonene, camphene, are
known to produce different volatile compounds used in
medicine, cosmetics and food industry. Although several
studies dealing with the composition of the EOs of various
Pinus species have been published during the past 20years
(Dobetal. (2005,2007);AitMimoune etal. 201 3;Fekihetal. 2016;
Merah et al. 2018; Fekih et al. 2019), no data are avail- able
on EOs of the Black pine growing natively in Algeria.EOs
variation and composition obtained from hydrodistelled
needles and twigs, were revealed in this study by using GC-
EIMS. In addition, the evaluation of the antioxidant
activitywascarriedoutbymorethanonetestmethod(DPPH,ABTS
, b-carotene, reducing power and
phosphomolybdenumassays). The intention of this study was
also to evaluate dif- ferent insecticidal activities of these EOs
against adults of Cowpea Weevil, Callosobruchus maculatus (F.)
(Coleoptera, Bruchidae). It isworth mentioning thatfor
Blackpine,even in European countries less numerous studies
have been pub- lished on research questions different than
ecological or gen- etic aspects. Indeed, relatively few studies
were focused on the chemical composition of EOs of Pinus
nigra (Tobolski and Zinkel 1982; Lange and Spanoudaki 1995;
Ochocka et al. 2002; Rezzi et al. (2002, 2005; Macchioni et al.
2003; Mumm et al. 2004; Duquesnoy et al. 2007); Duquesnoy
et al. 2007)
andlessonantimicrobialproperties(Politeoetal.201 | 3;

“Sarac etal.2014;Miti’ cetal. 20 1 8;Kurtietal.20 | 9)orantiox-
idantsactivities(Politeoetal.20| | b;Ustunetal.201 2; Sarac
etal.2014;Kurtietal.2019).Tothebestofourknowledge,

this is the first study in Algeria aimed to determine the
chemical composition of the EOs, antioxidant and insecticidal
activities from the aerial parts of P. nigra ssp. mauretanica.

Materialsandmethods
Plantmaterialandessentialoilextraction

InJune2009,aerialpartsofPinusnigrassp.mauretanicawere
harvested in the unique natural population located
intheNationalParkofDjurdjuraatelevationof1 52 Im(36 27°09"N
,004°06°26”E),northernAlgeria. Onlyfreshneedles

and twigs were collected during flowering stage at mid-day
sun then dried under shade in the open air for |5days (until
constant weight). 150g of each sample are introduced into
abL flask filled with distilled water and hydrodistilled using a
Clevenger-type apparatus brought to the boil for 3hours. EO is
subsequently separated from the aqueous phase by add-ing
anhydrous sodium sulfate. The EO was kept in sealeddarkvials
refrigerated at 4°C until further analysis. EO yields were
estimated on a dry weight (w/w). The voucher speci- men has
been deposited at the laboratory of valorization of natural
biological resources, university of Setif |, Algeria.

Analysisofessentialoil

HS-SPMEanalysis

Volatiles emitted were sampled by means of Solid Phase
Micro-Extraction (SPME) using SPME fiber (Supelco) coated
with polydimethylsiloxane (PDMS, 100mm). After an equili-
bration time (20min), the fiber was exposed to the head-
spacefor 5sec (saturation time) at 75°C using ca. 5g plant
matrixin50mLconicalflask.Oncesamplingwasfinished, the fiber
was withdrawn from the needle and transferred to the
injection port of the Gas Chromatography-Electron Impact
Mass Spectrometry (GC-EIMS) system.

GC-EIMSanalysis
TheGC-EIMSanalyseswereperformedwithaVarianCP-3800 gas-
chromatograph equipped with a DB-5 capillary column(30m x
0.25mm, 0.25Mm coating thickness) and a Varian Saturn 2000
ion trap mass detector. GC-EIMS analyses were performed
under the following conditions for all standards:
injectortemperature 220°C; transfer line 240°C; oven tem-
peraturerange 60-240 (3°C/min); carrier gas helium at ImL/
min; injection of 0.2mML (10% n-hexane solution) and splitratio
1:30; mass spectra in the 35—400m/z range (I scan/s). The
identification of the chemical compounds was based on
comparison of the retention time values with those of
authentic standards, or by comparing their linear retention
indices relative to the homologous series of n-alkanes; chem-
ical compounds gathered by Adams (Adams 1995) ; MS libra-
ries data (NIST 98); in house library mass spectra built up
from pure substances Swigar and Silverstein 198 |orreported
data in the literature (Stenhagen et al. 1974;Jennings and
Shibamoto 1980; Davies 1990; Adams 1995).

Antioxidantactivities

DPPH™ activity

This assay detects scavenging activity of the stable 2,2-
diphenyl- | -picrylhydrazyl (DPPH) free radical in the presence
ofhydrogendonatingantioxidantinoilsamples.Briefly,20mLofeach
EOdilutions(l-100mg/mL)orstandards(a-toc- opherol and
pure compounds of EO used as positives con- trols)were
added to 180mL of ethanolic solution of 100mM DPPH in a
96-well microplate. The incubated at
37°Cfor30minandtheabsorbancewasmeasuredat5 | 5nmagainste
thanolblank(Rangkadiloketal.2007).The

mixture was
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percentageinhibitionabilityoffreeradical DPPHwascalcu-
lated from (Acontro—Asample/ A control) %100 where Acontrolb
the absorbance of the control reaction (containing DPPH
solution and ethanol) and Awumpie is the absorbance in the
presence of plant extract (EOs and standards). The results
wereexpressedbylCso,whichrepresentstheconcentration
requiredtoscavenge50%ofDPPH®,calculatedfromgraph
plotting inhibition percentage against EO concentrations.

ABTS™ activity
TheABTScationradical(bluish-greencolor)isformedbythe
of an electron by the nitrogen atom. In the presence of
antioxidant, the nitrogen atom quenches the hydrogen atom
and hence decolorizes the solution (Pisoschi and Negulescu
2011). The ABTS *was generated by reacting at room tem-
peraturefor | 6hoursinthedark,7mMofABT Ssaltwith
2.45mMpotassium persulfate (K25:0s) (Katalinic et al. 2006).
Radical cation was diluted with ethanol up to absorbance
valueof0.750+0.025at734nm. To 20mL of various concen-
trations (I-100mg/mL) of EOs and standards, 180mL of
ABTS™*solutionwasadded.Theabsorbancewasmeasured  6min
after incubation in the dark at room temperature against

loss

ethanol blank. The control containing ABTS *solu- tion and

ethanol was prepared in the same conditions. The
scavengingeffectwascalculatedbythefollowingequation:
% inhibition = (Acontrol_ Asample/Acontrol) x 100 where

Acontrol is the absorbance of the control and Asmple is the
absorbance of the EOs or standards. The results expressed by
ICs0, which represents the concentration required to scav-
enge50%ofABTS™*,calculatedwiththesameasdescribed in
DPPH radical assay.

b-Carotenebleachingactivity

This assay is based on an oxidation of b-carotene with free
radicals, mainly conjugated diene from hydroperoxides aris-
ing from linoleic acid oxidation (Ghazian et al. 2016). The
emulsion was prepared by mixing 40mg of linoleic acid and

400mgofTween20in3mLofb-carotenesolution(5mg/ 50mL
chloroform). The chloroform was completely evapo-
ratedand | 00mLofoxygenateddistilledwaterwasadded tothe

dry mixture and agitated vigorously. To 100mL of EO or a-
tocopherol (I-5mg/mL) were added 3mL of the obtained
fresh emulsion. The absorbance at 470 and 700nm
wastakenimmediatelyandafteré60minofincubationat 50°C (Lim
and Quah 2007). The control (containing all reagents without
tested sample) was prepared in the same conditions. The
degradation (DR)
culatedbythefollowing formula: DR=Aomin— Aéomin
Aomin is the initial absorbance at time 0 and Acomin is the
absorbance at 60minutes. The antioxidant activity (% AA)was
calculated by the following formula: AA% = (DRcontroi—
DRsample/ DReontrol) % 100.The results expressed by 1Cso, which
represents the concentration required to obtain 50% of deg-
radation rate of b-carotene.

rate of b-carotene was cal-

where

Reducingpower
Theantioxidantreactswiththepotassiumferricyanideto
potassium ferrocyanide which then reacts with ferric tri-
chloride to give a blue colored complex with a maximum
absorbanceat700nm(PisoschiandNegulescu201 I).|mLofEOora-
tocopherolwasmixedwithsodiumphosphate
buffer(2.5mL,0.2M,pH6.6)and2.5mLof | %solutionof
KsFe(CN)s.Afterincubationat50°Cfor20min,2.5mLof 10%
trichloroacetic acid was added to the mixture and cen- trifuged

form

at 3000xg for 10min. 2.5mL of supernatants were
mixedwith2.5mLofdistilledwaterand0.5mLof0.1%  FeCls. The
absorbance was measured at 700nm. Increased

absorbanceofthemixtureindicatedincreasedreducing power (Liu
and Yao 2007).

Totalantioxidantactivity (TAT)

The evaluation of total antioxidant activity of EOs was eval-
uatedbyphosphomolybdenummethodwhichisbasedon
thereductionofMo(VI)toMo(V)(Prietoetal. 1 999).400mL ofEOs
was added to 4mL of reagent solution (0.6M sulfuric acid,
28mM  sodium  phosphate and 4mM  ammonium
molybdate).The reaction mixture was incubated at 95°C for
90min.Theabsorbanceofthesolutionwasmeasuredat 695nm
against blank (400mL of the ethanol and 4mL of reagent
solution). The antioxidant capacity was expressed as
equivalent of ascorbic acid (mg AAE g ! of EO).

Insecticidalactivity

Rearingconditions

Callosobruchus maculatus (F.) was collected from a cultivated
cowpea variety (Vigna unguiculata (L) Walp) in

Bejaia,Algeria. Thecowpeabeetleswererearedinthelaboratoryo

n cleanedcowpea seeds in a climatic chamber set at 30+1°C,
photoperiod of 12h and relative humidity of 75%. Bioassays
werecarriedoutonunsexedadults. Theeffectivenessinsecti- cidal
of P. nigra EOs on the grain pests was studied using contact,
fumigation and repulsivity tests.

Contacttoxicity
Thisbioassaywasconductedfollowingthemethod described by
Tapondjou et al. (2003) using groups of twenty adult insects
to evaluate the mortality effect. An appropriate quantity of
EO was diluted in acetone to obtain each test solution.A ImL
aliquot of test solution containing 2, 4, 8, 16 and 0 (control)
mL/mL was poured onto a Petri dish (9cm diameter)
containing 40g of sterilized cowpea seeds. The
treatedPetridishes were kept in an incubator at 30+1°C and
75% r.h. Mortality rate was checked daily during 4days. Four
replicates were set up for each EO concentration and
control.Theinsecticidalactivityoftheoilwasexpressedas
J%meanmortality.

Fumigationbioassay
InordertotestthetoxicityofEOsontheadultsof
C.maculatus(F.),20adultswereputintothe500mLglass
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jars.EOswereappliedtoabitofcottonthatwasattached to the
lower side of the jar’s lid (Toudert-Taleb et al. 2014). The
doses of EOs used were 2, 4, 8, 16 and 0 (control) mL/ mL.
The glass jars were kept at 30+1°C and 75% r.h. Mortality
counts were made at 24, 48, 72 and 96h after treatment.
Four replications were used for each dose.

Repellencyteston filterpaper

Repellency was tested using the area preference test
described by (McDonald et al. 1970). The method was
adaptedas follows: Filter paper discs (Whatman NI, |lcm
diameter) were cut into two equal parts. One half-disc was
treated uniformly with 0.5mL aliquots of EO solutions in
acetoneat doses 2, 4, 8 and IémL/mL. The second half-filter
paper was treated with acetone as control and all the semi-
discswere air-dried for I5min. Twenty unsexed adults of C.
maculatus were introduced to the middle of each Petri dish,
which was sealed with parafilm. Four replicates were run for
eachof the tested concentrations. After |h, weevils present
on both half-filters were counted. Percentage repellency (PR)
values were calculated as follow:

PR%= (NC—NT/NC+NT)x100

where NC is the insect numbers of negative control half filter
paper (with 0.5mL of acetone) and NT is that of the opposite

treatedhalf(with0.5mLofEOsolutionsinacetone).The mean
repellency value was calculated and assigned to repel-
lencyclassesfromOtoVaccordingto(McDonaldetal.
1970):classO(PR=0.1%),class|(PR=0.1-20%),classlI (PR
=20.1-40%),classlll(PR=40.1-60%),classIV(PR=
60.1-80%)andclassV(PR=80.1—-100%).

Statisticalanalysis

Antioxidant activities were conducted in triplicates

andresultsare expressed as meantstandard deviation (SD).
For insecticidalactivitydata,therelativepercentagevaluesin the
contact and fumigant toxicity tests were corrected using the
Abbott’s formula:

M(%)=(Mt—Mc/ 100—Mc)x 100

where M is the corrected insect mortality, Mt is the insect
mortalityinthetreatedpopulationofinsectandMcisthe insect
mortality in the Data obtained from dose
responsebioassays(contactandfumigation)wereanalyzedby the US
EPA probit program version 1.5 (Finney 1971) to estimate LDso,
LDos and LTso values of the EOs. All data was subjected to
analysis  of (ANOVA),
comparedbyleastsignificantdifference(LSD)usingstatis-
ticalsoftware(XLstat20 1 6Version 17.06).Differencesat

control.

variance and means were

p<0.05wereconsideredtobesignificant.

Resultsanddiscussion

Chemicalconstituentsofessentialoil

EOs were obtained by hydro distillation of needles and twigs
ofP.nigrassp.mauretanicaandanalyzedbyGC-EIMSto

- 36l
evaluate chemical composition. The results showed that the
yield of EOs varied depending on plant parts with propor-
tions twice as high for needles (0.47%) than twigs (0.23%). In
total, 99 chemical compounds were identified. The chemical
composition of the EOs is reported in Tables land 2. 83
components representing 97% of the total EO, were identi-
fied in twigs while needles contained 93 components,
accounting for 98%. EO of the needles extracted by hydro
distillation was found to be rich in sesquiterpene hydrocar-
bons (67.1%)and,to alesserextent,theiroxygenatedderiva- tives
(5.5%). Other major components monoterpene
hydrocarbons (12%), followed by ditepene hydrocarbons
(10.7%),0xygenatedmonoterpenes(l.5%),andoxygenated

were

diterpenes (<1%). In twigs hydrodistilled oil, monoterpenes
hydrocarbonsrevealedhigheramounts(63.3%)thantheoxy-

genated monoterpenes (7.2%). Sesquiterpene hydrocarbons
(6.1%) appeared as dominant in comparison with oxygenated
sesquiterpenes (1.2%). The diterpene hydrocarbons (16.5%)
and oxygenated diterpenes (1.7%) were also present. A com-
parison of needles and twigs EOs composition showed that
concentrations of monoterpenes and sesquiterpenes were
different,butalmostallsampleswerefoundtocontain
a-pineneandphyllocladene(Figure | ).Indeed,themaincon-
stituents of the needles (Table 1) were b-caryophyllene
(26.2%),germacreneD(17.2%),a-pinene(9.4%),phyllocla-
dene(7.1%),d-cadinene(6.9%)anda-humulene(4. | %)while
a-pinene (55.7%), phyllocladene (12.4%), cembrene (2.3%),
and b-pinene (2.3%) were the most important constituentsfor
the twigs. To summarise, comparison of the chemical
composition of needles oil with that of twigs oil revealed
some differences concerning the main compounds (b-caryo-
phyllene, germacrene D, and a-pinene) and similarities con-
cerning phyllocladene and other minor components. SPME is
an innovative technic, more rapid, sensitive, and solvent-free
compared to traditional methods such as HD. As mentioned
by Tumen et al. (2010) when it comes comparing both tech-
niques, it seems that SPME is more sensitive for compounds
of low molecular weight that are more volatile, while steam
distillation yields the majority of compounds (Table 2).Quality
and quantity differences found in volatile compounds with
SPME and conventional methods (HD) are reported in the
literature. Differences in our results can be explained by
thetemperatureparameterusedinextractionprocedure
(75°Cfor SPME and more than 100°C for steam distillation). It
is worth mentioning that we have only used one kind of fibre
in the SPME extraction. So more comparative studies should
be done with different fibres to be sure about the sensibility
of both methods. Indeed, unlike HE,
SPMErevealedmanymorevolatilecompounds(monoandsesqui-
terpene hydrocarbons), a low percentage of oxygenated

compounds (<0.5%), absence of high molecular weight
volatile compounds (diterpenes) and a new class of metabo-
lites (fatty acids) exceeding 40% (Figure 2). Most of studied
EOs of Black pine subspecies consisted mainly of the abun-
danceofmonoterpenes(a-pinene,b-pinene,limonene,d-3-
carene and b-phellandrene) and sesquiterpenes (germacrene
D or b-caryophyllene). It is worth mentioning that the major
compoundscitedabovewerefoundinremarkable
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Table |. Constituents of needles and twigs essential oils of Pinus nigra ssp.
mauretanicausinghydrodistillation(Djurdjuranationalpark,north- ern Algeria).

R.T.LR.L Constituents NeedlesTwigs
322 856 (E)-2-hexenal tr tr
342 869 I-hexanol tr tr
3.73 889 Santene - tr
4.02 901 Heptanal - tr
4.48 928 Tricyclene tr 0.2
4.55 931 a-thujene tr tr
472 939 a-pinene 94 55.7
5.07 953 Camphene 0.1 1.8
520 957 Thuja-2,4(10)-diene tr 0.5
5.37 961 Benzaldehyde tr tr
5.69 976 Sabinene - tr
5.78 980 b-pinene 0.5 23
6.04 985 6-methyl-5-hepten-2-one tr tr
6.13 991 Myrcene 1.5 09
6.54 1005 a-phellandrene tr tr
6.91 1018 a-terpinene tr tr
7.16 1027 p-cymene tr 0.2
7.30 1031 Limonene 05 1.4
740 1035 1,8-cineole tr tr
7.58 1041 (Z)-b-ocimene tr 0.1
793 1052 (E)-b-ocimene tr tr
8.30 1062 C-terpinene tr tr
9.35 1089 Terpinolene tr 0.2
9.78 1100 Linalool 04 tr
9.99 1103 Nonanal tr tr
10.30 1117 Exo-fenchol - tr
10.61 1123 Cis-p-menth-2-en-1|-ol tr tr
10.80 1127 a-campholenal tr 0.6
11.30 1141 Trans-pinocarveol tr 09
11.54 1143 Cis-verbenol tr 1.7
12.25 1162 Trans-pinocamphone - tr
12.27 1164 Pinocarvone - tr
12.44 1166 p-mentha- |,5-dien-8-ol 0.2 I
12.73 1175 Cis-pinocamphone - tr
12.86 1179 4-terpineol tr tr
13.20 1185 p-cymen-8-ol tr tr
13.42 1191 a-terpineol 04 0.6
13.58 1192 Dihydro-carveol tr tr
13.67 1194 Myrtenal tr 0.7
14.27 1206 Verbenone tr 04
14.61 1219 trans-carveol tr 03
I5.11 1231 Cis-carveol - tr
15.69 1244 Carvone - tr
15.85 1247 Carvotanacetone - tr
17.50 1286 Isobornylacetate 0.2 05
17.80 1292 Thymol tr tr
17.94 1294 Trans-verbenylacetate tr -
18.12 1299 Trans-pinocarvylacetate tr -
18.20 1300 Carvacrol - 04
19.22 1314 Myrtenylacetate tr -
19.31 1321 Neo-iso-verbanolacetate tr tr
20.22 1351 a-cubebene 04 tr
21.13 1370 Cyclosativene 0.2 tr
21.32 1376 a-copaene 0.5 tr
21.70 1384 b-bourbonene 02 04
21.79 1386 Geranylacetate 0.3 -
21.96 1390 b-cubebene 02 tr
22.05 1392 b-elemene 03 tr
22.67 1403 Methyleugenol 0.2 tr
23.17 1418 b-caryophyllene 26.2 1.8
23.58 1432 b-gurjunene 0.6 -
24.22 1439 a-guajene - tr
24.32 1447 Cis-muurola-3,5-diene tr -
24.59 1455 a-humulene 4.1 03
24.85 1459 (E)-b-farnesene tr tr
24.99 1462 Cis-muurola-4(14),5-diene 0.2 tr
25.19 1467 9-epi-(E)-caryophyllene tr tr
25.60 1477 c-muurolene 3. 0.5
25.76 1480 GermacreneD 172 1.9
25.96 1485 b-selinene 0.5 tr
26.26 1489 Phenylethyl3-methyl-butanoate 1.1 0.5
2633 1492 Valencene 2.1 tr
(continued)

Tablel.Continued.

RT. LR.L Constituents Needles Twigs
26.59 1499 a-muurolene 09 0.1
26.74 1503 GermacreneA 0.1 -
27.00 1508 (E,E)-a-farnesene tr tr
27.13 1513 Trans-C-cadinene 2.6 0.2
27.27 1520 Isobornyl2-methylbutyrate - 0.5
27.54 1524 d-cadinene 69 09
27.87 1532 Trans-cadina- | (2),4-diene 0.3 tr
28.08 1538 a-cadinene 03 tr
28.34 1550 Cis-a-bisabolene 02 -
29.21 1565 Trans-nerolidol 03 tr
29.59 1575 GermacreneD-4-ol 08 tr
29.87 1581 Caryophylleneoxide 1.3 0.7
30.92 1606 Humuleneepoxidell 0.2 tr
31.15 1614 1,10-di-epi-cubenol 0.1 -
31.67 1629 | -epi-cubenol tr tr
32.20 1641 Tau-cadinol 1.2 0.1
32.39 1645 a-muurolol 0.2 tr
32.69 1654 a-cadinol 1.4 04
4261 1929 Cembrene 24 23
42.96 1941 Pimaradiene - tr
43.08 1975 Sclarene 09 12
43.60 1959 (3Z)-cembreneA(=neocembrene) 0.3 04
44.60 1989 Manoyloxide tr 0.6
45.30 2010 Epi- | 3-manool 0.3 0.5
46.53 2034 Kaur-16-ene(=phyllocladene-) 7.1 12.4
47.46 2080 Abietadiene - 0.2
50.04 2185 Sandaracopimarinal - 0.6
Total 98.4% 97.0%
Essentialoilyield 0.47% 0.23%

*RT:retentiontime.

®LRI linearretentionindicesdeterminedonDB-5capillarycolumn.
“tr:trace.

d-:notdetected.

quantitative differences in most available data on Pinus nigra
subspecies worldwide (Table 3). Several authors reportedthat
a-pinene, germacrene D and b-pinene were the domin- ant
components present in EOs of Black pines (Kubeczka and
Schultze 1987; Roussis et al. 1995; loannou et al. 2014). In
most cases, all patterns are built on a-pinene as a major
compoundwherecontentratereachedthethresholdof60%
inP.nigravar.banaticafromSerbia(vSaracetaI.2O 14).

Interestingly, a less frequent pattern which is worth to men-
tion from the results of Black pine EOs studies is that, | -epi-
bicyclosesquiphellandrene was found as dominant from
samples collected at two lItalian sites, Friuli and Abruzzo
(Vidrich et al. 1996). Some Black pines can also reveal totally
different constituents at high rate such as the case of P. nigra
ssp. laricio from Corsica, where the plant was found to berich
in manoyl oxide (63%), a compound of potential interest for
perfumery and pharmaceutical industries (Koukos et al.
2001). For our investigated plant, qualitative and quatitative
variations were found in comparison with EOs of other Black
pines from European countries. Indeed, the major compo-
nent present in needles of P. nigra ssp. mauretanicais totally
differentfromtherestofavailabledataworldwidewhere b-
caryophyllene exhibited relatively high value (26.2%). The
nature of EOs isolated from the needles in comparison with
the reported data (Table 3), led us to the suggestion of the
presenceofanewchemotypefortheAlgerianP.nigrassp.
mauretanicawith following chemical order: b-caryophyllene
(26.2%) >germacrene D (17.2%) >a-pinene (9.4%) >phyl-
locladene(7.1%)>d-cadinene(6.9%) >a-humulene(4.1%)
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Table2.Chemicalcompositionofessentialoilsobtainedfromtheaerialparts
ofP.nigrassp.mauretanicausingSPME.(Djurdjuranationalpark,north- ern Algeria).

RT. LRI Constituents Needles Twigs
263 800 Hexanal - 0.3
4.82 939 a-pinene 299 88.5
5.15 953 Camphene - 0.5
5.88 980 b-pinene 1.8 25
6.23 991 Myrcene 6.7 1.7
724 1027 p-cymene - tr
737 1031 Limonene - 33
7.39 1033 b-phellandrene 32 -
7.65 1041 (Z)-b-ocimene 0.2 0.2
8.0l 1052 (E)-b-ocimene 04 -
943 1089 terpinolene 0.2 0.1
9.85 1100 linalool 0.2 -
10.03 1103 nonanal tr 0.1
10.98 1129 alloocimene tr tr
12.74 1173 menthol tr -
14.14 1205 decanal tr tr
17.56 1286 isobornylacetate tr 0.1
17.98 1294 trans-verbenylacetate tr -
18.17 1299 trans-pinocarvylacetate tr -
19.36 1321 neo-iso-verbanolacetate tr -
20.28 1351 a-cubebene 0.2 -
21.18 1370 cyclosativene tr -
21.37 1376 a-copaene 0.2 -
21.75 1384 b-bourbonene tr -
22.09 1392 b-elemene 02 -
2321 1418 b-caryophyllene 6.6 04
23.62 1432 b-gurjunene 02 -
2463 1455 a-humulene Il tr
25.03 1462 cis-muurola-4(14),5-diene tr -
25.63 1477 c-muurolene 04 Tr
25.79 1480 germacreneD 27 0.1
26.00 1485 b-selinene tr -
26.37 1492 valencene 0.3 -
26.62 1499 a-muurolene tr -
27.17 1513 trans-C-cadinene 02 -
27.57 1524 d-cadinene 04 Tr
2991 1581 caryophylleneoxide tr -
36.98 1770 tetradecanoicacid 1.4 -
40.50 1871 pentadecanoicacid 1.8 -
42.60 1927 methyl exadecanoate 0.5 -
43.15 1935 cyclohexadecanolide 1.3 -
4420 1970 hexadecanoicacid 37.6

50.24 2177 octadecanoicacid 0.5 -
58.84 2400 tetracosane - 1.9
*RT:retentiontime.

®LRI linearretentionindicesdeterminedonDB-5capillarycolumn.
‘tritrace.
d-:notdetected.

>c-muurolene (3.1%). In twigs, the major compounds were
foundtobea-pinenefollowedbyphyllocladeneand

b-pinene,apatternclosertodatareportedbyMacchioni et al.
(2003) on P. nigra from lItalian provinces of Massa. It is well
established, that EOs from plants of the same speciescan vary
in their composition according to exogenous and endogenous
factors (Barra 2009) and conifers will not escape this rule. As
an example, in pine species, the composition of EOs has been
noticed to range depending upon the plantpart from which it
was obtained (Vidrich et al. 1996), geo- graphical location,
collecting period, age of the plant (Barra 2009). These
quantitative and qualitative variation between subspecies
worldwide should be taken into account and may be relevant
for example, in chemotaxonomic studies as a complementary
approach as ambiguity and controversy still exists using
classical botanical approaches.
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Figure |.Major chemical groups identified in the essential oils obtained from
aerial parts of P. nigra ssp. mauretanica using hydro distillation.
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Figure 2.Major chemical groups identified in the essential oils obtained from
aerial parts of P. nigra ssp. mauretanica using SPME.

Antioxidantactivities

The antioxidant properties of P. nigra EOs were estimated by
severalmethods:DPPH,ABTS,b-carotene,reducingpowerand
phosphomolybdenumassays.TheseEOsexhibitedvariableanti-
oxidantactivitydependingontheperformedtest.EOssamples
showedalesspotencythantheusedstandards(a-tocopherol) and
pure EO compounds (b-caryophyllene and caryophyllene
oxid). By comparing the ICso values, it was found that twigs
retainedthemaximumantioxidantactivityrankedinthefollow-

ingorder:ABTS(1Cs0:40.43+3.53mg/mL)>DPPH(ICso:
93.72+6.85mg/mL).ICsovaluesofneedles EOs were less sig-

nificantwith:ABTS(1Cs0:91.12+5.56mg/mL) > DPPH(ICso:
260.93+37.35mg/mL).EOsofP.nigrasamplesandusedstand-

ards showed concentration dependent activities. These results
were confirmed by the ANOVA analysis (p<0.05) which showed
a significant difference between DPPH and ABTS tests, but not
for b-carotene assay (Table 4). In addition, significant
correlations were found with all used standards for the three
performed tests. The low to moderate antioxidant activity of
needles EO may be explained by the presence of 87% of
hydrocarbon terpenes (monoterpenes and sesquiterpenes). The
morereactivetwigsEOisprobablyduetothepresenceofless
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Table3.DiversityofchemotypesisolatedfromleavesandtwigsofP.nigraworldwide. Needles

Species/subspecies

Origin(countries,regions)

Chemotypes(majorcompounds)

Author(s)

P.nigrassp.pallasiana

P.nigrassp.pallasiana
var.pyramidata

P.nigrassp.pallasiana

var.pallasiana
P.nigra ssp. laricio

P.nigra
ssp.caramanica

P.nigrassp.nigra

P.nigrassp.salzmanii

P.nigrassp.dalmatica

P.nigra var.banatica

P.nigrassp.calabrica

P.nigra

P.nigrassp.
mauretanica

Twigs(Branches)
Species/subspecies
P.nigra ssp. pallasiana

Bartin, Turkey

Mile"sevka , Serbia

RoyalBotanicalGardenof
Madrid, Spain

VakifOrmani,Anatolia, Turkey

Corsica, France

CambridgeUniversityBotanic
Garden,UK

Souinet arboreta of the National
InstituteofResearchesonRural

Engineering, Water and
Forests, Tunisia

CambridgeUniversityBotanic
Garden, UK

Serbia

Mile"sevka , Serbia

RoyalBotanicalGardenof

Madrid,Spain
Sila,Calabria, Italy

CambridgeUniversityBotanic
Garden,UK

CentralDalmatiaVidovagora,
islandBrac,Croatia

Serbia

ParcoNazionaledelPollino,
Calabria,Italy

Zagreb,Croatia
Centralltaly

Calabria, Italy

Abruzzo,ltaly

Friuli,Italy

NationalParkofDjurdjura,Algeria

Origin(countries,regions)
Adana, Turkey

Adiaman, Turkey

a-Pinene(27.46%)>b-Caryophyllene(l 1.03%)>
GermacreneD(7.14%)>Sabinene(5.52%) >
c-Muurolene(4.98%) >b-Pinene(4.42%).
a-Pinene (24.6 %) >Germacrene D (25.4 %) >(E)-
Caryophyllene(13.2%)>b-Pinene(8.8%)>a-Terpinyl
acetate .
a-Pinene(42.33%)>GermacreneD(30.59%) > (E)-
Caryophyllene (7.43 %) >b -Pinene (5.15 %).
a-Pinene(28.3%)>GermacreneD(17.3%) >
b-Caryophyllene(12.9%)>b-Pinene(5.6 1%)>
d-Cadinene(4.13%).
a-Pinene(29%)>GermacreneD(14.9%)>>b
-Caryophyllene(12.9%)>b-Pinene(9.43%).
a-Pinene (22 % 241 %) >Germacrene D (17.8 % 2
8.6%)>Myrcene(3.6% 7.7%2>£E)-Caryop yllene (5.3
% 26.3 %) >Limonene (2.9 % 25.1 %).
a-Pinene(18%)>d-3-Carene(16.1%)>>
b-Caryophyllene(13.9%)>GermacreneD(12.7%)>
Limonene(9.7%).
Manool oxide (38 %) >Germacrene D (16.7%)>
d-Cadinene(9%) > (E)-Caryophyllene(8.9%) >
a- Cadinol(4.3%).

b- Pinene(20.7%)>GermacreneD(20.0%) >a-Pinene (18
%) >b-Caryophyllene (7.8 %).
a-Pinene(45.93%)>GermacreneD(28.1%) >
b-Pinene(6.90%)> (E)-Caryophyllene(7.4%).
a-Pinene(35.4%)>GermacreneD(28.1%)>b-Pinene (10
%) > (E)-Caryophyllene (7.4 %).
GermacreneD(32.1%)a-Pinene(19.5%) >
b-Caryophyllene(16.1%)>b-Pinene(12.1 %).
a-Pinene (25.3 %) >Limonene (22.6 %) >Sabinene
(12.8%)>a-Terpineol(8.3%)>b-
Pinene(4.8%)>Terpinolene (4.5%).
GermacreneD(18.5%)>b-
Caryophyllene(17.8%)>Limonene (12.5 %) >a-Pinene
(12.2 %) >b-Pinene (4.1 %).
a-Pinene (24.3 %) b-Pinene (16 %) >Germacrene D
(14.6%) >b-Caryophyllene(9.6%) > Limonene(3.3%)
>Bornylacetate(3.3%).
a-Pinene(58.83%)>GermacreneD(23.69%) > (E)-
Caryophyllene (7.31 %) >Limonene (5.04 %) >
b-Pinene(3.10%).
a-Pinene(24.6%)b-Pinene(10.9%)>c-Cadinene(9.9
%) >b-Phellandrene (6.3%) >Manoyloxide (6.2 %) >
Trans-Caryophyllene(4.2%).
a-Pinene(42.66%)>GermacreneD(17.72%) >
b-Pinene(1 1.64%)>b-Caryophyllene(5.62%).
a-Pinene(28.4%)>GermacreneD(21.2%) >
b-Caryophyllene(16.2%)>b-Pinene(6.2%).
a-Pinene (35.14 %) > |-Epibicyclosesquiphellandrene
(30.93%) >b-Caryophyllene(5.26%) >b-Pinene(2.80
%)>d-Cadinene(1.94%)>p-Menth- | -en-8-ylacetate
(1.74 %).

| -Epibicyclosesquiphellandrene(23.40%) >a-Pinene(17.64%)>

b-Caryophyllene(l 1.82%)>b-Pinene(4.40%) >
d-Cadinene(3.19%) >p-Menth-|-en-8-ylacetate(2.88
%) >a-Humulene (1.74%).

| -Epibicyclosesquiphellandrene(36.84%) >a-Pinene(| 1.52%)>

b-Caryophyllene(9.88%) >b-Pinene(2.38%) >
d-Cadinene(2.20%) > p-Menth-|-en-8-ylacetate(|.82

%) >Terpinolene(1.46%)>a-Humulene(1.45%)>
Limonene(l.44%).

b-Caryophyllene(26.2 %)>Germacrene D (17.2 %) >
a-Pinene(9.4%)>Phyllocladene(7.1%)>d-Cadinene (6.9
%) >a-Humulene (4.1%) >c-Muurolene (3.1 %).

Chemotypes(majorcompounds)
GermacreneD(23.5%)>a-Pinene(20%)>d-3-Carene (10.2
%) >b-Caryophyllene (8.8 %) >Limonene
(5.5 %).

Kozanetal.(2019)

Miti’cetal.(2018)

“Saracetal.(2014)

Ucarand
Balaban(2004)

Rezzietal.(2001)

loannou et al. (2014)

Amrietal.(2017)

loannou et al. (2014)

“Saracetal.(2014)

Miti'c et al. (2018)
loannou et al. (2014)

Bonesietal.(2010)

loannouetal.(2014)

Politeoetal. (201 1a)

“Saracetal.(2014)
Bonesietal.(2010)

Idzojticand
Pfeifhofer(2001)
Macchionietal.(2003)

Vidrich et al. (1996)

Presentstudy

Author(s)
Dogan and
Bagci(2018)

(continued)
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Table3.Continued. Needles

Species/subspecies Origin(countries,regions)

Chemotypes(majorcompounds) Author(s)

GermacreneD(23%)>a-Pinene(18.5%)>
b-Caryophyllene(14.5%)>b-Pinene(13.5%)>
Limonene(5.3%).

Antalya, Turkey

b-Pinene (35.2 %) >a-Pinene(32 %) >Limonene (7.5

%)>GermacreneD(6.2%)%)>b-Caryophyllene (5.2 %).

Elazig, Turkey

a-Pinene (22.2 %) >b-Pinene (12.3 %) >a-Cubebene

(6.3%)>d-3-Carene(6.1%) > Caryophylleneoxide (5.1
%) >Limonene (4.5 %) >b-Caryophyllene
(4.1 %).

P.nigra Tuscany, Italy

a-Pinene(70%)>Dihydrocarvone(4.6%)>Carvone (2.5

Macchionietal.(2002)

%) >b-Pinene (2.2 %) >Limonene /c- Terpinene
(1.8%).

Piandella
Fioba(Massa),Centralltaly

a-Pinene (61.7 %) >Phyllocladene (I 1.8 %) >b-Pinene
(2.8%)>Isobornylacetate(2.1%)>Camphene(l.6

Macchionietal.(2003)

%)>Limonene(1.3%)>Myrcene(l%).

Calabria, Italy

a-Pinene(74.63%) >b-Pinene(2.58%)>Isobornyl

Vidrichetal.(1996)

acetate (1.33 %) >Camphene (1.22 %).

Abruzzo,ltaly

a-Pinene(74.63%) >Limonene (5.96%)>

b-Caryophyllene(4.18%)b-Pinene(2.99%) >
Isobornylacetate(1.26%).

Friuliltaly

a-Pinene(47.18 %)>Limonene (6.44 %)b-Pinene (2.35

%)>p-Menth- | -en-8-ylacetate(2.04%)>Isobornyl
acetate (1.32 %).

P.nigrassp.
mauretanica

NationalParkofDjurdjura,Algeria

a-Pinene (55.7%)>Phyllocladene(12.4%)b-Pinene/
Cembrene (2.3 %) >Germacrene D (1.9 %)

Presentstudy

>Camphene/b-Caryophyllene(1.8%)>Cis-Verbenol
(1.7 %) >Limonene (1.4 %) >Sclarene (1.2 %).

Table 4. DPPH, ABTS, b-carotene bleaching antioxidant activities of needles
and twigs EOs of P.nigra ssp. mauretanica.

IC50(mg/ml)
Sample DPPH ABTS b-Carotene
Needles 260.93+37.35* 91.124£5.56 1.59+0.01*
Twigs 93.72+6.85° 40.43+£3.53¢ 1.4410.16*
a-Tocopherol 0.142+0.003¢ 0.039+0.002¢ 0.50+0.015°
b-Caryophyllene 3.338+0.123¢ 4.52+0.25¢ -
Caryophylleneoxid 65.34+4.64° 58.02+1.72b° -

Meansalongeachcolumnfollowedbythesameletter(s)arenotsignificantly
different at the 5% level by Student-Newman-Keuls method.
-Notested.

hydrocarbonterpenes.Theseresultsofpoorantioxidantper-
formanceconcurwellwithstudyofPoliteoetal.(201 Ib)onP. nigra
ssp. dalmatica and also confirm findings of Sharma et al. (2015)
on P. roxburghii, P. wallchiana and P. gerardiana where
dominatedfractionofmonoterpenehydrocarbonsseemstobe the
cause of an important change in the biological activities.
Conceivable interactions between volatile compounds may
interfere(VWangetal.2008).Indeed,thislowtomoderateanti-
oxidantactivitymaybelinkedtotheabsenceofsomephenolic
groups known to be responsible for high radical scavenging
effect (Politeo et al. 201 1b). In fact, antioxidant activity had
alwaysbeenreportedcomparedtothecontentofphenoliclike
carvacrol, or thymol. These phenolic compounds could be
responsible for high antioxidant activity (Miladi et al. 2013).
However,someresearchersprovedthatsomeEOsrichonnon-
phenolics compounds also have antioxidant potentials which
maybeduetohydrocarbonsliketerpenesandsesquiterpenes.
Otherfactors(solubilityofthecompoundsorstereo-selectivity —of
radicals) in different antioxidant protocols can modify the
abilityoftheoiltoreducemanyradicals(Grassmann2005;

Postuetal.2019).P.nigraEOsactivitiesarestillimportantcom-
paredwithabovecitedpinespecies.AccordingtoYeneretal.
(2014)andPoliteoetal.(201 I b),needleEOsofP.nigraandP.
nigrassp.dalmaticafromTurkeyandCroatiaexhibitedverylow

scavengingDPPH*atconcentrations < | mg/mL.Interestingly,
these results corroborated with our study, where significant

activitieswereobtainedwiththeconcentrations> Img/mL.lt s
plausible that a number of limitations could have influenced
theresultseitherrelatedtoparticularexperimentalconditions
intheDPPHtests(Apetreietal.20 | 3)orotherexternalparam-
eters.Asanexample,antioxidantactivitiesonsomepinestrees i.e.,
P. strobes revealed a significant decreasing two to four
timesfromwintertosummer(Andersonetal.|992).Theevalu-
ationoftheantioxidantactivityshouldbecarriedoutbymore than
one test method (Alam et al. 2013). A performed ABTS
testrevealedasignificantantioxidanteffectwithlCsoof
91.12£5.56mg/mLand40.43+3.53mg/mLforneedlesand
twigs,respectively. ABTSand DPPH are reliable methods totest
antioxidantcapacityespecially appropriateinthe investigation of
hydrophilic and lipophilic antioxidants (Kedare and Singh
201 I;SivakumarandMeera2013).ABTSandDPPHpresented
thebestpotencycomparedwithb-carotenetestwherebetter
activitieswere recorded at low concentrations (I-5mg/mL).
b-carotene/linoleicacidmethodisusefulforstudiesoflipophilic
antioxidants (Andrade et al. 2013). However, the method has
beenwidelycriticizedduetoitslowreproducibilityandprob-
lematicquantification(Prietoetal.2012).b-caroteneactivities
intwigs(IC50=1.44+0.16lg/mL)exhibitedmuchlower
potencythan that of a- Tocopherol (0.50+0.015Llg/mL)but
much higher than that of needles (ICso= 1.59+0.01 Lg/mL).
Thereducingpoweractivitywasbasedonthereduction
offerric(Fe3")toferrous(Fe2Yinthepresenceof
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Figure 3.Reducing power of P. nigra needles and twigs oils. (a4 are notationof
the level of statistical differences).

antioxidants (Goze et al. 2009). Figure 3shows that the
reducing power of both EOs and a-tocopherol increased
graduallywithincreasingconcentration.Theneedlesshowa

high activity for all concentrations than twigs with significant

differences(p <0.05).Comparingtothea-tocopherolat
0.25mg/mL,twigs EO (at 4 and 5mg/mL) and needles EO (at

4mg/mL)shownosignificantdifferences(p <0.05).High
was recorded at 5mg/mL with significant

activity
differences
(p<0.05)for needles. Our results were higher than those
reportedbyUlukanlietal.(2014),regardingthereducing
powerofP.pineaandP.brutiaEOat20mg,whichfoundto
behigherthanthatofa-tocopherol(|0mg).Theresultsof
thereducingpowerofEOsappearedtobebetterthanthose of the
bleaching of ABTS derived radical cations and the bleaching of
DPPH radicals.

Antioxidant activity assessed by phosphomolybdenum
exhibited positive linear regression for both tested
plantparts(Figure4).NeedleEOrevealedslightlyhigheractivity
comparedtotwigsatconcentrationsof0.03125and
0.0625mg/mL,withanon-significantdifference(p<0.05)
whileatconcentrationsof0.125and0.25mg/mLtwigsare
more positive than needles. This latter particularly exhibited
highradicalscavengingpropertyat0.5mg/mL.Comparing to
Ascorbic acid, both EOs presented high activity at concen-
tration 0.03125 and 0.0625mg/mL while low activities were
recorded at 0.125, 0.25 and 0.5mg/mL.

Inconclusion,phosphomolybdenumassayshowedbestanti-
oxidantamongallofthetestedsamples,comparedwithDPPH,
ABTS,b-caroteneandreducingpowersystems.Unfortunately,
thereisnopertainingstudiesontheantioxidantpotentialsof
P. nigra ssp. mauretanicatargeting both twigs and needles to
compare with our results. Thereby, the antioxidant action
mechanismcannotbeunderstoodwithoutrecoursetodiverse
existinghypothesessuchasforexample,consideringtheinflu- ence
of a variety of active phytochemicals, including: vitamins,
carotenoids,terpenoids,alkaloids,flavonoids,lignans,simple
phenols,phenolicacids(GuptaandRajpurohit201 I),presence
orabsenceofhydrocarbonscomponents(Villanoetal.2007),
extraction/detectionmethods(Apetreietal.201 3).

Insecticidalactivities

The present study revealed that EOs of both plant
partsweretoxicandrepellenttoC.maculatusadults.Significant

0.35 -
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Figure 4. Total antioxidant activity of P. nigra needles and twigs oils. (a-i are
notation of the level of statistical differences).

results were observed with dose-related increases for all
completed tests. The mortality calculated from the Probit-log
model is expressed in lethal doses with their confidence lim-
its. The slope and Chi2 (v2) express the toxicity of the EO.
The Chi2 expresses the fit test of the model that is not sig-
nificant at 5% (Table 5).

Incontacttoxicityassay,dataofcumulativemortality against C.
maculatus adults along four days of exposure indi-cated that both
EOs were toxic, but at different concentrations.
ThemostactiveEOwasthatofneedlesataconcentrationof
2|L/mLwhere50%ofthemortalitywasrecordedwhilefor the twigs,
this rate was reached at a much higher concentra-tion
(16LL/mL).EOs from needles appear to be the most toxic against
adults of C. maculatus with LD50 of 1.058IL/mL andLD95 of
62.615lL/mL. EOs extracted from the twigs after four days of
treatment showed less convincing results with LD50 (6.23 LL/mL)
and LD95 (156.23/mL). For needles and twigs,
tacttoxicitywasfoundtobemoreeffectivethaninhalation  test in
killing adults of C. maculatus (Table 5). In Effects of inhal- ing EOs,
LT50 varied differently with values of 155.583h (in needles) and
287.509h (in twigs).

EOs may affect negatively development, emergence andegg
mortality of various pests. Indeed, EOs can regulate or
inhibitthedevelopmentcycleofinsectpestsofstoredproducts such
as C. maculatus (Magdalena 2009; Rajashekar et al. 2014;
Mossa2016).Hedjal-Chehhebetal.(2013)reportedthatadose  of
50lL of EOs of some conifer species affected vey signifi-
cantly the longevity, fecundity and emergence of C. maculatus.
Koutsavitietal.(20 | 4)demonstratedthatvariousEOsofPinus
species(includingP.nigra)couldserveprimarilyasanalternate
agent of Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) repellency. In
repellencytest,bothEOsofP.nigrashowedadose-dependent
repellency towards C. maculatus adults with maximum repel-
lencyrecordedat| 6lL/mLwith67.5£0.95and70+0.81 %for
needlesandtwigs,respectively. Theanalysisofvariance

con-

showedsignificantdifferences(p <0.05)inweevilresponsesat
8lL/mLfor all oils tested, but no significant differences were

observedfortherepellenteffectof2,4and | 6|L/mL,inducing
thusarepellencyclasslli(ModeratelyRepulsive),accordingto
McDonald et al. (1970).5

TheBlackpineEOsshowedmoderaterepellentproperties
tested against weevil cowpea adults. The probable
reasonsforthis couldbe the shortdurationofexposure andthe
con- centration ofoils (Hedjal-Chehhebetal. 2013; Toudert-
Taleb
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Table5.ComparativetoxicityofessentialoilextractedfromPinusnigrassp.mauretanicaagainstC. maculatus.

Fitofprobit line

Plantpart  LDsq(ml/ml)(min—max) LD g5(ml/ml)(min—max) v P.value Intercept Slope+SE LT5o(Hour)(min-max)
Contacttoxicitybioassay
Needles 1.058 62,615 3.268 0.05 4.977 0.928+0.234 53.738
(0.211-1.933) (25.712-778.910) (49.946-57.783)
Twigs 6.235 156.235 2.710 0.05 4.065 1.175+£0.218 104.364
(4.683-8.521) (62.648-1086.932) (94.480-118.607)
Fumiganttoxicitybioassay(inhalationtest)
Needles 14.741 1546.030 1.462 0.05 4.048 0.184+0.217 155.583
(9.272-46.498) (222.521-719068.938) (127.553-210.874)
Twigs 28.767 2631.784 0.613 0.05 3.776 0.838+0.227 287.509
(15.326-181.742) (313.505-2661801.500) (198.025-558.229)
PercentRepellency(PR)(mean+SE)
Concentration(mL/ml)
4 8 16 McDonaldclass(mean+SD)
Needles 15+2.51° 42.5+1.7* 45+1.73* 67.5+0.95 (42+1.72)
Twigs 27.5%1.5° 40+0.81* 60+0.5° 70+0.81* (49.37+0.095)

LDsy:Dosenecessarytocausedeathof50%ofthetestedinsects(MedianLethaldose);LDys:Dosenecessarytocausedeathof95%ofthetestedinsects LTsy: Average lethal

time ( 50 % survival time of the tested insects).

InPRtest:Meansalongeachcolumnfollowedbythesameletter(s)arenotsignificantlydifferentatthe5%levelbyStudent-Newman-Keulsmethod.

etal.2014).WemustdrawattentionthatEOscomponents
modulate (synergy) or alter the effects
(antagonism) (Okoh et al. 201 1).

The nature of our investigations on insecticidal activity
still

may

of other ones

makesitdifficulttogeneralizeresultsonP.nigraasthisis not

well documented.

Conclusion

As far we know, this is the first study, that investigated the
chemicalcomposition,antioxidantandinsecticidalactivitiesof
EOs of P. nigra ssp. mauretanicanaturally grown in northern
Algeria. Comparison with available data of close subspecies
studied mainly in Turkey and Italy showed chemical divergen-
ces.Indeed,theAlgerianBlackpineneedleswerecharacterized
byahighcontentofb-caryophyllene(26.2%)andrelativelylow
contentofa-pinene(9.4%)whileinpopulationsfromEuropean
subspecies,proportionsareinmostcasesreversed. Thechem-
icalcompositionofbothanalyzedaerialparts(leavesandtwigs)
collected during the full bloom of the tree revealed a new che-
motype for the leaf (b-caryophyllene (26.2%) >germacrene D
(17.2%)>a-pinene(9.4%) > phyllocladene(7.1%) > d-cadi-
nene(6.9%) >a-humulene(4.1%)>c-muurolene(3.1%)).On
theotherhand,twigsexhibitedachemotypesimilartothatof

P. nigra from the central Italian provinces of Massa (Macchioni
etal.2003)wherethefractionsofthethreemajorcomponents  are
closer. Qualitative and quantitative differences were observed
composition, depending both plant
partsandextractionproceduresasreportedbymanyauthors.
FortheDPPH,ABTSandb-caroteneantioxidantsystems,the
twigs oil showed a high level than needles, unlike to reducing
power test. In phosphomolybdate system, both analyzed EOs
revealed the best antioxidant potential comparatively with
others used antioxidant systems. Finally, EOs demonstrated
importantantiinsecticidalactivityagainstC.maculatus,import- ant
pests of pulses. Both EOs have effects with variable rate
depending on plant parts, dose, duration and frequency of

in  chemical on

exposure.ThesefindingssuggestthatEOsofthestudiedplant
havepotentialtobedevelopedintonaturalantioxidantinfood
systems,bio-controlofstoredproductpestandlastnotleast

forassessmentandconservationprogramconcernswhereche-
motaxonomic studies may contribute as a complementary
botanicalapproach,becausemuchuncertaintyanddebatestill
exist on taxonomic status of Black pine subspecies.
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Abstract

The essential oils (EOs) from needles, twigs and cones of Abies numidica De Lannoy ex
Carriere, an endemic tree from Algeria, were obtained by hydro distillation and analysed by gas
chromatography (GC), gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS), and **C nuclear magnetic
resonance(**CNM R).Basedontheresultsfifty,forty-nine,andthirty-ei ghtcomponentsfromneedies,
twigs,andconeswerei dentifiedaccountingfor86.0%,93.5%,and93.8%0fthetotal EO,respectively. EOs
were mainly composed of monoterpene hydrocarbons (MH) (46.3%-86.0%), followed by
sesquiterpene hydrocarbons (SH) (2.6%-33.6-%), oxygenated sesquiterpenes (SO) (0.9%-4.7%) and
oxygenatedmonoterpenes(M O)(1.4%-15.7%).EOsdifferedinthei rpercentcomposition,represented
essentialy by a-pinene with the range of 17.6%-59.7 %, limonene (2.1%-40.7 %), B-pinene (5.6%-
12.9%) and camphene (0.4%-10.9%). The antioxidant activity was determined using five tests: ABTS,
B-carotene bleaching, DPPH, FRAP and phosphomolybdenum. Cholinesterase inhibition potential of
EOs was aso evaluated. EO of each plant part exhibited various degrees of antioxidant activities
depending on performed test indicating potential importance of the plant. EO of cones was found to
havethehi ghestanti oxi dantacti vityformostofthetestsperformed.All EOsexhi bitedbetter



antiacetylcholinesterase (AChE) than antibutyrylcholinesterase (BChE) activities at various rates. The
most potent AChE inhibition was observed for twigs EO (IC5=2.73 ug/mL), followed by needles
(1C50=4.09 ng/mL) while cones EO showed least potential (1C50=13.64 ug/mL).

Keywords: Abies numidica, Chemical composition, Antioxidants, Acetylcholinesterase,

Butyrylcholinesterase

Background

The region of Kabylia has arich flora highlighted by several biodiversity hotspots representing one of
themai ncentresof plantspeci esri chnessi nthecountry.1nadditi on,theregi oni sal soahometooneof the largest
forest coversin the country, where unique trees are growing naturaly such as A. numidica, an endemic
species which is under severe threats due to loss of habitat. Besides our interests on the researchofhigh
val uebi ocompounds,acquiringdataonchemical profilesof differentpartsofthetree may contribute to better
understanding of the species phylogeny. Indeed, relationships between chemotypes and genetic
diversity of natural populations of closely related species are more and more considered using modern

approach such as chemosystematics.



I ntroduction

Severa studies have reveded the therapeutic potentials of EOs derived from Abies species,
membersof subfamilyA bi etoi deae( Pi naceae). T hegenusA bi esi srepresentedinAl geriabyonespeci es
only(Abiesnumidica,Del. annoyexCarriére)andknownasthefirof Numidia.ltisanendemi cspecies
digtributed on the tops of mountains of Babor and Tababort (Petite Kabyli€). The trees of this species
occupy small areas less than 300 hectares in total (1). These two localities are the main known natural
habitats and for conservation concerns, A. numidica was also introduced outside its natura range,
especidly in the eastern forests (Tellian areas). The tree seems to take hold gradually by regenerating
naturally in ex situ areas such as Seraidi mountains (Annaba). The cones were used in traditiona
medi cineagai nstcold,abdominal pain,respiratoryill nessandvascul ardiseaseswhil eotherpartsofthe  plant
areused in various preparations including medicinal turpentine oils and tar extraction. Fir gumis used
as an antiscorbutic and antiseptic, or for wounds treatment and burns soothing (2). So far, no
ethnobotanical studies have been undertaken to clarify traditional uses of A. numidica, at least around
itsdistributi onarea. Several studi esondifferent Abi esspeci esworl dwi dehaveshownvariousactivities,
suchasantimicrobial ,antifungal ,antitumor,anti-inflammatory,anxiol ytic,etc.(3-18).Incontrast,itis
possiblethatdueto itsconservation status and limitedpopulation,notmuch attention hasbeen paid to
A. numidica. Only afew studies concerning A. numidica have been published, focusing on three main
areas. phytosociology, ecophysiology, and conservation (19-22), phytochemical profiles, antioxidants
and antimicrobial (10,11,15,16,18). A. numidica is poorly investigated when compared to other Abies
species. It is also noteworthy that the few existing studies have mainly focused on needles extraction
and no attention has been paid to treat other plant parts simultaneoudly. Alzheimer’s disease (AD)
accounts for 60-70% of cases of dementia worldwide, with a prevalence of 24.3 million cases (23).
Particular attention was paid to this activity, asit is relevant to the treatment of AD. In the last decade,
investigations on EOs from various plants as potential acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase(B ChE)inhibitorshaveattractedmuchattenti onof researchteamsworl dwi de(24-
26).Theseenzymesplayacrucialrol einthebreakdownoftheneurotransmitteracetyl choline,andtheir
inhibition has been linked to the treatment of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and
Parkinson's (25). Our study was carried out on needles, twigs and cones of A. numidica by comparing

their EO chemical composition, their antioxidants and enzymatic inhibitory properties.



M aterialsandM ethods

PlantM aterialandessential oilextr action

Aeria parts (needles, twigs and cones) of A. numidica were collected in January 2011 from
Tababort mountains (altitude 1420 m, latitude 36° 32' 52.17" N, longitude 5° 27' 10.74" E), in
northernAlgeria. Collected material was carefully checked by removing infected parts in situ,
and a voucher specimen was deposited in the collection herbarium at the laboratory of
valorization of natural biological resources, university of Setif 1,Algeria. Fine dried chopped
needles, twigs and cones (150 g each) were hydrodistilled separately using a Clevenger-type
apparatus for 3 h. All extracted EOs were dried using anhydrous Nap,SOy, filtered and stored

at 4 °Cindark until use. EO yields were estimated on a dry weight (w/w).

All extracted EOs, as well as the subsequent experiments, were conducted in the same year
(2011)

Chemicals

All reagents and solvents used were of analytical grade. Acetylcholinesterase (AChE, from
Electrophorus eectricus — electric ed, type V-S), butyrylcholinesterase (BChE, from equine serum),
acetylthiocholine iodide (ATChl), butyrylthiocholine iodide (BTChl), 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoicacid)(DTNB,ElIman’sreagent),3-caryophyllene,-pinene,caryophylleneoxide,carvone and
ethanol were purchased from Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, Germany) (purity 97.5 to 99%); ferric
chloride (FeCls), a-tocopherol, ammonium molybdate ( (NH,)eM0,0,4-4H,0), DPPH (2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyl), ABTS(2,2'-azi no-bis(3-ethyl benzothi azoline-6-sulfonicacid),linoleicacid

, Tween20andB-carotene)werepurchasedfromSigma-AldrichCo(St, L ouis,USA);sodiumphosphate
(NagPO,), sodium hydrogen phosphate (Na,HPO,), sodium dihydrogen phosphate (NaH,PO,),
potassiumferricyani de(K sFe(CN)g),trichloroaceti cacid(C,HCl30,), Sul furi cacid(H,S0,),potassium
persulfate (K,S,0g) and chloroform from Biochem Chemopharma (Cosne sur Loire, France; ascorbic

acid from Prolabo, (Carnot, France).
Gaschromatogr aphy-flameionizationdetector (GC-FID)

GC analyses were performed on a Perkin EImer Clarus 500 gas chromatograph equipped with flame
ioni zationdetector(FI D)and2f usedsilicagel capillarycolumns: BP-1(pol ydi methyl siloxane, 50mx
0.22mmi.d.,filmthickness:0.25um)andBP-20(pol yethyl eneglycol ,.50mx0.22mmi.d.). Theoven
temperaturewasprogrammedfrom60to220° Catarateof 2°C/minandthenhel di sothermal for20



minat220°C,withinj ectortemperatureof 250°C,detectortemperatureof 250°C,carriergas:hydrogen (0.8
mL/min), and split ratio 1/60. The relative proportions of the oil constituents were expressed as
percentagesobtai nedbypeakareanormali zati on,withoutusi ngcorrectingf actors.Rl sweredetermined

relative to the retention times of a n-alkanes series with linear interpolation (“Target Compounds”

software, Perkin Elmer).

Gaschromatography-massspectrometry(GC-M S)

The EOs were anayzed with a Perkin Elmer TurboMass detector (quadrupole), directly coupled to a
Perkin Elmer Autosystem XL, equipped with a fused silica gel capillary column (BP-1
polydimethylsiloxane,50m,0.22mmid,filmthickness0.25um).Carriergas:helium(at1.0mL/min); split
ratio,1/80; injection volume,0.2 pL; injector temperature; 250 °C; oven temperature programmed from
60 to 230°C a a rate of 2 °C/min and then held isothermal for 20 min a 220 °C; ion source
temperature of 250°C; ionization energy 70 V.

Nuclear magnetic resonance

3C-NM RspectrawererecordedonaBruker AV ANCE400Fouri er Transformspectrometeroperating
at100.63MHzfor 3¢, equi ppedwitha5mmprobe,inCDCl5,withal I shiftsreferredtointernad TMS
standard. T hefoll owingparameterswereused: pul sewidth=4ps(fli pangl e45°) ;acquisitiontime=
2.7sfor128K datatabl ewithaspectral widthof 25000 Hz(250ppm); CPD modedecoupling;digital resolution
= 0.183 Hz/pt. The number of accumulated scans was 3000 for each sample (40 mg of essentia oil in
0.5 mL of CDCl5).

I dentificationofindividual components

Identification of the individual components was carried out by: (i) comparison of their GC retention
indices (RI) on polar and non-polar columns with those of reference compounds compiled in a
laboratory-builtlibraryandwithliteraturedata(27);(ii)oncomputermatchingagai nstcommercial mass
spectrallibraries(27-29);(iii)oncompari sonofthesi gnal sinthe™*C-NM Rspectraof thesampl eswith

thoseof ref erencespectracompil edinthel aboratoryspectrallibrary,withthehel pofal aboratory-made
software (30-32).



Antioxidantactivities

Reducingpower

Inthisassay, 1mL of EOsoro-tocopherolinethanol wasmi xedwi thsodiumphosphatebuffer(2.5mL, 0.2 M,
pH 6.6) and 2.5 mLof 1% solution of K;Fe(CN)e.After 20 min of incubation at 50 °C, 2.5 mL
of 10%tri chl oroaceti caci dwasaddedtothemixtureandcentrifugedat3000xgfor10min.2.5mL of
supernatantsweremixedwith2.5mL of distilledwaterand0.5mL of 0.1%FeCl ;. Theabsorbancewas
measured at 700 nm. Increased absorbance of the mixture indicated increased reducing power (33).

Totalantioxidantactivity (TAT)

Thetotal anti oxi dantactivityof EOswaseval uatedbyphosphomol ybdenummethodwhi chi shasedon
thereductionofMo(V1)toMo(V)(34).400uL of EOsi nethanol wasaddedto4mL of reagentsolution (0.6 M
sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate). The mixture was incubated
for 90 min at 95 °C and the absorbance was measured at 695 nm against blank (400 pL of
ethanol and4mL of reagentsol ution). T heanti oxi dantcapaci tywasexpressedasequival entofascorbic ~ acid
(mg AAE/g of EO).

DPPHeactivity

For the DPPH free radical scavenging activity, 20 uL of each EO (1-100 mg/mL) or standards (a-
tocopherol andpurecompoundsof EOusedaspositivescontrol s)inethanol wasmixedseparatel ywith

180uL ofethanali csol utionof 100mM DPPHina96-wel Imi cropl ate. Afterincubati oninthedarkf or
30minat37°C,theabsorbanceofthemixtureandcontrol (contai ningD PPHsol utionandethanol )was
measured at 515 nm against and ethanol blank (35). The percentage of DPPH free radical scavenging
activitywascal cul atedfrom(A control-A sample! A control) X 100,whereA oo Stheabsorbanceof thecontrol and
Asmple 1S the absorbance in the presence of a tested simple (EOs or standards). The results were
expressed by the concentration required to scavenge 50% of DPPHe (ICsp), calculated from graph

plotting inhibition percentage against EO concentrations.
ABTSe+activity

TheABTSe+ solution (bluish-green color) was prepared by reacting at room temperature for 16 hours
in the dark of 7 mM of ABTS salt with 2.45 mM potassium persulfate (K,S,0sg) (36). The obtained
solution was diluted with ethanol up to absorbance vaue of 0.750 £ 0.025 at 734 nm. To 180 pL of
ABTSe+ diluted solution in a 96-well microplate, 20 puL of each EO (1-100 mg/mL) or standards (o-
tocopherol and pure compounds of EO used as positives controls) in ethanol were separately added.
After incubation in the dark for 6 min at room temperature, the absorbance of the mixture and control
(containing ABTSe+ solution and ethanol) was measured at 734 nm against ethanol blank. The
percentageof ABT Se+inhibitionwascalculatedfrom(A controi-Asampie A contror) X 100,WhereA ool Sthe
absorbanceofthecontrolandA sy el Stheabsorbancei nthepresenceoftestedsi mpl e(EOsand



standards). Theresul tswereexpressedbytheconcentrati onrequiredtoscavenge50%0fDPPHe(1Csy),
calculated from graph plotting inhibition percentage against EO concentrations.

[3-car otenebleachingactivity

In this assay, a stock solution of B-carotene-linoleic acid mixture was prepared by mixing 40 mg of
linoleic acid and 400 mg of Tween 20 in 3 mL of B-carotene solution (5 mg/50 mL chloroform). The
chloroformwascompletely evaporated and 100mLof oxygenateddistilled waterwasadded to thedry
mixtureand agitatedvigorously.Freshly obtained emulsion (3mL)wasmixed with(100 pL)ofEOor a-
tocopherol (1-5mg/mL di ssol vedi nEtOH)wereadded. T heabsorbanceat470and700nmwastaken

immediately and after 60 min of incubation at 50 °C against blank (37). The control (containing all
reagents without the tested sample) was prepared in the same conditions. The degradation rate of (3-
carotene (DR) was caculated from DR =Agmin -Asomin, WhereAgmin is the initial absorbance at time 0
and Agomin 1S the absorbance at 60 minutes. The antioxidant activity (% AA) was calculated by the
following formula:AA% = (DRcontrol = DR sampie/ DReontrat) * 100. The results expressed by 1Csy, which

represents the concentration required to obtain 50% of degradation rate of 3-carotene.

Acetylcholinester ase/butyrylcholinester aseinhibitor yactivity

AChE/BChE inhibitory activity measurementswere carriedoutbyaslightly modifiedEllman assay as
described before for AChE inhibitory activity. A typical run consisted of 180 pL of phosphate buffer
(0.2M,pH8),10pL of DTNB (atafinal concentrationof0.3mM preparedin 0.1M phosphatebuffer
pH 7with0.12M sodiumbi carbonateaddedf orstability), 10uL of sampl esol ution(di ssol vedin80%
EtOH),and10pL of AChE/BChEsol ution(withfinal concentration0.03U/mL).Reactantsweremixed in a
96-well plate wells and reaction was initiated by adding 10 pL of acetylthiocholine
iodide/butyrylthiocholine iodide (ATChI/BTChlI, to reach a fina concentration of 0.5 mM). As a
negative control, 80% EtOH was used instead of sample solution. Non-enzymatic hydrolysis was aso
monitoredbymeasurementoftwoblankrunsforeachrun.Inshort:inthefirstblank,theAChE/BChE,
respectively, was replaced by equivaent buffer amount and in second blank, the ATChI/BTChl,
respectively, was replaced by equivalent buffer amount. All spectrophotometric measurements were
performed at 405 nm and at room temperature for 6 min periods using Synergy HTX S1LFA multi-
mode microplate reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT). The results are expressed as
percentage inhibition of enzyme activity or 1Csy - where possible and compared to standard (tacrine)
(38).



Statisticalanalysis

Antioxidant activities were conducted in triplicates and results are expressed as mean + standard
deviation(SD).Alldatawassubj ectedtoanal ysi sof variance(ANOV A) ,andmeanswerecomparedby
leastsignificantdifference(L SD)usingstati stical software(X L Stat2016V ersion17.06).Differenceat p <

0.05 were considered to be significant.



ResultsandDiscussion

ChemicalComposition

Inthisstudy, threediff erentEOsampl es(nheedl es,twigsandcones)fromA.numidicawereobtainedby ~ water
digtillation and analysed by GC-MS. The needles, twigs, and cones of A. numidica yielded 0.36,
0.45,and0.39%(w/w)of EO,respectively. T ablelreportscomponentsi dentifiedbyGC-M Slistedin
orderoftheirel ution,al ongwiththeirretenti onindicesonbothcapillarycolumnsused. Additionaldata  were
compiled in Figures (1, 2). The results of the analysis reveaed fifty, thirty-eight and forty-nine,
components in the EOs from needles, twigs, and cones representing 86.0%, 93.8%, and 93.4% of the
total EO, respectively. The composition of needle, twig and cone EOs differ both qualitatively and
quantitatively. Both monoterpene and sesquiterpene hydrocarbons were more abundant than their
oxygenated derivatives. Major components are similar in plant part EOs belonging to monoterpene
hydrocarbonsanddiffermainlyinthei rpercentcomposition.Indeed, EOsarerepresentedessential lyby -
pinene (59.7, 25.3 and 17.6 % in twigs, cones and needles, respectively), limonene (40.7% cones,
10.0% twigs), b-pinene (12.9% twigs, 6.8% needles and 5.6% cones) and camphene (10.9% needles).
Intotal onlysevencomponentsarerepresentedwithacontenthi gherthan5%: a -pinene(max.intwigs: 59.7%);
limonene (max. in cones: 40.7% ); b-pinene (max. in twigs: 12.9 %); camphene (max. in needles:
10.9%); (E)-b-caryophyllene (max. in needles. 6.5%); himachaa-2,4-diene (max. in needles: 5.9%)
and d-cadinene (max. in needles. 5.0%) (Figure 1).These discriminant components of EOs are
qualitatively comparable to those reported by Ramdani et al. (11) on the same species collected from
the same locality (natura populations of Babors mountains). As reported, the analysed EO of needles
was dominated by a-pinene (22.6%), limonene (19.7%), B-pinene (12.3%), camphene (11.2%) and f3-
phellandrene(7.8%).Incontrastonlyasmallamountoflimonene(2. 1%)wasi dentifiedinoursample.
Bagci&Babag(50)demonstratedthatthemajorcompoundscanbethesamebutwithsomequantitative
differencesinvariousstudiedA bi essubspeci esgrowinginTurkey.tisworthnoti ngthatbornyl acetate is
found in various conifer oils (51). Moreover, bornyl acetate has been previoudy reported as one of the
major constituents of EOs of various Abies species such as A. alba (7), A. sachalinensis (52), A.
sibirica (53), A. arnoldiana (54), A. koreana (55-56). In the study of Gerling et a. (53) on A. sibirica,
bornyl acetate was the most valuable component representing 29.4% followed by camphene (28.8%),
0-pinene(10.8%)and5-3-careng(6.2%).Althoughthecompoundwasproducedi narel ativel ysmaller amount
in A. numidica, terpene composition pattern seems to be similar with other Abies species. This
phenomenonofqualitativel yrel ativeconstantmaj orcomponentsi nseveral A bi esspeci eswasreported by
various authors. More specificaly, it was found that some monoterpenes such limonene, a-pinene,
camphene, -phellandreneandf-pi nenearethemostdi scri mi nantcompoundswithi nA bi esspeci es(57).

Interestingly,variations inchemical compositionand total percentagesof thesecomponents shouldbe



consideredwhendiscussingchemodiversity.Indeed,forthesamespeci es,significantdifferencesinthe
contentof EOsmayoccurdependingonvari ousfactorssuchpedoclimaticconditions. Toillustratethis,

Gerling et al. (53) reported a consistency on the average monthly yield of the identified EOs of Abies
sibiricahoweverthequalitativecompositionof EOsvariedthroughouttheyear.Neubel ler (58)reported B-
pinene, a-pinene and limonene as mgjor constituents in EOs of A. alba and A. numidica. Although,
therei sacl osegeneti crel ati onshi pbetweenA.al baandA.numi di ca(59) ,iti snotperti nentatthi sstage

toconsi derthesedataaschemotaxonomi cindi catorstosuggestanyrel ativesi mil arities.Conversely,in
analysis of A. alba needle by Zeneli et al. (60): a-pinene, camphene, B-pinene, limonene and bornyl
acetate were the major components. As it could be seen for A. alba, moving toward different habitats

resulted in significant variation of amounts of EO mgjor constituents.

Antioxidantactivities

In vitro chemical-based methods such as reducing power, TAT, DPPHe, ABTSe+, and [-carotene
bleaching assay have been developed to test the antioxidant activity of EOs (61-63). These assays are
used to evaluate the ability of EOs to scavenge free radicals, reduce oxidized compounds, and inhibit
lipid peroxidation. The antioxidant activity of EOs is assessed by measuring their ability to donate
electrons or hydrogen atoms to stabilize freeradicals and preventoxidativedamage(64-67).Resultsof

theantioxidant activities of A. numidica EOs are summarized in the Figure 3.

Lee and Shibamoto (68) emphasized the importance of developing reliable assays for accurately
measuring the antioxidant activity of natural antioxidants. They noted that antioxidant behavior is
often more complex in hydrophilic systems compared to lipophilic systems. Therefore, lipophilic
systems may provide a more accurate assessment of the antioxidant activity of non-polar or less-polar
compounds. The reducingpoweractivityworkedwellforbothli pophilicandhydrophilicanti oxidants

(69). This method based on the reduction of Fe (111) to Fe (I1) (the yellow potassium ferrocyanide-Fe**
to Prussian bluepotassiumferricyanide-Fe™)(67).Allthe examined EOsexhibited activity at
concentrationsexceeding 1 mg/mL, whichwasnotably lower than the 0.25 mg/mL concentration of o-
tocopherol, except for the EO derived from twigs at 5 mg/mL (see Figure 3.A). This difference was
statisticaly significant (p < 0.05), except for the concentrations of 0.25 and 0.5 mg/mL, where none of
EOs exhibitedanyactivity. TheEO-needl esshowedhi gheractivitythanEO-twi gsandEO-



cones a 1 and 2 mg/mL. At concentrations of 3-5 mg/mL, EO-twigs shows highest activity followed
by EO-needles and EO-cones, respectively.

The spectrophotometric quantification of antioxidant capacity by the phosphomolybdenum method
(TAT) has been considered as a good alternative for the determination of vitamin E in a variety of
lipophilic samples (34). In the presence of antioxidants, the molybdenum (V1) is reduced to the
molybdenum V) by electron or hydrogenatomtransfer(64).1nthisparti cularmethod,
Figure3.Billustratesapositive linear regression for al parts of the tested EOs. Notably, EO-cones
exhibited higher activity compared to EO-needles and EO-twigs within the concentration range of
0.03125-0.125 mg/mL, with a statistically significant difference (p < 0.05), except for the comparison
between EO-twigs and EO-cones at 0.125 mg/mL. At concentrations ranging from 0.125 to 0.50
mg/mL, EO-twigs displayed the highest activity, followed byEO-conesand EO-needles,in
thatorder,with astatistically significantdifference(p

< 0.05). Furthermore, at 0.5 mg/mL, EO-twigs exhibited higher activity than ascorbic acid at 0.25
mg/mL, whereas both EO-cones and EO-needles at 0.5 mg/mL demonstrated higher activity than

ascorbic acid at 0.2 mg/mL.

For the DPPH test, the radical (DPPHe) is neutralised by an antioxidant by accepting a hydrogen atom
or an eectron, giving a reduced form (DPPH or DPPH-H) (64). The ICs, results (Figure 3.C)
demonstrate the radical-scavenging activity of the substances tested. Among them, a-tocopherol
exhibited the most potent activity with an ICs, value of 0.142 + 0.003 mg/mL, followed by (-
caryophylleneat3.338 £0.123mg/mL . TheEO-conesshowedmoderateacti vitywithanl Csoval ueof

5.394 + 0.696 mg/mL, while carvone and -pinene displayed dightly weaker activity at 6.734 + 0.177
mg/mLand7.523+0.209mg/mL ,respectively.Incontrast,EO-needl eshadanotabl yhigherl Csoval ue of
44.860 + 0.143 mg/mL, indicating weaker radical-scavenging potentia. Caryophyllene oxide and EO-
twigsdemonstratedevenhi gherl Csoval ues,at62.895+1.923mg/mL and72.124+1.323mg/mL,
respectively.Theseresults,depictedinFigur €3.C, highlightthevaryingdegreesofradical -scavenging
activity among the tested compounds, with a-tocopherol standing out as the most potent antioxidant in

this context.

In the ABTS tedt, the initialy unstable blue-green radical (ABTSe+) undergoes electron acceptance
when exposed toantioxidants, resultingin the formation ofa stable ABTS form with a pale blue color.
This reaction has been documented in studies by Bibi Sadeer et al. (64), Ivanova et al. (65), Platzer et
a. (66) and Munteanu and Apetre (67). The results obtained (Figure 3.D) revea significant radical-
scavengingactivity,as indicatedbythel Cs, values.a-tocopherol displayed themostpotentactivityat



0.039+0.002mg/mL ,followedbyEO-conesat2.150+0.274mg/mL ,andB-caryophylleneat4.237+

0.093 mg/mL. Carvone and B-pinene exhibited slightly weaker but still noteworthy activity, with ICs,
values of 4.768 + 0.229 mg/mL and 25.507 + 0.189 mg/mL, respectively. EO-needles, EO-twigs, and
caryophyllene oxide displayed higher 1Csovalues of 33.563 + 0.426 mg/mL, 50.120 + 0.097 mg/mL,
and54.988+1.752mg/mL respectively.AsillustratedinFigur €3.D,thesefindingshighlightdiffering levels
of radical-scavenging activity among the tested substances, with a-tocopherol emerging as the most

potent antioxidant.

Forthef3-carotenebl eachi ngtest,themechani smi sbasedontheprotecti onof 3-carotenebyanti oxidants
against the free radicals generated by the oxidation of linoleic acid in the emulsion (65). For this test
(Figure 3.E), a-tocopherol exhibited the most potent activity with an ICs, value of 0.500 + 0.015
mg/mL, indicating its exceptional ability to protect B-carotene from oxidation. EO-needles also
displayed notable antioxidant potential, with an 1Csy value of 1.421 + 0.265 mg/mL, demonstrating its
capacitytodel aythebl eachingof B-carotene.lncompari son, EO-twigsandEO-conesexhibiteddightly
weakerbutstillsignificant-carotenebl eachi ngactivity,withl Csoval uesof 3.624+0.232mg/mL and
9.328+0.333mg/mL ,respectively. Thesefindings,asreportedi nFigur €3.E,showingvaryingdegrees of

protection against 3-carotene oxidation, with a-tocopherol emerging as the most potent antioxidant.

The results of the DPPHe and ABTSe+ assays exhibited a noteworthy similarity, in agreement with
similarradi calmechani smofaction. Thisconcurrenceisinlinewithfindingsfromapriorinvestigation, where
it was observed that limonene displayed strong activity in the DPPHe system, registering at 93.1%,
while manifesting milder activity in the ABTSe+ system, at 12.4%. In contrast, B-pinene
demonstratedmoderateactivityintheDPPHesystem,measuringat21.4%,butdisplayedloweractivity in the
ABTSe+ system, at 8.8%. Meanwhile, o-pinene exhibited minimal activity in both systems, as
reported in the study by Yang et a. (7).

Similarly, in this study, the strong activity in the DPPHe system and limited activity in the ABTSe+
system observed for EO-cones and EO-twigs can be attributed to the substantial presence of limonene
in EO-cones (40.7%) and the notable content of a-pinene in EO-twigs (59.7%). Furthermore, (-
caryophyllene exhibited superior activity compared to carvone and B-pinene in both the DPPHe and
ABTSe+ systems, as evidenced in Figure 3.C and D. This enhanced activity can be linked to the
moderate activity of EO-needles (containing 6.5% of carvone), which aligns with the presence of (-
caryophylleneinEO-needl es. T hestati sticalanal ysi susingANOV A (p<0.05)ontheseresul tsindi cates
anoteworthyand significantdifferenceamongalltheEOsderivedfromdifferentpartsof A.numidica, as well
as the utilized standards, as depicted in Figure 3.C, D, and E. Within the DPPHe system, EO- cones
displayed higher activity compared to carvone, B-pinene, EO-needles, caryophyllene oxide, and EO-
twigs. Similarly, in theABTSe+ system, EO-conesexhibited higher activity than EO-needles, EO-
twigs,andallthestandardsused,exceptfora-tocopherol . However inthef-carotenebl eachingsystem,  EO-
conesdi splayedloweractivitythanEO-needles, EO-twigs,ando-tocopherol . Thesevariationsin



activity can be attributed to the solubility characteristics of the EO compounds within the respective
reactionsystems.Indeed,it hasbeenreportedthatABTSe+(70)andDPPHesystem(71)is appropriate in the
investigation of hydrophilic and lipophilic antioxidants unlike to -carotene bleaching system, which
is recommended for lipophilic antioxidants (72). In the present study, the B-carotene bleaching has
shown a high sensitivity and affinity for lipophilic antioxidants, followed by ABTSe+ and last by
DPPHesystem, confirmingtheresultsofourpreviousstudy on Pinus nigra ssp. mauretanica(73).The
rel ativel yimportantanti oxi dantactivityobservedinEO-coneswithinthe ABT Se+andDPPHesystems  may
be attributed to its notable content of oxygenated compounds (15.7%). These compounds tend to
exhibitgreatersol ubilityintheseparti cul arsystemscomparedtothef3-carotenebl eachingsystem,where  the
compounds found in EO-needles and EO-twigs have higher solubility. In fact, it has been reported that
solubility of the compounds in different antioxidant activity system can modify the ability of the EO to
reduce many radicals (74). Comparatively, EO-needles are most active a 1 and 2 mg/mL in the
reducing power test, while EO-twigs excel at 3-5 mg/mL. In the phosphomolybdenum method, EO-
conesaremostactiveat0.03125-0.125mg/mL ,whil eEO-twigsl eadat0.125-0.50mg/mL.ForABT Se+
andDPPHe,EO-conesarethemostactive,whileEO-twigsarel eastactive.Conversely inthef3-carotene
bleaching system, EO-needles are the most active, with EO-twigs next, and EO-cones being the least
active.

In summary, the antioxidant potential of EOs mainly depends on their chemica content (75) and is
directly related to oxygenated terpenes (76), particularly terpenoids with phenolic groups such as
carvacrol, methyl chavicol, thymol, and eugenol (77). It has been also reported that monoterpene
hydrocarbons may be considered as active antioxidants but with less activity than oxygenated
monoterpenes. Whereas, sesquiterpene hydrocarbons and their oxygenated derivatives show very low
antioxidant activity (78). Moreover, ather components such as certain alcohols, ethers, ketones and
a dehydesal soplayakeyrol e ntheanti oxi dantcapaciti esof EOS( 75) . Furthermore,dependingon the
experimental conditi onsandthecompositi onoftheEO,anantagoni sticorsynergi sti ceffectmayoccur

between the compounds (79).

Inconclusion,EOsextractedfromdifferentpartsoftheA.numidi capl antexhibitedvaryi nganti oxidant

activities across different assays. EO-needles excel in protecting against lipid peroxidation, EO-twigs
demonstrateversatileanti oxi dantpotential, andEO-conesareeffectivel nscavengingfreeradical s. The choice
of the most valuable part will depend on the specific targeted application. These differences emphasize
the importance of understanding the unique chemical compositions of EOs extracted from various

plant parts, as they can lead to different antioxidant behaviorsin different assays and systems.



AChEandBChEinhibitory activities

Particular attention was paid to this activity, as it is relevant to the treatment of Alzheimer’s disease
(AD). Some acetylcholinesterase inhibitors occur naturaly in plants. For instance, Galantamine, an
akaloid fromthe Amaryllidaceae family, has been shown tobe effective against AD, and its treatment
has dso been shown to be safe (80). Numerous studies have highlighted the role of EOs as
acetylcholinesterase inhibitors, with some oils demonstrating notable potential (81-85). This has led to
significanteffortstoi dentifyandi sol atel ndivi dual compoundswithinspecificoil sthatretai nsubstantial
activity (86, 84). Regarding our plant, All EOs showed strong inhibitory activity against AChE with
percentages above 50%: EO-twigs (93.89%), EO-needles (77.88%) and EO-cones (69.15%), at the
maximum concentration tested (45ug/mL). The concentrations required for these EOs to reach 50%
enzyme inhibition (IC50) were: 2.73 pg/mL (EO-twigs), 4.09 pg/mL (EO-needles) and 13.64 pg/mL
(EO-cones),which is comparable (in case of EO-twigs) but still lower than the standard used, tacrine
(IC50 = 1.21 pg/mL). All the tested EOs showed lower inhibitory potential with respect to BChE,
comparedtoA ChEandtacrineatthehi ghestconcentrati ontested(45ug/mL ) ,asfollows. EO-cones=
33.23%,EO-needles=26.47%andEO-twigs=19.10 %.

In several studies, EOs tested generally showed lower inhibitory potential against BChE compared to
AChE (87, 85). The anticholinesterase activity of EOs is attributed to their major constituents, such as
camphorandl,8-cineol e(85).However,theoverallinhibitoryactivityof EOsi softenmorepotentthan that of
their magjor constituents alone (85). Various plant sources, including Salvia lavandulaefolia,
Rumexhastatus,and Thymusspathulifolius,Myrtuscommuni shavebeeni nvestigatedf ortheirpotential as
natural inhibitors of AChE and BChE (87, 88, 85, 89).

The good AChE inhibitory potential of the tested EOs might be related to a-pinene, 3-pinene, and
limonene, which have a good inhibitory effect on acetylcholinesterase (85, 84). a-pinene from EO of

Salvia lavandulifolia showed non-competitive reversible inhibition of AChE (85).

SomeminorEOconstituentsof thetestedEOsmayal sohavehadsynergi sticorantagoni sti ceffectson
theChEinhibitorypotential of thetestedEOs. T hesefindingssuggestthatourEOsandtheirconstituents  have
the potential to be explored as natural treatments for conditions related to cholinesterase dysfunction,

such as AD.



Conclusion

ThepresentstudyreportedtheEOscompositi onoftheneedl es, twi gsandconesof anendemi ctreefrom
Algeria:A.numidicaforthefirsttime.Atotal of 81constituentswerei dentifiedwhil emajorcongtituents wereo-
pinene(17.6-59.7%),limonene(2.1-40.7%),3-pinene(5.6-12.9%)andcampheng(0.4-10.9%).  Anayzed
EOs were dominated by the presence of monoterpene hydrocarbons (46.3-86.0%) followed by
sesquiterpene hydrocarbons (2.6-33.6-%). Repeating terpene constituent patterns in Abies taxa
reinforces the idea that relationships can be found between botanical characteristics and chemical
composition of closely related species leading thus to stimulate chemosystematic debates for a better
understanding of evolutionary phenomenon. Tested EOs revealed various degrees of antioxidant
activities depending on the test type. Compared to needles and twigs, EO of cones was found to have
the highest antioxidant activity for most of the tests performed (FRAP, ABTSe+ and DPPHe). Tested
EOs exhibited more selective inhibitory activitiy towards AChE with lower activity towards BChE.
TwigswerefoundthemostactiveA ChEinhibitors(ICs,=2.73pg/mL)followedbyneeedl es(1Cs,
=4.09ug/mL),whil el owestpotencywasrecordedforcones(l Cs;=13.64ug/mL ). Alltheseresultsare  evoking
potential therapeutic benefits of A. numidica EOs by making it an appropriate candidates for further
studies and identification of its bioactive principles with particular emphasis in the research for the

treatment of Alzheimer’s disease and other related dementias.



Tablel: Chemical compositionof needl es,twigsandconesessenti al oi | sof A biesnumi dicaessential oilfromAl geria

. . | RIp Content(%) o
N° Compound Ria |Rla(lit) | Rip . Class I dentificationmode
(i NEO | TEO | CEO

01 Santene 878 884 979 | 984 | MH 18 0.1 tr GC-RI,GC-MS,*C-NMR
02 Tricyclene 921 927 1015 | 1012 MH 18 0.2 tr GC-RI,GC-MS

03 a-Thujene 924 932 1015 | 1026 | MH 0.1 0.1 tr GC-RI,GC-MS,*C-NMR
04 a-Pinene 932 936 1015 | 1025 | MH 176 59.7 25.3 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
05 a-Fenchene 941 941 1054 | 1061 MH - - tr GC-RI,GC-MS

06 Camphene 945 950 1065 | 1068 | MH 10.9 1.0 0.4 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
07 Thuja-2,4(10)-diene 946 945 1126 | 1122 | MH s 0.3 0.8 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
08 Heptan-1-ol 955 059" | 1445 | 1452 | Other - - 0.0 GC-RI,GC-MS®C-NMR
09 Sabinene 966 973 1122 | 1122 | MH 0.1 04 0.1 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
10 b-Pinene 971 978 1111 | 1110 | MH 6.8 129 5.6 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
11 Myrcene 982 987 1160 | 1161 | MH 0.3 0.6 0.9 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
12 a-Phellandrene 998 1002 1165 | 1168 MH tr - - GC-RI,GC-MS

13 p-Cymene 1011 1015 | 1271 | 1270 | MH 0.1 0.2 04 GC-RI,GC-MS®C-NMR
14 Limonene* 1021 1025 | 1203 | 1198 | MH 2.1 100 | 407 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
15 b-Phellandrene* 1021 1023 | 1210 | 1209 | MH 45 0.4 0.3 GC-RI,GC-MS,*C-NMR




16 p-Cymenene 1072 1075 | 1437 | 1437 | MH - 0.1 0.4 GC-RI,GC-MS
17 Terpinolene 1079 1082 | 1282 | 1282 | MH 0.2 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
18 Nonanal 1082 1083 | 1393 | 1391 | other 0.1 0.1 - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
19 Linalool 1084 1086 | 1546 | 1543 | MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS
20 Fenchol 1098 1099° | 1580 | 1582°| MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
21 a-Campholenal 1105 1106 | 1488 | 149% | MO 0.1 0.3 10 GC-RI,GC-MS
22 Nopinone 1106 | 1108° | 1577 | 1577 | MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS®C-NMR
23 | cisp-Mentha-2,8-dien-1-ol 1115 1117 | 1660 | 1652 | MO - - 0.2 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
24 Camphor 1119 1125 | 1515 | 1515 | MO = - 0.2 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
25 trans-Pinocarveol 1122 1126 | 1652 | 1661 | MO - 05 2.7 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
26 trans-Verbenol 1127 1136 | 1675 | 1680 | MO - 0.1 0.7 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
27 Pinocarvone 1137 1137 | 1567 | 1575 | MO - 0.3 13 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
28 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1144 1127 | 1724 | 1674 | MO s - 0.2 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
29 Borneol 1157 1150 | 1697 | 1699 | MO - - 0.1 GC-RI,GC-MS
30 Terpinen-4-ol 1158 1164 | 1591 | 1601 | MO 0.2 - 05 GC-RI,GC-MS
31 p-Cymen-8-ol 1160 | 1159° | 1794 | 1848 | MO s - 0.1 GC-RI,GC-MS
32 Myrtenal 1168 1172 | 1626 | 1631 | MO - 0.3 13 GC-RI,GC-MS
33 a-Terpineol 1172 1176 | 1693 | 1694 | MO 0.2 0.1 1.0 GC-RI,GC-MS,*C-NMR




34 Myrtenol 1177 1178 | 1788 | 1790 | MO - 0.1 0.8 GC-RI,®C-NMR
35 Verbenone 1179 1183 | 1705 | 1720 | MO - 0.1 30 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
36 trans-Carveol 1196 1200 | 1832 | 1836 | MO - 0.1 0.9 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
37 cis-Carveol 1207 1210 | 1862 | 1854 | MO - - 0.3 RI,"®*C-NMR

38 Carvone 1213 1214 | 1732 | 1733 | MO - 0.1 - GC-RI,*C-NMR
39 Carvotanacetone 1218 1220 | 1684 | 1687 | MO - - tr GC-RI,GC-MS,*C-NMR
40 Linalylacetate 1240 1236* | 1555 | 1551 | MO 0.2 - - GC-RI,GC-MS,®C-NMR
41 Perillaldehyde 1247 | 1242 | 1783 | 1779' | MO - - tr GC-RI,®C-NMR
42 Phellandral 1249 | 12529 | 1712 | 1715° | MO - - tr GC-RI,GC-MS,13C-NMR
43 Bornylacetate 1268 1268° | 1577 | 1573° | MO 0.2 - 0.1 GC-RI,GC-MS,®C-NMR
44 Carvacrol 1278 1278 | 2221 | 2210 | MO - - tr GC-RI,GC-MS,*C-NMR
45 a-Terpinylacetate 1332 1335 | 1693 | 1694 | MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
46 Citrondllylacetate 1334 1337 | 1659 | 1656 | MO 0.1 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
47 a-Cubebene 1347 1355 | 1454 | 1460 | SH 0.4 0.1 - GC-RI,GC-MS

48 a-Longipinene 1350 1360 | 1479 | 1469 | SH 24 05 0.1 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
49 Longicyclene 1375 1382 | 1488 | 1489 SH 0.5 - - GC-RI,®*C-NMR

50 b-Bourbonene 1382 1386 1515 | 1523 SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS

51 Longifolene 1404 1411 | 1563 | 1577 | SH 16 - - GC-RI,®C-NMR




52 b-Longipinene 1415 1403 n.i. n.i. SH - - 0.2 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
53 (E)-B-Caryophyllene 1417 1421 | 1592 | 1598 | SH 6.5 1.0 - GC-RI,GC-MS,®C-NMR
54 Himachala-2,4-diene 1421 | 1430" | 1598 | 1611"| SH 5.9 0.6 0.1 GC-RI,GC-MS,®*C-NMR
55 b-Copaene 1426 1430 | 1586 | 1579 | SH 0.1 = = GC-RI,GC-MS
56 a-Himachalene 1445 1450 1636 | 1663 SH 11 - - GC-RI,13C-NMR
57 a-Humulene 1449 1455 | 1664 | 1667 | SH 22 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
58 (E)-b-Farnesene 1457 1446 | 1666 | 1664 | SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS
59 g-Muurolene 1463 1474 | 1682 | 1690 | SH 0.8 0.4 0.3 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
60 g-Himachaene 1469 1479 | 1702 | 1708 | SH 0.6 - - GC-RI,®C-NMR
61 GermacreneD 1476 1479 | 1709 | 1708 | SH - 0.2 11 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
62 g-Humulene 1485 1483 | 1724 | 1716* | SH 0.8 - 0.1 GC-RI,®C-NMR
63 a-Muurolene 1490 1496 1721 | 1723 SH 0.2 - - GC-RI,GC-MS
64 d-Selinene 1491 1490 ni. |1728°| SH - - 0.1 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
65 g-Cadinene 1504 1507 | 1750 | 1763 | SH 12 0.6 0.2 GC-RI,GC-MS,*C-NMR
66 b-Himachalene 1505 1500 | 1715 | 1723 | SH 2.8 - - GC-RI,GC-MS
67 trans-Calamenene 1508 1517 | 1826 | 1823 | SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
68 d-Cadinene 1514 1520 | 1751 | 1756 | SH 5.0 0.9 0.3 GC-RI,GC-MS
69 ar-Himachaene 1522 1528 | 1715 | n.. SH 0.4 - - GC-RI,GC-MS,®C-NMR




70 a-Calacorene 1527 1527 | 1908 | 1921 | H 0.1 - - GC-RI,GC-M

71 a-Cadinene 1529 1534 | 1785 | 1769 | SH 0.1 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
72 b-Calacorene 1547 1541 | 1934 | 1940 | H 0.3 . - GC-RI,GC-M

73 Caryophylleneoxide 1568 1578 | 1975 | 1986 | <O 0.8 0.4 - GC-RI,GC-MS

74 L ongiborneol 1583 1597 | 2057 | 2157 | <O 0.8 0.2 - GC-RI,®C-NMR

75 Humuleneepoxidell 1592 1602 | 2036 | 2047 SO 0.2 0.1 - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
76 1-Cadinol 1624 1633 | 2162 | 2169° | SO 12 - - GC-RI,GC-MS,*C-NMR
77 t-Muurolol 1631 | 1628 | 2177 | 2179 | <O - 0.2 - GC-RI,GC-MS,®C-NMR
78 Himachalol 1632 1647 | 2223 | 2135 | SO 13 - - GC-RI,®*C-NMR

79 a-Cadinol 1636 1643 | 2223 | 2227 SO 0.4 - - GC-RI,MS®C-NMR
80 Dehydroabietal 2030 2219 n.i. n.i. DO - 0.3 - GC-RI,®*C-NMR

81 Abietadiene 2085 2071 | 2478 | 2450 | DH - 0.2 - GC-RI,MS®C-NMR

Componentsarelistedfoll owi ngthei rorderofel utiononapol arcol umn.Percentagesmeasuredon apolar column, except those with * (polar column);

RIa,RI p:Retentionindi cesonapol arandpol arcolumns,respectively; Rl a(lit),RIp(lit) literature retention indices;

MS, Mass Spectrometry; NMR, Nuclear Magnetic Resonance; tr, traces ; n.i: undefined (not identified) ; M.H : Monoterpene hydrocarbons ; M.O. : Oxygenated
monoterpenes ; S.H. : Sesquiterpenehydrocarbons;S.O.:Oxygenatedsesquiterpenes,D.H:DiterpeneHydrocarbons;D.O.:OxygenatedDiterpenes

Thevaluesof Rla/RI a(lit)andRI p/RIp(lit) prefixedbythel etters(a-j ) areobtai nedfromthe following literature (39-48; (#£)49 [Column type : Packed ; Active phase : Carbowax
20M ; Temperature (°C) : 165].
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Figure 3. Antioxidant activities: (A) Reducing power, (B) Total antioxidant activity (TAT), (C)
DPPHeactivity,(D)ABTSe+activity and(E)B-carotenebl eachi ngactivity.(a-uarenotati onofthe level
of statistical differences).
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Iswinunadi-yadaeeyerrnlliganisekla(phytochimie)sinniseklamuceenyernaglilitdeg
degiseklantmurtnl ezzayer:taydiwindtumert. Ageyyernliggadjjlaj-nsendnnfee,izmerad iqgel deg
umkan n zzit luzin. lwakken a d-yettwakkes zzit yellan deg-sen ad ifur s wamek ara d-iqitter.
Sfurayen ama d afriwen, ama d isagharen ama d izumbayen. S yinna ayen akken i-d- igattren,
ad itter; amek iga (ama deg tuzert, deg ucercer d jllaj) seg tama, seg tama nniden a d-
ibindegtegqsdhmagessihnayaladteryimayreqqgneyala. Aceyyer -isyettil-dsttamilGC,GC- MSHS-
SPME,GC-FIDet13C-RMN,dInvitroviad(DPPH,ABTS,Mo,FRAP,3-caroténe).

M adttawilnAChEdBChEyenna-dilhaurissalmaderrayeftezmert.Dddwanttjurdwayen | -d-
yettemyayen, ineqq akuz n Callosobruchus maculatus. Zzit-a, ur ireqq ara, ilha deg ddwa i
ttjur d tfellaht. Ineqq tawekka Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya
dadantii d Dickeya solani yekkaten Ibatata, ineqq abeeeuc Botrytis cinerea, Muccor sp. et
Alternaria sp. Yettak-d rriha tesganay (proline,H202, pigments chlorophylliens, peroxydation
lipidique, perte d'H20, fuite d'éectrons) kra n tehcicin d imeryan s ttawil ur gemmunt ara am
tid ur ttneqqil ara (Phalaris canariensis, Snapis arvensis) d tid n wucci (Triticum durum,
Raphanussativus).Ayenid-yeffghensegunadi -ya;i sekla-yateemenmlih.Dacukanatteam -

aimxal af segyiferduzardwandanniden.Imxalafdayentemxalafalaclahsabnttawildssenf n
ueeyyer. Aya yesseken-d d akken, zzit-a, ur ireqq ara, ittdawi terna ineqq ibeeeac d twekka.
Ilhad ddwai ttjur d wakal issengar yir rrbie.

Tigejda n wawalen: Taydiwin, tumert, zzit n tayda, asqgiter d ufewwer, GC, GC-MS, HS-
SPME, GC-FID,**C-RMN, ieqgaren, tteema, aseyyer.
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L'objectif de cette recherche était de caractériser la phytochimie de Pinus nigra et d'Abies
numidica, deux especes emblématiques et rares de la flore algérienne, en analysant la
composition de leurs huiles essentielles et en évaluant leur potentiel biologique en tant
quaternatives aux produits de synthese chimique. Les huiles essentielles, extraites par
hydrodistillation des feuilles, branches et cones, ont été soumises a des analyses physiques
(densité, pouvoir rotatoire, indice de réfraction) et chimiques (indice d'acide, indice de
peroxyde).Lacompositionchi miqueaétédéterminéeparGC,GC-M S HS-SPME,GC-FIDet  13C-
RMN. Les propriétés antioxydantes ont été évaluées in vitro via des tests de (DPPH,
ABTS,Mo,FRAP,3-carotene),etl'activitéanti-enzymatiqueaététestéesurl' AChEetBChE.  Des
essais de biocontrol ont été réalisés en laboratoire sur des organismes nuisibles en agriculture.
L'efficacité in vivo des huiles a éé testée contre Callosobruchus maculatus, un
insecteravageur desdenréesstockées. Les évaluations detoxicité ont confirmé I'innocuitédes
huiles, soutenant leur potentiel dintégration dans [l'industrie phytosanitaire. L'effet
antimicrobien a éé examiné contre les bactéries Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Dickeya dadantii et Dickeya solani, responsables de la pourriture de la pomme
de terre, ainsi que contre les champignons phytopathogéenes Botrytis cinerea, Muccor sp. et
Alternaria sp. En aléopathie, I'impact antigerminatif et le mécanisme d'action ont été étudiés
a travers des marqueurs de stress physiologique (proline, H202, pigments chlorophylliens,
peroxydation lipidique, perte d'H20, fuite d'éectrons) sur les stades de graines et plantules de
certaines adventices (Phalaris canariensis, Snapis arvensis)et de cultures vivrieres (Triticum
durum, Raphanus sativus). Les résultats indiquent une concentration €levée de composés
bioactifs dans les différents organesdes plantesétudiées, avec une variabilité del'efficacitéen
fonction de l'organe, du test utilisé, de I'organisme cible et des paramétres expérimentaux
(concentration, durée). Ces composés ont démontré des propriétés antioxydantes, anti-
enzymatiques, insecticides, antimicrobiennes et herbicides, soulignant leur potentiel en tant

qu'agents de biocontréle polyvalents et écocompatibles.

M otsclés: Pinusnigrasp.maur etani ca,Abi esnumidica,Huil esessentielles,Hydrodistillation, GC,
GC-MS, HS-SPME, GC-FID,**“-RMN, Composition chimique, Activités biologiques.



The aim of this research was to characterize the phytochemistry of Pinus nigra and Abies
numidi ca,twoemblemati candrarespeci esoftheAl gerianfl ora,byanal yzingthecomposition
oftheiressential oil sandassessi ngthei rbi ol ogi cal potenti al asal ternativestoharmful synthetic
products. Essential oils, extracted by hydrodistillation from the needles, branches, and cones,
underwent physical (density, optica rotation, refractive index) and chemical (acid value,
peroxide value) analyses. The chemical composition was determined using GC, GC-MS, HS-
SPME-GC-MS, GC-FID, and *C-NMR. Antioxidant properties were evaluated in vitro using
assays such as DPPH, ABTS, Mo, FRAP, and [-carotene, while anti-enzymatic activity was
tested against AChE and BChE. Biocontrol assays were conducted in the laboratory on
agricultural pests.Thel nvivoefficacyoftheoil swastestedagai nstCall osobruchusmacul atus, an
insect pest of stored food products. Toxicity assessments confirmed the safety of the oils,
supporting their potential integration into the phytosanitary industry. The antimicrobia effect
was examined against bacteria such as Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Dickeya dadantii, and Dickeya solani, which are responsible for potato rot, as well as against
phytopathogenic fungi such as Botrytis cinerea, Mucor sp., and Alternaria sp. In allelopathy,
the antigerminative impact and the mechanism of action were investigated through
physiological stress markers (proline, H202, chlorophyll pigments, lipid peroxidation, water
loss, electron leakage) on the seed and seedling stages of certain weeds (Phalaris canariensis,
Snapis arvensis) and food crops (Triticum durum, Raphanus sativus). The findings indicate a
high concentration of bioactive compounds in the various plant organs studied, with efficacy
varying according to the organ, test employed, target organism, and experimental parameters
(concentration,duration). Thesecompoundsexhi bitedanti oxidant,anti-enzymatic,insecticidal ,
antimicrobial, and herbicidal properties, highlighting their potential as multifaceted and eco-

compatible biocontrol agents.

K eywor ds:Pinusnigrasp.maur etani ca,Abiesnumidica,Essential oils,Hydrodistillation,GC, GC-
MS, HS-SPME, GC-FID,*C-NMR, Chemical composition, Biological activities.



