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| ntroduction générale

Introduction générale

Depuis de nombreuses années, les plantes médicinaes jouent un réle important dans la
meédecine et la pharmacologie. Aujourd’hui, on estime gu'environ 80% de la population
mondiale repose sur des préparations botaniques comme médicaments pour répondre a leurs
besoins de santé (Ogbera et al., 2010) in (Ourari et Ider, 2017). Les plantes semblent étre
une source inépuisable de matieres premiéres disponibles pour I'industrie pharmaceutique.
Cependant, ce n’est pas parce que la matiere premiére est naturelle qu’ elle est dépourvue de
toute toxicité. Bien au contraire, les plantes renferment un grand nombre de molécules trés

actives qui peuvent étre fatales pour I’'Homme, si elles sont mal employées (Terrot, 2016).

C’'est pour celaqu'il est important de connaitre au mieux les différentes molécules que

I’ on peut rencontrer dans les plantes pour les utiliser sans danger.

Différentes especes de genévrier ont été utilisées dans la médecine traditionnelle depuis
des siecles comme des diurétiques, des remedes pour I'indigestion et comme une ressource de
goudron (Medini et al., 2009). Des études phytochimiques portées sur les taxons de
Juniperus ont démontré la présence d'une grande diversité de métabolites secondaires avec
une variété d'effets pharmacologiques (M oreno et al., 1998).

Juniperus oxycedrus est l'une des espéces du genre Juniperus de la famille des
Cupressacées. Ce sont des arbustes ou petits arbres tres appréciés pour leurs richesses en huile
essentielle et pour ses métabolites secondaires, largement utilisés dans la médecine
traditionnelle (Adams, 1998).

Au cours de ces dernieres années, le genre genévrier notamment |’ espéce Juniperus
oxycedrus a fait I’ objet de plusieurs études. Des éudes morphologiques ont été réalisées par
plusieurs chercheurs dans le monde parmi lesquelles les travaux de Klimko et al. (2007) qui
ont analyse la biométrie des feuilles et des cones de 13 populations du genévrier oxycédre
récoltés dans 13 pays différents de la méditerranée. En Algérie, nous citons principalement le
travall de Hafsi et al. (2017) qui ont étudié la variabilité morphologique des feuilles et des
cones chez 09 populations de Juniperus oxycedrus.

De ce qui est biochimie, des éudes dans la littérature ont rapporté la composition en
composes phénoliques du genévrier oxycedre trouvés dans les extraits des feuilles (Alan et
al., 2016), des baies (L oizzo et al., 2007).



| ntroduction générale

Malgreé cette masse d’ études sur |’ espece, a notre connaissance, il n’ya pas d’ études qui
ont été réalisées sur la toxicité des extraits males (feuilles) et femelles (feuilles, cones et
graines) de J. oxycedrus en Algérie. Alors c'est dans ce cadre que s’ inscrit notre travail qui a

pour problématique de:

= Rechercher des éventuelles différences morphol ogiques et biochimiques entre les deux
sexes de |’ espéce préleves dans deux d’altitudes différentes (20 m et 1000 m), d’une part et
entre les parties du méme sexe d’ autre part ;

» Faire un test de toxicité de ses extraits sur les vers de terres, afin de compléter les
données préexistantes sur |’ espéce en Algérie.

L’ objectif de notre éude est de mesurer les feuilles (longueur et largeur) et les cones
(deux diamétres, poids, et nombre de graines par cones) des individus méles et femelles de
Juniperus oxycedrus recuelllis dans les régions de Jijel (dunes) et de Begaia (montagnes).
Ains que de quantifier les composes phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) présents

dans leurs extraits, ces derniers ont fait I’ objet d’ un test de toxicité sur les vers de terre.

Notre travail est organisé en trois chapitres principaux, dont le premier est celui de
synthése bibliographique qui comporte brievement quelques notions sur la plante, les

métabolites secondaires, latoxicité et les vers de terre.

Dans le chapitre matériels et méthodes sont présentés les différentes méthodes et

matériels utilisées pour laréalisation de notre travail.

Les résultats issus de ce travail sont présentés et discutés dans le chapitre résultats et

discussions.

Enfin, une conclusion générale qui synthétise I’ ensemble des résultats obtenus, et dans

laquelle quel ques perspectives sont proposées.



Synthése bibliographique

|. Présentation du Genévrier
|.1.Définition

Le Genévrier appartient a la famille des cupressacées, il se présente sous forme
d’ arbre et d’arbuste, qui peuvent atteindre dix metre de hauteur a feuilles persistantes, étroite
et épineuses qui sont toujours vertes, avec des fleurs monoiques et parfois dioiques, les fleurs
males s organisent en chatons ovoides et celles des femelles en chatons arrondis, formant plus
tard une baie de la grosseur d’un pois qui contient deux a trois graines (Gray, 1864). Les
cones femelles sont appelés aussi galbules, les pieds méaes portent des petits cones al'aisselle

desfeuilles de I'année précédente (Anonyme 1).

|.2.Classification
Lataxonomie du genre Genévrier est indiquée dans le tableau n°® 1

Tableau N°I : Systématique du Genévrier (Ozenda, 2000) in (Bouadam- Farhi, 2013).

Régne Plantae

Sous- regne Tracheobionta
Division Coniferophyta
Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement | Gymnospermes
Classe Coniferopsides (coniferes)
Ordre Pinales

Tribu Juniperées

Famille Cupressacées

Genre Juniperus

Espece Juniper us oxycedrus

|. 3. Présentation del’ espece Juniperus oxycedrus

Arbre ou arbuste aromatique a feuilles opposées au verticillées en aiguilles, avec des
cones males petits terminaux ou axillaires et des cones femelles formés d’un petit nombre
d’ écailles charnues, plus au moins concrescente a maturité, donnant naissance a une sorte de
baie charnue. Feuilles qui sont sous forme d’ écailles offrant au dessus une nervure médiane
verte, de part et d’ autre d’ une bande blanchatre (Quézel et Santa, 1962).

Ce genévrier est surtout connu pour I'huile que I’on obtient en distillant son bois,
nommée |’ huile de cade (Marongiu et al., 2003).
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|. 4. Répartition géographique del’ espéce Juniperus oxycedrus

Juniperus oxycedrus est une espece typique de la région méditerranéenne, sa
répartition s étend dans I’ Afrique du nord (Maroc, Algérie et la Tunisie). Il se trouve aussi en
Espagne, en France, en Italie, en Portugal, en Turquie, dans la péninsule Balkanique et aussi
dans I'Est du Caucase et au Nord de I'lran. C’est une espéce qui se développe sur des pentes
seches, mais aussi sur les dunes. Elle apprécie les lieux arides, rocailleux, sur calcaire ou sur
sols acides, ou il est fréqquemment associ€ au chéne vert et au chéne kermeés (Farjon, 2005).

Cette espece comprend cing sous espéces qui différent selon leurs habitats, le diamétre
des cones et |la largeur des aiguilles: subsp. macrocarpa, subsp. badia, subsp. transtagana et
subsp. oxycedrus (Klimko et al., 2007) et subsp. rufesens (Medini et al., 2009). En Algérie,
Quézd et M édial (2003) notent deux sous especes; subsp. rufesens et subsp. macrocar pa.

La localisation de I’espece a I’échelle Mondiae et en Algérie est illustrée dans la
Figuren® 01

>

[ SUHRIPCTUS, QX dries

Figuren® 01: Localisation de I’ espéce Juniperus oxycedrus dansle monde et en Algérie (Adams,
2011) in (Bouadam-Far hi, 2013).

|. 4. Effet thérapeutique et toxique de Juniperus oxycedrus

Le bois du genévrier est dur et résistant a la rupture, il est tres apprécié des indigenes
en raison de la rectitude de ses perches qu'ils utilisent en grandes quantités pour leurs
habitations. 1l donne un bon combustible et il fournit un goudron végétal: |” huile de cade qui
est utilisée en médecine. C'est une huile trop forte extraite par distillation du bois des vieux

arbres, mais surtout des racines (Boudy, 1950).
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Selon Swanston-Flatt et al. (1990); Sanchez et al. (1994) cette plante est utilisee
dans le traitement de diverses maladies telles que I’ hyperglycémie, I’ obésité, la tuberculose, la
bronchite et la pneumonie. Les baies du genévrier oxycedre sont diurétiques, stimulantes et
vermifuges (Becker et al., 1982)

Pour | usage interne, I" huile de cade peut étre préconisée comme vermifuge et contre
lalithiase biliaire, la néphrite chronique, et la pyélite (Garnier et al, 1961). Depuis toujours,
elle est utilisée comme antiseptique et parasiticide pour traiter, sous forme de pommade,
certaines affections de la peau (dont lagale).

De ce qui est toxicité, les substances incriminées toxiques dans le genévrier sont la
thuyone et |’alcool terpénique. En effet, les baies peuvent provoquer a des doses trop éevées
ou en cure tres prolongée, une irritation des voies urinaires, des douleurs rénales, une dysurie
et I’ apparition d’ abuminurie.

L’ huile essentielle du genévrier est réputée par son effet toxique irritant au niveau de

I’ épithélium rénal, elle pourrainduire des hématuries pour certaine toxicité rénae.
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[1-M étabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules qui ne sont pas directement
impliquées dans les processus de croissance des organismes vivants, contrairement aux
métabolites primaires. Ils sont plus spécifiques aux plantes, bactéries et champignons, mais on
les découvre également chez certains groupes animaux marins (Gravot, 2009).

IIs sont de structure chimique souvent complexe dont la fonction physiologique n’est
pas toujours évidente, mais qui représentent une source importante de molécules utilisables
par I homme dans des domaines de la pharmacologie ou de |’ agroalimentaire (M acheix et al.,
2005).

On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez
les végétaux :

e Lesacaoides et composés azotés
e Lescomposés phénoliques

e Lescomposés terpéniques

[1.1. Familles des polyphénols

Les polyphénols sont des groupes de molécules de structure variée (Richter, 1993), ce
sont les principales classes de métabolites secondaires. IIs sont des phytomicronutriments
synthétisés par les végétaux et qui appartiennent aleur métabolisme secondaire. 1ls participent
a la défense des plantes contre les agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001).
Chez I'nomme, ces molécules sous forme de traces jouent un réle important en agissant
directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et |égumes et leur impact sur la santé des
consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...)
(Macheix et al., 2005).

[1.1. 1. Biosynthése des polyphénols
La plupart des molécules phénoliques sont formeées a partir de deux acides aminés
aromatiques: tyrosine et phénylaanine. Ces acides aminés sont formés de fagons variables
suivant les végétaux, a partir de la voie de |’acide shikimique (Macheix et al., 2005). La
biosynthese des poly phénols se fait par deux voies principales qui sont:
0 Voie de’ acide shikimique.

0 Voiedel acétate.
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I1.1.2. Classification des polyphénols

La classification des poly phénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer
deux catégories: les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes.
(Clifford, 1999).

I1.2. R6le des métabolites secondair es

Selon Bourgaud (2001), leurs réles sont multiples:
» |Is ont une action anti-herbivore ;
» |Is peuvent se comporter comme des réducteurs de la digestibilité ;
» lIsinhibent les attaques des bactéries et des champignons ;
» |Isinterviennent dans |a structure des plantes (lignines et tannins).

Beaucoup de composés secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des
vésicules spécifiques ou dans la vacuole (Bourgaud, 2001).

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties des plantes, maisils sont
distribués différemment selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d'une plante a
I'autre (Bour gaud, 2001).

[11. Toxicité des plantes

Une plante est considérée comme toxique, lorsgu’elle contient une ou plusieurs
substances nuisibles pour I’homme ou pour les animaux dont |'utilisation provoque des
troubles variés plus ou moins graves voire mortels. Cette définition doit tenir compte des
remargues suivantes :
**Le lieu de culture de la plante et le moment de sa cuelllette qui ont une influence sur sa
concentration en principes actifs et donc sur sa toxicité (Génestal et al., 2009).
**Le principe actif d'une plante toxique peut étre réparti dans toute la plante ou
préférentiellement dans une ou plusieurs de ses parties : laracine, les baies ou les feuilles.
**La notion de dose est déterminante; certaines plantes utilisées a visée thérapeutique
peuvent, a fortes doses, présenter une menace pour la santé de I’homme. C'est le cas par
exemple de la Sauge, Salvia oficinalis, I’ Armoise blanche, Artemisia herba alba et I’ Absinthe
Artemisia arborescens, toutes les trois sont des plantes médicinales a faible doses mais trés

toxiques a forte doses (Four nier, 2001).
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Le ou les principes actifs d'une plante sont |es composants naturellement présents dans
cette plante; ils lui conférent son activité thérapeutique ou toxique. Ces composants sont
souvent synthétisés, comme métabolites secondaires, en quantité extrémement faible, ils sont
considérés comme des substances toxiques qui peuvent étre répartis dans toute la plantes ou
préférentiellement dans un organe, les plus dangereuses sont surtout les acaloides, les

hétérosides cardiotoniques, les terpénoides des huiles essentielles et plus secondairement, les

quinones, |es saponosides, et les oxalates de calcium...etc (Alison, 2008).

[11.1. Toxicité de Genévrier

L’ action caustique se trouve lors de I’ ingestion de I’ essence de Juniper us oxycedrus ou
d’ une autre espéce de genévrier. Elle provogque une irritation gastro-intestinale violente, de
méme par VoiX sous cutane les extraits du genévrier oxycedre sont trés irritants puisqu’ils
induisent la formation d'une escarre au point dinjection ains qu'une importante
inflammation locale (Vernet, 1935).

Der Marderosian et Beutler (2004) ont constaté que les genévriers ont des effets
alergiques indésirables chez I'espece humaine. Ceux-ci comprennent I'alergie
professionnelle affectant la peau et des voies respiratoires par une sensibilité au pollen de
genévrier. D’ autre part, le 1- terpinén-4-ol de I’ huile essentielle de genévrier aun effet irritant
du rein. De plus, I'huile peut provoquer une irritation gastrique et peut provoquer la diarrhée.
Par conséquent, son utilisation est limitée a de faibles concentrations (moins de 0,01%). Ils
rapportent aussi que I’administration orale de genévrier oxycedre a une dose de 8014 mg / kg
est [étale pour lerat. Morrie et al. (2004) ont montré que différents extraits de J. oxycedrus L.
ont une faible toxicité aigué dont la dose létale 50 (DL50) cutanée de | huile essentielle des

baies chez le lapin a éé supérieurea’s g/ kg.

V. Différentstests detoxicité

Les tests de toxicité sont des études, menées en laboratoire, pour évaluer la possibilité
gue des substances externes aient des effets nocifs pour la santé des organismes vivants. Il y a
toxicité lorsgue les voies physiologiques ou biochimiques normales des organismes, les
systéemes d'organes, les organes individuels, les tissus, les cellules ou les fragments cellulaires
sont perturbés. Les effets toxiques se manifesteront a différents points définitifs comme le
cancer, lamaladie, les déficiences congenitales, le déces, etc (Terrot, 2016).

Les substances toxiques peuvent étre des agents chimiques, des agents physiques ou
des agents biologiques (comme les bactéries et les virus) (Terrot, 2016).

8



Synthése bibliographique

On distingue:
= toxicité aigué (mortalité violente de toute la population),
= toxicité subaigué (une proportion de la population subsiste),
= toxicité chronique (la toxicité n'apparait qu'aprés une exposition a de faibles doses

ayant un effet cumulatif (Terrot, 2016).



Synthéses bibliographiques

1. Généralité sur leslombricidés

Les vers de terre, auss appelés lombriciens (annélides, oligochetes), représentent une
composante majeure de la macrofaune du sol dans la plupart des écosystémes terrestres. En
1994, plus de 3600 especes de vers de terre, réparties en 15 familles, avaient été recensées
dans le monde, auxquelles s goutent plus de 60 nouvelles espéces chaque année (Stork et
Eggleton, 1992; Lavelle et al., 1997). Sont des invertébrés qui appartiennent a
I”’embranchement des Annélides (vers segmentés, dont la principale caractéristique évolutive

est un corps formé d' une série d’ anneaux) (Edwar ds et Bohlen, 1996).

Les Lombricidé sont des métazoaires, triploblastes, coelomates et protostomiens, qui

sont principalement représentés dans les écosystemes terrestres (Edwar ds et Bohlen, 1996).

2. Classification deslombricidé

La classification des vers de terre dans le monde animal est présentée dans le tableau
Ci-dessous::

Tableau n° 11 : Classification des vers deterre (Michaelsen 1928, Sekhar a, 2008).

Régne Animalia
Embranchement Annelida
Classe Clitellata
Sous classe Oligochaeta
Ordre Haplotaxida
Sous ordre Lumbricina
Super-famille Lumbricoidae
Famille Lumbricidae

3. Morphologie deslombricidés

La morphologie externe d'un ver de terre comme le montre la figure n° 02 est
caractérisée par un corps alongé et recouvert d’anneaux successifs appel és segments. Il peut
atteindre un poids maximal de 4 g al’ &ge adulte (Reinecke et al., 1992 ; Ansari et Saywack,
2010). Le peristomium est le premier segment qui entoure la cavité buccale, il aune forme de
bosse ou un lobe, dont la forme est un des éléments qui permettent de déterminer |’ espéce de
ver de terre (Craw, 2012). Les deux premiers segments ne possédent pas de soies. Ces
derniers sont des poils trés fins dont le nombre sur les segments varie selon le segment du

corps, disposés en quatre paires en position ventro-latérale. Les soies interviennent dans la
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locomotion et la copulation (Craw, 2012). Le clitellum est un renflement qui indique la
maturité sexuelle et apparait sur la partie antérieure du ver de terre. || permet la production
des cocons. Sur le dernier segment du corps du ver de terre appel € pygidium ou anus, il 'y a

pas de soies (Sivasankari et al., 2013).

Clitellum
Peristomium

Soies

Queue Segemnt=anneau

Figuren® 02: Morphologie externe de ver deterre (Sekhara, 2008).

4. Cycledevie

Le ver de terre a un cycle de vie variant entre 50 et 70 jours (Reinecke et al., 1992).
Le développement du clitellum commence entre 35 et 45jours et la maturité sexuelle est
atteinte entre 40 et 49 jours (Sivasankari et al., 2013). A lamaturité sexuelle, les vers de terre
s accouplent et la formation du cocon intervient apres 24 h (Sivasankari et al., 2013). C'est
un organisme hermaphrodite qui a besoin d'un partenaire pour se reproduire. Ils juxtaposent
leurs organes de reproduction en se positionnant téte-béche (Morin, 2004). Le ver de terre
peut aussi s auto-coupler lorsgu’il est isolé ou pratiquer la parthénogénese (Fernandez et al.,
2011). Le clitellum permet aux partenaires de rester collés I’un al’autre. 1ls échangent leurs

semences méales et sécretent de petits cocons via le clitellum (M orin, 2004).
5. ROledesversdeterre

Le ver de terre a vu son importance grandir grace aux différents réles qu’il joue dans
I’ économie, I” environnement, I’ agronomie et la zootechnie, notamment. En effet, les multiples
usages du ver de terre font de lui un atout important pour la gestion des déchets organiques, la
fertilisation des terres agricoles et I’adimentation animale (Munroe, 2006 ; Coulibaly et al.,
2014; Temgoua et al., 2014).
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[I-Matériel et M éthodes

[1.1. Matériel végétal
Notre étude a porté uniguement sur les parties aériennes (feuilles et cbnes) de

genévrier oxycedre ou de |’ espece Juniperus oxycedrus.

[1.1.1. Echantillonnage de la matiére végétale

L’ échantillonnage de Juniperus oxycedrus a été réalisé au niveau de deux stations,
situées dans deux régions, différentes de point de vue géographique et altitude (Figure n°03).
La premiére station est celle des dunes littorales de larégion de sidi abd laaziz (Jijel), située a
une altitude de 20 m, les échantillons de cette station sont nommeés dans la partie résultats et
discussions «la premiere population ». Concernant la deuxiéme station c'est celle des
montages pres de la région de Barbacha (Bejaia), située a 1000 m d’ altitude, les échantillons
de cette station sont nommés dans la partie résultats et discussions «la deuxiéme
population ». L’échantillonnage a été effectué durant le mois de février 2018 suivant un
échantillonnage aléatoire, 04 individus a raison de 02 males et 02 femelles ont éé

échantillonnés dans chaque station.

20m

Figuren® 02: Localisation et échantillons des stations d’ é&ude (photo google map, 2018)

Les échantillons ont été transportés dans des sacs en plastiques étiquetés.
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[1.1.1. Séchage et Broyage

Au laboratoire, quelques feuilles des échantillons et cones ont été prises pour I’ étude
morphologique, le reste des échantillons a été coupé en petits morceaux et ils sont mis a
sécher al’ éuve (T=40 C°) pendant 5 jours, puis ils sont passés dans un broyeur éectrique, le
broyat est tamisé al’aide d’un tamis de 250um de diametre, la poudre obtenue est conservee

dans des flacon opaque et étiquetés.

[1.2. Méthodes

[1.2. 1. Etude morphologique du genévrier

Nous avons éudié les paramétres morphologiques des feuilles (aiguilles) et galbules
(cbnes) de I’ espéce Juniperus oxycedrus. Les caracteres mesurés sont la longueur, la largeur
et largeur de la base des feuilles, pour les galbules nous avons pris les mesures des deux
diamétres, le poids, le nombre de graines par cones ou par galbules. Les mesures ont éé
effectuées a I’aide d’'un pied a coulisse et un papier millimétrique (Figure n° 04) et une

bal ance de précision pour le poids des cones.

(a) : feuilles méles de population 01 (b) : feuillesfemelles de population 01

(c) : feuilles males de population 02 (d) : feuillesfemelles de population 02
Figuren® 04 : Mesuresde la variabilité mor phologiques des feuilles (photo originale, 2018)
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Au total 200 feuilles et 200 cones ont été éudiés dont 100 feuilles (50 mées, 50
femelles) et 100 codnes (50 cones mature ,50 cones immature) pour |’ échantillon de montagne
(nommée deuxiéme population); 100 feuilles (50 méles, 50 femelles) et 100 cones (50 cones

mature, 50 cones immature) pour |’ échantillon des dunes (hommé la premiere popul ation).

[1.2. 2. Etude biochimique

Nous avons analysé la teneur en composés phénoliques (Polyphénols totaux et
Flavonoides) de Juniperus oxycedrus.

[1.2. 2. 1. Extraction des polyphénols

Le protocole d'extraction utilisé dans ce travail est celui d’Oomah et al. (2010), qui
consiste a dissoudre 0,8 g du broyat vegétal (feuillage et cones) dans 32 ml d' éhanol a 96%
(Figure n° 05). Le mélange est agité pendant deux heures a température ambiante suivi d’une
centrifugation pendant 10 mn a 5000 tours/mn. Le surnageant est récupéré dans des tubes a

essal puis conservé au frais.

Figuren® 05: Préparation des échantillons pour macération (photo originale, 2018)
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0.8g de poudre végétale

|
vl v b

+

32ml du solvant (éthanol)

Agitation pendant 2h

N

Centrifugation 10min a 5000 tours/min

U

Filtration al’aide de papier filtre et récupération de surnageant dans destubes a essais
et conservéau frais.

Figuren® 06 : Schéma explicatif du protocoled’extraction
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[1.2. 2. 2. Dosage des composés phénoliques
[1.2. 2. 2. 1. Dosage des polyphénols totaux
a) Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée par le dosage
colorimétrique avec un spectrophotomeétre. Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un
mélange de complexes de [|'acides phosphotungstique (H3PW12040) et [’acide
phosphomolybdique(H3PM 012040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur
I’ oxydation des composés phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau
complexe molybdéne-tungstene de couleur bleu, dont I’absorption maximum est comprise
entre 725et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
végétaux (Rébérau et Gayon, 1968).

b) Protocole

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon laméthode cité par Skerget et al. (2005) suivant |e protocole suivant:
Dans des tubes a essais

1- on mélange 500ul de I’extrait dilué avec 2500 pl de folin ciocalteu dilué (1/10). Apres
agitation, le mélange est incubé pendant 3mn a température ambiante, ensuite, on ajoute 2000
ul de Na2CO3 (7,5%) (Figure n® 07).

2- Lestubes sont ensuite passés dans un bain marie a 50°c pendant 5mn. Unefoisils
refroidis, I’ absorbance est mesurée par un spectrophotométre a 760 nm.

Le blanc est préparé de la méme maniere en remplagant 1’extrait par 500l d’éthanol.

c) Expression desrésultats

L’ acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). La concentration des polyphénols totaux est calculée
a partir de I’ équation de régression de la gamme d’ étalonnage, cette derniére est établie avec
le standard étalon d'acide galique (0,01-0,1mg/ml), les résultats sont exprimés en
milligrammes d’ équivalents d’ acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/gms).
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500u! d’ extrait dilué (1/10)

+

2500l defolin ciocalteu dilué (1/10)

Y

Agitation puisincubation pendant 3 min al’obscurité

+

2000u! de Na2CO3 (7,5%)

<

Bain marie a 50°c pendant 5min
Puislalecture dansle spectrophotometre a 760nm

Figuren©°07 : Schéma explicatif du protocole expérimental du dosage des polyphénols totaux
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[1.2. 2. 2. 2.Dosage des flavonoides
a) Principe

Laformation d’un complexe jaunétre, lors de I’ gjout du chlorure d’ aluminium, est due
a la fixation des ions Al3+ sur les atomes d’ oxygene, présents sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides. La quantité des flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon le
flavonoide prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour

la détermination de lateneur des flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al., 1996).

b) Protocole
Le dosage des flavonoides totaux a été realise selon la méthode de (Chang et al.,
2002), Le protocole de dosage est | e suivant:
Dansdestubesaessai :
1. On mélange 1000pl d’extrait dilu¢ avec 1000 pl de solution d’AICI3 (2%).
2. Apres 10 mn d'incubation a température ambiante et al’ abri de lalumiere, lalecture
des absorbances est faite a 430 nm (Figure n° 08)..

Le blanc est préparé de la méme maniere en remplacgant 1’extrait par 1000 pl d’éthanol.

c) Expression desrésultats
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linaire réalisée par la quercétine a différentes concentrations (0,001-0,01mg/ml) dans les
mémes conditions que I'échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’ équivaent de quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/gms).
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1000 pl d’extrait dilué (1/10)

+

1000l d’ AICI; dilué (2%)

|

Agitation puisincubation a I’ obscurité pendant 10 min

L ecture dansle spectrophotometre a 430nm

Figuren® 08 : Schéma explicatif du protocole expérimental du dosage des flavonoides
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I1. 3. Test detoxicitéaiglie

Il Sagit d’un de toxicité d’ une durée de 28 jours sur les vers de terre mis dans un
sol imbibé d’ extraits de différentes parties de notre plante d’ étude (Juniperus oxycedrus), dans
lequel |’ effet biologique mesuré est e nombre de vers morts, aprés des durées de 7, 14, 21 et

28 jours, dans chaque enceinte expérimental e (boites de congélation de 03 litre du volume),

[1. 3. 1. Choix du modéele biologique

Afin d évauer la toxicité de Juniperus oxycedrus, nous avons utilisé un modele

biologique simple et facile a échantillonng, il s agit des vers de terre.

[1. 3. 2. Préparation du sol du bio-essai

La premiere étape du bio test consiste a préparer le sol. Nous avons préleve d abord
une quantité de sol qui pourra servir comme support de contamination pour les extraits de la
plante (genévrier). A une profondeur de 30 cm, nous avons prélevé environs 30 kg du sol au
total, qu'on afait passer le sol dans un tamis a maille de 2 mm afin d’ éliminer les pierres et la
macrofaune.

Au niveau du laboratoire, afin de sécher le sol et d éviter la prolifération de toute
forme de micro-organismes (bactéries, protozoaires), nous avons mis les échantillons du sol
dans une étuve (T=70°c) pendant1lh et 30 min (Figure n°09).

Figuren® 09 : Etapes de préparation du sol pour le biotest (photos originales, 2018)
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[1.3. 3. Choix des contaminants

Dans ce bio test nous avons utilisé les extraits de deux populations de Juniperus
oxycedrus (feuilles méles et femelles, cOnes matures et immatures, graines des coOnes matures)
comme contaminants afin d’ évaluer latoxicité de cette plante sur les vers de terre.

Nous avons préparé des extraits a des différentes concentrations par la dilution des

solutions initiales ou des extraits bruts.

a) Préparation des concentrations des extraits de Juniperus oxycedrus
Pour chague population, nous avons préparé 04 concentrations a partir de |’ extrait brut
de chague partie (feuille méles et femelles, cones matures et immatures et graines des cones
immatures).
b) Préparation desbiotests
Nous avons versé un volume de 5ml (dose), de la concentration préparée, dans les
guatre coins et le centre des boites de polythéne, a couvercle perforé, qui contiennent 300 g du
sol tamisé et séché et 50g du fumier. Nous avons mélangé un peu puis laissé le temps de 02
heures pour que I’ extrait agisse sur le sol. Apres ce temps de réaction, nous avons mis dans
chague boite 10 individus de vers de terre matures en bonne santé, avec un clitellum bien
développé, et de taille et poids semblables. Trois boites témoins dépourvue d’ extrait ont été
préparées pour |’ensemble du test. Pour chaque concentration et chague partie nous avons

réalisée trois répétitions (Figure n°10).

Figuren® 10: Préparation del’enceinte de biotest (photos originales, 2018)
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Les concentrations choisis au cours de notre expérimentation sont présentées dans le
tableau n° 03, pour chaque partie de la plante nous avons préparé cing boites ou cing
concentrations (01 avec I’ extrait brut, et 04 autres avec différentes dilutions), des boites pour
le mélange des extraits des parties ont été aussi préparé pour les dilutions 03 et 04 (Tableau
n°03).

Par conséquent, environ 1650 vers de terre ont éé utilisé dans ce test a savoir 30 vers
de terre pour les témoins+ 05 parties (feuilles méles, feuilles femelles, cones matures, cones
immatures, graines) x 02 populations x 05 doses x 03 répétitions. 120 vers de terre pour le

mélange des extraits (Tableau n°03).

Tableau n° 03 : Différentes doses del’ extrait de Juniperus oxycedrus utilisés pour le biotest et 1a
quantité desversdeterre utilisés par boite

Population 1 Population 2
Témoin 10x 03 répétitions

Extrait brute = [25] mg/ml 50 (10x 5 parties) 50 (10x 5 parties)

Dilution 1 50 (10x 5 parties) 50 (10x 5 parties)
(1/100) = [25x10%] mg/ml

Dilution 2 50 (10x 5 parties) 50 (10x 5 parties)

(1/200) = [12.5x10°%] mg/m
Dilution 3 50 (10x 5 parties) 50 (10x 5 parties)

(1/500) = [05x10%] mg/ml

Mélange des extraits pour ladilution 3 | 10 (mélange des parties) | 10 (mélange des parties)

Dilution 4 50 (10x 5 parties) 50 (10x 5 parties)
(1/1000) = [25x10°°] mg/ml
Mélange des extraits 10 (mélange des parties) | 10 (mélange des parties)
pour ladilution 4
Nombre de répétitions 03 03
Total pour chague population 810 810
Total pour le biotest 1650 individus
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300g de sol
+

50g defumier
+

10 versdeterre
X
03 répétitions

[% ]

AAPED BRERL

Témoin F. . . . Graine F.M F.F CM C.l Graine
\ ) \ }
f |
\ Population 01 Population 02

Odel’extrait concentration pour letémoin

+
Extrait brute=[25]|mg/ml

Dilution (1)= [25x10?% mg/ml
Témoin
Dilution (2)= [12.5x10? mg/ml

Mélange des extraits Dilution(3)= [05x10°2] mg/ml

M éange des extraits Dilution (4)= [25x10°] mg/ml

Figuren® 11: Schéma synthétique du biotest detoxicité aigu des extraits de différentes parties
de la plante Juniperus oxycedrus, provenant de deux populations, sur lesversdeterre.
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I11-Résultats et discussions

Dans la présente étude, d abord nous avons étudié la variabilité morphologique, par
des mesures biométriques au niveau des cones et des feuilles, de I’ espece Juniperus oxycedrus
récoltée dans deux stations d’ éudes différentes de point de vue géographique et atitude, par
la suite nous avons quantifié les composés phénoliques dans les extraits éhanoliques de la
méme espece et enfin nous avons testé la toxicité des extraits de notre plante sur les vers de

terre.

[11-1-Résultats de la variabilité mor phologique
Nous avons pris de chague population des feuilles (méles et femelles) et des cones
(matures et immatures), Les mesures biométriques qui ont éé réalisée pour étudier la
variabilité morphol ogiques sont :
» Lalongueur, lalargeur et longueur de base des feuilles males et femelles.

» Lesdeux diamétres, poids des cdnes ainsi que le nombre de graines par cones.

A/ Résultatsdela variabilité desfeuilles
Les résultats des mesures effectués pour les feuilles sont exposés dans les figures ci-

dessus :

=2 Variabilité des feuilles

ol =

debage

ol =

debase

Population01 Population 02

Figuren® 12 : Résultatsdela variabilité mor phologique des feuilles de Juniperus oxycedrus
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De point de vue sexe, les résultats mentionnés dans la figure n° 12 montrent que les
feuilles femelles issues des deux populations sont les plus longues et les plus relativement
larges par rapport a celles des méles.

De ce qui est provenance, ¢’ est la deuxieme population, située a 1000 m d’ atitude, qui
enregistre les valeurs les plus élevées pour lalongueur des feuilles (2.22cm pour les femelles
et 1.71cm pour les médles), ce qui est le contraire pour les deux autres paramétres mesurés
(largeur, la largeur de la base) ou c’'est les feuilles de la premiére population située a 20 m
d’ altitude qui marquent les grande valeurs en largeur (0,22cm pour les femelles, 0,21cm pour
les feuilles méles).

Quantitativement, nos résultats sont supérieurs a ceux trouves par Hafs et al. (2017)
qui ont analysé la variabilité morphologique des feuilles et des cones chez sept populations de
Juniperus oxycedrus en Algérie dont ils ont trouvé que la longueur la plus élevée varie de
1,60 cm a 1,83 cm dans les populations situées a plus de 1000 m d'Altitude et la moins
élevées a 1,52 cm dans la population située a 24 m d’ Altitude.

Pour la largeur des feuilles, nos résultats sont similaires a ceux rapportés pas Hafsi et
al. (2017) qui ont trouvé la valeur de 0,21 cm comme étant élevée pour les feuilles des
populations a 24 m d'atitude. Les vaeurs les moins élevés (varient de 0,16 cm a 0,18 cm)
pour la largeur des feuilles sont enregistrés dans les populations qui dépassent les 1000 m
d atitude.

L’interaction des facteurs climatiques avec les variables phénotypiques pour de
nombreuses especes a &té rapportée par plusieurs auteurs (Gatti, 1970 ; Alyafi, 1978 ; Maley
et Parker, 1993) in Hafs et al. (2017). En effet, plusieurs stratégies d adaptations peuvent
étre développées par les végétaux pour pouvoir se maintenir dans leur habitat naturel. Elles se
manifestent par des gustements qui s opérent au niveau des feuilles, suivis par des
modifications touchant I’ ensemble de I’ organisme (Chaves et al., 2003; Flexas et al., 2006) in
Hafs et al. (2017). Selon Aussenac (1973) in Hafsi et al. (2017), des conditions climatiques
différentes influencent la dimension, la forme et la structure des aiguilles et méme le nombre

et ladimension des stomates, chez certaines especes de résineux.
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B/ Résultats des cones
Les résultats des mesures biométriques pour les cones matures et immatures sont

rapportés respectivement danslafiguren® 13 a et n°13 b.

2 7 3,5 -
2,5 - 3 -
5 2,5 -
2 -
1,5 - 15 -
1 - 14
0,5 -
0,5 -

O -

0 - ! ! ! diametre diametre poids nombre

diametre diametre  poids nombre 1 2 de
. a . b
1 2 de graine graines

Figure n® 13: Résultats de la variabilité morphologique des cdnes (a: matures; b : immatures)

de Juniperus oxycedrus

L’ histogramme dans la figure n° 13 «a» des cbnes matures révéle que les deux
diameétres et le poids des cones des échantillons femelles de la population 01 (a 20 m
d’altitude) sont plus importants par rapport a ceux issus de la population 02 (& 1000 m
d atitude) avec les valeurs respectives 1,4 cm, et 1,6 g. Le nombre de graines par cones est le
méme pour les deux populations.

Le résultat des diamétres des cones concorde avec celui trouve par Hafsi et al. (2017)
qui ont trouvé un diametre de 1,4 cm pour les galbules échantillonnées a 24 m d’ altitude et
des valeurs moins éevées pour les galbules des populations de hautes altitudes.

Pour le poids des cones matures notre résultat pour la premiere population (& 20 m
d altitude) est supérieur a ceux trouvés par Hafsi et al. (2017) qui ont trouvé un poidsde 1,2 g
pour la population a 24 m d atitude et il est ssimilaire pour celui de la deuxiéme population
(0,51g), dont ils ont trouvé un poids qui varie de 0,45 a0,5 g pour les galbules de popul ations
de hautes atitudes.

Aussi nos résultats corroborent ceux obtenus par Juan et al. (2003), qui ont trouvés
des valeurs comparables et surtout la méme tendance, a savoir les cones les plus volumineux
sont récoltés au niveau des dunes cétieres puis le volume des galbules diminue avec
I’ dtitude.
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Les résultats que nous avons obtenus concernant les cones immatures et qui sont
synthétisés dans la figure n° 13 «b », ont montré que le nombre de graines est plus éevé

dans la population 02 avec une moyenne de 3 graines par cones.

D’autre part, on constate que les cones immatures des femelles de la population 01
sont plus longues (1, 35cm), plus larges (1,30cm) et plus volumineuse (1,36 g) par rapport a
ceux de la population 02 (la moyenne de la longueur est de 0.95cm, la largeur 0.99cm et le
poids 0.5g).
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[11-2- Résultats de la variabilité biochimique
[11-2-1- Variabilité au niveau des composes phénoliques
[11-2-1-1- L es polyphenols totaux

Les résultats des dosages quantitatifs des polyphénols totaux réalisés sur les extraits
des échantillons de Juniperus oxycedrus récoltés dans les deux populations, (population de
Jijel et population de Begjaia), sont présentés sous forme d histogrammes en comparant les

teneurs entre les deux sexes (méles et femelles) et entre des différentes parties du méme sexe

de laplante.
140,000 4 Polyphénols totaux (lesrésultats sont exprimés en équivalent de d'acide
galliquepar gramme de matiére seche)
120,000 -
100,000 -
80,000 -
) m Population 01
60,000 -
m Population 02
40,000 -
20,000 -
0,000 -
Fmile F femelle Cones Graine Cones
matures matures immatures

Figuren® 14 : Résultats desteneursen polyphénolstotaux dansles extraits des différentes
parties de Juniperus oxycedrus

D’ apres la figure ci- dessus, nous constatons que pour le sexe femelle, les extraits des
feuilles de la premiere population sont riches en polyhénols avec la valeur de 113.58 mg
EAG /gms par rapport a ceux de la deuxieme population avec uniguement 80.68mg EAG /g
ms. En ce qui concerne les différentes parties de I'individu femelle, le résultat du dosage a
montré que ¢’ est les extraits de la deuxiéme population qui ont enregistré les teneurs les plus
élevée en polyphénols (cones matures=3.95mg EAG /g ms; graines matures=9.44mg EAG /g
ms; cones immatures=3.68 mg EAG /g ms) par rapport aux extraits des échantillons de la
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premiere population (cdnes matures=2.50mg EAG /g ms; graines matures=1.88mg EAG/g
ms ; cones immatures=2. 22 mg EAG /g ms).

Pour le sexe male, nous avons comparé uniguement les feuilles pour les deux
populations, car la période d échantillonnage ne nous a pas permis de trouver les cdnes au
niveau des individus méales. Alors les résultats du dosage a révélé que les extraits des feuilles
males de la premiére population sont riches en polyphénols totaux (118.8 mg EAG /g ms) par

rapport a ceux de la deuxiéme population (110.98mg EAG /g ms).

En terme de quantité, nos résultats concernant les feuilles méles, sont inférieurs a ceux
trouvés par Ider et Ourari (2017) qui ont travaillé sur les rameaux et les cones de Juniperus
oxycedrus récolté a 17 m dans la région de Taref, les auteurs ont trouvé la teneur de 128,88
mg EAG/ g ms pour les rameaux males. Pour les feuilles femelles, les auteurs ont indiqué la
valeur de 74,24 mg EAG/g ms pour les rameaux femelles qui est beaucoup moins éevés par
rapport a celle trouvée dans notre étude (113,58 mg EAG/g ms). Mais en termes de qualité,
C' est les extraits males qui enregistrent |es concentrations les plus élevées.

Pour les cones, nos résultats (2.50 mg EAG/g ms) sont inférieurs (4,47 mg EAG/g ms) a

ceux trouvés par Ider et Ourari (2017).

Des comparaisons avec d’autres études, ont montré que nos résultats pour les feuilles
sont inférieurs a ceux trouveés par Chaouche et al., (2013) et par Orhan et al., (2011) qui ont
trouveés respectivement 133,08 mg EAG/ g ms dans les aiguilles de Juniperus oxycedrus de
Tlemcen et 206,19 mg EAG/g ms dans les extraits de feuilles de J. oxycedrus de la Turquie.
La concentration des cones matures de la deuxiéme popul ation est relativement inférieur (3,95
mg EAG/ g ms) de celle trouvée par Taviano et al., (2013) qui ont travaillé sur les extraits de

la méme espece récoltée en Turquie (5,14 mg EAG/ g ms).
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[11-2-1-2- Lesflavonoides

35,000 + Flavonoides (les résultats sont exprimés en équivalent de quercétine par
gramme de matiere seche)
30,000 4

25,000 +

20,000 -

E Population 02

10,000 -|
5,000 - I
0,000 - :  — - —m
Fmile F femelle Cones Graine Cones
matures matures immatures

Figuren® 15: Résultats desteneursen flavonoides dansles extraits des différentes partiesde
Juniperus oxycedrus

Les résultats du dosage des flavonoides qui sont mentionnés dans la figure n° 15, ont
montré que pour les feuilles c'est les extraits de la premiére population qui ont indiqué les
teneur les plus élevée que se soit pour les males (31.21 mg EQ /g ms) ou pour les femelles
(26.26 mg EQ /g ms), aors que ceux de la deuxieme population la teneur est évalué a 24.96

mg EQ /g ms pour les feuillesméles et a22,63 mg EQ /g ms pour les feuilles femelles.

Ces résultats sont supérieurs a ceux trouves par Ider et Ourari (2017) qui ont trouvé
uniguement 11.61mg EQ /g ms pour les rameaux males et 13.5 mg EQ/g ms pour les rameaux
femelles. Mais ils sont inférieurs a ceux trouvés par Chaouche et al., (2013) qui ont travaillé

trouvé 61,52 mg EC/g ms dans les extraits des aiguilles de Juniperus oxycedrus de Tlemcen.

Concernant les différentes parties de I'individu femelle, les concentrations les plus
importantes ont été enregistré dans les extraits de la deuxieme population dont la
concentration la plus élevée (7.29 mg EQ /g ms) est celle trouvée dans I’ extrait des graines
suivi par celui de cbnes immatures qui ont enregistré la valeur de 1,49 mg EQ /g ms, la
concentration lamoins élevée est celle trouvée dans I’ extrait de cones matures (1,29 mg EQ/g
ms). Ce dernier résultat est tres proche de celui trouvé par Ider et Ourari (2017) qui ont

trouvé 1,27 mg EQ/g ms.
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Dans la premiéere population, le dosage des flavonoides a indiqué des valeurs trés
proches dans les extraits des trois parties de la plante (0,49 mg EQ/g ms; 0,53 mg EQ/g ms et

0,52 mg EQ/g ms pour les extraits respectivement cdnes matures, graines matures et cones
immatures).
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[11. Résultats du test de toxicité des extraits de Juniperus oxycedrus sur les

versdeterre

Dans ce test, nous avons d'abord testé les extraits bruts (25 mg/ml) des différentes
parties de |” espéce Juniperus oxycedrus sur les vers deterre, pour voir est ce que réellement la
plante pourra vraiment causer une mortalité chez les vers de terre. Effectivement, nous avons
noté la mortalité des tous les vers de terre par les différents extraits, des deux populations, en
au moins de 10 min du temps (Figure n°16). Quant aux vers de terre témoins sont restés

vivants.

Nous avons préparé quatre autres concentrations plus diluées par rapport a I’ extrait
brut, la premiére & 25x102 mg/ml et la deuxiéme & 12,5x10% mg/ml, la troisiéme & 5x107
mg/ml et la quatriéme & 25x10° mg/ml . Aprés un temps de 02 heures, nous avons remarqué
la mortalité totale de tous les individus de vers de terre testés par les extraits concentrées a
25x10% mg/ml (Figure n°16). Quant & la deuxiéme concentration (12,5x10% mg/ml), nous
avons remarqué la paralyse de quelques individus de vers de terre a la fin de la premiere
journée du test (Figure n°17), ce résultat a fini par la mort de tous les vers de terre aprés 24
heures du test (Figure n°16).

m 25 mg/ml
B 12,5X10-2 mg/ml
25X10-2 mg/ml

100% -
80% -
60% -
40% -
20% -
0% -

‘ 24H

Taux de mortalité
120% -

10 min 02H 24H 10 min 02H

Figuren®16: Taux de mortalité desversdeterre par lesapréesunejournée du test.

Dans la troisieme et la quatrieme concentration, les vers de terre ont pu résister aux
extraits de notre plante et les résultats de taux de mortalité sont présentés dans les figures ci-
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apres, dans lesquelles nous avons essayé de traiter chague partie de |’ espéce séparément et de

comparer entre |’ effet des populations sur les vers de terre pour laméme partie de la plante.

alaconcentration 25 mg /ml ala concentration 25x102 mg /ml

alaconcentration 12,5 x 10% mg /ml

Versdeterreparalysés

ala concentration 5x10% mg /ml ala concentration 25x10° mg /mi

Figuren©°17: Etats des versdeterre dansles différentes concentrations (photos originales, 2018)
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[11.1. Taux de mortalité des vers de terre par les extraits des différentes
parties del’ espece de Juniperus oxycedrus

A- Taux de mortalité causé par I’extrait des feuilles males

70% - Taux de mortalité
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

5X10-2 mg/ml 25X 10-3mg/ml
H popl H pop2

Figuren® 18: Taux demortalité desversdeterre par lesextraits desfeuillesmales

L’ histogramme présenté dans la figure n° 18 montre que la fin de la premiére semaine
(07 J) et alaconcentration 5x10° mg/ml, le taux de mortalité des vers de terre par les extraits
des feuilles méles est identique (20%) dans les deux populations. Au cours de la deuxiéme
semaine c'est les extraits de la deuxiéme population qui enregistrent le taux le plus éevé

(50%), cetaux resterastable alafin de latroisiéme semaine (28 J).

A la fin du test, c'est toujours la deuxieme population qui enregistre le taux de
mortalité le plus haut (60%) par rapport ala premiére population qui a causé uniquement 50%

de mortalité.

Quant & la concentration (25x10mg/ml) et au 07°™ jour, les extraits de la deuxiéme
population marquent le taux le plus élevé (20%) par rapport a ceux de la premiére popul ation.
Ce qui est le contraire pour les trois autres semaines du test, ou nous avons noté un taux de
mortalité important chez les vers de terre traités par les extraits des feuilles males de la

premieére popul ation.
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B- Taux de mortalité causé par les extraits defeuilles femelles

90% A
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Taux de motalité

5X10-2 mg/ml 25X10-3mg/ml

FF
= popl = pop2

Figuren®19: Taux de mortalité desversdeterre par lesextraits desfeuillesfemelles

Les résultats indiqués dans la figure n°19.montrent qu’a lafin de la premiére semaine,
le taux de mortalité chez les vers de terre traités par les extraits de feuilles femelles est
identique dans les deux populations et pour les deux concentrations (5x10°mg/ml ; 25x10
3mg/ml).

Pour le reste du test jusqu’aux 28 jours, le taux de mortalité le plus haut est enregistré
dans tests traités par les extraits femelles issus de la deuxiéme population et ce quelque soit la
concentration, avec respectivement 60%, 80% et 80% pour la concentration 5x10°mg/ml et
50%, 60%, 60% pour |a concentration 25x10mg/ml.
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C- Taux de mortalité causé par les extraits de cones matures

90% - Taux de mortalité
80% -
70% -
60% -
50% -
40%
30% -
20% -

10% A
0% | i B l

07J 143 21 287 ‘ 07J ‘ 143 ‘ 21 ‘ 287

5X10-2 mg/ml ‘ 25X10-3mg/ml

CM
= popl = pop2

Figuren® 20 : Taux demortalité desversdeterre par lesextraits descones matures

De lafigure n° 20, nous constatons trés nettement qu’ & la concentration 25x10°mg/ml
et durant toute la période de test, aucune mortalité n’a été enregistrée chez les vers de terre

traités par les extraits des cones échantillonné dans la premiere population.

Par contre & la concentration 5x102 mg/ml et & la fin de la premiére semaine, le taux
de mortalité est a 0% dans les cones de la deuxiéme population, mais ce taux commence a
augmenté graduellement alafin de 14 J, 21 J et 28 J avec les valeurs de 10%, 20% et 30%
respectivement. Concernant les résultats la premiére population et toujours a la concentration
de 5x10 mg/ml, nous avons constaté que la moitié des vers de terre sont déja mort alafin de
la premiére semaine, le pourcentage est atteint les 80% alafin de latroisiéme et la quatrieme

semaine.
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D- Taux de mortalité causé par les extraits des conesimmatures

70% - Taux de mortalité
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0%

07J 143 21 287 07J 143 217 287

5X10-2 mg/ml 25X10-3mg/ml

mpopl CiM H pop2

Figuren® 21: Taux de mortalité desversdeterre par lesextraits des chnesimmatures

A la concentration 25x10°mg/ml, la figure ci-dessus indique que les vers de terre
testés par les cones immatures de la deuxieme population ont pu résister aux reste du test
aprés le 07°™jours dans le quel un taux de mortalité de 30%. Alors que les extraits de la
premiére population ont commencé a causé la mortalité des vers de terre dés la fin de la
deuxiéme semaine d’ une maniére croissante (20%, 30% et 30%).

Pour |a premiére concentration (5x10“mg/ml) et & la fin de la premiére semaine, nous
avons n'avons enregistré aucune mortalité des vers de terre testés par les extraits de la

deuxieme population mais un pourcentage de 10% pour ceux de la premiére population.

Les résultats change d’une maniére brutale, a la fin de la deuxieme semaine dans
laquelle 60% des vers de terre testés avec les extraits de la deuxieme population. Ce taux est
resté stable jusqu’'a la fin de test de toxicité. Alors que pour les extraits de la premiére
population, le taux de mortalité a augmenté a 20% a la fin de la deuxiéme semaine et a 40%

au 21%™ et au 28°™ jour.
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E- Taux de mortalité causé par lesextraitsde graines

120% - Taux de moratlité

100%
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Figuren® 22: Taux demortalité desversdeterre par lesextraits desgraines

A la concentration de 5x10°mg/ml, les résultats mentionnés dans la figure n° 22
montrent que les vers de terre traités par |es extraits des graines des deux provenances (pop 01
ou pop 02), n’ont pas pu résister dans le et durant toute la période de test de toxicité dont le
taux de mortalité varie de 40% a 70% pour la premiére population et de 50% a 100% dans le
cas de la deuxieme population.

En ce qui concerne les résultats de la concentration 25x10°mg/ml, nous constatons
que e taux de mortalité des vers de terre est beaucoup moins élevé, il varie de 30% a 70%
dans la premiere population et de 30% a 50% voir nul a la fin du test pour la deuxieme
population.
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F- Taux de mortalité causé par le mélange des extr aits:

80% - Taux demortalité
70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

5X10-2 mg/ml 25X10-3 mg/ml

Méange des extraits
¥ popl ® pop2

Figuren® 23: Taux demortalité desversdeterre par le mélange des extraits

De la figure n° 23, nous constatons que les vers de terre traités par le mélange des
extraits des différentes parties de Juniperus oxycedrus provenant de la premiéere population
ont enregistré un taux de mortalité élevé qui est évalué & 70% ala concentration 5x10 mg/ml
et 60% & la concentration 25x10° mg/ml, par rapport & ceux issus de la deuxiéme population.
Néanmoins le mélange des extraits de cette derniere éaient tres toxiques a la a la
concentration 5x10% mg/ml (60%) & la fin du test de toxicité contre uniquement 30% de
mortalité &la concentration 25x10> mg/ml & partir de la deuxiéme semaine du test.

L'analyse de la variance (ANOVA) a révélé que la différence est trés hautement
significative a 5% pour les deux mélanges. Il y a une relation proportionnelle entre la dose
administrée et la mortalité observée ains que le facteur temps (semaines). Une valeur de p<
0,05 est considérée comme significative ce qui laisse apparditre que la mortaité est
caractérisée par un échelon au fur a mesure que les concentrations augmentent ainsi que le
prolongement de la durée d’ exposition aux substances toxiques. De méme, une différence est
observée dans le ot témoin dont la mortalité est nulle par rapport aux lots traités par les

extraits de différentes parties de la plante Juniperus oxycedrus.
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, nous avons étudié la variabilité morphologique (mesures
biométriques au niveau des feuilles et des cones) et biochimique (dosage des composés
phénoliques dans les différentes parties de la plante), des individus méles et femelles chez
deux populations, de I’ espece Juniperus oxycedrus échantillonnée dans deux stations d' éude
différentes de point de vue géographique et altitude (1000 m a Barbacha et 20 m aux dunes de
Jijel). Puis nous avons testé, par un test aigu, la toxicité des extraits des différentes parties de

laplante de I’ espéce sur les vers de terre.

Les résultats des mesures morphol ogiques obtenus dans notre étude ont montré que les
feuilles femelles et méles prélevés a partir les échantillons récoltés dans la station située a
1000 m d' altitudes (deuxiéme population) sont les plus longues par rapport a celles provenant
de la station a 20 m d' altitude (premiére population). Néanmoins, les feuilles des échantillons

de la premiére population sont les plus larges.

Pour les cones, ceux des échantillons femelles de la premiéere population présentent
les diamétres et les poids les plus élevés par rapport a ceux récoltés dans la deuxieme
popul ation.

Les résultats du dosage des composes phénoliques (pol yphénols totaux et flavonoides)
amontré que les concentrations les plus élevés ont éte enregistrée dans les extraits des feuilles

males et ce quelque soit la provenance des échantillons (populations).

La comparaison inter- populationnelle montre que c’est les extraits de la premiere
population qui sont riches en composés phénolique pour les feuilles. Quant aux autres parties
de la plante, les concentrations les plus éevées en polyphénols ont été enregistrées dans les
extraits de la deuxiéme population dont les valeurs les plus importantes ont été trouvées dans

les extraits de lagraine.

En fin, le test de toxicité a montré que les molécules bioactives de |’ espéce Juniperus
oxycedrus ont un effet toxique dés les premieres minutes du test. Apres 02 heures puis 24

heures, les vers de terre sont influencés par les deux premiéres dilutions (25x102 mg/ml et
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12,5x10% mg/ml) faites & partir des extraits bruts (25 mg/ml) de différents compartiments

(parties) de la plante.

Pour la troisiéme (5x102 mg/ml) et la quatriéme dilution (25x10° mg/ml), nous avons
observeé une toxicité graduelle, au cours de la période du test, sur les vers de terre traités par
les différents extraits notamment les extraits des feuilles (méales ou femelles) des échantillons
des deux populations. L'extrait des cones matures montre un effet faiblement toxique sur les
vers de terre traités par les extraits de la deuxieme population, dont le taux de mortalité varie
de 0% au 7 éme jour a 30% a la fin du test. Inversement pour les cones provenant de la
premiére population qui ont un effet tres toxique dont 50% des vers de terre ont été tués des
les premiers jours apres le traitement, un taux de mortalité atteint les 80% au 28 jour. Les
extraits des cones immatures des échantillons femelles issus de la deuxieme population ont

provoqué 60% de mortalité des vers de terre au 14°™ jour du test.

Notre expérience a permis de constater que la toxicité du genévrier oxycedre est
causée beaucoup plus par les extraits de graines, alors 100% des vers de terre traités par les
extraits de gaines de la deuxieme population ont été perdus en début de la deuxieme semaine
du test, et 60% pour ceux qui sont traités par les graines des échantillons de la premiere

popul ation.

A la lumiere de ces résultats, on peut considérer, sous réserve, que |'espece J.
oxycedrus pourrait étre une plante toxique a certaines doses. Un premier résultat qui ouvre

d’ autres pistes de recherches concernant cette espece.

Les résultats obtenus dans ce travail ne constituent qu'une premiére étape dans
I’évaluation de la toxicité des extraits du genévrier oxycedre et il est souhaitable de réaliser
des tests de toxicité chroniques (test de longues durées), sur d’ autres animaux de laboratoires
comme les rats ou les hamsters et a plusieurs doses pour déterminer la dose |étale des extraits.
Donc études plus approfondies in vivo sur la toxicité des extraits de Juniperus oxycedrus
seraient nécessaires, a réaliser dans les années a venir, pour mieux comprendre |e mécanisme
d’action des molécules bioactives de cette plante sur I’organisme, et de déceler est- ce

I’ oxycedre est réellement une plante toxique ou non.
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Résumeé

Le genévrier oxycedre est un arbre aromatique qui se rencontre dans la région méditerranéenne et du Proche-
Orient. Cette étude vise a décrire la morphologie de la plante et la toxicité de ces extraits sur les vers de terre,
Afin d’'évaluer la toxicité de ces deux plantes, nous avons utilis€ un modéle biologique faisant partie des
Lombricidés.Les résultats de la morphologie du genévrier oxycedrus (feuilles males, feuillesfemelle,
cdnesmature, cones immature et graine) on trouve que la longueur des feuille est importante chez les feuilles
femelles avec une teneur de (2.22cm), alors que pour la largeur on trouve (0,22cm) ; aors que pour les cones
mature on trouvediamétres et le poids des cones(1,4 cm, et 1,6 g), D’autre part,pour les cdnes immatures on
trouve une longueur de (1, 35cm), et largeur de (1,30cm) pour la population 01 et lalongueur est de 0.95cm, la
largeur 0.99cmpour la population 02 ; et concernant les résultats de toxicité on trouve que le taux de mortalité
pour tout les extraits est important chez la premiére population que chez la deuxiéme pour toutes les journées du
test (07},14},21j,28j).Ce test révéle que les extraits dugenévrier sont toxiques sur les vers de terre, alors cela nous

permet de dire que cette plante toxique pour les étres humains.
Abstract

The juniper oxycédre is an aromatic tree that occurs in the Mediterranean region and the Middle East. This study
aims to describe the morphology of the plant and the toxicity of these extracts on earthworms. In order to
evaluate the toxicity of these two plants, we used a biologica model belonging to the Vermicidae. The
morphology results of juniper oxycedrus (male leaves, female leaves, mature cones, immature cones and seed)
found that leaf length was important in female leaves with a (2.22cm) content, whereas for the width we find
(0,22cm); whereas for mature coneswefind diameters and the weight of the cones (1.4 cm, and 1.6 g), on the
other hand, for immature cones we find a length of (1.35 cm), and width of (1,30cm) for the population 01 and
the length is 0.95cm, the width 0.99cm for the population 02; and concerning the toxicity results we find that the
mortality rate for all the extractsisimportant in the first population than in the second population for al the days
of the test (07], 14, 21j, 28j).This test reveas that juniper extracts are toxic to earthworms, so this allows us to
say that this plant is toxic to humans.
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