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Résumé

Ce travail de mémoire a été realisé au sein des laboratoires du département d’Ecologic et
environnement a I’'université Abou Bekr Belkaid Tlemcen. Il s’articule autour 1’étude histologique
et phytochimique de la plante Ephedra fragilis, qui appartient a la famille des Ephedraceae recoltée
de la région d’ Ain Temouchent, station d’étude Rachgoun.

L’¢étude histologique d’Ephedra fragilis a mis en évidence une importante diversité dans la forme
et le nombre des différents tissus au niveau des rameaux et des tiges. Par suit I’étude histométrique
de cette espéce a travers une comparaison des mesures a montré des différences dans la présence
et I'épaisseur des tissus qui composent les deux parties étudiées.

On a été menée ce travail pour faire une évaluation phytochimique a travers une étude in silico
pour évaluer I’activité insecticide de six composants chimiques extraits de la plante (Rutine, acide
Cafeique, acide Férulique, acide Gallique, Quercétine, acide Vanillique), qui ont montré une
activité inhibitrice intéressante sur I’enzyme cytochrome p450, ou la Rutine a été considérée
comme meilleur inhibiteur avec un score de -9.9 que montre une activité trés éleve.

Par conséquence, les résultats de cette étude révelent que les composants chimiques extraits de
I’Ephedra fragilis peuvent étre utilisés comme des bioinsecticides fonctionnels contre I’insecte
ravageur Tropinota hirta.

Mots clés : Ephedra fragilis, Equisetopsida, Rachgoun, Etude histologique, In silico, Docking

moléculaire, Tropinota hirta.



Abstract

This thesis work has been carried out in the laboratories of the Department of Ecology and
Environment at the University Abou Bekr Belkaid Tlemcen. It revolves around the histological
and phytochemical study of the plant Ephedra fragilis. Which belongs to the family of
Ephedraceae harvested from the region of Ain Temouchent, study station Rachgoun.

The histological examination of Ephedra fragilis revealed a significant variety in the shape and
number of different tissues in the branches and stems. Subsequently, the histometric study of this
species through a comparison of measurements showed differences in the presence and thickness

of the tissues that compose the two parts studied.

This work was conducted to make a phytochemical evaluation through an in silico study to
evaluate the insecticidal activity of six chemical components extracted from the plant (Rutin,
Caffeic acid, Ferulic acid, Galic acid, Quercetin acid, Vanillic acid), which showed interesting
inhibitory activity on the cytochrome p450 enzyme. Where Rutin was considered as best inhibitor

with a score of -9.9 that shows very high activity.

Therefore, the results of this study reveal that the chemical components extracted from Ephedra

fragilis can be used as functional bioinsecticides against the insect pest Tropinota hirta.

Keywords: Ephedra fragilis, Equisetopsida, Rachgoun, Histological study, In silico, Molecular

Docking, Tropinota hirta.
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Depuis I’antiquité, les produits naturels, notamment, ceux d’origine végétale constituent
une source d’intérét primordial pour I’homme qui a utilisé diverses plantes trouvées dans son

environnement (JUSTUS, 2018).

L’exceptionnelle richesse biologique des écosystemes méditerranéens a été soulignée
depuis une quinzaine d’années, grace a la démarche mondiale basée sur le concept de point-chaud
de biodiversité* (hotspot) terrestre. Tel est le cas des plantes a fleurs et fougéres, puisqu’environ
10 % des végétaux supérieurs du globe se rencontrent en région méditerranéenne, sur une surface
seulement égale a 1,6 % de la superficie terrestre (MEDAIL & QUEZEL, 1997).

L'Algérie par sa position biogéographique offre une trés grande diversité écologique et
floristique, estimé a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15%

sont endémiques et restent treés peu explore, autant d’un point de vue phytochimique que d’un point

de vue pharmacologique (HANAFI, 1991)

La végétation de Tlemcen présente un bon exemple d’étude de la diversité végétale et
surtout une intéressante synthése de la dynamique naturelle des écosystémes, depuis le littoral
jusqu'a la steppe (STAMBOULI et al., 2009).

A ce jour, les plantes jouent un rdle important dans les arts de la guérison dans le monde
entier, car elles constituent une ressource précieuse pour diverses thérapies et représentent toujours
une base importante pour de nouveaux produits naturels biologiquement actifs ou leurs dérivés
(BADIAGA, 2011).

Le régne végeétal représente une source importante d'une immense variété de molécules
bioactives dotées de multiples intéréts mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et
en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides

phénoligues, les tannins, les terpenes et les flavonoides (BAHORUN, 1996).

L’intérét pour les produits naturels connait depuis quelques années une importance
grandissante. Cet intérét se manifeste par une demande croissante de produits naturels bios-actifs

dénués de tout effet nocif, et par le souci de protéger 1’environnement (AL-ZIRA’AH, 1996).

Le genre Ephedra est riche en alcaloides, a savoir 1’éphédrine, pseudoéphédrine,

noréphédrine, norpseudoéphédrine, méthyléphédrine et méthyle pseudoéphédrine (AL-SNAFI,
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2017) La teneur en éphédrine dans I'éphédra est généralement de 0,05 a 0,19 %, tandis que la
teneur en pseudoéphédrine est supérieure a 0,5 %. L'analyse phytochimique de I'éphédra indique
la présence d'autres substances telles que les glycosides cardiaques, les sucres réducteurs, les
flavonoides, les composés phénoliques. (HADJAJ k. et al., 2020).

Tropinota (Epicometis) hirta (Poda), parfois appelé coléoptére de la fleur du pommier ou
coléoptere velu, est un ravageur important qui attaque les arbres fruitiers et les plantes
ornementales en Europe et dans la région méditerranéenne (AYDIN, 2011). La lutte contre T. hirta
est difficile, car les ravageurs attaquent pendant la floraison, lorsque les pollinisateurs sont les plus
actifs. OZBEK et al., (1998) ont signalé que des pesticides peuvent étre utilisés si la population

devient excessive.

Les pesticides sont des composes chimiques dotés de propriétés toxicologiques, utilises
par les agriculteurs pour lutter contre les animaux ou les plantes jugés nuisibles aux plantations,
ces substances sont considérés comme la troisiéme cause de pollution dans le monde
(MULTINGR, 2005). L'usage des pesticides a considérablement augmenté au cours des dernieres
décennies créant un danger croissant pour la santé des populations, puisque méme une exposition
de faible intensité a un risque a long terme qui est plus difficiles a apprécier, ceux-ci sans parler
des effets a court terme qui sont de mieux en mieux connus (effets neurologiques, cancers,
malformations congénitales, systeme immunitaire affaibli et troubles de la reproduction) (BALDI
etal., 1996 ; TRON et al., 2001).

Dans la recherche de méthode alternative de lutte, le regne végétal offre beaucoup de
possibilités. Les techniques traditionnelles et les extraits de plantes pour la protection contre les
infestations multiples sont utilisées depuis des siecle (PHILOGENE et al., 2008). De nombreuses
études se développent actuellement pour isoler ou identifier des substances secondaires, extraites
de plantes, dotées d'activite insecticide, répulsive ou antiappétante vis-a-vis des insectes.

Les recherches récentes ont montré que les extraits végétaux présentaient plusieurs
propriétés leur permettent de s'inscrire dans les stratégies alternatives visant a limiter I'emploi des
pesticides organiques de synthese dans l'agriculture (REGNAULT-ROGER, 2011). Les
biopesticides sont considérés comme des produits a faible répercussion écologique et ils sont
entierement biodégradables. (GLITHO, 2008).
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Ce travail contribue a révéler les caractéristiques botaniques et histologiques de la
plante Ephedra fragilis et ainsi a déterminer les caractéristiques phytochimiques.
Par conséquence, ce manuscrit vise a réaliser un essai in silico pour évaluer 1’activité
insecticide des composés chimiques extrais de I’Ephedra fragilis.
Notre travail est subdivisé en deux parties :
% Une partie théorique : dans laquelle nous allons traiter des Genéralités sur la classe
EQUISETOPSIDA, sur la famille des Ephedreacea et I’espéce Ephedra fragilis ;
% Une partie expérimentale : dans laquelle nous allons traiter les points suivants :
» Etude du milieu physique.
» Etude histologique de I’Ephedra fragilis.
» Etude phytochimique.
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I. Généralités sur la classe Equisetopsida

EQUISETOPSIDA - Préles Equisetum — Equisetaceae. Observez les feuilles d’herbier et le
matériel vivant d’Equisetum, le seul genre existant de ce groupe. Les équisétophytes sont reconnus
par les crétes longitudinales sur la tige photosynthétique externe ; les nceuds septés articulés
(articulés) ; et les verticilles des feuilles (microphylles) présentes a ces nceuds. Les especes
d’Equisetum dépourvues de nombreuses branches latérales sont appelées « joncs a récurer
(G.SIMPSON 2013).

EQUISETALES — Préles Les Equisetales, également appelés équisétophytes, sphénophytes
ou sphénopsides, sont un groupe monophylétique qui a divergé tot dans 1’évolution des plantes
vasculaires. Comme pour les Lycophytes, certains équisétophytes du Carbonifere, il y a environ
300 millions d’années, étaient de grands arbres ligneux. Parmi celles-ci figuraient les calamites
(figure 02), un autre facteur contribuant aux gisements de charbon. Les études systématiques
moléculaires actuelles (Figure 01) placent les équisétophytes prés des Marattiales et dans un
groupe contenant les Polypodiales (fougeres leptosporangiées ; voir discussion plus loin).
Cependant, cela peut contredire les interprétations fossiles, de sorte que la position de ce groupe
doit faire I’objet d’une enquéte plus approfondie (G.SIMPSON, 2010)
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Figure 1 Phylogénie des trachéophytes, des plantes vasculaires, modifi¢ d’apreés (PRYER et al.,
2001, 2004A).
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Les équisétales sont unis par plusieurs apomorphies, d (Figure 03 A,J), souvent associées
a des canaux creux internes (Figure 03 C) ; (2) feuilles réduites et verticillées qui sont
habituellement 1égérement fusionnées (figure 03 A,J); (3) sporangiophores, chacun constitué d’un
axe pelté portant des sporanges longitudinalement déhiscents figure 03 F,L); et (4) les spores

photosynthétiques avec des elaters (Figure 03G,H;voirla discussion ultérieure).

whored
leaves

Figure 2 Calamites, un équisétophyte éteint de la taille d’un arbre. A.
Impression fossile, montrant les nceuds et les crétes de la tige. B.
Moulage fossile de tige. C. Impression fossile montrant des feuilles de
branche verticillées.

Aujourd’hui, les seuls équisétophytes restants sont des especes du genre Equisetum. Les
especes d’Equisetum ont généralement un vaste systéme de rhizomes souterrains avec des racines
adventives ; le rhizome donne lieu a des pousses aériennes dressées. Les tiges ctelées contiennent
des cellules épidermiques imprégnées de silice. Ainsi, les tiges sont plutdt dures, prétendant avoir
été utilisées dans le passé pour nettoyer les ustensiles de cuisine, d’ou le nom commun de jonc a
récurer. Les tiges sont creuses (ont une moelle creuse), avec des parois transversales appelées septa

a chaque nceud (Figure 03 B) et des canaux périphériques (appelés canaux valleculaires ; Figure
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03 C). Les feuilles sont verticillées et fusionnées latéralement, formant une structure en forme de
gaine aux nceuds (Figure 03 A, B, J) (G.SIMPSON, 2010)

Les especes d’Equisetum sont classées en partie en fonction de leur modéle de ramification
aérienne. Chez certaines especes, des verticilles de branches latérales apparaissent au nceud a partir
des aisselles des feuilles, penétrant en fait les feuilles Iégérement fusionnées ; en raison de leur
apparence, ces especes sont appelées préles (Figure 03 I, J) et sont classées dans le sous-genre
Equisetum. Les autres espéces, qui n’ont pas de ramification importante aux nceuds, sont classées
dans le sous-genre Hippochaete (Figure 03 A, D). Les deux sous-genres different également par
I’anatomie du stomate, ceux du sous-genre Hippochaete étant coulés, et ceux du sous-genre
Equisetum apparaissant a la surface (tige) (G.SIMPSON, 2010)

A I’extrémité de certaines tiges aériennes se trouvent des strobili ou des cones (figure 03
E, L) contenant les sporanges, qui sont enchainés par une structure peltée pédonculée appelée
sporangiophore (figure 03 F, L). On pense que le sporangiophore représente un produit de fusion
évolutif d’un agrégat de sporanges recourbés distincts et ancestralement. Certaines espéces
d’Equisetum, par exemple E. arvense, ont la particularité d’avoir deux types de tiges aériennes :
les tiges veégeétatives photosynthétiques (figure 03 I, J) et les tiges reproductrices non
photosynthétiques qui se terminent par strobili (figure 03 K, L). Les spores des équisétomes sont
uniques parmi les plantes vasculaires en ce qu’ils contiennent des chloroplastes et uniques parmi

les plantes terrestres en ayant quatre appendices inhabituels ou plus appelés élats (Figure 03 G, H).

Les élats des spores d’Equisetum (qui ne sont pas homologues aux élats dans les sporanges
des hépatiques) sont hygroscopiques et se déploient du corps des spores lors du séchage, facilitant
la dispersion des spores. (G.SIMPSON, 2010)

10
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vallecular canals
whorled, fused
_ microphylls

whorled, fused
microphylis

septum : hollow
e (a1 node) ! pith
ridged

Sporangio- sporangiophore

Figure 3 Equisetales. Equisetum, le seul genre existant des equisetophytes. A,B. Equisetum
hyemale. A. Tige végétative. Notez la tige striée et les microphylles verticillées. B. Coupe
longitudinale de la tige, montrant la moelle creuse centrale et le septum aux nceuds. C. Coupe
transversale de la tige d’Equisetum sp., montrant la moelle centrale creuse et les canaux
périphériques valleculaires. D,E. Equisetum laevigatum, un jonc a récurer, ayant des tiges
aériennes photosynthétiques, généralement non ramifiées. F. Sporangiophore, avec plusieurs
sporanges pendants. G,H. Spores avec chacune quatre élaters. G. Elaters s’enroula. H. Elaters
déroulé. I-L. Equisetum arvense, une préle, aux tiges aériennes dimorphes. I,J. Tiges stériles
photosynthétiques avec verticilles de branches latérales. K. Tige aérienne reproductrice, non
photosynthétique, dépourvue de verticilles de branches et se terminant par un strobilus. L.
Strobilus en gros plan, montrant un sporangiophore (G.SIMPSON, 2010)

11
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II. Généralités sur la famille des Ephedracées

Dans le monde entier, dans les régions tempérées a I’exception de 1’Australie, adapté aux
conditions extrémement arides jusqu’a 4000 m dans les Andes et ’Himalaya. 1 genre, 60 espéces.

(SINGH, 2010).

I1.1. Caractéristiques principales

Arbustes a tiges articulées avec des branches en grappes ou enroulées, des vaisseaux présents,
feuilles écaillées, fondues en gaine, microsporophylles pédonculées, pollen plissé, nonsaccate,

chaque ovule entouré d’une paire de bractées soudées, ensemencées.
Genre : Ephedra (60 espéces).

I1.2. Description botanique

Petits arbustes, souvent trainants, rarement grimpant (E. foliata), trés rarement presque
arborescent atteignant 30 cm de diametre et hauteur de plusieurs métres (E. triandra). Enraciner
une racine de robinet dans le semis, en persistant longtemps temps, mais progressivement remplacé
par adventive racines. Tige trés ramifiée, tiges aériennes provenant du rhizome étalé ; branches
nombreux, enroulés ou en grappes, rainurés longitudinalement, joints distinctement avec de
longues entre-nceuds, habituellement verts et photosynthétiques, en forme de préle, bois avec des
vaisseaux. Feuilles en écailles, opposées ou en verticilles de 3-4 feuilles, fusionné a la base dans
une gaine a chaque nceud, souvent en excrétion précoce, chaque feuille avec deux veines
paralléles ; avec des bourgeons axillaires ; canaux de résine Absent. Plantes habituellement
dioiques, rarement monoiques. Strobili male (inflorescence) dans verticilles de 1 a 10 aux nceuds

dans ’aisselle de la feuille d’écaille (SINGH, 2010).

12
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Figure 4 Ephedracées. Ephedra gerardiana. A : Tirer avec strobili ; B : Strobilus méle ; C : Pollen
grain ; D : surface du grain de pollen avec des crétes paralleles sur exine ; E : Strobilus femelle

avec bractéees et deux ovules ; F : Méme avec les graines.

Chacune avec 2 a 8 paires successives de bractées en coupe, une ou deux paires inférieures
de bractées stériles portant des pousses solitaires de microsporanges (microsporophylles, fleurs),
chacune sur un axe secondaire court (microsporangiophore) apparaissant entre chaque paire de
bractées fertiles et portant deux écailles opposées (périanthe) et en 2 a 10 microsporanges
(étamines a antheres filamenteuses ou sessiles), déhiscence par pores terminaux ; pollen sillonng,
non saccate, inperturé, exigé lors de la germination, pollen devenant nu. Strobili femelle opposée
ou en verticilles de 3-4 aux nceuds des branches, chacune avec 2-10 paires successives de bractées,
la plus haute fusionnée pour former une coupe charnue autour de 1’ovule porté sur une tige (la tige
et ’ovule constituent la fleur femelle) ; ovule simple ou par paires, avec 2 téguments ; graines 1-

2 par strobilus, entourées d’une coupe coriace jaune & brun foncé ; Cotylédons 2 (SINGH, 2010).
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I1.3. Importance économique

Plusieurs espéces d’Ephedra ont été utilisees comme boisson par les premiers colons mormons,
d’ou le nom de thé mormon pour le genre. L’éphédrine, un alcaloide utilis¢ comme
décongestionnant, traitement de la toux et des problémes circulatoires, est obtenu a partir de
plusieurs espéces, en particulier E. sinica (ma huang), qui a été utilisé en Chine avant 2500 av. J.-
C..(GURCHARAN SINGH, 2010).

I11. Généralités sur le genre Ephedra L

I11.1. Etymologie

Le nom Ephedra vient du mot grec éphédros qui désigne une plante ressemblant aux preles
(BONNIER, 1934).

Découvert en 1859 par FRIEDRICH WELWITSCH, est originaire d’une petite région sur la
cOte sud-ouest aride de I’ Afrique. Les plantes peuvent vivre plus de 2 000 ans. Sa tige ligneuse (j)
dépasse légérement du sol sablonneux et n’a que 2 feuilles en forme de laniére (k) produites a

partir de méristémes intercalaires a longue durée de vie (GLIMN-LACY et KAUFMAN, 2006)

14



CHAPITRE | : ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

111.2. Description Botanique du Genre Ephedra L

Figure 5 Ephedra. A : Une petite portion de plante avec des feuilles opposées en forme d’écailles. B
: Strobili méale sur une branche. C : Un strobilus male avec une série de bractées opposées, une
bractée apicale sous-tendant la tige male avec plusieurs microsp

Arbustes ou lianes dioiques ou monoiques. Feuilles opposées, réduites, soudées en gaine a la
base. Chatons males axillaires, comportant 2-6 antheres sur un filet commun. Fleurs femelles
solitaires ou groupées 2-5, terminales, entourées par 2-4 paires de bractées imbriquées. Faux fruit
(galbule), cons ; titué par des bractées accrescentes (QUEZEL et SANTA, 1962).

L’Ephedra des Ephedracées est un arbuste du désert assez commun et peut étre reconnu par
les tiges photosynthétiques striées et les feuilles tres réduites en forme d’écailles, seulement deux

ou trois par nceud. Des cones males ou femelles peuvent €tre trouvés a 1’aisselle des feuilles

(G.SIMPSON, 2013).

111.3. Morphologie Végétative

Toutes les especes d’Ephedra ont des pousses équisétoides en forme de jonc ; la plupart

sont des arbustes, certains suspendus ou scandent, et une espéce peut devenir un petit arbre.
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Beaucoup se propagent au moyen de rhizomes, qui poussent a partir de bourgeons souterrains.
Chez la plupart des espéces, les feuilles sont opposées et décussées, mais chez certaines, elles sont
en verticilles de 3 ou 4. La ramification est basitonique, et les verticilles condensés des branches
latérales qui en découlent conduisent a I’habit arbustif des plantes. Les feuilles sont des écailles
minuscules et sont souvent rapidement perdues. La photosynthese se produit dans les jeunes tiges
vertes et cotelées, jusqu’a ce que le périderme de la deuxiéme ou de la troisiéme année soit produit.

Une partie des pousses de 1 an est régulierement perdue ( KRAMER et GREEN, 1990).

I11.4. Distribution et Ecologie

Les especes d’Ephedra sont xérophytes, héliophiles et en partie résistantes au froid. Leur
répartition eurasienne forme une large ceinture allant des Tles Canaries et de la Méditerranée a
travers les régions subtropicales arides de 1’ Asie intérieure jusqu’aux fleuves Amour et Lena, avec
des valeurs aberrantes sur le golfe Persique et dans les monts Tibesti. Dans le Nouveau Monde,
I’Ephedra se trouve dans deux régions : dans 1’ouest des Etats-Unis et le nord du Mexique, et en
Amérique du Sud le long des Andes de I’Equateur a la Patagonie et couvrant la majeure partie des
basses terres argentines. Il existe environ 40 especes en Eurasie, environ 14 en Amérique du Nord
et 13 en Amérique du Sud (KRAMER et GREEN, 1990).

Musaev (1978) a suggéré que le genre était originaire des habitats littoraux et montagneux de
la Méditerranée au Trias ou au Jurassique et avait son centre principal dans la région allant des
Balkans a I’Iran. Dans sa distribution actuelle, Musaev trouve remarquable que jamais plus de 5 &
7 especes ne coexistent dans la méme région, un phénomeéne qui est supposé étre di a la
« saturation des espéces ». Des études analytiques sur le pollen ont montré que le genre formait un
élément important des steppes froides périglaciaires eurasiennes du Pléistocéne. (KRAMER et
GREEN, 1990).

111.5. Répartition géographique

Les espéces du genre Ephedra poussent principalement dans les régions les plus séches de
I’Asie centrale et de 1’ouest, en Europe méditerranéenne, en Amérique, au Moyen Orient, en

Afrique du Nord, y compris les iles canaries (FREITAG et MAIER-STOLTE, 1989)
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Figure 6 Répartition géographique de I'Ephedra dans le monde (CAVENEY et al., 2001).

Utilisation en médecine traditionnelle plusieurs espéces du genre Ephedra sont utilisées en
médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies : les tiges des especes Ephedra
sinica et E. equisitina sont employées comme tisane pour traiter 1’asthme, I'hypertension, la
congestion du nez et des poumons et le rhume des foins. La plante Ephedra alata qui pousse en
Palestine est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement des maladies allergiques,
I’asthme bronchique, les frissons, le rhume, la toux, I'cedéme, la fiévre, la grippe et les maux de

téte (O'DOWD et al., 1998).

111.6. Liste des genres/ Especes de la famille des Ephedracées

Selon the Plant List (1 janvier 2020)10:
« Ephedra alata Decne.
« Ephedra altissima Desf.
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* Ephedra americana Humb. & Bonpl. Ex Willd.
« Ephedra antisyphilitica Berland. Ex C.A.Mey.
« Ephedra aphylla Forssk.

» Ephedra arenicola H.C.Cutler

» Ephedra aspera Engelm. Ex S.Watson
* Ephedra aurantiaca Takht. & Pachom.
» Ephedra boelckei F.A.Roig

« Ephedra botschantzevii Pachom.

» Ephedra breana Phil.

« Ephedra brevifoliata Ghahr.

« Ephedra californica S.Watson

* Ephedra chilensis C.Presl

« Ephedra compacta Rose

» Ephedra coryi E.L.Reed

« Ephedra cutleri Peebles

* Ephedra dahurica Turcz.

« Ephedra dawuensis Y.Yang

« Ephedra distachya L. (Raisin de mer)
« Ephedra distachya subsp. helvetica

* Ephedra eleutherolepis V.A.Nikitin

« Ephedra equisetina Bunge

* Ephedra fasciculata A.Nelson

» Ephedra fedtschenkoae Paulsen
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* Ephedra foeminea Forssk.

« Ephedra foliata Boiss. Ex C.A.Mey.

« Ephedra frustillata Miers

* Ephedra funerea Coville & C.VV.Morton

* Ephedra gerardiana Wall. Ex Stapf

* Ephedra glauca Regel

» Ephedra holoptera Riedl|

* Ephedra intermedia Schrenk & C.A.Mey.

» Ephedra intermixta H.C.Cutler

« Ephedra kardangensis P.Sharma & P.L.Uniyal
« Ephedra khurikensis P.Sharma & P.L.Uniyal
» Ephedra laristanica Assadi

« Ephedra likiangensis Florin

* Ephedra lomatolepis Schrenk

« Ephedra major Host (Grand Ephédra ou Grande Uvette)
 Ephedra major subsp. major

« Ephedra major subsp. procera

« Ephedra milleri Freitag & Maier-St.

* Ephedra minuta Florin

* Ephedra monosperma J.G.Gmel. ex C.A.Mey.
» Ephedra multiflora Phil. ex Stapf

* Ephedra nevadensis S.Watson

» Ephedra ochreata Miers
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« Ephedra oxyphylla Riedl

* Ephedra pachyclada Boiss.

« Ephedra pedunculata Engelm. ex S.Watson

* Ephedra pentandra Pachom.

* Ephedra przewalskii Stapf

* Ephedra pseudodistachya Pachom.

» Ephedra regeliana Florin

« Ephedra rhytidosperma Pachom.

» Ephedra rituensis Y.Yang, D.Z.Fu & G.H.Zhu
« Ephedra rupestris Benth.

« Ephedra sarcocarpa Aitch. & Hemsl.

« Ephedra sinica Stapf (Ephédra chinois ou mahuang)
* Ephedra sinica var. pumila

» Ephedra somalensis Freitag & Maier-St.

« Ephedra strobilacea Bunge

* Ephedra sumlingensis P.Sharma & P.L.Uniyal
« Ephedra tilhoana Maire

« Ephedra torreyana S.Watson

» Ephedra transitoria Riedl

* Ephedra triandra Tul.

* Ephedra trifurca Torr. Ex S.Watson

* Ephedra trifurcata Zo6lIner

* Ephedra tweedieana C.A.Mey.
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« Ephedra viridis Coville

« Ephedra fragilis Desf.

V. Espéce Ephedra fragilis Desf

Ephedra est un genre de plantes gnétophytes (gymnospermes, classe des Equisetopsida) de
la famille des Ephedracées, a trés vaste répartition dans I'Ancien et le Nouveau Monde, qui
comprend environ 70 espéces acceptees. Ce sont de petits arbustes presque toujours diofques, trés
ramifiés, aux tiges articulées. Les fleurs sont petites, jaune verdatre, les ovules sont enfermés dans

une enveloppe assimilable a un ovaire imparfait.

IV.1. Classification systématique

Les botanistes ont classé I’espéce Ephedra fragilis Desf. comme suit (OZENDA, 1989) :
Regne : Plantae
Embranchement : Tracheophyta
Sous embranchement : Gymnospermes
Division : Gnetophyta
Classe : Gnetopsida
Ordre : Ephedrales
Famille : Ephedracées
Genre : Ephedra L.
Espece : Ephedra fragilis Desf
: Ephedra fragilis subsp. desfontainii Asch. & Graebn.
Descendants directs
Sous-espéces : Ephedra fragilis subsp. cossonii (Stapf) Maire

: Ephedra fragilis subsp. Fragilis
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» Nom commun

e Anglais : Joint Pine
o Arab: i sale

e Espagnol : Canadillo

e |talien : Ephédra fragilis

Figure 7 Ephedra fragilis

IV.2. Description botanique de ’Espéce Ephedra fragilis Desf

Arbuste atteignant plusieurs métres buissonnant ou grimpant rameaux peu denses ; chatons
males a 2-6 anthéres portes par une colonne nettement marquée. Fruit mur de 8-9 mm toujours a
2 graines. Graines noiratres, non cernés sur les faces — dunes littorales, broussailles, forets roches-
AC : Littoral, tell, Atlas saharien Macar-Med (QUEZEL et SANTA, 1962-1963).

Feuillage : Longues tiges articulées gris-vert, plus ou moins tortueuses, formant une masse

persistante souple, prostrée ou retombante.
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Floraison : Inflorescences parfumées jaune verdatre, peu visibles, d'avril a juin, suivies par des

fructifications rouges en automne.

Hauteur : 40 a 60 cm.

Largeur : 1 ma 2 m, parfois plus.

Rusticité : -12 a -15 °C.

Code de sécheresse : 6.

Sol : pauvre, caillouteux, bien drainé. Supporte bien le calcaire
Exposition : soleil.

Origine : Est du Bassin méditerranéen.

Utilisation : massif de vivaces et d'arbustes

IV.3. Distribution Geographique
Afrique subtropicale (Afriqgue du nord), Europe meéridionale (du Portugal jusqu'en Sicile).

Garrigues, broussailles, pentes rocheuses.

Ephedra fragilis
- Native J{incl. archaeophuytes)

Botanical Museum,. Helsinki. Finland 2018
Data from BGBM,. Berlin—Dahlem,. Germanyg

Figure 8 Aire distribution d’Ephedra fragilis (BOTANICAL MUSEUM, 2018)
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IV.4. Intérét de ’espéce

L’espéce Ephedra fragilis est un antioxydant, anti-inflammatoire and anticancer utilisée
comme remede contre I’hypertension vasculaire, le traitement des maladies respiratoires, 1’asthme,

les bronchites et le diabéte.

IV.5. Phytochimie

Dans le genre Ephedra, un large éventail de flavones et d’anthocyanidines et d’alcaloides
dérivés de phénylalaninin (éphédrines et eéphédradines) a été signalé. La composition de lignine
avec une le rapport guiaya-cyl-syringyle de 1: 3 est angiosperme, tout comme 1’apparition non
confirmée de « I’acide gallotannique » (GOTTLIEB et KUBITZKI, 1984).

IV.6. Importance Economique

Plusieurs espéces ont été utilisées comme source de médicaments depuis I’ Antiquité.
L’empereur chinois Chen-nung aurait introduit le médicament comme antipyrétique et
médicament contre la toux et pour traiter la faiblesse circulatoire. La drogue a également été
utilisée comme stimulant pour augmenter la production de main-d’ceuvre esclave. Sa premiére
mention en médecine européenne se trouve dans la plante de Lonicerus de 1557. Aujourd’hui, il
est principalement utilisé comme récipient constricteur. Seules certaines espéces, telles que E.
helvetica, E. sinica et E. major, contiennent des éphédrines. (KRAMER et GREEN, 1990).
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I. Etude du milieu physique
I.1. Situation géographique

L’étude porte sur la région de Tlemcen qui est située a I’extréme Nord-Ouest Algérien entre 34°

et 40’ et 2°30° de longitude Ouest, elle s’étend sur une superficie de 9017,69km?, limitée

géographiquement par :

e Au Nord, la mer méditerranée

e Au Nord Est par la Wilaya d’Ain-Temouchent
e A Est par la Wilaya de Sidi Belabbes

e A I’Ouest par le Maroc

e Au Sud par la Wilaya de Naama

§ 3 § H s i § Carte de situation géographique
) de la wilaya de TLEMCEN

CHEF-LIEU-WILAYA

Limites des commune

Limite de wilaya

Systéme de projection: Longitude/Latitude (WGS84)
Unités lat/long: Degrés décimaux

Figure 9 Situation géographique de la région de Tlemcen
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|1.2. Choix et localisation des stations d’étude sur Tlemcen

Notre région d’étude couvre une partie de I’ouest oranais qui correspond administrativement aux
wilayas (départements) de Tlemcen et Ain Témouchent. Le choix de notre station est orienté par
la présence des peuplements a Ephedra. La consultation des travaux précédents, ainsi que les
sorties sur le terrain nous ont montré que les peuplements a Ephedra occupent quelques espaces

en Oranie, dans les zones littorales (Rachgoun en particulier).

1.3. Description De La Station

La station de Rachgoun est une station littorale de la mer méditerranéenne faisant partie de
la Wilaya d’Ain Témouchent, c’est une petite agglomération cotiere a 1'embouchure de
I'oued Tafna, a 7 km a I'ouest du chef-lieu de la commune Béni Saf et a 60 km de Tlemcen ,elle se

limite au nord par la mer méditerranée ; au sud par le village de I'Emir Abdelkader ; a I'ouest par

la commune d'Oulhaca et a I'Est par le village d Sidi Safi.

Figure 10 Géolocalisation de notre station d’étude sur image satellitaire (2023)
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Données géographique de la station de Rachgoun :
Latitude N : 35°16'59,02"
Longitude W : 001°27'16,63"

Altitude : 87 m

Exposition : Nord

Figure 11 Carte topographique Rachgoun, altitude, relief.

Lieu : Rachgoun, Beni Saf, Daira Beni Saf, Algérie (35.27862 -1.48666 35.31862 -1.44666)

Altitude moyenne : 25 m
Altitude minimum : -2 m

Altitude maximum: 144 m
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Figure 12 Géolocalisation de Béni Saf sur image satellitaire (2023)

|.4. Relief

La région de Béni Saf est caractérisée par deux types de reliefs :
- Le massif de Béni Saf qui culmine dans sa partie centrale a 409m au djebel Skhouna.

-La vallée de la Tafna, sur sa rive droite, qui s’étend sur I’extrémité occidentale de la commune de
Beni saf ; avec une altitude inférieure a 30 m, sa topographie est relativement plane. Elle est
constituée de sols fertiles d’apport alluvial et ne présente pas de problémes d’érosion en dehors du

sapement des berges de I’oued Tafna (A.N.A.T, 1994).

1.5. Géologie

Pour la région de Beni Saf, le soubassement géologique est constitué d'ardoise primaire et
des calcaires jurassiques trouvés dans la plaine de la chaine de Skhouna au sud de I'agglomération
de Béni SAF.
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Par ailleurs, la vallée de la Tafna constitue la zone agricole la plus fertile de la région en
raison de la présence de roches volcaniques (Basaltes) qui permettent la constitution d’un excellent

sol poreux, qui a le pouvoir d’emmagasiner une grande quantité d’eau (A.N.A.T, 1994).

1.6. Géomorphologie

Des variables importantes, servant a la description phytoécologique régionale et sectorielle,
les formes du relief sont, a juste titre, considérées comme 1’expression synthétique de 1’action du
climat sur le relief structural par I’intermédiaire de la végétation (TRICART et CAILLEUX,
1969).

Le milieu physique dans la Wilaya de Tlemcen, est représenté par plusieurs Djebels

comprenant de nombreux Talwegs a orientations diverses, détermine une multitude d’expositions

(KERZABI, 2017).

La variabilité des formes du modéle du Tell Oranais, ou alternent des montagnes érodées,
des plateaux structuraux et des plaines d'alluvionnement, le plus souvent articulées de cuvettes

d'effondrement de toutes dimensions, est ce qui le rend unique.

1.6.1. Les Monts de Tlemcen

Les Monts de Tlemcen sont entourés dans leur ensemble par la dépression miocéne, qui
comprend la plaine de Maghnia, la plaine des Ghossels et la plaine de Sidi Bel Abbés au Nord, les
Hautes Plaines oranaises au Sud, les Monts de Daia a I'Est et la plaine des Angad d'Oujda, le
plateau de Djorf Ouazzéne et la plaine de Missiouine a I'Ouest.

Les Monts de Tlemcen sont formés de reliefs accidentés et ils sont garnis par un tapis
végétal plus au moins dense qui les protege dans lesquels ; ces Monts sont caractérisés par une

érosion plus au moins intense a 1I’exception de quelques ilots tels que la zone de Benisenous ou la

roche mere affleure (TRICART, 1996).

Avec une superficie de 178000 ha, sont situés, entre les latitudes nord 34° et 35° et les
longitudes ouest 0°30°et 2°. Coupée par une chaine qui apparait a partir de 600 m et qui culmine
a certains points a plus de 1800 m. D’une disposition générale Sud- Ouest et Nord- Est. (ZAOUI,
2014). Les Monts de Tlemcen sont formés de reliefs accidentés et ils sont garnis par un tapis
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végétal plus au moins dense qui les protége ; Les Monts de Tlemcen ont des pentes de plus de 20%
(BABALLI, 2010).

1.6.2 Le bassin de Tlemcen

De I’Ouest a I’Est une succession de plaines et de plateaux drainés par des cours d’eaux
importants prenant naissance pour la plupart dans les Monts de Tlemcen. A 1’Ouest, la plaine de
Maghnia est bordée au Nord par Oued Mouilah. A I’Est de cette plaine forme une série de plateaux
bordée au Nord-Ouest par la vallée de Tafna et au Nord par la vallée d’Isser (SIBA, 2016).

A I'Ouest, les plaines de Maghnia sont bordées au Nord par Oued Mouilah, qui atteint une
altitude de 400 m ; a I'Est de cette plaine une série de plateaux s'étageant entre 400 et 800 m
d’altitude bordés au Nord-Ouest par la vallée de Tafna et au Nord par la vallée d'Isser.
(BOUAYAD, 2017).

1.6.3. Le littoral

Fait partie des Monts des Traras qui renferment toute la partie littorale de la région de
Tlemcen de Marsat Ben Mhidi jusqu’a I’embouchure de la Tafna (Rachgoun) a I’Est. (ZAOUI,
2014). 1l est formé de cotes sableuses et rocheuses et du massif montagneux des Traras ou on

rencontre surtout des collines marneuses sensibles a I’érosion (BABALI, 2010).

Le littoral, regroupe les Monts des Traras (Rachgoun) et Beni Saf dans la partie Ouest
occidentale de I'Algérie. Faisant partie de la chaine tellienne, le massif des Traras n'est autre qu'un
prolongement de cette chaine, elle s'étend de I'Ouest (le rif et les Beni Znassen au Maroc) vers
I'Est, renfermant ainsi toute la partie littorale de la région de Tlemcen (de Mersat Ben Mhidi jusqu'a
I'embouchure de la Tafna «Rachgoun ») et sont ainsi limité par la wilaya de Ain Temouchent dont

Beni-Saf fait partie.
* Les plaines telliennes

Entre le littoral et les monts de Tlemcen, s’étendent de 1’est a ’ouest de la wilaya, elles

comprennent le grand cours de la Tafna (MEKKAQOUI, 1989).

1.7. Hydrographie

La disposition du relief, ainsi que 1’abondance des roches imperméables tendres argilo

marneux, ont combiné leurs effets et ont permis la naissance d’un réseau hydrographique
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important. Ce dernier est 1i¢ en grande partie a I’évolution des phénomeénes structuraux qui ont
affecté la région aux cours des éres géologiques (MOSTEFALI, 2017). Cependant 1’influence du
relief sur I'écoulement est important car de nombreux parametres hydrométéorologiques
(précipitations, températures, etc. ....) varient avec l'altitude et la morphologie du bassin versant
(KORTI, 2004).

Les réseaux hydrographiques sont caractérises par la densité et la présence d'oueds
qui sont d'origine pluviale ou souterraine, arrivant directement ou par voie maritime

parutions.

Le bassin de la Tafna est 1’'un des grands bassins versants du Nord-Ouest Algérien, s’étend
sur une superficie de 7.245 km2 , couvrant la totalité de la wilaya de Tlemcen. Il est situé entre les
latitudes (34°47" et 35°15") Nord et les longitudes (2°15 et 0°15") Ouest.

Le bassin versant de la Tafna a 1“instar des bassins de la rive méditerranéenne sud est

caractérisé par un climat semi-aride méditerranéen (BOUANANI et al., 1999)

Réseau hydrographique
de la wilaya de TLEMCEN

CHEF-LIEU-WILAYA

Limites des commune
———— Limite de wilaya

Aqueduc

- Barrage

Cours d'eau permanent
Cour d'eau temporaire
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Figure 13 Carte du réseau hydrographique de la wilaya de TLEMCEN
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Figure 14 Photos d’Ephedra fragilis prises de la station de Rachgoun (RADJA, 2023)
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I1. Etude Bioclimatique

La climatologie est la science qui étudie I’atmosphere, d’une part, elle se situe au niveau
du sol, c’est-a-dire au niveau des processus morphologiques, hydrologiques et pédologiques qui
font du climat I’un des facteurs premiers de toute réalité géographique ; mais aussi au niveau de la
végétation ou des organismes supérieurs d’autre part. C’est bien souvent dans des perspectives

biologiques que la climatologie devra placer ses spéculations (PEGUY IN KADIK, 1983).

Le climat est I’ensemble des phénomeénes météorologiques (température, précipitations,

pression atmosphérique, vents...) qui caractérisent 1’état moyen de 1’atmosphére et son évolution

en un lieu donné (THINTHON, 1948).

Selon BOUAZZA et BENABADJI, 2010, la région de I’Ouest algérien se caractérise par
de faibles précipitations avec une grande variabilité inter-mensuelle et interannuelle. Le climat de
la région de Tlemcen est du type méditerranéen influencé par une sécheresse estivale marquée et

une peériode hivernale pluvieuse.

D’aprés SELTZER (1946) et THINTHOIN (1948) le climat de 1’ Algérie reléve du régime
méditerranéen avec deux saisons bien tranchées, une trés séche, 1’autre relativement humide. Ce
climat tend vers une aridité de plus en plus accentuée, elle est concrétisée non seulement par le
régime pluviométrique mais aussi par les fortes températures estivales entrainant une intense

évaporation.

La zone de Tlemcen est I’influencé de climat méditerranéen défini selon ( BENABDJI &
BOUAZZA, 2000 ) comme un climat de transition entre la zone tempérée et la zone tropicale avec
un été trés chaud et tres sec, tempéré seulement en bordure de la mer, I’hiver est tres frais et plus

humide. Ce climat est qualifié de xérothermique.

11.1. Méthodologie

11.1.1. Choix des stations méteéorologiques
La région de Rachgoun étant dépourvue de station météorologique, on a eu recours aux

données climatiques de la station météorologique la plus avoisinante, celle de Béni-saf.
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Caractéristique de la station météorologique : station Béni-saf
Latitudes : 35°18' N. Altitudes : 68 m
Longitudes : 1°21' W. Wilaya : Ain Temouchent.

II.1. 2. Choix de la durée d’observation
Pour avoir des résultats fiables, il faut une durée d’observations d’au moins 10 ans, surtout
que Algérie occidentale, les précipitations sont particuliérement irréguliéres d’une année a une

autre.

11.2. Facteurs climatiques

11.2.1. Précipitations
On appelle précipitations, toutes les eaux météoriques, ou hydrométéores, qui tombent a la

surface de la terre, tant sous forme liquide (pluie) que solide (neige, gréle, grésil) (L"HOTE, 1993).

Les précipitations dans une région sont étroitement liées au climat. La quantité de
précipitations varie du temps et de I'espace. Les régions sont plus humides que d'autres et les mois

sont plus humides plus pluvieux que les autres.

Les précipitations sont le principal facteur qui détermine le type de climat. En effet, il
conditionne le maintien et la répartition du couvert végétal. La pluviosité affecte directement le
sol et la végétation. Elle varie avec l'altitude, la longitude et la latitude (DJEBAILI, 1978).

Les précipitations représentent les seules sources hydriques pour la végétation naturelle et
terrestre. Elles exercent une action prépondérante par la définition globale du climat (LE
HOUEROU et al., 1977).

D'apres BENABADJI et BOUAZZA (2000), I'origine des pluies dans les zones est due
aux vents humides du secteur nord durant la saison froide, dont I'influence diminue au fur et a
mesure gue I'on s'éloigne de la mer selon SELTZER (1946), d'autre part, les pluies orageuses liées
aux perturbations atmosphériques engendrées par les dépressions en provenance des régions
sahariennes (DUBIEF, 1959, 1963).
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L'altitude, la longitude et la latitude, sont les principaux gradients définissant la variation
de la pluviosité. En effet, la quantité de pluie diminue du Nord au Sud, de I'Est a I'Ouest ; et devient
importante au niveau des montagnes. Ceci a été confirmé par CHAABANE (1993), qui précise le
gradient des précipitations diminue d'est en ouest. C’est a cause du cloud L'eau de pluie de
I'Atlantique est bloquée ou détournée vers I'est par les Sierras Barriére de montagnes au Nevada,

en Espagne et au Maroc, Seuls les nuages les plus hauts sont autorisés a passer.

La région de I’Ouest algérien se caractérise par de faibles précipitations avec une grande
variabilité inter mensuelle et interannuelle signalés par plusieurs auteurs comme MERZOUK
(2010), BOUZZA et BENABADJI (2010) et BENABDELMOUMEN (2018).

Les zones recevant plus de 400 mm sont considérées comme semi-arides, subhumides ou
humides, selon I’importance des précipitations (EMBERGER, 1930). DJEBAILI(1978) définit
la pluviosité comme étant le facteur primordial qui permet de déterminer le type de climat. En
effet, celle-ci conditionne le maintien et la répartition du tapis végétal d’une part, et la dégradation

du milieu naturel par le phénoméne d’érosion d’autre part notamment au début du printemps.
* Le régime mensuel

le gradient pluviométrique est décroissant d’Est en Ouest. Cela est di au fait que les nuages chargés
de pluie qui viennent de 1’atlantique sont arrétés ou déviés vers I’Est par la sierra Nevadas en
Espagne et aussi par la barriére constituée par les hautes montagnes du Maroc qui ne laissent passer

que les nuages les plus hauts.

Tableau 1 Précipitations moyennes mensuelles et annuelles (2012-2022) (info climat)

-76,3 229 499 72 197 341 11 22 17,7 326 39,2 37,7 4054
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Figure 15 Précipitations moyennes mensuelles et annuelles (2012-2022)

e Le régime Saisonnier

MUSSET et CHAABANE (1993), ont défini la notion du régime saisonnier. Elle consiste a
calculer la somme des précipitations par saison et a effectuer le classement des saisons par ordre
de pluviosité décroissante. En désignant chaque saison par son initial : P HE A (P : Printemps ; H
- Hiver ; E : Eté ; A : Automne).

Ps: Précipitations saisonnieres. ~___ _ _ ____ _
Pa : Précipitations annuelles. l\ _________ -
Crs : Coefficient relatif saisonnier de MUSSET.

» Régime saisonnier des pluies de la station de Beni saf

Le régime saisonnier des pluies au niveau de la station Béni Saf est présenté dans le tableau ci-
dessus :
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Tableau 2 Régime pluviométrique saisonnier (2012-2022)

Station Période Régimes Saisonniers

Hiver Eté Automne

136,9 141,6 52,9 89,5

Printemps

Béni Saf 2012-2022

Béni Saf 2012-2022

160 o A
140
120
100 -
80
A
60
40
20
0
H P E A

Figure 16 Régime pluviométrique saisonnier (2012-2022)

11.2.2. Température

L’élément température est utilisé en phytoclimatologie pour rendre compte de I’apport
d’énergie a la végétation a défaut des observations du rayonnement (HALIMI, 1980). Elle
intervient dans le déroulement de tous les processus, la croissance, la reproduction, la survie et par

conséquent la répartition géographique générant les paysages les plus divers (SOLTNER, 1992).

Le Tableau n°03 résume des températures moyennes maximales et minimales pour les périodes
(2012-2022)
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Tableau 3 Les températures moyennes maximales et minimales durant (2012-2022)

166 173 187 204 23,7 269 296 303 282 214 186 17,6

128 135 147 163 19 222 248 256 235 199 157 141

106 113 124 141 16,6 198 22,7 236 214 185 145 1272

Températures

25,6
23,6

24,8

23,7
22,7

23,5
21,4 21,4

49,9
48,5 18,6
15,7
125 W,
‘ 12,2

Sept.

16,3
14,1 ‘
Avr

Aot

Juin Juil.

Tempé. Maxi moyennes Tempé. Moy moyennes B Tempé. Mini moyennes

Figure 17 Les températures moyennes maximales et minimales durant (2012-2022)
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La température est un facteur écologique trés important pour son influence sur I’installation

des formations végétales, et son action écologique sur les étres vivants.

> Les moyennes mensuelles des températures confirment que le mois le plus froid est Janvier
avec 10,6°C.

> Les températures moyennes les plus éleves sont de 30,3°C durant AoQt.

Les valeurs prises en considération sont celles ayant une signification biologique (EMBERGER,
1955), et sont :

* La moyenne des « minima » du mois le plus froid « m »

« La moyenne des « maxima » du mois le plus chaud «M », lls ont été considérés comme les

parametres les plus importants pour la vie végétale.
Températures Moyennes des « Maxima » du Mois le plus Chaud « M »

Selon SELTZER (1946), I’amplitude annuelle de la température de ’air est définie par la
différence entre les températures moyennes du mois le plus chaud et du mois le plus froid ; elle
caractérise le degré de continentalit¢ d’un climat. Sa valeur est écologiquement importante a
connaitre, car elle présente la limite thermique extréme a laquelle chaque année les végétaux
doivent résister . L’amplitude thermique a une influence certaine sur la végétation, elle a une action
directe sur le cycle biologique du couvert végétal. Sa valeur est écologiqguement importante a
connaitre car elle présente la limite thermique extréme a laquelle chaque année les végétaux
doivent résister (DJEBAILI, 1984). D’aprés la classification thermique des climats proposés par
Debrach (ALCARAZ, 1983), on distingue ;

* M -m < 15°C : climat insulaire
e 15°C <M -m < 25°C : climat littoral
*25°C <M -m < 35°C : climat semi continental

* M -m > 35°C : climat continental
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Tableau 4 : indice de continentalité de DEBRACH

Station Amplitudes  Types (o[

thermiques  climat

2012-2022 30,3 Climat littoral

D’apreés la classification de Debrach pour la période de (2012-2022), on note un climat

littoral pour la station Béni-saf ces derniéres sont caractérisées par un hiver froid (m) et un été
chaud (M).

* Classification des ambiances bioclimatiques en fonction de "T" et "m" : RIVAS MARTINEZ
(1981) utilise la température moyenne annuelle "T" avec la température moyenne des minima (m)

comme critére de definition des étages de végétation.
Thermo-méditerranéen : T > 16°C et m > +3°C
Méso-méditerranéen : 12°C < T < 16°C et 0°C <m < +3°C
Supra-méditerranéen : 8°C < T < 12°C et -32°C <m < 0°C

A partir de cette échelle, nous avons affecté a la station de Beni saf son étage de végétation

correspondant durant la période 2012-2022 :

Tableau 5 étage de végétation 2012- 2022

Station  Période T (°C) m (°C) Etages de végétation

sepleEi | 2012-2022 18,5 10,6 Thermo-méditerranéen

Pour notre cas, 1’étage de végétation pour la période (2012-2022) est le Thermo-méditerranéen

avec (m) supérieur a 3°C.
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* Indice d’aridité de De Martonne :

De Martonne (1926) a défini un indice d’aridité pour évaluer I’intensité de la sécheresse. Cet
indice associe les précipitations moyennes annuelles aux températures moyennes annuelles. Plus

cet indice est faible, plus le climat est aride.
L’indice est calculé avec la formule suivante :
I =P/(T + 10)

I : Indice d’aridité de De Martonne

P : Pluviométrie moyenne annuelle (mm)

T : Température moyenne annuelle (°C)

Tableau 6 Classification des climats en fonction des valeurs de 1’indice de De Martonne

Valeur de ’indice d’aridité Type de climat

Climat hyper-aride
Climat désertique
Climat steppique
Climat semi-aride
Climat tempéré

Tableau 7 I’indice d’aridité de De Martonne

Pannuelle (mm) T moyennes | (mm/°C) Type de climat
annuelles (°C)
405,4 18,5 14,22 Climat semi-aride

Selon les tableaux 06, 07 , la station renferme un climat de type semi-aride & écoulement
temporaire, ce réegime induit la présence des formations arbustives réduites et prédominance des

formations herbacées annuelle et/ou vivace.
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Figure 18 Indice d’aridité de DE MARTONNE

III1. Quotient pluviothermique ’EMBERGER

Les différents étages bioclimatiques ont des limites de séparation qui sont encore imprécises.

Sachant qu’il ne s’agit guére de lignes au sens propre et géométrique du mot, mais plutot de bandes

de transitions de végétation mixte. Les limites ont été instaurees la ou le changement de la

végétation a été remarqué. Ce quotient est spécifique du climat méditerranéen, il est plus souvent

utilisé en Afrique du Nord. Le quotient (Q) a été¢ formulé de la maniére suivante :

Qz = PIM? — m?

M : la moyenne des températures maximales du mois le plus chaud en Kelvin.

m : la moyenne des températures minimales du mois le plus froid en Kelvin.

P : la moyenne des précipitations annuelles en millimeétres.
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Ce quotient permet de visualiser la position d’une station météorologique et il est possible de
délimiter 1’aire bioclimatique d’une espéce voire un groupement végétal (Ayache, 2007).
Emberger (1955) a proposé un quotient pluviométrique (Q-) spécifique du climat méditerranéen,
suite aux travaux de Sauvage (1961), le Q- a été formulé de la fagon suivante :

* L’ ¢étage saharien < 100mm.

» L étage aride 100mm - 400mm.

* L’étage semi-aride 400mm-600mm.

» L’étage Sub-Humide 600mm-800mm.
* L’étage Humide > 800mm.

Souvent, les zones bioclimatiques sahariennes, arides, semi-arides, sub-humides et humides sont
distinguées. Les étages sont divisés verticalement en trois parties : supérieure, moyen et inférieur,

en fonction des précipitations.

On a calculé le Q2 de station considérée pour la période (2012-2022), ensuite on a porté la station

sur le climagramme pluviothermique d’Emberger.

Tableau 8 Quotient pluviothermique d’Emberger durant la période (2012-2022)

405,4 303,3 283,6 70,12 Semi-aride supérieur a hiver trés

Nous remarquons que la station météorologique Béni-Saf est positioné dans 1’étage semi-

aride supérieur a hiver trés chaud.
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Figure 19 Climagramme pluviothermique D'EMBERGER

111.1. Diagrammes ombrothermiques de (BAGNOULS et GAUSSEN, 1953)

Le quotient ’EMBERGER(1955) est spécifique du climat méditerranéen, il est le plus
fréquemment utilisé en Afrique du Nord. Ce quotient reflete I’aridité du climat, en effet une
région est d’autant plus séche que M-m est plus élevée (HALIMI, 1980 ; BOUDY, 1948).
BAGNOUL et GAUSSEN (1953) définissent un mois biologiquement sec comme le mois ou le
total mensuel des précipitations exprimé en millimétres est égal ou inférieur au double de la

température moyenne exprimée en degré Celsius « P<2T ». Cette formule permet de construire
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des diagrammes ombrothermique traduisant 1’intensité et la durée de la saison seéche tout au long

de I’année d’apres les intersections des deux courbes.
L’analyse des différents diagrammes permet de montrer en générale deux périodes bien marquées:
* Une période pluvieuse : qui s’étend du mois d’Octobre a la fin d’Avril.

* Une période seche : a partir du début de Mai jusqu'a la moiti¢ d'Octobre. Mai, Juin, Juillet et

Aout sont les mois les plus secs de la période.

Ces dernieres années, il y a une accentuation de la periode de sécheresse qui impose a la
végétation une forte évapotranspiration et des perturbations sur le plan physiologique et
morphologique. Cette évolution progressive de la durée de la période séche traduit des
modifications importantes d’une part de la composition floristique dans les stations d’étude et
d’autre part favorise I’installation des espéces xérophiles et annuelles. STAMBOULI (2010)
signale que «I’évolution progressive de la période de sécheresse impose a la végétation une forte
évapotranspiration, ce qui lui permet de développer des systemes d’adaptation, modifiant ainsi le

paysage en imposant une végétation xérophile».
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Figure 20 Diagrammes ombrothermiques de la station météorologique Durant la période (2012-
2022)
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Conclusion

A partir de cette étude bioclimatique ont déduit que le climat de la région de Tlemcen est
de type méditerranéen, y compris notre région d’étude ou se trouve I'étage bioclimatique semi-

aride.
Les résultats obtenus permettent de dégager les points suivants :

e Leclimat de la station météorologique de Beni saf est de type méditerranéen, avec un étage
bioclimatique bien distinct qui est le semi-aride supérieur, caractérisé par deux périodes :
» Une période pluvieuse du mois d’Octobre a la fin Avril.
> Une période séche du moitie avril jusqu'a la moitié d'Octobre. Ce qui se traduit par
I’extension d’une végétation annuelle constituée actuellement des matorrals
dégradés avec la dominance des especes thérophytes qui se développent avec
I’aridité du climat ;
e La station d’étude est caractérisée par un régime saisonnier du type HAPE ;
e Le mois le plus froid est généralement Janvier avec un minima de 10,6°C a et un maxima
de 30,3°C en Aol ;
e Le Climagramme d’Emberger montre que la station météorologique choisie se situe sous
bioclimat semi-aride supérieur.
e Ces conditions bioclimatiques auront un impact significatif sur le développement des

peuplements.

D’apres les résultats exposés dans ce chapitre, qui se base sur la station d’étude Rachgoun- Beni
Saf nous autorisent a dire que le climat reflete le type de végétation, ce qui nous amene a conclure

que la station appartient a I'étage thermo méditerranéen.
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|. Etude histologique

1.1. Généralités

Dans I’histoire de la médecine et de la biologie, le concept de tissu a précédé celui de
cellule. Le premier, di a Bichat, dans les toutes premieres années du XI1X° siecle, a été élaboré a
partir de dissection anatomiques réalisées a I’ceil nu, sans recours au microscope. Dans un
deuxiéme temps, en 1938, SCHLEIDEN et SCHWANN, utilisant le microscope photonique, ont
¢difi¢ la théorie cellulaire postulant que I’organisme était fait de cellules et de produits ¢élaborés
par celles-ci. Vingt ans plus tard, Virchow a complété la théorie cellulaire en affirmant que toute
cellule provient d’une cellule préexistante. Ainsi, alors que Bichat considérait que les tissus étaient
les constituants élémentaires de I’organisme, avec la théorie cellulaire, la cellule est devenue

I’unité ¢élémentaire de la vie et le tissu est devenu le premier niveau d’organisation supracellulaire.

On reconnait, dans I’organisme, différents niveaux d’organisation structurale qui
correspondent, en allant du plus complexe vers le plus élémentaire, aux appareils ou systemes
(appareil circulatoire), aux organes (cceur), aux tissus (tissu musculaire stri¢ myocardique), aux
cellules (fibre musculaire striee myocardique), aux organites (mitochondries). 1l faut distinguer
I’avénement du microscope qui a permis la naissance de l’anatomie microscopique avec
MALPIGHI (1628-1694), de I’introduction du terme « histologie », de la notion méme de tissu
et de sa biologie que I’on doit a BICHAT (1771-1802). L histologie est une discipline de base des
sciences biologiques qui a pour objet 1’étude des tissus. Ces derniers constituent un ensemble
coopératif de cellules différenciées qui forment un triple association, territoriale, fonctionnelle et
biologique. L’histologie a pour but d’explorer la structure. Elle demeure une science vivante et
utile pour tout étudiant en médecine, en chirurgie dentaire et en biologie. En effet, la connaissance
des tissus normaux, sur le plan structural et ultra-structural, permet d’assurer le lien entre structure

et fonction. Cela facilite I’approche des différentes pathologies a différents niveaux.

Le terme histologie vient du grec "Histos", qui veut dire "organisation" et "logs", c’est
"science". L’étude de la microstructure cellulaires des tissus végétaux est appelée « histologie

végétale » (LESSON, 1980) et (CRETE, 1965).
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Chez les plantes vasculaires, les tissus fondamentaux en fonction de leur continuité dans
toute la plante ils sont combinés en unités plus grandes. Ils peuvent étre identifiés a 1'ceil nu. Les

tissus présents dans les tiges, les racines, et les feuilles sont de trois types (KERZAZI, 2016).

L'étude microscopique des organes permet de connaitre I'organisation et les structures
internes des plantes primaires et secondaires, des différents organes, ainsi que leurs modifications
ou adaptations. On appelle plan ligneux d’une essence, le groupement et la nature des différents
éléments constitutifs de son bois ; vaisseaux, rayons ligneux, fibres, parenchymes dont
I’agencement reste constant pour une espéce donnée, permettant de caractériser les especes

ligneuses.

1.2. Classification des Tissus végétaux

Selon RAVEN et al (2007) les tissus végétaux sont classés en 4 types :

1.2.1. Tissus protecteurs
Ce sont des tissus de surface et de recouvrement qui permettent la protection de la plante

contre les agressions extérieures.

> L’¢épiderme : c’est une couche superficielle des feuilles et des tiges jeunes, formés par des

cellules de méristeme, il présente des ouvertures appelées (stomates).

> Le périderme : c’est un tissus secondaire, Les cellules mortes de cette zone forment du liege

(écorce du tronc) (BENKOU, 2012)

1.2.2. Tissus fondamentaux
> Le parenchyme : c’est le tissu le plus abondant, constitué par des cellules vivantes de forme

globulaire a paroi mince, il joue un r6le de remplissage et de stockage.

1.2.3. Tissus de soutien
Les tissus de soutien sont constitués de cellules a paroi épaisse lui donnant une certaine

rigidité, en particulier chez les plantes herbacées, ce sont le collenchyme et le scléerenchyme.

> Le collenchyme : situé généralement sous 1’épiderme des tiges et des pétioles, formé de cellule

vivante a paroi épaisse riche en cellulose.
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> Le sclérenchyme : formé de cellules allongées, mortes a paroi trés épaisse chargé en lignine.

1.2.4. Tissus conducteurs
Toutes les plantes vasculaires (des fougéres aux Angiospermes) possedent des tissus
conducteurs, ils permettent le transport de I'eau et des autres éléments absorbés ainsi que les

différents produits de la photosynthése vers toutes les parties de la plante.

Les cellules du tissu conducteur sont de longues cellules mises bout & bout formant ainsi
de longues colonnes. Ces cellules permettent le passage de la séve dans tout I'organisme végétal.

Il existe 2 types de vaisseaux conducteurs : le phloeme et le xyleme.
> Le xyleéme : vers I’intérieure, conduit la séve brute (montante).

> Le phloéme : conduit la seve élaborée (éléments organique issus de la photosynthése vers toutes

les parties de la plante. (Descendante).

1.3. Matériels et méthodes

Ces études histologiques menées pour comprendre le comportement morphologie que et

physiologie que des organismes dans les communautés naturelles.

L'étude histologique a été faite sur des rameaux et des tiges de la plante Ephedra fragilis
vas nous permettre de connaitre les structures tissulaires de ces parties de la plante, ainsi que de
mesurer d’une maniere précise tous les tissus observés. En méme temps nous avons pris des photos

pour représenter notre travail.

1.3.1. Matériel utilisé
La récolte de matériel végétal (Ephedra fragilis) de notre station d’étude ainsi que 1’étude

histologique et I’obtention des coupes anatomiques nécessitent les matériaux suivants :
MATERIELS ET SOLUTIONS

v' Rameaux, tiges : Echantillons végétaux a étudier ;

v" Lames de rasoir neuves ;

v Boites de pétri, verrerie et quelques petits verres de montre vides ou capsules propres

(quatre au minimum) ;
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v Une bande de papier filtre ou une bande de tissu filtre ;

v" Un tamis pour filtrer les coupes fines ;

v Eau de javel ;

v"Une pince fine et un chiffon ;

v Eau distillée (Rincage) ;

v Acide acétique a 1% (Fixateur) ;

v Vert d'iode, carmin aluné ou vert de Méthyle et rouge Congo (Colorants) ;
v Lames (porte-objets) ;

v Lames (couvre-objets) ou lamelles ;

v" Un microscope optique a grossissement multiple, photo-microscope et appareil photo

numerique ;
v Le vernis a ongles ou la glycérine pour la conservation des coupes fines obtenues ;
v Microscope optique a grossissement multiple ;
v Micrométre pour effectuer les mesures histométriques et appareil photo numérique ;

v Toutes les activités histologiques ont en commun 1’action d’observer et d’interpréter ce

qui est vu.

1.3.2. Méthodes d’étude

e Sur le terrain :

Nous avons récolté la plante Ephedra fragilis dans le mois de mars ou le matériel végétale frais a
été amenés au laboratoire dans un bocal remplie d’eau pour garder les sujet frais et humide afin de

faciliter les coupes histologique et préserver les tissus de la plante.
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¢ Au laboratoire :

A. Préparation des coupes

Nous avons préparé des coupes transversales fine a I’aide d’une lame de rasoir. Les coupes
ont été faites au niveau de rameaux, et de tige ainsi qu’on a prélevé des échantillons d’une
partie de I’épiderme de la tige. Les prélévements, doivent étre effectués avec le plus grand
soin, car la bonne observation au microscope a la suite dépend des coupes de meilleure
qualité.

Les coupes sont a la suite placée dans des verres de montre contenant de 1’eau distillée pour
ne pas se dessécher.

Enfin les coupes les plus fines sont sélectionnées pour passer a I’étape de la coloration.

Un grand nombre de méthodes ont été mises au point, lesquelles permettent de connaitre les

tissus végétaux. Le probléme reste au niveau de la confection des coupes transversales de

différentes parties de la plante et le contr6le de la qualité des coupes concernant leur épaisseur

ainsi que leur déformation lors de la coupe. La qualité de I'observation microscopique dépend de

leur nature. Plus la coupe est mince, plus elle est bonne pour la coloration.

Dans toute démarche d’ordre histologique, quatre étapes se succédent :

v
v

Le choix du matériel a étudier ;

La technique permettant de visualiser les structures ou les phénoménes que I’on veut
étudier ;

La production d’images de ces structures ou de ces phénomenes, par des moyens optiques
et I’interprétation de ces images ;

Les méthodes utilisées en histologie varient selon 1’échantillon & étudier et les objectifs de
I’examen. (BARKA, 2016)

B. Montage des coupes et observation au microscope

Les coupes ont été placées entre lame et lamelle 4 I’aide d’un pince en I’immergent dans une goutte

d’eau,

ensuite nous avons passé a l’observation sous un microscope optique a différents

grossissements, puis la sélection des meilleures coupes pour but de faire des mesures a 1’aide d’un

micrometre et pour prendre des photos.
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+ DOUBLE COLORATION

Parmi les techniques de coloration, une seule reste plus utilisée. Elle permet de réaliser la
différenciation de certains tissus qui est la technique dite de double coloration au Vert d'iode -

rouge Carmin. Elle comprend les différentes étapes et les temps suivants :

Nous trempons les coupes dans un verre de montre, contenant de I'eau de Javel, et ce durant 10 &
20 minutes pour détruire le contenu cellulaire et blanchir les membranes. Nous ringons les coupes
a l'eau distillée pour éliminer I'eau de Javel. Acide acétique a 1 % pendant 5 a 10 minutes pour
éliminer les traces d'eau de Javel et fixer les autres colorants. Vert d'lode pendant une minute au

maximum pour les tissus lignifiés.

Nous ringons les coupes avec de I'eau distillée pour éliminer I'exces de colorant. Carmin aluné
pendant 10 a 15 minutes puis rincer a I'eau distillée. Pour le montage, on utilise la technique du
montage entre lame et lamelle dans une goutte d’eau distillée en raison de sa simplicité et la
disponibilité des produits et I’observation au microscope les meilleures coupes obtenues pour la

fixation avec la résine synthétique.

1.4. Travail a faire

- Réalisation des coupes histologiques des organes fraiches (Racine, Tige et feuille) d’une espece

choisie.
- La coloration de ces coupes ;
- Observation microscopique des différents tissus de ces organes ;

- Fixation et conservation ;
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Rl |-
Choix d'une partie de plante pour Préparation des coupes Placement des coupes dans
faire des coupes transversales I'eau distillée

Blanchissement avec I'eau de

Javel

Coloration avec le bleu de Coloration avec Carmin aluné Montage entre lame et lamelle
Méthyléne, puis ringage

Figure 21 photographies de protocole a suivre pour la préparation des coupes histologiques
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Figure 23 Observation microscopique d'une coupe histologique du
rameau d'Ephedra fragilis (Gx10) (RADJA, 2023)
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I.5. Résultats et interprétation

Les résultats de cette étude histologique représentent le fruit et I’essentiel de cette étude. Les

photographies et les tableaux des mesures histométriques sont représenté ci-dessous.
» Observations

1.5.1. Rameaux
L’observation au microscope des coupes transversales des rameaux d’Ephedra fragilis

nous a permis de remarquer, en allant de I’extérieure vers I’intérieure les tissus suivants :

1-L’épiderme formé d’une couche superficielle constitué par une seule assisse cellulaire plus ou

moins épaisses qui sépare la tige du milieu extérieur.

2- Liege Le liege est un matériel cellulaire comprenant de petites cellules fermées et vides avec
une forme de prismes hexagonaux assemble dans une structure compacte sans vides

intercellulaires.

3-Fibres non lignifiées Les matériaux non ligneux contiennent moins de lignine que le bois et
sont généralement plus faciles a délignifier en raison de leur énergie d'activation plus faible
(BOBALEK et CHATURVEDI, 1989).

4-Parenchyme Les cellules parenchymateuses sont volumineuses, isodiamétriques ou allongées.
Leurs vacuoles sont trés développées mais leurs parois pectocellulosiques sont minces et flexible

a cause de I’absence de paroi secondaire.

5- fibres de péricycle lignifiées, il s’agit d’une unique couche de cellules entourée de

I’endoderme.
6-Phloeme coloré en rose, qui assure la circulation de la séve élaborée de haut en bas.
7-Xyléme coloré en vert, qui conduit la séve brute de bas vers les feuilles

» MetaXyléme : vert foncé

» ProtoXyléme : vert claire

8- Parenchyme médullaire (moelle) au niveau de centre de rameau qui joue un réle de stockage

et un role de remplissage.
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Epiderme
Liege

Fibres non
lignifiées

Parenchyme

Fibres de
péricycle
lignifiées

Phloéme

MetaXyléme

ProtoXyléme

Cellule de moelle

Parenchyme
médullaire
(moelle)

Figure 24 Observation microscopique d’une coupe transversale du rameau d’Ephedra fragilis
(Gx10) (RADJA, 2023)

Epiderme
Liege

Fibres non lignifiées

Parenchyme

Fibres de péricycle lignifiées
Phloéme
Xyléme

Cellule de moelle

Bulle d’air

Parenchyme médullaire (moelle)

Figure 25 O.M d’Ephedra fragilis- Rameau (Gx40) (RADJA, 2023)
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Epiderme

Liége

Parenchyme

Fibres non lignifiées

Figure 26 O.M d’Ephedra fragilis partie extérieure- Rameau (Gx100) (RADJA, 2023)

— Epiderme

Liege

Fibres non lignifiées

Figure 28 O.M d’Ephedra fragilis parenchyme- Rameau (Gx100) (RADJA, 2023)
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Phloéme

Fibre de péricycle lignifiée

Xyléme

Figure 29 O.M d’Ephedra fragilis ensemble Phloéme- Xyléme tissu ancien (Gx100)
(RADJA, 2023)

MetaXyleme

Phloéme

ProtoXyleme

Figure 30 O.M d’Ephedra fragilis ensemble Phloéme- Xyléme nouveau tissu (Gx100)
(RADJA, 2023)
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Figure 31 O.M d’Ephedra fragilis ensemble Phloéme- Xylém Microscope optique — Microbleu
(Gx100) (RADJA, 2023)

Cellule de moelle

Parenchyme médullaire

Bulle d’air

Figure 32 O.M d’Ephedra fragilis Parenchyme médullaire (Gx10) (RADJA, 2023)
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Figure 34 O.M d’Ephedra fragilis Moelle- bulle d’air (Gx100) (RADJA, 2023)
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1.5.2. Tiges
L’observation au microscope des coupes transversales de tige d’Ephedra fragilis nous a

permis de remarquer, en allant de 1’extérieure vers 1’intérieure les tissus suivants :

1-L’épiderme formé d’une couche superficielle constitué par une seule assisse cellulaire plus ou

moins epaisses qui sépare la tige du milieu exteérieur.

2- Liege Le liege est un matériel cellulaire comprenant de petites cellules fermées et vides avec
une forme de prismes hexagonaux assemble dans une structure compacte sans vides

intercellulaires.

3-Fibres non lignifiées Les matériaux non ligneux contiennent moins de lignine que le bois et
sont généralement plus faciles a délignifier en raison de leur énergie d'activation plus faible
(BOBALEK et CHATURVEDI, 1989).

4-Parenchyme Les cellules parenchymateuses sont volumineuses, isodiamétriques ou allongées.
Leurs vacuoles sont trés développées mais leurs parois pectocellulosiques sont minces et flexible

a cause de I’absence de paroi secondaire.
5- Fibre de péricycle lignifiée, il s’agit d’une unique couche de cellules entourée de I’endoderme.

6- Cambium une fine couche de cellules méristématiques secondaires qui sont des cellules

indifférenciées pouvant toutes se diviser.

7-Xyléme secondaire est caractérisé par un alignement radial de ses cellules du fait des

caractéristiques de fonctionnement du cambium libéro-ligneux
8-Phloeme coloré en rose, qui assure la circulation de la séve élaborée de haut en bas.
9- Xyleme primaire coloré en vert, qui conduit la séve brute de bas vers les feuilles

» MetaXyléme
» ProtoXyléme

10- Parenchyme médullaire (moelle) au niveau de centre de rameau qui joue un réle de stockage

et un role de remplissage.
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Epiderme

Liege

Fibres non lignifiées
Parenchyme

Fibres de péricycle
lignifiées

Cambium

Xyleme secondaire
Phloéme
MetaXyléeme
ProtoXyléme

Parenchyme  médullaire

(moelle)

Bulle d’air

Figure 35 O.M d’une coupe transversale de tige d’Ephedra fragilis (Gx40) (RADJA, 2023)

64



CHAPITRE 11l : ETUDE HISTOLOGIQUE ET HISTOMETRIQUE

Epiderme

Liege

Fibres non lignifiées

Parenchyme

Cambium

Phloeme

Xyléme Secondaire
MetaXyleme Xyléme

ProtoXyléme

-
® ) &

. -

Figure 37 O.M d’Ephedra fragilis ensemble Phloéme- Xyléme (Gx100) (RADJA, 2023)
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I1. Etude Histomeétrique

Lors de cette étude les mesures des tissus ont été effectuées sur 30 coupes transversales de
chaque organe (rameaux, tige) a 1’aide d’un micrometre, les résultats sont présentés sous les

tableaux dessus

I1.1. Mesures des rameaux d’Ephedra fragilis
Tableau 9 : mesures histométrique des rameaux d’Ephedra fragilis

Tissus  épiderme Liege Fibres Parenchyme Fibres Phloeme MetaXyléme ProtoXyléme

non de

lignifiées péricycle

lignifiées
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0.5 05 01 15 1 03 05 02 15
01 05 02 08 0.5 02 07 01 04
01 05 02 06 0.5 02 06 01 04
01 05 03 07 0.5 02 05 03 07
01 05 02 08 0.5 02 06 02 08
01 05 04 07 01 02 06 03 04
01 05 03 09 0.5 02 07 03 05
01 05 03 10 / 02 04 02 07
0.5 05 03 10 / 02 05 02 08
1.5 1 04 10 01 02 04 02 08
01 05 04 13 0.5 02 03 02 07
01 05 02 06 0.5 15 03 01 10
01 05 02 08 0.5 1.5 03 01 10
01 05 03 10 0.5 02 07 02 07
0.5 05 25 11 0.5 15 05 03 06

Tableau 10 Moyennes des mesures histométrique des rameaux d’Ephedra fragilis

épiderme Liege Fibres Parenchyme Fibres Phloeme MetaXyleme ProtoXyleme Moelle

non de
lignifiées péricycle
coupes lignifiées
\OVEIl ol 1.4 1.6 2.6 9.6 0.6 1.7 5.2 2.3 7.2
des
mesures
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Epiderme Liege fibres non lignifiées
B Parenchyme H Fibres de péricycle lignifiées B Phloeme

MetaXyleme

ProtoXyleme Moelle

Figure 38 mesure histométrique de tige d’Ephedra fragilis

L’Histogramme (figure38) montre une comparaison entre les moyennes des mesures
histométriques des rameaux d’Ephedra fragilis, dont on remarque que le parenchyme est le tissus
le plus abondant, vient en seconde position la moelle (parenchyme médullaire), aprés le
MetaXyleme, ensuite les fibres non lignifiées suivies par le ProtoXyleme, le Phloéme ensuite

I'ensemble de liege et épiderme, au dernier une couche trés fine des fibres de péricycle lignifiées
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I1.2. Mesures des coupes des tiges d’Ephedra fragilis

Tableau 11 mesure histométrique des tiges d’Ephedra fragilis

Tissus Epiderme  Liége Fibres Parenchyme  Fibres Cambium  Xyléme  Phloeme Proto Moelle

non de I Xyléme

lignifiées péricycle

coupes lignifiées

01 0.5 04 08 02 02 1.5 1.5 09 03 25
01 0.5 04 08 1.5 02 02 02 08 02 30
01 0.5 03 05 02 02 1.5 02 10 02 22
01 0.5 04 05 03 02 02 02 15 03 23
01 01 04 06 01 01 02 03 07 2.5 20
“ 02 01 03 06 01 01 1.5 03 10 02 17
01 05 05 08 04 01 01 2.5 04 02 20
“ 01 01 04 06 04 01 01 03 05 02 25
“ 15 0.5 04 07 05 01 01 04 07 2.5 20
1.5 0.5 03 10 04 1.5 01 03 05 1.5 15
01 0.5 04 05 05 01 01 02 07 1.5 20
15 0.5 05 03 03 1.5 01 03 05 02 21
01 02 2.5 04 01 1.5 1.5 02 10 03 15
01 01 03 03 1.5 02 02 1.5 10 03 11
01 03 03 04 02 01 02 1.5 15 2.5 15
01 03 03 04 02 1.5 02 03 10 03 17
01 02 2.5 05 1.5 02 1.5 02 09 03 12
01 01 03 06 02 01 02 02 12 02 14
01 01 03 07 02 02 15 02 07 02 20
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01 01 03 05 02 1.5 1.5 02 10 02 15
01 0.5 02 06 2.5 01 1.5 03 06 02 15
01 01 03 06 02 01 01 02 08 02 10
01 0.5 03 06 02 01 01 35 15 1.5 15
01 0.5 04 05 1.5 01 01 35 10 02 20
1.5 01 2.5 07 02 01 01 02 10 02 10
1.5 01 04 09 03 01 1.5 02 10 2.5 15
01 01 04 06 02 01 01 02 09 2.5 15
1.5 01 03 08 03 01 1.5 1.5 10 02 10
01 01 03 05 2.5 0.5 1.5 02 09 02 17
15 01 03 05 02 0.5 1.5 01 10 03 20

Tableau 12 Moyennes des mesure histométrique des tiges d’Ephedra fragilis

Tissus Epiderme Liége Fibres Parenchyme  Fibres Cambium  Xyleme  Phloeme Proto Moelle
non de I Xyléme

lignifiées péricycle

coupes lignifiées
Moyenne |8 1 3,4 6 2,4 1,3 14 2,3 9 2,3 17,5

des

mesures
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Epiderme Liege L M Fibres non lignifiées

B Parenchyme H Fibres de péricycle lignifiées Cambium

Xyleme || H Phloéme MetaXyleme

ProtoXyleme Moelle

Figure 39 Mesure histométrique de tige d’Ephedra fragilis

L’Histogramme (figure38) montre une comparaison entre les moyennes des mesures
histométriques de la tige d’Ephedra fragilis, dont on remarque que la moelle (parenchyme
médullaire) est important par rapport aux autres tissus, vient en seconde position le
MetaXyleme ensuite le Parenchyme, aprés les fibres non lignifiées suivies par les fibres de
péricycle lignifiées ensuite I'ensemble de phloéme ProtoXyléme, ensuite le xyléeme secondaire, le
cambium, I'épiderme au dernier une couche tres fine de Liége
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Discussion

D’aprés 1’étude histologique effectuée, les résultats obtenus de 1’analyse des différents

tissus montre qu’il s’agit presque des méme tissus au niveau des deux organes (rameau et tige).

Pour les rameaux 1’ensemble (xyléme et phloéme) sont associés 1’'un a c6té de 1’autre vue
que ce sont des tissus conducteurs et qu’ils assurent la méme fonction, 1I’épiderme est représenté
par une mince couche chez tous les organes vue leur réle de protection, le parenchyme de

remplissage occupe un espace trés importante au niveau des rameaux.

C’est tous pareilles au niveau de tige, I’ensemble de xyléme-phloéme devient plus
important par rapport aux autres tissus parce qu’ils contribuent au développement de la plante et

assurent sa résistance face aux actions anthropiques et au stress hydrique (DOUZET, 2007).

Pour la tige y a la présence du cambium qui est responsable de la formation du bois, Son
activité présente une certaine plasticité : en modifiant en permanence les propriétés du bois qu'il
forme, il permet a l'arbre durant sa vie de s’adapter a la plupart des contraintes et variations de son
environnement immédiat, y compris aux contraintes mécaniques et hydrauliques liées a sa

croissance et a son poids

Conclusion

L’étude histologique effectuer sur Ephedra fragilis aux niveaux des rameaux et de tige, et

nous a permet de déterminer les différents tissus constituants la plante, leurs roles et importances.

Nous avons déterminé neuf tissus différents au niveau des rameaux. Les mémes tissus sont
présents au niveau de la tige, plus deux autres tissus I'un d'eux est le cambium qui est responsable

de la formation du bois.

La présence de 1’épiderme de liege sur la couche extérieure de ces organes assure leur
protection. Le parenchyme médullaire (moelle) représente le tissu le plus abondant dans les
rameaux et la tige a cause de leur role de stockage et d’assimilation, ainsi que la présence de
I’ensemble xyléme et phloéme dans ces organe se justifi¢ par leur importance de transport des

nutriments pour la plante.
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Puis, I’étude histométrique a révélé que I'épaisseur des tissus variait dans chaque organe,
plus précisément selon chaque partie de I'organe. Nous avons défini neuf tissus différents au niveau

des rameaux.
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INTRODUCTION

L’utilisation de matériel végétal pour protéger les grandes cultures et les produits
entreposés contre les attaques d’insectes a une longue histoire. De nombreuses especes végétales
concernées ont également été utilisées en médecine traditionnelle par les communautés locales et
ont été récoltées sur le terrain ou cultivées spécifiquement a ces fins. Des feuilles, des racines, des
brindilles et des fleurs ont été mélangées, en tant que protecteurs, avec diverses marchandises dans

différentes parties du monde, en particulier en Inde, en Chine et en Afrique.

Les plantes ayant des propriétés insecticides sont I'une des plus importantes méthodes de
lutte contre les insectes. Comme ils peuvent étre multipliés en continu année aprés année ;
localement disponibles, biodégradables, peu coliteux, et n’ont aucun impact négatif sur
I’environnement tant que 1’on prend soin d’éviter la propagation des plantes a partir d’écosystemes

étrangers.

Il existe de nombreuses études concernant les especes végétales connues et encore a

exploiter ayant des propriétes pesticides, antiparasitaires.

Les pesticides botaniques sont des dérivés de plantes qui repoussent, inhibent la croissance
ou tuent les ravageurs. Les plantes qui sont des sources de pesticides botaniques sont facilement
disponibles dans I’environnement et la plupart d’entre elles ont de multiples utilisations telles que

les médicaments, les épices, les plantes ornementales, les aliments et les aliments pour animaux.

I. Ephedra fragilis

Le genre Ephedra a été couramment utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise (MTC)
pour le traitement de plusieurs maladies ; plusieurs études ont rapporté leurs multiples avantages
pour la santé tels que anti-inflammatoire, anti-invasif, anti-angiogéne, antimicrobien,
antiprolifératif, pro-apoptotique, neuroprotecteur, hépatoprotecteur et propriétés antioxydantes.
Les flavonoides, les alcaloides, les acides phénoliques et d’autres composés des plantes Ephedra
ont été considérés comme les principaux composants phytochimiques de ces propriétés

pharmacologiques.
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Des références ont affirmé que I’Ephedra fragilis (Gnetopsida, thé Mormon, Ma Huang)
est d’origine asiatique et qu’elle posseéde plusieurs effets médicinaux (ATTARD, et al., 2009).
L’E. Fragilis est un arbuste a feuilles persistantes dioiques de 4 métres de hauteur. Ses fruits
arrachés disponibles de juin a septembre ont des arilles rouges ou jaunes et portent une seule graine
(RODRIGUES-PEREZ, et al., 2012).

A ce jour, aucune étude n'est disponible dans la littérature sur I'utilisation du matériel
végétal de I'Ephdra fragilis contre les insectes nuisibles. C'est ce que nous tentons de faire

dans le cadre de notre étude.

II. Insecte

Les insectes nuisibles causent des dommages importants aux produits agricoles destinés a
I’alimentation humaine et animale. En plus des pertes directes causées par les insectes aux
systemes végétaux, aux fruits et aux graines, ces agents biotiques causent des pertes indirectes
parce qu’ils laissent d’importants contaminants tels que des parties du corps ou des exosquelettes,
des ceufs d’insectes et des mauvaises odeurs sur les produits (GARCIA-LARA et al., 2016)

Tropinota (Epicometis) hirta (Poda), parfois appelé coléoptére de la fleur du pommier ou
coléoptére velu, est un ravageur important qui attaque les arbres fruitiers et les plantes
ornementales en Europe et dans la région méditerranéenne (AYDIN, 2011). La lutte contre T. hirta
est difficile et risque de nuire aux insectes utiles, car les ravageurs attaquent pendant la floraison,
lorsque les pollinisateurs sont les plus actifs.

-

Figure 40 Apple Blossom Beetle Tropinota hirta)
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I1.1. Tropinota hirta

I1.1.1. Classification systématique
Les botanistes ont classé I’espéce Tropinota Hirta. Comme suit (PODA, 1761) :

Régne : Animalia

Embranchement : arthropoda

Classe : Insecta

Sous-classe : Pterygota

Infra-ordre : Neoptera

Super-ordre : Endopterygota

Ordre : Coleoptera

Super-famille : Scarabaeidae

Genre : Tropinota

Espéce : Tropinota hirta (Poda, 1761)

I1.1.2. Aire de répartition

L'aire de répartition de Tropinota hirta couvre I'Europe, le Nord de I'Asie et le bassin

méditerranéen

I1.1.3. Dégats causés par Tropinota hirta

Mangeoire a fleurs (Tropinota hirta Poda, ancien Epicometis Hirta Poda) est clasifié dans 1’ordre :
Coleopetera, famille : Cetoniidae, genre : Epicometis. C’est un insecte polyphage (VUTS J., et al.,
2010), au stade adulte a 8-13 mm, la couleur du corps est noire avec des points gris, recouvert de
petits poils jaune blanc. Il a une seule génération / année. En hiver, les adultes sont cachés dans le
sol. Au printemps, elles s’activent et attaquent différentes fleurs jusqu’a la fin du mois de mai (fig.
41) lorsqu’elles déposent leurs ceufs dans la couche superficielle du sol (SUBCHEV et al., 2011).

Les larves commencent & croitre lentement de juin a septembre. A la fin de juillet & la mi-aot,
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elles se transforment en stade nymphe. Les nouveaux adultes apparaissent dans la derniere
décennie d’aoft, la premiére décennie de septembre. Ils restent dans le sol pendant I’hiver jusqu’au
printemps suivant ou ils sont devenus actifs & une temperature constante de 7 C et a une humidité
relative de 55 a 60%.

Figure 41 Blossom feeder (Tropinota hirta Poda) in Blueberry/ Apple/ Strawberry flowers

T. hirta émergent au printemps et se nourrissent de males et les organes femelles des fleurs
de certaines plantes comme les arbres fruitiers, les fraises, les roses et les grains. Les adultes sont
également connus pour se nourrir occasionnellement de jeunes pousses, de feuilles et méme de
fruits. En raison de leurs capacités de vol éleveées, ils atterrissent sur de nombreux types de plantes
et continuent de nuire. Par conséquent, les fleurs endommagées ne peuvent pas produire de fruits
(Anonymous, 2008; Ozbek, 2008).

Figure 42 Blueberry/ Apple/ Strawberry flowers damaged by Tropinota hirta
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Epicometis (Tropinota) hirta (Coleoptera : Scarabaeidae, Cetoniinae) endommage les
parties reproductrices des fleurs de plusieurs arbres fruitiers et de nombreux arbustes ornementaux
(HURPIN, 1962). Il est actif pendant la journée et se cache dans le sol pendant la nuit (ENDRODI,
1956, Ozbek et al. 1998) ont signalé que des pesticides peuvent étre utilisés si la population devient
excessive. Cependant, le controle de E. hirta est difficile, car la plupart des insecticides ne peuvent
pas étre appliqués pendant la floraison sans affecter les abeilles domestiques ou d’autres
bénéficiaires.

En Hongrie, Epicometis (Tropinota) hirta Poda (Coleoptera, Scarabaeidae, Cetoniinae) est
la cétonine nuisible la plus importante en se nourrissant des parties reproductrices des fleurs de
nombreuses plantes, qui sont des arbres fruitiers et ornementaux, des buissons et d’autres plantes
d’importance agricole (HOMONNAY et HOMONNAY -CSEHI, 1990). Parfois, le ravageur
peut méme endommager les céréales (HOMONNAY et HOMONNAY -CSEHI, 1990). L’espéce
est répandue dans de grandes parties de I’Eurasie, de la Méditerranée au Moyen-Orient et en Asie
centrale (HURPIN, 1962).

Selon I’etude de KUTINKOVA et ANDREEV (2004). En Romanie. T. hirta est un

ravageur trés dangereux, qui peut endommager 70% des fleurs sur les jeunes cerisiers.

En Turquie, T. hirta Bursa, Canakkale, 1l a été signalé que les arbres fruitiers tels que les
framboises, les pommes, les prunes, les abricots et les cerises ont été économiquement

endommagés dans les provinces d’Erzurum, Karaman, Isparta, Izmir, Malatya, Manisa, Mersin et

Tokat (KARA, 1992)
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I11. Insecticides

Sont utilisés pour la protection des plantes contre les insectes. IIs interviennent en éliminant
ou en empéchant leur reproduction. Différents types existent : les neurotoxiques, les régulateurs

de croissances et ceux agissant sur la respiration cellulaire (MAIRIF, 2015).

I11.1. Deltamethrine

La deltameéthrine est un produit de synthese de la famille des pyréthrinoides dont
I’appellation commerciale la plus connue est le Decis®. C’est un insecticide non systémique de
contact et d’ingestion avec une longue activité résiduelle contre un grand nombre d’especes

d’insectes. Il agit en paralysant le systéme nerveux des insectes.

Les pyréthrinoides constituent des insecticides encore trés employé€s puisqu’en 2008 ; ils
représentaient 15,1% du marché mondial des insecticides (BODEREAU-DUBOIS, 2011). lls sont
tres utilisés en Afrique sub-saharienne pour lutter contre la malaria (ADAMOU et al., 2010). Cette
large utilisation s'explique par leur grande et rapide efficacité pour les insectes avec une relative

innocuité pour les mammifeéres et les oiseaux (SAYEED et al., 2003).

Les insecticides de la famille des pyréthrinoides agissent directement sur 1’ouverture des
canaux sodium ; les pyréthrinoides de type Il, dont fait partie la deltaméthrine, laissant les canaux
sodium ouverts plus longtemps que ceux du type | (SCHLEIER et PETERSON, 2012). Une autre
cible de la deltaméthrine semble étre les canaux chlorures de la membrane (BURRY et RAY,
2004). D’autres auteurs proposent le complexe GBy comme cible potentielle des pyréthrinoides
chez la paramécie (Paramecium tetraurelia) ou ils agissent par modification de I’interaction entre
la sous-unité al des canaux calciques et GBy (DE ONDARZA et al., 2005)

I11.1.1. Données générales relatives a la Deltaméthrine

La deltaméthrine est trés employée dans le secteur agricole et forestier et ce depuis qu’elle
a prouve son efficacité vis-a-vis de nombreux insectes (VILLARINI et al., 1998). En outre, cette
molécule est utilisée pour lutter contre le doryphore de la pomme de terre, la cicadelle, le ver-gris,
la mineuse, la 1égionnaire bertha, I’altise, la fausse-teigne des cruciferes, la sauterelle et la punaise

grise (Conseil canadien des ministres de I'environnement, 1999). La deltaméthrine est aussi

80



CHAPITRE IV : ETUDE PHYTOCHIMIQUE

utilisée dans les programmes de contréle de la malaria dans les pays concernés (YADAV et al.,

2001). Elle y est aussi utilisée pour imprégner les moustiquaires (DARRIET et al., 1998).

111.1.2. Effets toxiques et écotoxiques de la Deltaméthrine

La deltaméthrine s’avere nocive pour la santé humaine puisqu’elle altére le métabolisme cellulaire,
provoque des dégats a I’ADN et induit de micronoyaux dans des lymphocytes humains
(SCASSELLATI et al., 1994). D’aprés He et al. (1989), une étude chinoise portant sur 325
personnes intoxiquées par la deltaméthrine a révélé divers effets (paresthésie, vertiges, maux de
téte, nausées, anorexie, fatigue, troubles de la vision, transpiration accrue, etc...). La
cancérogénicité de la deltaméthrine a été évaluée par le Centre International de Recherche sur le
Cancer (IARC, 1991) et I’a classée dans le groupe 3 (non classable quant a sa cancérogénicité

pour I’homme) alors qu’elle est classée dangereuse pour 1’environnement et toxique par I’'INRS

(2007).

En outre, SHUKLA et al., (2001) ont montré que la deltaméthrine agit comme un initiateur de

tumeur a long terme sur la peau de souris.

I11.1. 3. Neurotoxicité de Deltaméthrine

Lexposition au deltaméthrine (DM) méme a des doses tres faibles induit I’augmentation
des radicaux libres au niveau du réticulum endoplasmique donnant un stress oxydatif
préapoptotique chez les neurones via 1’augmentation des produits de la peroxydation lipidique et

la diminution de I’activité des enzymes anti oxydantes (LI et al., 2016).

111.2. Malathion

Les organophosphorés (OP) forment un vaste groupe de produits chimiques utilisés au
cours des 60 derniéres années (ELERSEK et FILIPIC, 2011). Les tous premiers
organophosphorés ont été synthétisés au 19¢me siécle, mais leur usage ne s’est développé qu’au
XXeme siecle, plus exactement au début de la seconde guerre mondiale. Ce n’est qu’ensuite que
I’étude des organophosphorés a été orientée vers le développement de composés moins toxiques
(GUPTA, 2006). Néanmoins, I’emploi excessif de ces pesticides a augmenté rapidement durant
les années 70, a la suite de I’interdiction des pesticides organochlorés (e.g. le DTT) en raison de la

persistance a long terme de ces composés dans I'environnement (ELERSEK et FILIPIC., 2011).
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I11.2.1 Données générales relatives au Malathion

Le malathion est un pesticide organophosphoré largement utilisé dans le monde, il est
employé comme insecticide en agriculture et en usage vétérinaire (FLESSEL et al., 1993), et
appliqué pour I’extermination des poux chez I’homme (ROBERTS, 2002). En tant qu’insecticide,
le malathion est utilisé pour contrdler les pucerons, les mouches, les sauterelles, les poux, les
fourmis, les araignées et les moustiques. Il est appliqué sur la luzerne, le trefle, les paturages, les
récoltes céréalieres, le coton, le soja, les betteraves a sucre, le mais, les haricots, les myrtilles et

les grains stockés a I’intérieur des maisons.

111.2.2. Effets toxiques et écotoxiques du Malathion

Le malathion présente des effets néfastes sur la faune, les animaux et la santé humaine. En
ce qui concerne la santé humaine, bien que le malathion ait été employé auparavant pour
I’élimination des poux chez I’homme ainsi qu’en usage domestique, il présente un danger certain.
Plusieurs effets toxiques aigus ont été enregistrés suite a des traitements avec du malathion. Le
principal mode d’action concerne I’inhibition de I’AChE dans les tissus nerveux, ce qui se traduit
par une accumulation du neurotransmetteur, I’acétylcholine (NIGG et KNAAK, 2000). Par
ailleurs, PLUTH et al., (1998) et BLASIAK et STANKOWSKA, (2001) ont montré que le
malathion, son produit dégradé « malaoxon » ainsi que son contaminant « isomalathion » étaient
a I’origine de dommages génétiques sur des cellules lymphocytaires humaines. Les travaux de
MEULENBERG (2002) realisés avec du sérum humain, montrent que le malathion a une affinité

pour le SHBG (Sex Hormone Binding Protein) et pourrait donc avoir une activité estrogénique.

I11.2.3. Neurotoxicité du Malathion

Lors de I’évaluation de la neurotoxicité du malathion sur les poules, une étude de neuropathie
retardée n’a pas démontré d’effet lié au traitement. Dans des études aigu€s et subchronique
effectuées sur le rat, des effets neurotoxiques incluant des signes cliniques, l'inhibition des
cholinestérases érythrocytaires, des pseudo-cholinestérases et des cholinestérases du cerveau ont
été observes (US EPA, 2000Db).
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La présente étude vise a contribuer a la valorisation de I’espéce Ephedra fragilis, pour

atteindre notre objectif nous nous sommes basés sur :

» L'étude phytochimique des extraits a Ephedra fragilis pour connaitre les
composants chimiques de cette espéce contre 1’espéce ravageuse Tropinota Hirta.
» Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude théorique par modélisation

et simulation moléculaire des interactions protéine-ligand entre une protéine

Dans l'objectif de conserver le temps et I'argent excessive que les méthodes in vitro
nécessitent, les techniques de docking in silico ont été développées. Il s’agit des approches
théoriques permettant de prédire I’affinité d’un ligand au sein de son récepteur BOUCHERIT ,
CHIKHI , BENSEGUENI , MERZOUG , HIOUAL , MOKRANI (2013). Le docking s’est
développé pour devenir de nos jours un outil incontournable dans la recherche de nouvelles
molécules bioactives (MOKRANI, 2012) et (CHIKHI, 2007).

Le criblage in vitro a haut débit consiste a tester in vivo l'activité d'un tres grand nombre de
ligand avec une certaine cible thérapeutique afin d’identifier des composés promoteurs.
Cependant, cette approche s'est rapidement trouvée confrontée a de nombreux problemes
scientifiques, techniques, méthodologiques et financiers en particulier. Cependant les méthodes
Analytique basées sur de I’informatique d’ou le nom “BIO-INFORMATIQUE” sont devenue une
alternative qui permet a la recherche de nouvelles molécules biologiques thérapeutiques de gagner

assez de temps, moins couteuses et permet de prédire les propriétés souhaitées.

Avec le développement des outils informatiques, la modélisation moléculaire et plus
précisément le docking moléculaire (assemblage ou arrimage moléculaire) a rapidement investit
le domaine de la recherche en biologie. Celui-ci peut étre défini comme la recherche du meilleur
appariement entre deux molécules. Le docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la
conformation (position et orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur
(DUHOVNY et al., 2002). Comme il peut servir a I’optimisation de molécules et au criblage de
bases de données. En pharmacie, la découverte et la mise au point de nouvelles substances
médicamenteuses peuvent passer par le criblage de bases de données avec des millions de
composés pour une méme protéine cible, ce qui ne serait pas réalisable en biologie classique. En
général, la cible est une protéine et le ligand peut étre une petite molécule organique (DE
OLIVEIRA, 2009).
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Actuellement, il existe un meritoire nombre de logiciel de docking moléculaire comme le
programme AutoDock qui a déja appui a la composition de nouveaux médicaments.
Effectivement, AutoDock a été utilisé de maniére intensive et pertinente dans le développement
préclinique de la molécule « Raltegravir » (inhibiteur de I'intégrasse du VIH), dont la distribution
sur le marché américain a été autorisée fin 2007 par la FDA (SAYEH, 2019).

C’est au docking moléculaire par AutoDock vina que nous s'adresserons dans ce travail.

IVV. Docking moléeculaire

Le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en frangais), in silico
vise a prédire la structure et I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors de la
formation d'un complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a partir des
molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus
rapide que l'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Le Docking moléculaire permet soit
de découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de deux ou plusieurs molécules), soit de
comprendre la nature d'un complexe de molécules obtenu par cristallographie (BEAUTRAIT A,
2008)

La plupart des programmes utilisent une approche semblable : une molécule est fixe dans
I’espace tandis que la seconde est déplacée par un ensemble de translations et de rotations. Chaque
configuration est alors évaluée par une fonction de score en termes de complémentarité de surface,
d’interaction électrostatique, de répulsion DE VAN DER WAALS... De maniere générale, le

protocole de docking peut étre décomposé de la fagon suivante :

e représentation du systeme

e procedure de recherche (searching)

e Le docking : est I’étape de sélection, qui consiste a placer le ligand dans le site actif de la
protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles.

e criblage par fonction de score (scoring) : est I’étape de classement, permettant d’évaluer
’affinité entre le ligand et la protéine, et de donner un score aux poses obtenues lors de la
phase de docking. Ce score nous raméne a retenir la meilleure pose parmi toutes celles
proposées (BOUCHERIT, 2012).
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Ligand

Scoring

—»

Docking

—>

Complexe plus
stable

Récepteur

Figure 43 le docking moléculaire

> Le Docking est une méthode qui prédit I'orientation la plus favorable d'une molécule par rapport
a une autre. Pour le but d’avoir le complexe le plus stable. Elle permettant de prédire I’affinité de

ces molécules. Exécuté par le logiciel AutoDock.

Donc le but du Docking moléculaire est de déterminer le mode d’interaction d’un complexe
compos¢ de deux ou de plusieurs molécules, en cherchant des orientations dans I’espace et des

conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un récepteur (MEKELLECHE, 2001).

Dans notre travail le Docking moléculaire a été réalisé a 1’aide de logiciel « AutoDock »

en suivant le protocole dessous :
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Préparation  Détermination
des structures de structure

Prédiction Dockin
Evaluation

Figure 44 schéma de 1I’amarrage moléculaire

IV.1. Généralité sur les enzymes et les inhibiteurs

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de nature protéique produit par le
métabolisme des étres vivants, ils augmentent la vitesse d'une réaction chimique ou biologique
sans subir aucune transformation au niveau de leurs structures initiales. (MAAMRA & MAISSA,

2018).

L’enzyme développe un site actif sous forme d’une cavité ou se fixe le substrat et se

transforme en produit sous 1’action de I’enzyme.
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L’inhibiteur est une molécule qui provoque la réduction de I’activité de 1’enzyme en
formant un complexe avec ce dernier (inhibiteur-enzyme). En général la forme d'une cavité, que

se fixe le substrat pouvant étre soumis a I’action de I’enzyme pour le transformer en produit (Figure
41-42).

PROTEIN STRUCTURE

Scaffold to support and
position active site

ACTIVE SITE

Figure 45 structure de la protéine

Figure 46 Site actif de I’enzyme
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IV.2. Présentation de la protéine

Les CYP sont des hémoprotéines qui catalysent une réaction de monooxygénation a partir
du dioxygene O2. Un atome d'oxygene est transféré au substrat et I'autre est réduit en eau. Cette
réaction d’oxydoréduction est possible grace au transfert d’électrons de la FAD/FMN NADPH
réductase. La localisation des CYP est variées, ces protéines sont localisées au niveau de la
membrane, du réticulum endoplasmique, de la mitochondrie et sont également sécréetées dans le
cytosol (INGELMAN-SUNDBERG 2008).

IV.2.1 Cytochromes P450 (CYP)

Les CYP forment 1’'une des principales familles d’enzymes impliquées dans la
fonctionnalisation des xénobiotiques. Cette large famille d’hémoprotéines catalyse 1’oxydation
d’un grand nombre de composés endogénes et exogeénes. Ces enzymes catalysent des réactions
d’oxydoréduction dont la plus importante est 1’hydroxylation en utilisant un cofacteur NADPH.
Pour catalyser ces réactions, les CYP incorporent un atome d’oxygene dans le substrat a partir de
I’oxygeéne moléculaire (02). Les réactions d’oxydoréduction nécessitent une source d’électrons
apportée par la NADPHcytochrome-réductase. Cette derniére est une flavoprotéine présente dans
la membrane du réticulum endoplasmique qui assure le transfert de deux électrons du nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) jusqu’au CYP. Bien que les réactions de mono-
oxygénations au niveau des carbones soit les plus fréquentes, les CYP peuvent catalyser de
nombreuses autres réactions telles que des N, S ou O-oxydations (FEYEREISEN 1999,
GUENGERICH 2003).

Chez les insectes, les CYP sont principalement connus pour leur r6le dans le métabolisme
des xénobiotiques et dans la résistance aux insecticides (BHASKARA et al., 2008) Toutefois, ils
interviennent également dans des processus physiologiques essentiels a 1’insecte allant du

développement a la reproduction (CHUNG et al., 2009).

Dans cette étude, nous avons utilisé Crystal Structure of Human Cytochrome P450 21A2

Progesterone Complex.
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Figure 47 Structure 3D du Crystal Structure of Human Cytochrome P450 21A2 Progesterone
Complex.

Le cytochrome P450 21A2 est le stéroide majeur 21-hydroxylase, qui catalyse la 21-
hydroxylation de la progestérone et de la 17a-hydroxyprogestérone (17a-OH-progestérone) pour
former respectivement la 11-désoxycorticostérone et la 11-désoxycortisol. principalement dans le
cortex surrénalien. Bien que les P450 de certaines autres familles de génes puissent catalyser cette
hydroxylation, P450 21A2 est clairement le plus important chez I’homme, et > 100 variantes

différentes d’acides aminés ont été identifiées en milieu clinique.

Protein data bank (PDB) est une ressource alimentée par les archives de la banque de

données sur les protéines.

En régle générale, la structure d’une protéine avec une résolution entre [1.5-3] A a une trés
bonne qualité pour les études .Dans notre étude, nous avons téléchargé Structure cristalline du
complexe de progestérone 21A2 du cytochrome humain P450 Sous Le Code D’acces 4Y8W a
partir de la banque de données Protein data bank avec une résolution de 2.64 A qui fait partie de
I’intervalle [1.5-3] A.
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IV.3. Présentation des ligands (inhibiteurs)

Les inhibiteurs sont toutes molécules qui diminuent voir arrété la réaction enzymatique
(LOUSSER, 1989). Notre travail consiste a étudier I’interaction de la protéine cytochrome p450
21A2 avec une série de molécules extraites a partir des huiles essentielles de | ’Ephedra fragilis.
Selon une étude de (GUENAOU et al.,), rutine, quercétine, acide férulique, acide gallique ont été

identifiés comme présents dans les parties aériennes de | ’Ephedra fragilis.

Nous avons donc utilisé 6 ligands différents qui sont extraits de la plante pour réaliser cette

étude.

Tableau 13 Structure et informations sur les composés identifiés dans I'Ephedra fragilis. Les

structures de ligands ont été extraites du serveur PubChem (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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COMPOUND INFORMATIONS CHEMICAL STRUCTURE
NAME

2D 3D

MW: 610.5 g/mol
MF: C27H30016
H-bound donor: 10
H-bound acceptor: 16

PubChem ID:CID
5280805

MW: 180.16 g/mol

MF: C9H804

H-bound donor: 3 0o 0
H-bound acceptor: 4

PubChem ID: CID H H
CAFFEIC ACID  JGLlfkK]
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MW: 194.18 g/mol

MF: C10H1004

H-bound donor: 2 0o 0
H-bound acceptor: 4

PubChem ID: CID H H
FERULIC ACID 445858

MW: 170.12 g/mol

MF: C7TH605

H-bound donor: 4

H-bound acceptor: 5

PubChem ID: CID h o O
GALIC ACID 811292
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MW: 302.23 g/mol

MF: C15H1007
H-bound donor: 5
H-bound acceptor: 7
PubChem ID: CID
QUERCETIN 5280343

MW: 168.15 g/mol

MF: C8H804

H-bound donor: 2
H-bound acceptor: 4
VAN ERTe Ae sr - PubChem ID: CID 8468
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MW:505,2 g/mol Br
MF:C22H19Br2NO3 0

Bl= A= 3N H-bound donor: 0 "o o

H-bound acceptor:4

PubChem ID: CID 40585

MALATHION MW: 330.4 g/mol
MF: C10H1906PS2
H-bound donor: 0 / 0
0
H-bound acceptor:8 A
§ o 07N
PubChem ID: CID 4004 07 \‘?.%
0
0

IV.4. Présentation de Matériels informatiques

Le matériel nécessaire a la réalisation de cette étude était :

IV.4.1. L’ordinateur portable (PC)
L’ordinateur utilisé est un laptop, qui a été développé et concu par la société Lenovo, le model

YOGA 9 avec ces capacités :

» Mémoire RAM : 16Go
» Processeur : 11th Gen Intel(R) Core(TM) i7-1185G7 @ 3.00GHz
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» Carte graphique : Intel Iris Xe Graphics
» Systéme D’exploitation : WINDOWS 10 professionnel 64 bits

1V.4.2. Banques des données
» PubChem:

PubChem est une base de données ouverte par National Institutes of Health (NIH), qui peut
rechercher des substances chimiques par nom, formule moléculaire, structure et autres identifiants.
Elle contient essentiellement de petites molécules, mais aussi des molécules plus grosses telles que
des nucléotides, des glucides, des lipides, des peptides et des macromolécules chimiquement
modifiées. Il recueille des informations sur les structures chimiques, les identifiants, les propriétés
chimiques et physiques, l'activité biologique, les brevets, la santé, la sécurité, les données de

toxicité, etc. Depuis sa création en 2004. Site web : [https://pubchemdocs.ncbi.nlm.nih.gov/about]

Cette banque de donnée nous a permet le téléchargement en extension « SDF 3D » les

structures des ligands de I’espéce Ephedra fragilis.

Explorer la chimie

Trouvez rapidement des informations chimiques provenant de sources faisant
autorité

Essayer COVID-19 [f nine aspirine EGFR C9HBO4 2 C1=CC=C(C=C1)C=¢J

O wtiliser Entrez

Figure 48 interface de la banque des données PubChem

» RCSB PDB (PROTEIN DATA BANK):

RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatic) ou PDB (Protein Data Bank)
Fondé en 1971 comme la 1 ere ressource de données numériques d'accés ouvert dans toute la
biologie et de la mSédecine Chronologie historique. C'est aujourd'hui une ressource mondiale de
premier plan pour les données expérimentales au cceur de la découverte scientifique. Grace a un
portail d'information sur Internet et a des archives de données téléchargeables, le PDB permet
d'accéder aux données de structure 3D de grandes molécules biologiques (proteéines, ADN et
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ARN). Ce sont les molécules de la vie, présentes dans tous les organismes de la planéte. Site web:

RCSB PDB  Deposit + Search ~ Visualize ~+ Analyze ~ JLUQIECRA Lean ~ About + Documentation ~ Careers COVID-19 MyPDB v ‘ Contact us
[a=] |
e B 209,159 Structures from the POB Coordinates and Experimental Data
= Sequences ch term(s), Entry ID(s), or sequence Include CSM @
PROTEIN DATA BANK @ 1,068,577 Computed Structure )

Models (CSM) Ligands

arch | Browse Annotations Help

File Download Services

AR SPDE  2ohaksore ESNAKE Web Services

RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in September Molecule of the Month

science and education by providing access and tools for exploration,
visualization, and analysis of:

#N Deposit Experimentally-determined 3D structures from the Protein Data
Bank (PDB) archive

Q Search a Computed Structure Modeis (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

C4 Visualize These data can be explored in context of external annotations providing
a structural view of biology.

i Analyze

s
;:é ! QKQ*E;;; e

& Download

Figure 49 Interface de banque des données RCSB

1V.4.3. Les logiciels
» Open Babel GUI :

Open Babel est une boite a outils chimique congue pour parler les nombreux langages des données
chimiques. Il s'agit d'un projet ouvert et collaboratif permettant a quiconque de rechercher,
convertir, analyser ou stocker des données issues de la modélisation moléculaire, de la chimie, des
matériaux solides, de la biochimie ou de domaines connexes. Ce programme nous permettre de
convertir les objets chimiques (actuellement des molécules ou des réactions) d'un format de fichier
aun autre. L'interface utilisateur graphique (GUI) Open Babel est une alternative a I'utilisation de la
ligne de commande et possede les mémes capacités. Sit web:
[https://openbabel.org/docs/current/GUI/GUIhtml]

Open Babel GUI nous a pemet de convertir la structure de ligand qui a été téléchargé de la base des
données PubChem sous format (SDF) 3D, en mode de fichier (pdb).
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w Plugins Help
INPUT FORMAT ---- ---- OUTPUT FORMAT ----

ZONVER1
sdf —- MDL MOL format vl 2 pdb - Protein Data Bank format ~|| 2
[[] use this format for all input files (ignore file extensions) Start import at molecule # specified ~

End import at molecule # specified

C\Users\Lenove\OneDrive\Documents\docking, Output file

Conformaran COMROUND.CIN 5280805 (21 edf L] Continue with next object after error, if possible CAl1carc\ L anauet NneNriuc N mantebdnckinallinand ndh

[[J Input below (ignore input file) [C] Compress the output with gzip [l output below only (no cutput file) [ Display in firefox

Decompress the input with gzi|
5280805 :, " v ooy

>

OEChern-08312314423D ] Attempt to translate keywords
] Delete hydrogens (make implicit) COMPND 5280805
73770 100 0 0 0999 V2000 [ Add hydrogens (make explicit) AUTHOR  GENERATED BY OPEN BABEL 2.4.1
09151 -01224 175440 000000000 T e HETATM 10 UNL 1 0915 -0.122 1754 1.00 0.00 o
000 : HETATM 2 O UNL 1 0800 2559 1.018 1.00 0.00 o
08004 25595 101790 000000000 | Convertdativebonds eg-N+I(O}=0to-N(=0)=0 |||\ erary 30 UNL 1 -1.340 3510 0638 100 000 O
000 [ Make dative bonds e.g-AN+}([0-)=0 from -N(=0)=0 ' |{eTATM 4 O UNL 1 3016 2150 3.713 1.00 000 0
-1.3404 35102 063760 000000000 [} Remove all but the largest contiguous fragment HETATM 5 O UNL 1 4893 0.184 2730 1.00 0.00 o
000 [] Center Coordinates HETATM 6 O UNL 1 1168 -2351 1.113 100 0.00 o
30158 21502 371290 000000000 [ Combine mols in first file with others by name HETATM 7 O UNL 1 3610 -2462 2.540 1.00 0.00 o
000 Convert only if match SMARTS or mols in file: HETATM 8 O UNL 1 -0.028 5420 -1.063 1.00 0.00 o
48927 01836 273030 000000000 HETATM 9 O UNL 1 0342 3.618 -3.152 100 0.00 o
0oo Filter: convert only when tests are true: HETATM 10°O UNL- 1 -1.800° 1814 -2.603 1.00 0.00 °
11682 -2.3514 111200 000000000 HETATM 11 O UNL 1  -1489 -1.500 -1.326 1.00 0.00 o
000 : HETATM 12 O UNL 1 -1.124 -2.223 2,683 1.00 0.00 o
36097 -24618 253960 000000000 | s e SRR HETATM 13 O UNL 1 -3696 -1859 2981 100 000 O
000 Delete properties in list HETATM 14 O UNL 1 -6.169 -0.890 -0.955 1.00 0.00 o
00283 54197 -106320 000000000 | Append properties or descriptars in list to title: HETATM 15 O UNL 1 3266 0368 -3.232 1.00 0.00 o
000 [ HETATM 16 O UNL 1  3.945 -2020 -4430 1.00 0.00 o
0.3419 36182 -315190 000000000 [ Join all input molecules into a single output molacule HETATM 17 C UNL 1 1.216 0903 2.703 1.00 0.00 C
000 [ Output disconnected fragments separately HETATM 18 € UNL 1 2720 1.187 2705 1.00 0.00 c
-1.8002 1.8138 -260270 000000000 I add or replace a property (SDF) HETATM 19 C UNL 1 3513 -0.091 2979 1.00 0.00 c
000 Add or replace molecule title HETATM 20 C UNL 1  3.051 -1.234 2075 1.00 0.00 c
-1.4889 -1.5897 -132580 000000000 HETATM 21 € UNL 1 0528 4132 -0.794 1.00 0.00 c
o0 Bpre i T HETATM 22 C UNL 1 0076 3713 0604 100 0.00 c
11239 -2.2225 268300 000000000 L Output multiple conformers separately HETATM 23 C UNL 1 0051 3.128 -1.845 1.00 0.00 C
000 [ Append output index to title HETATM 24 C UNL 1 -1453 2881 -1.723 100 0.00 c
36961 -1.8500 298050 000000000 Additional file output HETATM 25 C UNL 1 1.528 -1.367 2.082 1.00 0.00 c
noo Y"1 Annend inout filaname to title v HETATM 26 C UNL 1 0408 2.138 2317 1.00 0.00 [

Figure 50 interface de logiciel Open Babel GUI

» Biovia Discovery studio 2021 :

BIOVIA Discovery Studio rassemble plus de 30 ans de recherche évaluée par des pairs et de
techniques in silico de classe mondiale telles que la mécanique moléculaire, les calculs d'énergie
libre, la développabilité des biothérapeutiques et bien plus encore dans un environnement
commun. Il fournit aux chercheurs un ensemble d'outils complet pour explorer les nuances de la
chimie des protéines et catalyser la découverte de thérapies a petites et grandes molécules, de
I'identification de la cible a [l'optimisation des  pistes. Site  web:

[https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download]

Nous avons utilisé du Biovia pour préparer la protéine pour le Docking., puis nous l'avons

utilisé apres le docking pour analyser les résultats.
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ot | smisin [RRTRAPRTRRRRY P st o | Wy o \
‘1; New v B ‘é B *« ;‘7 EDisp!ayStyte... v Non-bond Interactions... ¥
Tools 3 B[] pswelome ) 4yew ‘
View Interactions Al Ty M @ <Cell>
Define the receptor and ligand. v [ o avsw
M ¥
Define Receptor: 4Y8W MesaA
Define Lig d Ve
Step through ligands. Z & C
Ve a
Tt oo =
Display receptor-ligand interactions. Ve c
Ligand Interactions z & A
Mess
Mesc
Z a Hetatm
% @ Water

Display receptor surfaces. vl /// Active Sites
M %, Protein Groups
v /// Ligand Groups

Aromatic H-Bond Charge
Hydrophobic  Ionizability ~ SAS

Change the visibility of the receptor and
ligand.

Receptor Ligand

Int S Pocket Atoms

Show receptor-ligand interactions on a
2D diagram. < >

PNy -

Figure 51nterface de logiciel Biovia Discovery studio

> AutoDock Tools-1.5.7 :

Un package fait partie de I'ensemble mgltools de bibliothéques Python qui fournissent une

infrastructure pour l'analyse des structures protéiques et leur arrimage aux composes chimiques.

AutoDock est un package bien établi pour le criblage automatisé de bibliotheques de représentation
formelle de composés chimiques qui se lient putativement a une protéine particuliére. Ce package
fournit une interface utilisateur graphique qui facilite la préparation de la protéine pour de telles

analyses.

98



CHAPITRE IV : ETUDE PHYTOCHIMIQUE

C’est I’interface utilisateur graphique dont avons besoin pour préparer la protéine et les

ligands en format pdbqt pour lancer le Docking.

|| File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help
22 E A R % =me =i §
AELY LSRN EMO SR

.‘;:‘TJZ Ligand Flexible Residues Grid Docking Run Analyze

| Dashboard | Scenario Tools ‘
(| el v/cMD v
{13 Wui| | SLBCRMSLCI
;' All Molecules DO0000OVY
| | Current Selection D 20VV
| & gprotein 080000VY
{| @ qpligand O®0000VY
Al i
|
Mod.: None Time: 0.268  Selected: |0/Atom(S) Spinoff — |FR:| 455 @

Figure 52 interface de logiciel AutoDock Tools-1.5.7

> AutoDock Vina :

AutoDock Vina est I'un des moteurs d'accueil open source les plus rapides et les plus
utilisés. 1l s’agit d’un programme d’accueil informatique clé en main basé sur une fonction de
notation simple et une recherche conformationnelle rapide par optimisation de gradient. Il a été
initialement congu et mis en ceuvre par le Dr Oleg Trott au laboratoire de graphisme moléculaire,

et il est désormais maintenu et développé par le laboratoire Forli du Scripps Research Institute.

AutoDock a un successeur, AutoDock Vina, qui dispose d'une routine de recherche locale

améliorée et utilise des configurations informatiques multicceurs/multi-CPU.

Site web: [https://vina.scripps.edu/]
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IVV.5. Méthode de Travail

Actuellement, la recherche de nouveaux composés chimiques est liée a une étude In silico (en
simulation informatique établie par modélisation moléculaire, pour objectif d'évaluer les propriétés
chimiques et la formation des modéles en 2 ou 3 dimensions. De plus, la modélisation est basé sur
I’application des méthodes de calculs et des méthodes théorique qui permettent de gagner le temps,
I’argent et avoir un résultat aussi efficace avec le méme effet (FAYET & GUILLAUME, 2010)
: (LOITTA & DENNIS, 1988).

+ DOCKING MOLECULLAIRE

Pour I’amarrage, nous commencons par télécharger les logiciels nécessaires. AutoDock Tools,
Biovia Discovery, Open Babel gui. Puis nous créons un dossier avec les fichiers nécessaires pour
lancer 1’amarrage. autogrid4, autodock 4, vina,vina_ lisence, vina_split. Ensuite nous avons
téléchargé le récepteur qui est I'enzyme et les ligands. Nous avons converti le ligand du format sdf
en format pdb en utilisant Open Babel GUI. Et nous avons préparé notre enzyme avec Biovia
Discovery Studio. Apres cela nous utilisons AutoDock Tools pour obtenir I'enzyme et le ligand au
format pdbgt. Puis nous avons lancé le docking en utilisant AutoDock vina. Enfin nous avons

analyse les résultats avec Biovia Discovery Studio.
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Downloading molecules from

databases
[PubChemW | ( RCSB }

| % ~ |

LIGAND
. PROTEIN

PDB

CONFORMER
SDF E Open Babel } [ Biovia Discovery }

LIGAND PDB PREPARED
PROTEIN PDB
LIGAND PDBQT [ AutoDock Tools } PPRggS!rN
T

DOCKING
WITH
AUTODOCK
VINA Command Prompt

cmd.exe

RESULTS
DISPLAY

COMPLEX

PROTEIN-

LIGAND INTERACTIONS

SCORE

LIGANDS E Biovia ] LIGANDS

BINDING INTERACTIONS

Discovery

Figure 53 protocole simplifié de Docking avec AutoDock Vina (RADJA, 2023)
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V. Résultats

V.1. Comparaison entre les difféerents complexes (4y8w/ligands)

Dans le but de comparer la stabilité des ligands étudiés dans le site actif du 4y8w, nous avons
réalisé un Docking moléculaire entre notre enzyme et les Six ligands. Les résultats obtenus pour

chaque ligand sont classes et regroupés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 14 Résultats obtenus aprés le Docking
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Names of ligands Docking Interacting residues of the target Types of Distance

Score bonds (A)
(Binding

Energy)

(Kcal/mol)

RUTIN A:ARG92:HH12 - :UNL1:0 H-Donor 2,55625
A:HIS366:HE2 - :UNL1:0 H-Donor 1,94841
:UNL1:H - A:CYS429:SG H-Donor 2,85772
‘UNL1:H - A:ASP288:0D1 H-Donor 2,67415
‘UNL1:H - :UNL1:O H-Donor 2,16717
‘UNL1:H - A:LEU364:0 H-Donor 2,9349
A:SER109:CB - :UNL1:0 H-Donor 3,24163

DELTAMETHRIN -9.2 :UNL1 - A:LEU364 Pi-Orbitals  4,53521
:UNL1 - A:VAL101 Pi-Orbitals  4,82248
:UNL1 - A:ILE291 Pi-Orbitals  5,16651

QUERCETIN -8.4 A:HIS366:HE?2 - :UNL1:0 H-Donor 2,24939
:UNL1:H - A:LEU364:0 H-Donor 2,5056
:UNL1:H - A:GLY292:0 H-Donor 2,67633
ALEU430:HN - :UNL1 H-Donor 3,04828

GALIC ACID -7.0 A:CYS429:CA - :UNL1:O H-Donor 3,20512
FERULIC ACID -6.6 :UNL1:H - A:ALA421:0 H-Donor 2,11095
:UNL1:H - A:THR300:0G1 H-Donor 2,42858
CAFFEIC ACID -6.5 :UNL1:H - A:ALA421:0 H-Donor 2,64764
:UNL1:H - A:THR296:0 H-Donor 2,81001
:UNL1:H - A:THR300:0G1 H-Donor 2,01417
VANILLIC ACID -5.8 A:HIS366:HE2 - :UNL1:0 H-Donor 2,21882
MALATHION -5.3 :UNL1:C - A:ASP288:0 H-Donor 3,41435
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V.2. Analyse des résultats

Les ligands sont classés en ordre croissant, dont le score le plus faible présente un meilleur

inhibiteur.

RUTIN < DELTAMETHRIN < QUERCETIN < GALIC ACID < FERULIC ACID <
CAFFEIC ACID < VANILLIC ACID < MALATHION.

Le Tableau ci-dessus nous permet de conclure que le meilleur score obtenu aprés le docking
est celui du RUTIN avec une estimation de -9.9 Kcal/mol, ce qui représente un trés bon résultat.
Cela signifie que le complexe est trés stable. Suivi par DELTAMETHRIN avec une affinité de -
9.2 Kcal/mol. Cependant, Les valeurs des autres scores montrent que les scores du QUERCETIN
est de -8.4. GALIC ACID est de -7.0 Kcal/mol, FERULIC ACID est de -6.6 Kcal/mol,
CAFFEIC ACID est de -6.5 Kcal/mol, VANILLIC ACID est de -5.8 Kcal/mol.

D'apres les résultats de cette étude réalisée comme un premier essai entre l'enzyme
Cytochrome P450 21A2 et les ligands de I’Ephedra fragilis, et les 2 différents insecticide. Le
RUTIN le meilleur inhibiteur de I’enzyme selon le score obtenu apres le Docking moléculaire qui
a été effectué en utilisant AutoDock Vina, en comparant avec les insecticides DELTAMETHRIN
et MALATHION.
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V.2.1 Interactions Enzyme-Ligand

Cette partie est la représentation des différentes interactions des meilleures poses enzyme-ligand :

%+ Cytochrome P450 21A2-RUTIN :

TRP
A202

Figure 54 Représentations 2D et 3D des interactions entre la meilleure pose du ligand RUTIN et

son récepteur

+ Cytochrome P450 21A2-QUERCETIN :

ARG
A427
¢ £ His
ARG L9
A:366
1 r’ A92 ;‘5,
ASP R S P .
A:288 ( ,..‘ ‘/ N
ip il el ™
LN 3 2 LD LR et ]
> oA N, \v._/ S P il )'AJ:-SGA )
: [ &
LEU ’ \
A:108 ! 55
LEU s

A430 2.0 PRO

A:387

SER =

A:109 ! Y GLY
A423
val A:363

Figure 55 Représentations 2D et 3D des interactions entre la meilleure pose du ligand
QUERCETIN et son récepteur
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+ Cytochrome P450 21A2-GALIC ACID:

VAL THR
A:359 A:296

fvay

THR
A:297

ALA
A:435

PHE A:d21
A:422 ARG

Figure 56 Représentations 2D et 3D des interactions entre la meilleure pose du ligand GALIC

ACID et son récepteur

+ Cytochrome P450 21A2-FERULIC ACID:

VAL THR
A:359 A:296
fvaL

THR
A:297

Figure 57 Représentations 2D et 3D des interactions entre la meilleure pose du ligand FERULIC
ACID et son récepteur
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+ Cytochrome P450 21A2-CAFFEIC ACID:

VAL THR
A:359 A:296

THR

A:297 /U\[/:j_‘
ALA
A:435 CYs
S A:424
A:429
HIS
LEU A:366
ALA A:364
PHE A:421
A:422 ARG
ARG A:427 VAL
A:92 A28
LEU
A:430
Figure 58 Représentations 2D et 3D des interactions entre la meilleure pose du ligand CAFFEIC
ACID et son récepteur
+ Cytochrome P450 21A2-VANILLIC ACID:
VAL THR
A:359 A:296
LEU
THR A:389
A:297 /U N
\I’\ ' K GLY
N / A423
ALA
A:435 cYs
G A424
A:429
HIS
LEU A:366
ALA A:364
PHE A:421
A:422 ARG
ARG A:427 VAL
A:92 A:428
LEU
A:430

Figure 59 Représentations 2D et 3D des interactions entre la meilleure pose du VANILLIC ACID
et son récepteur
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#+ Cytochrome P450 21A2-DELTAMETHRIN :

Figure 60 Représentations 3D des interactions entre la meilleure pose du DELTAMETHRIN et

son récepteur

#+ Cytochrome P450 21A2-MALATHION

Figure 61 Représentations 3D des interactions entre la meilleure pose du MALATHION et son

récepteur
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Conclusion

Notre étude a pour but de tester théoriquement par les méthodes de modélisation
moléculaire 1’activité insecticide de six molécules extraites de la partie aérienne de la plante

Ephedra fragilis selon leur rendement le plus élevé avec la protéine Cytochrome P450.

Selon I'étude réalisée dans ce chapitre, ou nous avons utilisé la modélisation moléculaire et

le docking moléculaire en formant huit complexes « Enzyme-Ligand ».

Les résultats ont montré que le ligand le plus favorisé pour l'inhibition du 4y8w est le
RUTIN, en comparant avec les insecticides et les autres ligands qui possedent des scores plus
élevés, prenant en considération les interactions formées entre les résidus de la cavité enzymatique
et le ligand. Car le complexe formé posséde un Score (énergie) plus faible (-9.9 Kcal/mol). Ce qui

nous a donné le complexe le plus stable 4y8w-RUTIN.

Cette étude in silico a prouvé que les molécules extraites d’Ephedra fragilis ont un pouvoir
inhibiteur élevé sur I’enzyme 4y8w. Donc ils peuvent étre utilises comme des bioinsecticides

efficace contre 1’espéce Tropinota hirta.

Le point le plus important est que ces insecticides sont des produits chimiques tres
dangereux tant pour I'environnement que pour le bien-étre de tous les organismes vivants et pour
la santé des étres humains, et qui représentent un taux de toxicité trés élevé. Tandis que les
composeés bioactifs extraits de la plante sont des substances naturelles qui pourraient étre utilisées
comme bioinsecticides, cela ne cause aucun dommage aux champs agricoles, a I'environnement ni
aux étres vivants. Bien que le score attribué ait montré que la rutine représente de meilleurs
résultats que la deltaméthrine, ce qui signifie qu'elle serait plus efficace. Alors que tous les autres
ligands ont donné de meilleurs résultats que la malathion. Donc les composés bioactifs attribuent

une activité plus élevée qu’elle est également sans risque et sans dommage.
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CONCLUSION

Cette recherche, apporte sur 1’étude de la plante Ephedra fragilis dans la région de Ain
Témouchent, (Rachgoun). Elle cible un travail de recherche aussi bien sur le terrain qu’au
laboratoire. Elle a été réalisée au laboratoire d’Ecologie, Faculté de Science de la Nature et de la
Vie, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen, pour la partie «histologique». La partie «

Phytochimie » a été effectuée au sein de 1’équipe de I’écologie végétale.

Ce travail a été divisé en quatre chapitres, qui sont les suivants : Analyse bibliographique,

Milieu physique, Etude histologique et histomeétrique, Etude phytochimique.

Nous avons initié notre travail par une synthése bibliographique que nous a permis de
connaitre des généralités sur la classe equisetopsida et de la famille des éphedracées, qui comprend
ce genre, la position ainsi que les caracteres généraux les caractéristiques botanique, la
systématique...etc. de I’espéces Ephedra fragilis, et leurs répartitions géographiques dans le

Monde notamment en Oranie (Algérie occidentale), ainsi que ses diverses utilisations.

Le deuxiéme chapitre a été consacré a I’étude du milieu physique, que nous a permis d’avoir
des connaissances sur les différents constituants du milieu physique de la région de Tlemcen et la
station d’étude Rachgoun — Béni Saf, qui abrite les peuplements a Ephedra fragilis. Il donne une
caractérisation générale de la géologie de Tlemcen situé sur un arc géologique du Jurassique
supérieur, plus une structure des sols diversifiée selon les caracteres du substrat des grands quatre
secteurs du littorale jusqu'a la steppe, un réseau hydrobiologique trés important, le bassin de la

Tafna couvre la totalité de la wilaya de Tlemcen.

L’étude bioclimatique, nous a montré que la station météorologique choisie appartient au
climat méditerranéen, et qu’elle est situé dans 1’étage bioclimatique Semi-aride supérieur a hiver
tres chaud, caractérisé par deux périodes : une période pluvieuse qui s’étend de moi d’Octobre
jusqu’au mois d’ Avril, et une période seche du début de Mai jusqu'a la moitié d'Octobre. La station
d’étude est caractérisée par un régime saisonnier HAPE. Le mois le plus froid est généralement
Janvier et le plus chaud Aout. Celon le Climagramme d’Emberger la station météorologique
choisies se situe sous bioclimat semi-aride supérieur. Ces conditions bioclimatiques ont un impact

important sur la végétation en générale et les peuplements de I'Ephedra précisément.

La troisiéme partie de notre travail a été consacrée a I’étude histologique et histométrique de

I’Ephedra fragilis, cette étude était au niveau des rameaux et des tiges. Ce qui nous a amené a
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définir les différents tissus qui composent la plante, précisant la fonction et I’importance de chaque
tissu. Le parenchyme médullaire (moelle) représente le tissu le plus abondant et le plus volumineux
dans les rameaux et les tiges a cause de leur role de stockage et d’assimilation, dont son rdle
d'accumulation de réserves. D'apres 1’étude histométrique, la présence et 1'épaisseur des tissus

histologiques variaient selon les différents organes.

L’objectif global de ce travail est 1I’évaluation in silico des propriétés phytochimiques des
composants chimiques de I’Ephedra fragilis pour voir si ces composants pourraient étre des
candidats bioinsecticides. L’insecte Tropinota hirta a été pris comme cas principal. Pour cela nous

avons utilisé la modélisation moléculaire, et les résultats ont été comparés avec des insecticides.

L’amarrage moléculaire a été effectué par la suite a I’aide du logiciel AutoDock Vina sur
I’enzyme Cytochrome P450 21A2 pour mettre en évidence la relation structure- activité des
molécules (Rutin, Caffeic acid, Ferulic acid, Galic acid, Quercetin, vanillic acid), et qui se sont

relevés d’étres des puissants inhibiteurs de 1’enzyme.

Aprés le docking moléculaire avec le ’enzyme Cytochrome P450 21A2 et six ligands
différents qui sont extraits de I’Ephedra fragilis, et deux insecticides (Deltaméthrine, Malathion).
En formant huit complexes (Enzyme-Ligand). On a trouvé que le ligand Rutin et I’inhibiteur le
plus favorisé pour I’enzyme qui a donné le plus faible score (-9,9), ce qui donne le complexe le
plus stable. En comparant avec les insecticides et les autres ligands qui possedent des scores plus
élevés, prenant en considération les interactions formées entre les résidus de la cavité enzymatique

et le ligand.

En conclusion, I'étude histologique montre une grande diversité de tissus dans les organes
étudiés. La plante contient également une grande diversité de composants chimiques, qui peuvent
étre utilisés comme des bioinsecticides efficace contre ’espece Tropinota hirta, tres difficile a
contréler. La seule solution pour lutter contre les dégats causés par I'insecte est d'utiliser des
insecticides. Toutefois, ces insecticides sont des produits chimiques trés dangereux tant pour
I’environnement et tous les organismes vivants que pour la santé humaine et ont un niveau de
toxicité tres éleve. Bien que les composés bioactifs extraits de 1’Ephedra fragilis soient des
substances naturelles pouvant étre utilisées comme bioinsecticides, ils ne nuisent pas aux champs
agricoles, a I’environnement ou aux organismes. Cependant, les scores donnes ont montré que la

rutine donnait de meilleurs résultats que la deltaméthrine, ce qui signifie qu'elle serait plus efficace.
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Alors que tous les autres ligands ont eu de meilleurs résultats que le malathion. Par conséquent,

les composés bioactifs ont une activité plus élevée, il n’y a donc aucun risque ni aucun danger.

Perspectives

L’ensemble des résultats obtenus au fil de cette étude ne présente qu’une étape préliminaire
dans la recherche. De ce fait, il est souhaitable d’enrichir et d’accomplir ce travail, par des études

approfondies concernant plusieurs points, a savoir :

> Dans une étude histologique, nous devons nous rapprocher du reste des organes de la

plante.
» Suite aux résultats positifs de la modélisation moléculaire, nous encourageons une étude in

vitro de I’Ephedra fragilis. dans le but de vérification du pouvoir insecticide de la plante.
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Résumé

Ce travail de mémoire a été réalisé au sein des laboratoires du département d’Ecologie et environnement a 1’université Abou Bekr

Belkaid Tlemcen. Il s’articule autour 1’étude histologique et phytochimique de la plante Ephedra fragilis, qui appartient a la famille

des Ephedraceae récoltée de la région d’Ain Temouchent, station d’étude Rachgoun.

L’étude histologique d’Ephedra fragilis a mis en évidence une importante diversité dans la forme et le nombre des différents tissus

au niveau des rameaux et des tiges. Par suit I’étude histométrique de cette espéce a travers une comparaison des mesures a montré

des différences dans la présence et I'épaisseur des tissus qui composent les deux parties étudiées.

On a été menée ce travail pour faire une évaluation phytochimique a travers une étude in silico pour évaluer ’activité insecticide de

six composants chimiques extraits de la plante (Rutine, acide Caféique, acide Férulique, acide Gallique, Quercétine, acide

Vanillique), qui ont montré une activité inhibitrice intéressante sur I’enzyme cytochrome p450, ou la Rutine a été considérée comme

meilleur inhibiteur avec un score de -9.9 que montre une activité trés élevé.

Par conséquence, les résultats de cette étude révelent que les composants chimiques extraits de I’Ephedra fragilis peuvent étre utilisés

comme des bioinsecticides fonctionnels contre I’insecte ravageur Tropinota hirta.

Mots clés : Ephedra fragilis, Equisetopsida, Rachgoun, Etude histologique, In silico, Docking moléculaire, Tropinota hirta.
Abstract

This work has been carried out in the laboratories of the Department of Ecology and Environment at the University Abou Bekr
Belkaid Tlemcen. It revolves around the histological and phytochemical study of the plant Ephedra fragilis. Which belongs to the
family of Ephedraceae harvested from the region of Ain Temouchent, study station Rachgoun.

The histological examination of Ephedra fragilis revealed a significant variety in the shape and number of different tissues in the
branches and stems. Subsequently, the histometric study of this species through a comparison of measurements showed differences
in the presence and thickness of the tissues that compose the two parts studied.

This work was conducted to make a phytochemical evaluation through an in silico study to evaluate the insecticidal activity of six
chemical components extracted from the plant (Rutin, Caffeic acid, Ferulic acid, Galic acid, Quercetin acid, Vanillic acid), which
showed interesting inhibitory activity on the cytochrome p450 enzyme. Where Rutin was considered as best inhibitor with a score
of -9.9 that shows very high activity.

Therefore, the results of this study reveal that the chemical components extracted from Ephedra fragilis can be used as functional
bioinsecticides against the insect pest Tropinota hirta.

Keywords: Ephedra fragilis, Equisetopsida, Rachgoun, Histological study, In silico, Molecular Docking, Tropinota hirta.
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