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RESUME

Ce travail rapporte le lien entre l'activité larvicide et la composition chimique des différents
extraits des pieds males et femelles de Mercurialis annua L., une Euphorbiaceae souvent
utilisée dans la médecine traditionnelle. Le matériel végétal est collecté dans quatre régions de
la Tunisie situées dans des étages bioclimatiques différents : Bizerte, Jandouba, Nabeul et Beja.
Cette étude comprend dans la premiére partie une synthése bibliographique et dans la deuxiéeme
partie les méthodes utilisées et dans la derniéere partie les résultats obtenus.

L'activité larvicide des différents extraits aqueux de M. annua contre les larves de Tribolium
confusum Jaquelin Du Val ont montre que la mortalité atteint 100% apres 48 heures d'exposition
pour les extraits de Bizerte.

L’activité anti-oxydante des différents extraits a éte évaluée a l'aide d'essais DPPH. Les
composes phénoliques ont été identifiés et quantifiés par chromatographie liquide couplée a un
détecteur UV et a la spectrométrie de masse (LC-UV-ESI / MS). Les résultats ont montré que
les extraits méthanoliques de plantes males ont une activité anti-oxydante (AAQ) plus élevée
que celle détectée dans les extraits de plantes femelles. Les extraits de plantes males et de
plantes femelles de Bizerte ont affiché le taux d'/AAO le plus élevé.

Certains composes phénoliques tels que : la narcissine, la gallocatéchine, la rutine,
I'épigallocatéchine et I'épicatéchine ont été identifiés et quantifiés par LC-MS.

Par ailleurs, I’activité inhibitrice de I’ AChE des extraits est supérieure a celle de la galantamine

utilisée comme contrdle positif dans le cadre de la lutte contre la maladie d'Alzheimer.

Mots clés : Mercurialis annua L., activité anti-oxydante DPPH, polyphénols, flavonoides,

activité larvicide et anti-acétylcholinestérase



ABSTRACT

This work reports the link between the larvicidal activity and the chemical composition of the
different extracts from the male and female feet of Mercurialis annua L., a Euphorbiaceae often
used in traditional medicine. The plant material is collected in four regions of Tunisia located
in different bioclimatic stages: Bizerte, Jandouba, Nabeul and Beja. This study includes in the
first part a bibliographical summary and in the second part the methods used and in the last part
the results obtained.

The larvicidal activity of the various aqueous extracts of M. annua against the larvae of
Tribolium confusum Jaquelin Du Val showed that the mortality reached 100% after 48 hours of
exposure for the extracts of Bizerte.

The antioxidant activity of the different extracts was evaluated using DPPH tests. The phenolic
compounds were identified and quantified by liquid chromatography coupled with a UV
detector and mass spectrometry (LC-UV-ESI / MS). The results showed that the methanolic
extracts from male plants have higher antioxidant activity (AOA) than that detected in extracts
from female plants. Male and female plant extracts from Bizerte showed the highest AOA
levels.

Certain phenolic compounds such as: narcissin, gallocatechin, rutin, epigallocatechin and
epicatechin have been identified and quantified by LC-MS.

In addition, the AChE inhibitory activity of the extracts is greater than that of galantamine used
as a positive control in the fight against Alzheimer's disease.

Key words: Mercurialis annua L., DPPH antioxidant activity, polyphenols, flavonoids,

larvicidal and anti-acetylcholinesterase activity
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Introduction



L'histoire de la phytothérapie remonte a l'aube de l'humanité, ainsi le premier écrit sur
I'utilisation des plantes a des fins médicales a été gravé sur une plaque d'argile écrite en
cunéiforme par les Sumériens il y a 3000 ans av. J.-C (Partner, 2013).

Par conséquent, les humains ont entrepris de développer des ressources naturelles pour répondre
a leurs besoins médicaux et alimentaires, cosmétiques, vétements et autres. Les civilisations
anciennes ont largement développé des méthodes d’utilisation des plantes médicinales (Rhattas
et al., 2016).

De nombreuses plantes entrent déja dans la composition de 70% de nos médicaments. Environ
170 000 molécules bioactives ont été extraites et identifiées a partir de plantes. Pourtant, moins
de la moiti¢ des plantes aujourd’hui ont été étudiées pour leurs différentes activités biologiques
(Chaabi, 2008). Sur le plan phytochimique et biologique, plusieurs espeéces d’Euphorbiaceae
ont été largement ignorees et constituent donc un groupe taxonomique particulierement vierge
et intéressant pour entreprendre de telles études. On citera I’exemple de Mercurialis annua L.,
une Euphorbiaceae répandue dans tout le pays et dans la région Euro-méditerranéenne. Cette
espece est connue par sa toxicité et aussi utilisée dans la pharmacopée traditionnelle. Mais la
composition chimique et les propriétes larvicides des différentes parties de cette plante restent
a explorer. Mercurialis annua L. était utilisée en médecine traditionnelle (Oran et Eisawi,
2014), elle possede une vertu laxative ; en traitant les pathologies du systéme digestif tout en
augmentant le transit intestinal et en facilitant I'évacuation des sels, avec des activités
purgatives, en aidant a évacuer le contenu des intestins. En plus, la plante était utilisée pour
traiter la constipation obstinée, I'inflammation circonscrite dans les intestins et I'estomac. Elle
est utile contre la rétention d'eau et les pathologies de la vessie (Blanco-Salas et al., 2019). Elle
a également des propriétés diurétiques, en augmentant la production d'urine et aidant ainsi a

améliorer le fonctionnement du systéme urinaire.



Mercurialis annua L. est une plante émétique qui provoque des vomissements. En dehors du
systeme digestif et urinaire, la plante a montré son efficacité pour traiter les maladies
gynécologiques telles que la molimina menstruelle (Aldouri et Shakya, 2018), et elle posséde
des propriétés anti-laiteuses qui stop la sécrétion de lait chez les femmes qui veulent arréter
I'allaitement. Des travaux de recherche au Maroc, indiquent que l'extrait aqueux des parties
aériennes de Mercurialis annua L. a une action anxiolytique (Doukkali et Kamal, 2016). La
plante possede également une activité antimicrobienne notable (Al-Bakri et Afifi, 2007).

Des études récentes ont indiqué que des extraits méthanoliques de Mercurialis annua L. se sont
avéres avoir une activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses stimulant les cellules du
systéme immunitaire a libérer des cytokines. Ces résultats montrent clairement que l'extrait de
feuilles de Mercurialis annua L. présente un effet cytotoxique sur deux lignées cellulaires, a
savoir le cancer colorectal (HRT-18) et le cancer du sein (T47D) (Bustanji et al., 2012). Des
études anterieures révelent aussi que les extraits méthanoliques de Mercurialis annua L.
contiennent de nombreux flavonoides et plusieurs alcaloides de type pyridinone ou hermidine
(Aquino et al., 1987). Plus récemment, certains chercheurs ont révélé un potentiel insecticide
et larvicide chez Mercurialis perennis L. puis chez Mercurialis annua L. (Aldouri et Shakya,
2018).

Cependant, la littérature ne rapporte que peu d’études sur le lien entre le profil polyphénolique
des différents extraits de Mercurialis annua L. et ’activité larvicide. D’autre part, les stocks de
denrées alimentaires et surtout les céréales qui occupent une place stratégique dans
I’alimentation des Tunisiens ont été toujours sensibles aux attaques par les insectes et plus
précisément par Tribolium confusum Jaquelin Du Val, ce qui a causé une perte quantitative et
qualitative de la denrée stockée. Ceci impose la protection de ces aliments. En effet, parmi les
techniques les plus utilisées, figure la lutte chimique par le biais des insecticides, une méthode

rapide et influente.



Cependant ses inconvénients sont multiples ; on citera a titre d’exemple, les conséquences
sinistres pour la santé humaine due a ’accumulation de ces substances chimiques dans nos
aliments. Il apparait de nécessaire d’explorer des pistes pouvant contribuant a la lutte biologique
contre ce ravageur des denrées de stockage. Dans ce contexte, nous avons exploré différents
extraits de M. annua contre les larves de T. confusum en vue d’une meilleure protection des
denrées stockées. Par ailleurs certaines Euphorbiaceae telles que le ricin et le jatropha se
trouvent dotées d’un pouvoir anti -acétylcholinestérase qui peut étre utilisé contre la maladie
d’Alzheimer (Wafa et al., 2014).

Ces activités intéressantes permettraient d’envisager une valorisation semi-industrielle de cette
plante endémique.

Le présent manuscrit est structuré en trois parties précédees d’une introduction générale et
suivies d’une conclusion générale et des perspectives. La premiére partie a porté sur une revue
bibliographique qui a pris en compte les monographies sur I’espéce M. annua et les larves de
T. confusum et I’importance des composés phénoliques, leur classification, leurs activités
biologiques et leur intérét comme inhibiteurs enzymatiques.

La deuxieme partie a décrit le matériel végétal et animal utilisés ainsi que la méthodologie
d’identification et de quantification des polyphénols et I’évaluation de leur activité anti-
oxydante, et la caractérisation par LC-MS des différents composés actifs.

La troisiéme partie a présenté les résultats liés a I’identification et la quantification des
polyphénols, I’évaluation de leur activité, anti-oxydante. La caractérisation par LC-MS des
différents composés actifs, ’activité larvicides des différents extraits de la plante contre le T.
confusum (et) Dactivité enzymatique en mesurant leur pouvoir inhibiteur de
I’acétylcholinestérase des extraits. Cette troisiéme partie a aussi présenté la discussion des

résultats.
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I. Généralités sur Mercurialis annua L.
I.1. Taxonomie et description botanique de Mercurialis annua L.

D’aprés APG IV (2016), M. annua est une espéce du regne des Plantae, sous-régne des
Tracheobionta, de I’embranchement des Mesangiospermae, de la classe des Magnoliopsida, de
I’ordre des Malpighiales et de la famille des Euphorbiaceae qui compte environ ente 5 000 et
8 000 espeéces réparties en 250 genres dont les graines appréciées les insectes sont facilement
disséminées dans la nature (Remy, 2017). Le genre Mercurialis (Euphorbiaceae) comprend 10
espéeces principalement réparties dans les régions du bassin méditerranéen occidental. a savoir
M. annua L. (mercuriale annuelle), M. ambigua qui est parfois regroupée avec M. annua (Tutin,
et al., 1968), M. perennis (mercuriale vivace) et M. tomentosa L., M. ovata Sternb. et Hoppe,
et M. leiocarpa Sieb. et Zucc., M. corsica Cosson, M. elliptica Lam., et M. reverchonii Rouy.
(Krahenbuhl et al., 2002).

Appelée mercuriale des jardins en francais, annual mercury en anglais (INRA, 2000), harrigua
melsa en Arabe ( Lahsissene et al., 2009), M. annua est une plante annuelle strictement diploide
(2n = 16) par opposition aux autres especes du genre Mercurialis qui sont polyploides (Shafiei
et al., 2006). Cette petite plante annuelle a un cycle de vie court qui dure environ 6 semaines
de la graine a la graine. Avant la floraison, les plantes femelles et males de M. annua sont
indiscernables et peuvent étre identifiées par des marqueurs moléculaires spécifiques (Yang et
al., 1998; Khadka et al., 2002). Il sagit donc d'une plante dioique (Figure 1), herbacée
caractérisée par une hauteur allant de 10 a 60 cm, (Britton et Millspaugh, 1920; Bencivenga et
al., 1979; Hanf, 1983), glabrescente, a racine pivotante, rameuse dressée, aux nceuds bien
marqués, est feuillue et densément ramifiée des la base. Les feuilles sont pétiolées, ovales,
lachement crénelées-dentées, ordinairement arrondies a la base, a pétiole court dégageant une

odeur désagréable (Silberfeld , 2013).



Inflorescence
male
Fleur femelle

Figure 1 : Pied femelle (Le Driant, 2010) et Pied méale de M. annua (Silberfeld, 2013)

Les fleurs méles verdatres de petite taille montrent 8 a 15 étamines jaunatres et sont organisées
en épis axillaires (Figure 2). Les fleurs femelles verdatres (Figure 2), ont une taille de 3a 4 mm,
peu nombreuses, en petites inflorescences axillaires (Lelong, 2008). Cependant, on peut trouver
des fleurs males et des fleurs femelles sur le méme pied : moncecie ( Stichmann, 2000) et des
fleurs qui disposent chacune des organes males et femelles : hermaphrodisme (Gillot, 1924).
M. annua fleurit entre mai et décembre. Le fruit est une capsule large de 3 a 4 mm formée de
deux coques qui contiennent deux graines, de couleur grise, chaque graine est pourvue d’une
expansion charnue appelée élaiosome, qui produit une huile dont raffolent les fourmis. Cette
capsule est hispide capable de s’accrocher au pelage d’un animal de passage ou aux vétements
du jardinier, participant ainsi a la dissémination de la plante (Ait-Ali et Allison, 1993). Bien
que ce soit une annuelle, Mercurial a une tres longue période de floraison du début du printemps
au début de I'hiver. M. annua est anémophile (Lisci et al., 1996). La période de floraison et de
maturité des graines dépend de la situation géographique. En Europe centrale et dans le nord de
I'ltalie, elle s'étend de mi-mars a mi-septembre, tandis que dans les pays méditerranéens du
centre et du sud de I'ltalie, les plantes fleurissent et produisent plus ou moins de graines toute
au long l'année. (Charpin et al., 1974). Les graines sont activement collectées par les fourmis

et amenées au nid, ne germant que lorsque le labour du sol détruit le nid (Pacini, 1990).
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Figure 2 : a) : Détail d’un épi de fleurs maéles et b) : Détail d’une fleur femelle montrant les 2 stigmates velus
surmontant ’ovaire de Mercuriale de jardins (Silberfeld , 2013).

La semence de couleur gris a brun clair est petite (1.2 - 1.8 x 2 - 2.5 mm), ovoide et
caronculée par une paroi lisse réticulée rugueuse (Ait-Ali et Allison, 1993 ; Gasquez et

Lonchamp, 2013) (Figure 3).

|

Figure 3: Graine de Mercurialis annua L. (Cliché personnel)

1.1.2. Répartition géographique et écologie de M. annua

La mercuriale est tres répandue en Europe, en Asie occidentale et en Afrique
septentrionale (Layens Georges et Bonnier Gaston, 1894). C’est une espéce commune partout
en France, elle est fréquente en cultures de printemps et d’été (Programme CASDAR
Désherbage mécanique, 2012).
En Tunisie la Mercurialis annua L. est courante dans le nord, moins présente au centre du pays

mais absente au Sud (Pottier-Alapetite, 1979).



Geénéralement les mercuriales préferent les milieux qui présentent une faible humidité
atmosphérique voir un peu sec. De plus, ce genre de plante existe prés des milieux marins ou la
lumiére est un facteur trés important pour leur développement et leur croissance (Figure 4a).
D’autre part, les caractéristiques du sol ont une grande valeur pour la survie des mercuriales.
En effet, elles sont mésophiles et nitrophiles et poussent mieux sur un sol a texture argileuse

(Figure 4b) (Julve, 1998).

Caracbéristoues Climatiques a caracbéristiques du sol b
- [ -] [ LT
Réaction |:|}|-g| B 5 .m
M MLUTRIE
upie rochers
2 LLLIE 4 Ll
e T, ........
fesfilpbrang Vi
Sabraté —. =
Matiére Organique ) 20 e o

Figure 4: a) : Caractéristiques climatiques (a) et édaphiques de M. annua (b) (Julve , 1998)

1.1.3. Toxicité de M. annua
Toute la plante femelle est toxique avec une toxicité maximale de la floraison a la formation
des graines (Lelong, 2008). Cette toxicité n'est que partiellement diminuée lors de la
dessiccation de la plante apres coupe et séchage ( Lebeau, 2002).
L’intoxication affecte principalement les bovins ( Lebeau, 2002). Elle attaque leur foie en
provoquant une hémolyse (Pearson, 1991). Les animaux s’intoxiquent en consommant la plante
fraiche ou des fourrages ou des ensilages fortement contaminés par la mercuriale (Institut de

I’élevage, 2008 ; Le point vétérinaire, 1998).



En effet, les vétérinaires témoignent que M. annua est une source d’intoxications chez les ovins
et les bovins qui deviennent atones et anorexiques, souffrant de diarrhée et d’une anémie

hémolytique.

1.3. Activités biologiques de quelques especes d’Euphorbeacea
1.3.1. Activité larvicide
Les Euphorbiacées se caractérisent par I’activité larvicide. En effet, le latex et I’écorce de tige
d’Euphorbia tirucalli L. montrent une efficacité contre les larves de moustiques Culex
quinquefasciatus L. (Yadav et al., 2002). Ainsi que les extraits d’écorce et des feuilles de
Jatropha curcas L. causent une mortalité d’Anophélesae gyptie et de Culex quingquefasciatus
L. (Rahuman et al., 2008). De méme, d’autres recherches ont montré que les extraits de
Jatropha curcas L. et Azadirachta indica sont des larvicides prometteurs qui attaquent et luttent
contre les moustiques (Agbizounon, 2010). Li et al., (2012), ont confirmé que ce sont les
métabolites secondaires qui sont a I’origine de cette activité larvicide. En effet, les alcaloides

comme la nicotine (Figure 5) empéchent la croissance des larves de tabac (Herbert et al., 1998).

Micotine
(Nicofiana Tabacum)

Figure 5 : Structure d’un alcaloide (1a nicotine) (Muniz, 2006)
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1.3.2. Activité insecticide

L’activité insecticide est bien connue chez la famille des Euphorbiacées ce qui la rend
intéressante comme espéce insecticide. En effet, bien que Jatropha soit victime des insectes
ravageurs, la richesse de ses graines en huiles lui permet d’étre efficace contre ces insectes tels
que Callosobruchus chinensis L. (Abdoul Habou et al., 2013).
Les travaux menés par Ratnadass et al., (1997) ont attesté ’activité insecticide d’extrait de
Jatropha curcas L. contre Busseolafusca. Les extraits aqueux des différentes parties notamment
les feuilles fraiches de Jatropha ont affiché aussi une potentialité insecticide contre les insectes
Colletotrichum gloeosporioides et contre les maladies qu’ils causent (Ogbebor et al., 2007).
Cette activité est due aux métabolites secondaires (Zobel et Brown, 1990; Li et al., 2012) telle
que les alcaloides comme la nicotine (Herbert et al., 1998) et I’anabisine (Khodjaniyazov et al.,
2012). Les flavonoides sont aussi des phytoalexines qui sont caractérisés par leur efficacité

contre les insectes (Zobel et Brown, 1990; Maillard et al., 1996).

1.3.3. Activité molluscicide
Beaucoup de recherches ont été menées sur 1’effet des extraits des plantes et particulierement
des Euphorbiacées contre les mollusques. Nous pouvons citer la potentialité des extraits aqueux
de latex de Euphorbia tirucalli L. contre les escargots d’eau douce comme Lymnaea cuminita,
Lymnaea natalensis, Biomphalaria glabrala et Bulinus guernei (Yadav et al., 2002). Ces types
d’extraits ont causé une mortalité totale aprés 7 jours d’exposition avec des concentrations,

d’extraits aqueux des feuilles et des graines, qui varient entre 0.1 et 0.3 g/L (Vassiliades, 1984).
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1.3.4.  Activité antimicrobienne

Cette propriété est aussi un sujet d’étude par les chercheurs. En effet, ’espéce
d’Euphorbia tirucalli L. et grace a ses extraits implique une activité antimicrobienne in vitro
sur des bactéries Gram négatives et Gram positives ainsi que sur le virus Herpes simplex (Yadav
et al., 2002). De fagon générale, les métabolites secondaires se considerent comme la clé vodte

du systeme d’interactions entre les plantes et leur environnement (Zobel et Brown, 1990).

En effet, les terpénoides (exemple : la buteline) (Rosine, 2009) (Figure 6), les alcaloides (Lazar,
2005) et les flavonoides (Maillard et al., 1996), présentent des potentialités antiseptiques (Heim
et al., 2002) contre les bactéries ( Zobel et Brown, 1990) et les virus (Allinger, 1977; Nkhili,
2009). Les tanins (surtout les tanins condensés) possedent des activités antibactérienne et

antiviral (Fukai et al., 1991; Romani et al., 2006).

Figure 6 : Structure d’un terpénoide (la buteline) (Rosine, 2009) et d’un tanin condensé ( Guignard, 1996).

1.3.5. Activité antifongique
L’activité antifongique a fait 1’objet de plusieurs recherches (Hmiri et al., 2011; Mohammedi,
2013; Stojkovi¢ et al., 2013) afin d’améliorer les conditions de conservation des denrées

alimentaires.

12



Les huiles essentielles de Drypetes gossweileri montrent une efficacité a 1’égard des
champignons de Trichophyton rubrum et leur utilisation est connu depuis longtemps (Ndoye
Foe et al., 2016). De plus, Banzouzi et al., (2002) ont prouvé que I’espéce d’Alchornea
cordifolia affiche une activité anti-fongique sur Microsporum canis et Trichophyton
mentagrophytes. Les métabolites secondaires qui sont considérés comme phytoalexines sont
impliqués dans la défense contre les champignons (Zobel et Brown, 1990). Les flavonoides
(Maillard et al., 1996), les terpénoides et les polyphénols sont bien connus par cette propriété

antifongique (Rosine, 2009).

Il. Composés phénoliques et quelques activites dépendantes
Selon l'affiliation chimique, il existe plus de 200000 types de métabolites secondaires, terpenes,
alcaloides, composés acétyléniques, cires et composés phénoliques (Vermerris et Nicholson,

2006).

I.L1. Composés phénoliques

Les composes phéenoliques sont des métabolites secondaires et constituent I'un des groupes les
plus représentatifs du regne végétal, avec plus de 8000 structures phénoliques.

Ils constituent un groupe de substances diverses et omniprésentes. Ceux-ci incluent les
flavonoides, les tanins, les dérivés de phénylpropanoides (lignanes, esters et amides d'acide
hydroxybenzoique), stilbénes, la coumarine, l'acide hydroxybenzoique et de nouveaux
composeés sont constamment découverts (Marouf et Vallaade, 2000; Hopkins, 2015; Georgé et
al., 2005). Bien qu'ils soient trés divers, ils partagent tous un ou plusieurs cycles benzéniques
avec une ou plusieurs fonctions hydroxyle.

Ils sont divisés en plusieurs catégories : les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins
obtenus par polymérisation des flavonoides, les lignanes avec les isoflavones sont nommés
phyto-oestrogenes (SFA, 2005).
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Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d'atomes de carbone dans le squelette

basique. Ces structures peuvent étre sous forme libre ou liées & des esters ou hétérosides

(Bruneton, 1999). lls peuvent étre divisés en plusieurs classes (Tableau 1, Figure 7), et leurs

squelettes de base varient en complexité allant des simples phénols C6 aux flavonoides C15 et

aux molécules proches. Puis en modifiant le degré de la chaine principale (degré d'oxydation,

degré d'hydroxylation et degré de méthylation, etc.). Enfin, ces molécules basiques peuvent étre

associées a d'autres molécules (glucides, lipides, protéines, etc) (Beta et al., 2005; Herbert

Baxter et al., 1998; Macheix et al. , 2005).

Tableau 1: Les principales classes de composés phénoliques (Harborne, 2000; Macheix et al., 1990)

‘::?‘I:Eﬂ? Classe Exemple origine
Cy Phénols simples Catéchol
Cy-C, Acides hydroxybenzoiques | p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Ciy-Cs Acides hydroxycinnamiques | Acides caféique, férulique | Citrus
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
C,—C;4 Naphtoguinones Juglone MNoix
Cs C2-Cs |Stilbénes Resvératrol Vigne
Cy —C:-C; |Flavonoides
¢ Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, légumes, fleurs
* Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleure, fruits rouges
¢ Flavanols Catéchine, épicatéchine | Pomme, raisin
s [Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Déidzéine So0)a, pols
(Cs—Cs); |Lingnanes Pinorésinol Pin
(Cs—Cy)a |Lignines Bois, noyau des fruits
(Cis)a Tannins Raisin rouge, Kaki
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Figure 7 Classification des composés phénoliques
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11.2. Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont une variété d'activités biologiques (Figure 8), en fonction de leur structure
chimique. lIs constituent une importante famille d'antioxydants dans les plantes, les fruits et les
Iégumes, contenant plus de 6000 molécules. Ils sont différents des antioxydants synthétiques,
tels que butylhydroxyanisole (BHA) et butylhydroxytoluéne (BHT). Les polyphénols sont
inoffensifs pour la santé humaine (Bounatirou et al., 2008). Ces composés ont des effets
anticancéreux, anti-inflammatoires, anti-athéroscléreux, anti-thrombotiques, analgésiques,
antibactériens, antiviraux et anticancéreux (Ali et al., 2007), anti-allergénes et vasodilatateurs
(Falleh et al., 2008) et des antioxydants (Gomez-Caravaca et al., 2006).

En effet, ils sont de plus en plus utilisés en thérapie (Crozier et al., 2010). De nombreuses études
ont montré que les polyphénols sont impliqués dans la prévention des maladies
cardiovasculaires (Manach et al., 2005).

Les polyphénols agissent, aussi en inhibant I'agrégation plaquettaire, qui est impliquée dans le
phénomene de thrombose, qui entraine une occlusion artérielle (Manach et al., 2005). Ils sont
classés comme des veinotoniques et des vasculo-protecteurs (Ghosh et Scheepens, 2009).
Certains polyphénols font également l'objet d'études cliniques comme des antiagrégants
plaquettaires, ou hypotenseurs sans résultats probants (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols peuvent également contrdler la croissance et le développement des plantes en
interagissant avec diverses hormones de croissance des plantes. Ils permettent aux plantes de
résister aux rayons ultraviolets. Certains d'entre eux agissent comme des phytoalexines, comme
I'alcool isoflavone, pour lutter contre les infections causées par des champignons ou des
bactéries (Makoi et Ndakidemi, 2007). Les pigments non azotés sont impliqués dans le
processus de pollinisation : ils attirent I'attention des insectes pollinisateurs ou, au contraire, ils

sont utilisés pour dessiner des formes pour résister aux prédateurs.
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D'autres sont des inhibiteurs enzymatiques, impliqués dans la protection des humains contre
certaines maladies (Bruneton, 1999). Les polyphénols sont également utilisés comme additifs,

pigments, ardmes ou conservateurs dans l'industrie alimentaire (Bruneton, 1999).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

\_"Anﬁ -Ofydom \—j
»‘it_j:\--___ M g 7

NF-x8
Détoxifiant <—"“~§.POLYPHENOLS:-‘.Z_: ——> Anti-inflammatoire C
iINOS

Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique
2T
eNOS NO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique
Figure 8: Effets biologiques des polyphénols (Martin and Andriantsitohaina, 2002).

11.3.  Activité anti-oxydante des polyphénols
Les antioxydants biologiques ont été définis comme des composés qui protégent les systemes
biologiques contre les effets potentiellement nocifs des processus ou des réactions susceptibles
de provoquer une oxydation excessive. Notre corps est riche en antioxydants endogenes et des
antioxydants exogenes peuvent étre trouvés dans la nature (Retter et al., 1996). Les réactions
biochimiques dans le corps humain produisent des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) et des
radicaux libres. Ces radicaux libres peuvent oxyder et endommager I'ADN et les protéines,
entrainant certaines maladies. Les effets destructeurs des radicaux libres peuvent étre évités par
des antioxydants, qui peuvent neutraliser les radicaux libres et éliminer leurs effets destructeurs

sur les composants cellulaires.
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Les flavonoides sont des composés ayant une activité anti-oxydante évidente (Hodek et al.,
2002). Les flavonoides expriment des propriétés anti-oxydantes majoritairement de la maniére
suivante : capturent directement les ERO, suppriment leur formation en inhibant certaines
enzymes pro-oxydantes ou en agissant comme des chélateurs d'ions métalliques, (Boudiaf,

2018).

I1.4. Activités enzymatiques des polyphénols

Les flavonoides sont des inhibiteurs d’une variété d'enzymes impliquées dans divers
mécanismes biologiques. A titre exemple, 'histidine inhibe la décarboxylase, I'élastase, la
hyaluronidase et la phosphodiestérase de I'AMPC. lls peuvent également prévenir ou au moins
réduire le diabéte en inhibant I'aldose réductase (Chaudhry et al., 1983).

Certains flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires importantes qui leur
permettent d’inhiber la biosynthése des prostaglandines par l'inhibition de certaines enzymes
impliguées dans leur biosynthese (lipoxygénase, phospholipase, cyclooxygénase).

De nombreux agents peuvent inhiber la réplication du rétrovirus du SIDA en inhibant la
transcriptase inverse. Les flavonoides se sont avéres étre de bons inhibiteurs de cette enzyme
(Spedding et al., 1989). Les flavonoides, in vitro, sont des inhibiteurs d’enzymes, tels que
I’¢élastase et la collagénase qui sont des inhibiteurs efficaces de la 5-lipoxygénase. De méme la
lutéoline et I’apigénol inhibent la cyclooxygénase et donc la biosynthese des prostaglandines.
Cela peut expliquer l'activité anti-inflammatoire des flavonoides (Bruneton, 1999). Cet effet est
attribué a l'inhibition de certaines enzymes impliquées dans leur biosynthése (lipoxygénase,
phospholipase, cyclooxygénase) (Potapovich et al., 2011). L’activité anti-tumorale de plusieurs
flavonoides, telles que la quercétine, est attribuée a leurs efficacité d’inhiber la topoisomérase

| et Il (Hodek et al., 2002).
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Les flavanols (catéchines et procyanidines) peuvent modifier I'expression de nombreux genes
régulés par le facteur de transcription NF-xB (Hodgson et Croft, 2010; Potapovich et al., 2011).
Les flavonoides possédent une vaste gamme d’activité inhibitrice. De nombreuses enzymes de
mécanismes catalytiques différents sont effectivement inhibées par ces molécules. 11 s’agit
d’hydrolases, d’oxydoréductases, d’ADN synthétases, d’ARN polymérases, des phosphatases,
des protéines kinases, d’oxygénases, d’amino-acide oxydases Isomérases, Ligases et Lyases
(Havsteen, 2002).

D’aprés Joukoff, (2016) un inhibiteur enzymatique est une substance qui se lie a une
enzyme et qui en diminue son activité, soit en rendant ’enzyme inactive soit en empéchant les
substrats de créer des liaisons sur son site de fixation.

En effet, certains inhibiteurs s'associent de maniére réversible a I'enzyme en interagissant de
maniére non covalente :

Elle correspond a une liaison non covalente et peu stable entre ’enzyme et son inhibiteur ;
I’enzyme n’est donc pas totalement inhibée. Il existe plusieurs types d’inhibiteurs : compétitifs,
incompétitifs, non-compeétitifs et mixtes (Wienkers et Heath, 2005; Pelkonen et al., 2008).
D'autres se fixent de maniere irréversible et sont souvent utilisés pour déterminer les groupes
actifs du site catalytique. En effet I’enzyme reconnait I’inhibiteur comme son substrat et va
entamer son action catalytique. L’inhibiteur est dit inhibiteur suicide et inactive I’enzyme de
fagon permanente. Ce type d’inhibition est appelée « mechanism-based inhibition » (MBI)
(Riley et al., 2007).

Le design d’inhibiteur repose actuellement sur le postulat de Pauling (1946) qui suggere que
les enzymes sont des molécules dont la structure est complémentaire de celle des complexes
activés des réactions qu’ils catalysent, c’est-a-dire de la configuration moléculaire intermédiaire

entre celles des substrats et celles des produits de réactions des processus catalysés.
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Cette théorie, reprise par Jencks en 1983, propose I’existence d’inhibiteur d’enzyme

fonctionnant comme anti-AChE

11.4.1. Activité anti-acétylcholinestérase

11.4.1.1. Maladie d’Alzheimer
Dés 1906, le médecin allemand Alois Alzheimer decouvrit la maladie d'Alzheimer. Il s'agit
d'une maladie neurodégénérative (perte progressive de neurones) du tissu cérébral, entrainant
une perte progressive et irréversible de la fonction mentale et de la mémoire. C'est la forme la
plus courante de démence chez I'Homme.
A ce jour, la maladie d'Alzheimer est toujours incurable. Cependant, afin de ralentir la
progression de cette maladie, il est possible d'augmenter le taux d'acétylcholine dans le cerveau
gréce aux inhibiteurs de l'acétylcholinestérase. En effet, les personnes atteintes de la maladie
d'Alzheimer ont des taux d'acétylcholine particulierement bas, ce qui peut expliquer les troubles
cognitifs observés. L'acétylcholine est un neurotransmetteur présent dans les synapses. Il peut
dépolariser la membrane et transmettre des impulsions a la jonction neuromusculaire. L'enzyme
qui provoque I'équilibre nerveux est l'acétylcholinestérase. Ce dernier assure la libération de la
fente synaptique en dégradant l'acétylcholine résiduelle sur le récepteur post-synaptique pour
une nouvelle propagation (Figure 9). Ensuite, la solution pour augmenter le taux d'acétylcholine
au niveau synaptique est de réduire sa dégradation en inhibant I'action de I'acétylcholinestérase
(Houghton et al., 2006a). Des recherches récentes convergent vers cet objectif afin de trouver
des composés qui peuvent remplacer l'acétylcholine et inhiber l'activité enzymatique. Les
médicaments disponibles sur le marché agissent sur cette activité cholinergique en inhibant la

décomposition de l'acétylcholine.
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Jusqu'a présent, la Food and Drug Administration des Etats-Unis a approuvé quatre inhibiteurs

de l'acétylcholinestérase, la tacrine, le donepzil, la rivastigmine et la galantamine.
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Figure 9: Schéma d’une synapse et mécanismes de neurotransmission cholinergique. (Urbain, 2007)

Il est nécessaire de développer de nouveaux réactifs qui inhibent I'acétylcholinestérase. Dans la
pratique traditionnelle, de nombreuses herbes ont été utilisées pour traiter les maladies
cognitives, 'y compris les maladies neurodegénératives et diverses maladies
neuropharmacologiques. La capacité de certaines herbes et de leurs composés phytochimiques
a inhiber l'acétylcholinestérase a été étudiée.

L'étude de l'activité inhibitrice de I'AChE évaluée a l'aide du test d'Ellman a prouvé pour la
premiére fois que l'acide chlorogénique et les catéchines sont des inhibiteurs efficaces de
I'acétylcholinestérase. De plus, la galantamine est un alcaloide isolé a partir de plantes de la
famille des Amaryllidaceae qui est souvent utilisée pour le traitement de la maladie

d'Alzheimer (Ouattara et al., 2013).

11.4.1.2. Principe du test d’Ellman
Le test d'Ellman a évalué la capacité du composé a inhiber 'AChE. Il s'agit d'un protocole
standard qui permet la détermination des mercaptans libres (Figure 9). Le test d'Ellman est basé

sur le clivage de I'AChE l'acétylcholine pour produire de la thiocholine.
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Ce dernier réagira avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un anion jaune.
Cette réaction est illustrée a la figure 10.

En présence d'inhibiteurs enzymatiques, la réaction permet d'étudier les parametres cinétiques
puis de quantifier I'inhibition exprimée par sa CI50 (la concentration réduit de moitié l'activité

enzymatique) (Ellman et al., 1961).

AChE
(CH,),N"CH,CH,SCOCH, + H,0 ——» (CH,),N'CH,CH,S + CH,COO + 2H"

acétylthiocholine thiocholine acétate

ozN@SﬂSQN% ™\
0 0oC COoO

dithiobisnitrobenzoate (DTNB)

Y

05N S + (CH3)3N*CH2CH28 S NO»,
o’oc coo
5-thio-2-nitrobenzoate 2-nitrobenzoate-5-mercaptothiocholine
(Jaune)

Figure 10: mécanisme de dosage de I’activité AChE en utilisant le DTNB et le thionitrobenzoate Réaction
colorimétrique d’Ellman

11.4.1.3. Modélisation
Le criblage virtuel (docking) est une méthode utilisée avec des logiciels spéciaux, qui constitue
un ensemble de programmes informatiques mathématiques spécifiguement congus pour la
chimie pharmaceutique. Cette suite est basée sur une collection de type cible protéique
(enzyme) et de famille d'inhibiteurs ou d'activateurs (ligand). Dans la plupart des cas, il est
nécessaire d'appliquer différentes procédures pour optimiser les résultats et mener une étude

compléte pour observer l'interaction entre le ligand et I'enzyme (Solyom et al., 2014).
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Geénéralement, le criblage virtuel est une méthode d'évaluation biologique du criblage réel, qui
permet de vérifier le mode de liaison et la position d'un nombre illimité et variable de molécules
dans le site actif d'une enzyme. Cela rend cette méthode trés utile et essentielle en chimie
médicinale, et peut en effet étre utilisée comme indicateur de composés qui interagissent avec
les protéines (SGlyom et al., 2014). Par conséquent, le docking vise a évaluer deux structures
chimiques différentes, un ligand et un récepteur, et a étudier leur adéquation. De plus, nous
avons l'opportunité d'étudier I'environnement des acides aminés auquel le ligand peut s'adapter.
D'autre part, comme tout autre programme, le docking a ses inconvénients. Il ignore toute
déformation sur I'enzyme lors du processus de cristallisation ou sur la protéine lors de la liaison
du ligand (Arrault, 2007). Mais nous pouvons résoudre ce probleme en utilisant des logiciels

spécifiques pour minimiser I'énergie de la protéine.
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I11. Généralité sur Tribolium confusum (Du Val)
Le Tribolium rouge de la farine (T. confusum) appartient a la famille des Tenebrionidae. C’est
un coléopteére de taille qui varie entre 2 et 80 mm de long, de forme trés variée, a téguments le
plus souvent rigides, épais, noir mat ou luisant, de teinte sombre, coloré ou « métallique » par
interférence, avec des yeux généralement grands, ovales ou ronds. Les antennes de 11 articles,
avec nervation alaire du type primitif (Balachowsky, 1962).
Tribolium confusum est d'origine Indo-Australienne (Smith et Whitman, 1992) et/est trouvé
dans des zones tempérées, mais survivra I'hiver dans les endroits protégés, particulierement ou
il y a de la chaleur (Tripathi et al., 2003). En Afrique, le Tribolium a une distribution différente
par rapport a celle des climats les plus frais (Smith et Whitman, 1992).
Selon Majka et al., (2008), cette espéce a la position systématique suivante :

Régne : Animal

Embranchement : Arthropode

Classe : Insectes

Ordre : Coleoptera

Sous Ordre : Polyphaga

Superfamille : Tenebrionoidea

Famille : Tenebrionidae

Tribu : Triboliini

Genre : Tribolium

Espeéce : Tribolium confusum (Du Val)
Le cycle de vie de T. confusum comporte quatre phases qui sont I'ceuf, la larve, la nymphe et
l'imago (I’adulte) (Figure 11). La durée du cycle de développement varie de 24 a 26 jours

(Lepesme, 1944).
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'exuvie

Figure 11: différents stades de développement de T. confusum (Duval.) A : I'oeuf (Rebecca et Thomas, 2003) ; B :
larve, C : nymphe, D : adulte (Walter, 2002)

D'apres Scotti, (1978), T. confusum est un ravageur polyphage et cléthrophage secondaire, car
les larves et les adultes se nourrissent surtout de la farine des céréales. lls attaquent les grains

endommagés et escortent souvent les charancons ou parachévent leurs dégats.

111.1. Méthodes de lutte contre le Tribolium confusum (Du Val)

I11.1.1. Lutte préventive et curative
La lutte préventive comprend 1’hygiéne rigoureuse des moyens de transport, des locaux de
stockage, des installations de manutention et des machines de récolte. 1l est trés important
d'isoler les nouvelles récoltes des anciennes cultures dans l'entrep6t (Kellouche, 2005) .
La lutte curative, quant a elle, son but est de prévenir le développement de ravageurs et de
maladies dans le stockage des aliments lors de l'infestation et avant d'atteindre un stade

irréversible plus complexe.
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I11.1.2. Lutte par actions physique
La lutte physique est une méthode qui utilise des agents physiques (mouvement, chaleur,

lumiére, froid, eau, électricité, radiation...) pour réduire au maximum l'activité biologique des
ravageurs des semences. Selon Labeyrie (1962), maintenir un entrep6t de stockage a une
température de -1 ° C pendant un mois peut entrainer la mort d'adultes. L’exposition des graines
aux radiations ultra-violettes de longueur d’onde inférieure a 3126 A° peut provoquer la mort
des ceufs et des larves de premier stade, et produire des individus anormaux apres I'émergence

(Labeyrie, 1962).

111.1.3. Lutte par produits de synthéses

Pour la lutte chimique, Hall, (1970), Haubruge et al., (1988) et Redlinger et al., (1988),
montrent que le moyen de protection le plus efficace est I'utilisation de pesticides de synthese.
Ainsi, les phosphates organiques, les pyréthrinoides de synthese et les produits a base de
principes actifs appartenant a ces deux familles sont souvent utilisés comme pesticides
(Gwinner et al., 1996). Le traitement généralement employé est le traitement par contact qui
consiste a recouvrir les grains, I’emballage ainsi que les locaux de stockage d’une pellicule de
produit insecticide qui agit par contact sur les prédateurs dont I’effet est plus ou moins rapide
avec une persistance d’action plus longue (Cruz et al., 1988) tel que les pyréthrinoides de

synthese en provoquant souvent effet de choc sur les insectes comme Tribolium castaneum.

I11.1.4. Lutte par produits naturels
Les produits naturels d’origine végétale comme des poudres minérales des huiles végétales et
des huiles essentielles issues du phénomene de la phytothérapie (Padin et al., 1997).
A TI'heure actuelle, en raison de ses avantages environnementaux économiques et agricoles, la
lutte biologique est la méthode la plus favorisée dans les programmes de recherche et ceci pour

son maintien de 1’équilibre bioécologique.
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Les huiles essentielles extraites des feuilles des plantes présentent également des propriétés
insecticides tres intéressantes, qui permettent de lutter contre divers insectes nuisibles pour les
stocks des denrées alimentaires (Kellouche, 2005; Tapondjou et al., 2003). Plusieurs huiles
essentielles, poudres et autres extraits de plantes ont été évalués pour leur activité insecticide
contre divers ravageurs des céréales et des légumes, exemple I’application des extraits de
quelques plantes aromatiques et leurs huiles essentielles pour lutter contre la bruche du haricot
Acanthoscelides obtectus (Coleoptera, Bruchidae) et la mite Tineola bisselliella (Lepidoptera,
Tineidae) (Bouchikhi, 2014).

Aussi Boukhalfa et Rouabah, en 2020 ont utilisé différents extraits et huiles essentiels de la
famille de Lamiaceae, de Myrtaceae, de Poaceae et de Astéracees pour lutter contre quelques
coléoptéres (Sitophilus granarius, Sitophilus zeamais, Rhyzopertha dominica, Tribolium
Confusum et Tribolium castaneum Herbst ) et Iépidopteres (Ephestia cautella (Walker), Plodia
interpunctella et Sitotroga cerealella (Olivier))

Ce type d’activité biologique des huiles essentielles sur les insectes phytophages s’exerce a
plusieurs niveaux et réduit le renouvellement des générations. Différents extraits des plantes
comme le Romarin utilisé a une dose de 8 g/ml s’est montrée efficace contre le Tribolium
confusum. Aprés 15 jours d'exposition au traitement, le taux de mortalité dépassait les 40%. De
méme, l'eucalyptus a présenté un taux de mortalité de plus de 50% apres avoir été exposé au
traitement pendant 15 jours, pour une dose de 8 g /ml. Pour le Marrubium vulgare le taux de

mortalité dépassait les 80% pour les mémes doses (Regnault-Roger et al., 2008).
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111.1.5. Lutte biologique
La base de la lutte biologique est d'utiliser des organismes vivants pour réduire le nombre

d'agents pathogénes, réduisant ainsi les dommages aux cultures. Les champignons, les
nématodes, les bactéries, les insectes, tous les étres vivants sont des prédateurs potentiels de
parasites et de ravageurs (Anonyme, 1981).

Cette méthode s'inscrit dans le cadre du développement durable et de la protection des
écosystemes. Son objectif est de réduire la population de ravageurs en utilisant des ennemis

naturels (prédateurs, parasites ou pathogenes),
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Chapitre Il : Matériels et

Meéthodes



I. Echantillonnage

Les travaux se sont déroulés en deux temps avec une phase de terrain et une phase au
laboratoire. Concernant la phase de terrain, elle a consisté a la collecte des feuilles, des graines,
des tiges et des racines des deux pieds males et femelles de I’espece étudiée M. annua. Nos
expérimentations ont été conduites au Laboratoire de Chimie et Physique Approche Multi-
échelles des Milieux Complexes (LCP-A2MC) a I’Université de Lorraine (France) et a la
Faculté des Sciences de Bizerte (Tunisie). L’identification des pieds males et des pieds femelles
de ’espéce végétale et de ’insecte étudiés a été réalisée au sein du Laboratoire de Toxicologie
Végétale et Microbiologie Environnementale a I’Institut Nationale des Recherches de Tunis

(INRAT).

Les pieds males et femelles de M. annua ont été récoltées entre décembre 2015 et février 2016
dans quatre régions tunisiennes différentes : du nord-est au nord-ouest du pays et appartenant a
différents étages bioclimatiques allant du subhumide au semi-aride. Ces provenances sont
Bizerte (B), Béja (Be), Jendouba (J), Nabeul (N). (Figure39). Ensuite, les feuilles, les graines,
les tiges et les racines des plantes ont été sechées a tempeérature ambiante a I'abri de la lumiere

et ont été réduites en poudre (Tableau 2).

Tableau 2 : Données sur les sites d’échantillonnage du M. anuua

Localisation Nom dusite  Coordonnées géographiques Altitude (m) Etage bioclimatique

Latitude 37°16 "N
Nord Bizerte 33 Subhumide
Longitude 9°52" E

Latitude 36°43°31°°N
Nord-COuest Beja 212 Subhumade
Longitude 9°11°317°E

Latitude 36° 30" 02"N
MNord-Ouest Jendouba 141 Subhumide
Longitude 8° 46" 51" E

Latitude 36°27°15°N
Mord -Est MNabeul 12 Semi-aride
Longitude 10°44°05°E
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Figure 12: localisation des sites de collecte de M. annua en Tunisie.

1.L1.  Matériel
Préparation de la poudre
Le matériel végétal a été séché a température ambiante a l'abri de la lumiere et a été réduit
en poudre par un broyeur ultracentrifuge de modele Retsch ZM 200 (Haan, Allemagne), d’une
capacité de 900 ml avec un tamis annulaire de 1 mm et une vitesse de broyage variable. L'ultra-

centrifuge ZM 200 est un broyeur a rotor a grande vitesse de haute performance.

1.1.1.  Les feuilles
Apreés la récolte, les feuilles de I’espéces étudiée ont été lavées avec de I'eau distillée et sechées
a l'obscurité pour éviter la perte de substances actives. Le séchage doit étre fait dans un endroit
protégé pour éviter la contamination causeée par la poussiére, les insectes ou les rongeurs. Les

feuilles sont étalées finement pour optimiser le séchage et éviter la moisissure.
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Apres séchage, Ces dernieres ont été broyées dans un broyeur a marteaux. Les 500 grammes de
poudre obtenus par chaque région sont stockés dans de petits sacs en plastique, étiquetés en

fonction de leur source, puis conservés dans un endroit frais.

1.1.2. Les tiges et les racines
Apreés la récolte, On a immédiatement retiré la saleté des tiges et des racines avec de I'eau du
robinet, puis on les a lavés avec de I'eau distillée. Ils seront ensuite séchés dans une chambre
aéree.
Une fois les racines seches, on les a coupées en petits morceaux et on les a écrasées. On
conserve 500 grammes de poudre provenant de chaque région, apres les avoir etiquetés en

fonction de leur source et les stocker dans un endroit frais jusqu'a utilisation

1.1.3. Lesgraines
Les graines du Mercurialis annua L. sont de tres petite taille, elles ont été séchees a labri puis

elles ont été broyées jusqu’a I’obtention de 200 grammes de poudres sous forme de pate.

1.2. Préparation des extraits
Les extractions hydro-méthanoliques de tous les échantillons de poudre ont été réalisées sous
agitation, 2 g de chaque fraction ont été macérés dans 20 ml de méthanol/eau (70/30) pendant
24 h a température ambiante sous agitation.
L'agitation joue un réle important dans I'extraction, par le solvant, des composés actifs car elle
augmente le contact entre le substrat végétal et le solvant, ce qui contribue a détruire le substrat
et les cellules contenant les produits actifs. D’aprés Cuji¢ et al., (2016), la macération est une

méthode d’extraction douce et efficace.
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L'avantage de la macération est généralement la protection de la plante ou, au contraire, sa
décomposition. Elle consiste a laisser tremper un végétal dans I'eau froide (quelquefois salée)
pendant plusieurs heures, jours, ou alors semaines.

Ensuite, les extraits hydro-méthanoliques ont été centrifugés a 4000 tr / min pendant 30 min.
Le surnageant a été recueilli, filtré a travers des filtres en polytétrafluoroéthyléne (PTFE) de 45

pm et stockés dans des Vials en verre fumé a a -4°C jusqu'a I'analyse (Roby et al., 2013).

Il. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et évaluation de ’activité anti-
oxydante
1.1 Méthodes d’analyse
La spectroscopie UV-Visible peut obtenir des informations qualitatives sur la nature des
liaisons dans un échantillon et peut déterminer quantitativement la concentration de substances
absorbantes dans la gamme spectrale. Ce type de spectre est non destructif et rapide, et a été
largement utilisé dans le travail chimique réel et I'analyse chimique ou biochimique (Antoine,
2012). En effet, cette méthode sera utilisée pour doser les polyphénols totaux, les flavonoides
totaux et les tanins totaux, et peut également étre utilisée pour évaluer l'activité anti-oxydante.
Le spectrophotométre est un instrument largement utilisé en biologie, chimie, recherche
clinique et environnementale. 1l peut mesurer les propriétés de la lumiére dans une partie
spécifique du spectre électromagnétique et est généralement utilisé dans I'analyse spectrale pour
identifier les matériaux (Butler et Laqua, 1995).
La spectrophotométrie est utilisée pour mesurer I'absorbance dans la gamme UV / visible. La
spectrophotométrie d'absorption ultraviolette-visible peut étre utilisée pour une mesure

quantitative.
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L'absorbance du composé est analysée quantitativement en appliquant la loi de Beer-Lambert :

A= Log (’0/1) =elL.C

- A : Absorbance exprimé en unité arbitraire (u.a.),
- lo: Intensité lumineuse incidente,

- | : Intensité lumineuse transmise par 1’échantillon,
- &: Coefficient d’extinction molaire,

- L : Largeur de la cuve,

- C : Concentration de la solution.

1.2. Quantification du contenu phénolique total (PPT)

Les teneurs phénoliques totaux (PPT) ont été déterminées selon la méthode de Mousavi et al.,
(2019)en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

La méthode des réactifs de Folin-Ciocalteu pour la détermination des polyphénols totaux a été
décrite dés 1965 (Singleton et Rossi,). Depuis lors, son utilisation a été largement utilisée pour
caractériser des extraits de plantes provenant de diverses sources (Boizot et Charpentier, 2006).
Ce reactif est également connu sous le nom de réactif phénolique de Folin ou réactif de Folin-
Denis, également appelé équivalent d'acide gallique (GAE), qui est utilisé pour la détermination
colorimétrique in vitro d'un mélange d'antioxydants phénol et polyphénol.

C'est un acide jaune constitué d'un mélange dacide phosphotungstique (H3PW12040) et
d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il peut étre réduit par les polyphénols pour
former un complexe molybdene (Mo08023) -tungsténe (W8023). Bleu fixe. L'absorption
maximale de la couleur produite est comprise entre 725 et 750 nm, ce qui est proportionnel a la

teneur en polyphénols des extraits végétaux.
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Le compose de référence utilisé dans cette méthode est I'acide gallique. La coloration de la
solution & 760 nm est proportionnelle a la quantité d'acide gallique ou de polyphénols présents
dans I'extrait en standard.

Brievement, 500 ul de réactif Folin — Ciocalteu (1 N) ont été ajoutés a 100 pl de chaque extrait,
qui ont été dilués avec 5 ml d'eau distillée. Aprés 5 minutes, 2 ml de Na2C03 (7%) ont été
ajoutés et le mélange a été incubé a température ambiante. Apres 60 min, l'absorbance a été
mesurée a 725 nm par rapport au blanc (méthanol).

Le composé de référence utilisé dans cette méthode est I'acide gallique. La coloration de la
solution a 760 nm est proportionnelle a la quantité d'acide gallique ou de polyphénols présents
dans I'extrait en standard.

Une courbe d'étalonnage a été préparée en utilisant différentes solutions méthanoliques d'acide
galliqgue comme étalon (0,75, 1,5, 2,56, 3,01, 3,77 et 4,5 mg / ml). Les résultats ont été exprimés
en milligrammes d'équivalents d'acide gallique par gramme de matiere seche (mg GAE / g MS).

(Figure 13).
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Figure 13: courbe d'étalonnage d'Acide Galique
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I1.3.  Quantification du contenu total des flavonoides (FVT)
Les flavonoides totaux (FVT) ont été estimés par des dosages colorimétriques décrits par Chen
et Chen, 2011 avec une légére modification. La concentration de flavonoides totaux a été
mesurée par la méthode colorimétrique du chlorite d'aluminium. Briévement, 100 ul d'extraits
ont été ajoutés dans un ballon contenant 6 ml d'eau distillée. Ensuite, 300 pl de NaNO2 & 5%
ont été ajoutés au ballon. Aprés 5 min, 300 pl d'AICI3 a 10% ont été ajoutés. Finalement, apres
6 minutes, 2 ml de NaOH 1 M ont été ajoutés. La solution a été bien agitée et I'absorbance a été
mesurée a 510 nm avec un spectrophotométre spectrophotomeétre UV-visible Cary 50 Scan
(Agilent, Santa Clara, Californie, USA).
Le mécanisme de la coloration de la réaction est expliqué par (Zhu et al., 2010).
Le réactif est une solution incolore de nitrite de sodium (NaNO2, 5%) et de chlorure
d'aluminium (AICI3, 10%). La réaction d'oxydation des flavonoides conduit a la formation de
complexes absorbant a 510 nm. Ce test compare la D.O observée avec la D.O obtenue par des
étalons de catéchine de concentration connue, de sorte que la teneur totale en flavonoides peut
étre évaluée.
Une courbe d'étalonnage a été préparée en utilisant différentes solutions méthanoliques de
catéchine comme étalon (0,46, 0,63, 0,83, 1,3, 2,05 et 2,24 mg / ml). Les résultats ont été
exprimés en milligrammes d'équivalents catéchine par gramme de matiere seche (mg CE / g

MS). (Figure 14).
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Figure 14: courbe d'étalonnage de Catéchine

I1.4.  Evaluation de I’activité anti-oxydante

Cette méthode est basée sur la dégradation des radicaux DPPH® (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle) représentée par la figure 15. L'antioxydant réagira avec le DPPH", lui
transférant ainsi des électrons singulets. La solution de radical DPPH pourpre sera réduite en
DPPH jaune-vert. En mesurant la diminution du violet en fonction du temps, il sera possible de
déterminer I'lCso, qui correspond au temps aprés la disparition de 50% de la couleur, c'est-a-
dire que la moitié¢ de l'antioxydant réagit avec (DPP+)

Une autre facon d'exprimer les résultats consiste a utiliser I'acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-
2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique, ou Trolox pour construire une plage
standard, puis a rapporter I'absorbance de I'échantillon sur la courbe standard. De cette maniére,
le résultat peut étre exprimé en équivalents milligrammes par gramme de matiére seche. Cette
méthode a été développée par Brand-Williams et al., en 1995. et utilisé pour évaluer l'activité

anti-oxydante.
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Figure 15: Réaction entre le DPPH et un antioxydant donneur de H (AH) Trolox.

Dans notre expérimentation, nous avons utilisé le protocole expérimental développé par
(Mousavi et al., 2019) avec des modifications mineures. Une solution de 200 uM de DPPH a
été préparée dans du méthanol et garder a l'abri de la lumiére

Afin d'étudier I'activité anti-radicalaire de différents extraits, le DPPH est un radical libre violet,
qui est réduit en composé jaune par des composés radicalaires. L'intensité de couleur mesurée
avec un spectrophotométre est inversement proportionnelle a l'activité anti-radicalaire du

composé dont on souhaite déterminer son activité.
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Brievement, dans des tubes, on introduit 100 pl de chaque extrait et 3 ml de la solution
méthanolique de DPPH (2,4 mg / 100 ml), apres agitation, les tubes sont placés dans l'obscurité
a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture a été effectuée en mesurant l'absorbance
a 517 nm. Le blanc était une solution méthanolique de DPPH.

Les conditions expérimentales ont éteé réalisées en trois répétitions.

DPPH + AH (anti-oxydant) <> DPPHH + A (forme réduite: coloration jaunatre)
Une courbe d'étalonnage a été préparée en utilisant différentes solutions méthanoliques de
Trolox comme étalon (0,1, 0,3, 0,7, 1, 1,3, 1,7 et 2 mg / ml). Les résultats ont été exprimés en

milligrammes d'équivalents Trolox par gramme de matiere seche (mg TE / g MS). (Figurel6).
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Figure 16: courbe d'étalonnage de Trolox

I11. Analyses par chromatographie

1. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)
La LC-MS est une méthode d’analyse qui permet de combiner les qualités de Séparation de la
chromatographie liquide avec les capacités de détection de la spectrométrie de masse. Ceci permet de

faciliter I'identification et/ou la quantification de nombreuses substances.
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Le détecteur peut résoudre le phénoméne de co-€lution en identifiant des composés de qualités différentes
et de structures similaires. LC-MS peut analyser une variété d’espéces chimiques. C'est une technique
puissante avec une sensibilité élevée. Son application est de séparer, détecter et identifier des produits
chimiques dans des mélanges complexes. Cette technique convient pour identifier les métabolites

inconnus (Zaiter, 2017) (Figure 17).

Générateur d'azots

Figure 17: appareillage Shimadzu LC-MS 2020.

Le couplage entre la chromatographie liquide et la spectrométrie de masse est courant en chimie
analytique. Les analytes sont ensuite ionisés dans une source d'ionisation (Figure 18).
L’ionisation par ¢€lectronébulisation ou électrospray (ESI) et I’ionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI) sont les deux techniques le plus couramment utilisées en LC-MS. En
effet, ces techniques sont adaptées pour les échantillons sous forme liquide. Notre appareillage
étant équipé d’une source par électronébulisation, seule cette technique sera décrite.

Les trois étapes du processus d'ionisation électronébulisation sont décrites comme suit : la
formation de gouttelettes chargées, qui explosent en gouttelettes plus petites puis forment des
ions en phase gazeuse (Figure 18). La formation de gouttelettes est obtenue en appliquant un

potentiel élevé a I'électrode du capillaire, et I'analyte et la phase mobile atteignent le capillaire.
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L'accélération de I'entrée de gouttelettes chargées vers le spectrométre de masse est fournie par
la différence de potentiel (dizaines de volts) appliquée entre le cone d'extraction de la contre
électrode et le cone de I'électrode d'échantillonnage. Lorsque la solution quitte le capillaire, elle
est polarisée par le champ électrique créé par la différence de potentiel entre le capillaire
d’introduction et la contre-électrode (I'entrée du spectrométre de masse). Le diamétre du fluide
diminue et entraine la formation de ce que I'on appelle des "cones de Taylor". Lorsque le champ
électrostatique est suffisamment fort, en fonction de la polarité de I'ion a analyser, le cbne va
s'étirer et provoquer la formation de gouttelettes chargées positivement ou négativement a sa
surface. Pour faciliter ce processus, un flux d'azote est appliqué parallelement a l'axe du
capillaire d'infusion. Au fur et a mesure que l'aérosol progresse, I'évaporation du solvant fait
diminuer la taille des gouttelettes. Lorsque le rapport charge / surface d'une gouttelette devient
trop élevé (limite de Raleigh), elle se brise en gouttelettes plus petites. Grace a I'évaporation du
solvant et aux explosions "coulombiennes” successives, le diamétre des gouttelettes est
considérablement réduit. Ensuite, les gouttelettes résultantes contiennent un ion en moyenne.
Les ions formés dans la phase gazeuse aprés évaporation du solvant résiduel transférent alors

leur charge a l'analyte (Zaiter, 2017).
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Figure 18: schéma de principe de la source électrospray d’ionisation (ESI) (Tang et Kebarle, 1991).
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La spectrométric de masse est une méthode d’analyse permettant de détecter selon la mesure
de leur masse. On peut qualifier cette technique de balance moléculaire qui donne accés a la
masse moléculaire de la forme ionisée de l’analyte, sous la forme d’un rapport (m/z).
L’ionisation peut étre réalisée soit en détection négative (détection d’anions), soit en détection
positive (détection de cations). Dans le cas d’un analyseur de type quadripdle, la séparation a
lieu dans un champ magnétique sous haute tension au sein du QIA (Quadripole lon Analyzer)
avant leur détection qui transforme le signal des ions en signal électrique. L’intensité du signal

augmente proportionnellement avec le nombre d’ions (figure 19).

Quadripble

Passage au
détecteur

\
| lon résonnant
(Détecté )

source lon non résonant

Figure 19: image illustrant la séparation ayant lieu dans le champ magnétique du spectrometre (Bristol university).

Pour les différentes parties des pieds males et femelle du M. annua la séparation des composés
est basée sur un gradient d'élution adapté a chaque échantillon. La séparation a été effectuée sur
une colonne chromatographique Gemini C18 avec une taille de particule de 3 ul, une longueur
de 150 mm et un diamétre intérieur de 4,6 mm. La phase mobile est un mélange d'acide
formique a 0,5% en solution aqueuse (A) et d'acétonitrile (B). Le volume d'injection est de 20
pL et le débit de la pompe est réglé a 0,6 ml / min. La colonne est thermostatée a 30 ° C dans

un four.
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Le gradient d'élution suivant est utilisé :

- De 0a5min: gradient linéaire de 90 :10 (A : B) ;

- De 5 a7 min de gradient linéaire de 90 :10 4 86 :14 ;

- De7al7 min: élution a 86 :14 ;

- De 17 219 min : gradient linéaire de 86 :14 4 75 :25 ;

- De19a14 min: élutiona 75 :25;

- De 24 a25 min : gradient linéaire de 75 :25410:90 ;

- De 25431 min: élution a 10h90 ;

- De 31 a 32 min : gradient linéaire de 10h90 a 90h10 ;

- De 32 a40 min : élution a 75 :25 (étape de rééquilibrage).
Le gradient convient a chaque échantillon pour optimiser la séparation du composé cible pour
obtenir le meilleur effet de séparation. Plusieurs gradients ont été testés pour établir des
caractéristiques d'extrait qui expriment une bonne resolution. Pour détecter les composés dans
les extraits de plantes, des détecteurs UV PDA (détecteurs a barrette de photodiodes) et des
spectromeétres de masse sont utilisés.
Les paramétres du spectrophotometre de masse sont les mémes pour tous les échantillons. La
source fonctionne en mode négatif, le débit de gaz d'atomisation est réglé a 1,5 L / min et le
débit de gaz de séchage est réglé a 15 L / min. La température du module source est réglée a
350 ° C et la ligne de désolvatation est réglée a 250 ° C. La tension électrospray est de -4000V.
Afin d'éviter les sources de pollution, des extraits de plantes ont été dilués.
L'identification et la caractérisation des composés actifs dans les extraits végétaux sont basées sur
l'analyse des standards respectifs, comparant le temps de rétention (tR) et le rapport m/ z [M-H] des
ions- (dans la plupart des cas, en mode négatif).
Afin deffectuer la quantification, une courbe d'étalonnage a cing niveaux est générée apres des

injections d'étalons avec des concentrations connues (3 répétitions). Ces courbes d'étalonnage ont été

établies pour tous les principes actifs du marché.
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La sensibilité de cette méthode est évaluée en déterminant la limite de détection (LOD) et la limite de
quantification (LOQ), qui sont respectivement définies comme 3 fois et 10 fois la valeur du bruit de
fond.

Les formules utilisées pour le calcul sont les suivantes : LOD=3c/a et LOQ=100c/a

—Y:)2
Avec: o= /—Z(y Ok
n-1

- a: pente de la courbe de calibration des aires en fonction de la concentration ;
- Y :aire moyenne ;
- Yi: aire moyenne recalculée avec les coefficients de la droite de la régression ;
- n:est le nombre des dilutions réalisés.
On note que comme chaque usine utilise des méthodes danalyse, ces calculs sont effectués

automatiquement et l'analyse est répétée trois fois.

IV. Activité larvicide

V.1 Mateériel animal
Le Tribolum rouge de la farine, objet de nos essais de toxicite, a été élevé au Laboratoire
de Biotechnologie Appliquée a I’ Agriculture, Section Entomologie de I’Institut Nationale de la
Recherche Agronomique de Tunis (INRAT). L’¢levage est effectué dans des boites en plastique
(Figure 20) sous les conditions suivantes : une température variante entre 20 et 25°C, une
photopériode de 12 heures lumiere/12 heures obscurité et une humidité de 40 a 45%. L’insecte
est maintenu sur différents substrats d’élevage : mais, blé, semoule, farine. Seules les larves de

5mm de long et de couleur jaune pale ont été utilisées (Benoit et al., 1998).
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Figure 20: Elevage de Tribolium confusum (Du Val) au laboratoire (photo originale).

V.2 Tests de toxicité

Les extraits aqueux ont été obtenus a partir des graines et des feuilles des plantes males et
femelles selon la méthode de Aouinty et al., (2006) et Soha et al., (2019) avec une légére
modification. Dans notre étude, la macération des poudres dans 1’eau distillée a été réalisée au
laboratoire a raison de 10 g de poudres / 100 ml pendant 24 heures, puis filtrés a l'aide d'un
papier filtre Whatman (3 mm). Le filtrat résultant représente une solution mere initiale a 10%.
Pour donner plus de signification aux quantités de matiére végétale soluble dans les extraits
aqueux, ces dernieres ont été concentrées par évaporation sous pression réduite a l'aide d'un
évaporateur rotatif (Figure 22). Les résidus obtenus ont été utilisés dans les tests d'activité
larvicide avec différentes concentrations (0,01 g / ml, 0,005 g/ ml, 0,002 g / ml et 0,001 g/ ml).
La toxicité a été évaluée en placant 15 larves de T. confusum dans un bécher en verre contenant
20 ml de chaque concentration de chaque extrait. Le groupe témoin contient 20 ml d'eau distillée
et 15 larves (Figure 21). La mortalité a été enregistrée apres 6, 12, 24 et 48 h d'exposition et le

pourcentage de mortalité a été rapporté a partir de la moyenne de trois répétitions.
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Figure 22: un Rotavapor

Détermination des concentrations létales (CLso)
La concentration létale (CLso) est définie comme la concentration qui cause 50% de mortalité
dans la population de larves étudiées, pendant un temps donné. (Mohapatra et Rengarajan,
1995). Les estimations de CLso ont été obtenues aprés 24 et 48h, en utilisant une analyse de
régression probit a l'aide de SPSS version 25. Les valeurs CLsg (avec des limites de confiance
a 95%) ont été calculées. Les différences entre les résultats ont été considérées comme
statistiquement significatif lorsque la valeur P < 0,05.
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Longévité des individus
Les mortalités mesurées dans les boites traitées ont été exprimées, selon la formule d’Abbott,
(1925) en mortalité corrigée (TR) en considérant la mortalité naturelle dans les boites témoins.
TR =[(C-T) / (100-T)] *100
Ou TR :taux de mortalité corrigé
C : nombre d’individus vivants chez le témoin

T : nombre d’individus vivants chez les traités

V. Activité anti-Acétylcholinestérase
V.1.Démarche expérimentale

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme spécifique des tissus nerveux et des jonctions
neuromusculaires. Elle hydrolyse rapidement I'acétylcholine (neurotransmetteur) en choline
inerte et en acétate.

L’étude de I’activité anti-AChE est menée selon la méthode développée par Ferreira et al.
(2006) puis plus recemment par Ouchemoukh et al., (2014) avec quelques modifications. Ainsi,
on place successivement, dans des tubes Eppendorf, 650 ul d’une solution tampon de Tris-HCI
(50 mM d’hydroxymethyl aminomethane a pH = 8), 50 ul de I’extrait méthanolique de la plante
a différentes concentrations et 5yl de la solution enzymatique contenant 0,26 unités/ml et
préparée dans une solution tampon de Tris-HCI a pH = 7,5. Les tubes sont incubés pendant 15
minutes a 25°C. La réaction est déclenchée par I’addition de 75 pl de la solution ATCI (15mM
d’acétylthiocholine iodide) et de 250 pl de réactif d’Ellman DTNB (3mM de 5,5'-dithiobis (2-
nitrobenzoate). Aprés 10 minutes, I’absorbance du mélange est mesurée a 405 nm. Le contrdle
négatif est préparé de la méme maniere avec du méthanol au lieu de I’extrait de la plante. Quant

a la galantamine hydrobromide de I’espéce Lycoris sp. est utilisee comme un contrdle positif.
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Les pourcentages d’inhibition (I) sont calculés selon I’équation suivante :

1 (%) = 100 (A extrait 405 nm) 100
=100 — X
> (A controle 405 nm)

V.2.Calcul de la moitié de la concentration inhibitrice maximale (1Cso)

La concentration qui produit 50% d'inhibition a été obtenue a partir de la courbe, qui montre
le pourcentage d'inhibition par rapport aux différentes concentrations de I'échantillon étudié.
Les résultats obtenus présentent les moyennes avec les écarts types de trois répétitions, en
utilisant une analyse de régression probit a l'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 25. Les
différences entre les résultats ont éte considérées comme statistiquement significatif lorsque la

valeur P < 0,05

VI. Calculs statistiques

L'analyse statistique a éte réalisée a I'aide d'un test ANOV A unidirectionnel pour comparer
les effets des différents paramétres (concentration, temps, provenance et sexe) etudiés. Une
ANOVA bidirectionnelle a été utilisée pour estimer la signification de l'interaction des effets
du sexe et des provenances.
Le test de Bonferroni a été utilisé pour étudier les différences entre les dosages des plantes
males et femelles et pour comparer les provenances de M. annua. Tous les tests ont été répétés
trois fois et les résultats ont été exprimés en moyenne + écarts types. La corrélation entre le
PPT, le FVT et l'activité anti-oxydante et la corrélation entre AChE et PPT est présentée par le
coefficient de corrélation de Pearson, qui est I'un des indices statistiques les plus utilisés pour
exprimer l'intensité et le sens (positif ou négatif) de la relation linéaire entre deux variables

quantitatives.
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Ce coefficient varie entre -1 et +1. La relation linéaire sera donc d'autant plus forte que la valeur
du coefficient est proche de +1 (corrélé positivement) ou de -1 (corrélé négativement), et
d'autant plus faible qu'elle est proche de O.

Les résultats ont été considérés comme statistiquement significatifs lorsque P <0,05. Les

processus statistiques ont été réalisés a l'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 25.0.
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Chapitre 111 : Résultats et

Discussions



Résultats

I. Dosage des composes phénoliques des différents organes de M. annua

I.1. Dosage des polyphénols totaux des différents organes
Le dosage des polyphénols totaux (PPT) des extraits hydro-méthanoliques des feuilles, tiges,
racines et graines de M. annua a été réalisé en utilisant I'appareil spectrophotométrique UV-
visible. Les résultats rapportés sur la figure 23 montrent que la distribution du PPT varie selon
la région et le sexe. En effet, les extraits des feuilles de Bizerte sont les plus riches en
polyphénols totaux avec plus de 100,41 mg EAG/g MS pour les extraits des pieds méles et 89,7
mg EAG/g MS pour les extraits des pieds femelles. Alors que les extraits de la région de Beja
possedent les teneurs les plus faibles en polyphénols totaux avec une concentration de 44 mg
EAG/g MS pour les pieds femelles et 47,49 mg EAG/g MS pour les pieds males. D’autre part,
I’analyse quantitative des PPT des extraits des graines des quatre provenances de M. annua
dévoile la richesse de ces dernieres en PPT. La figure 23 montre que la provenance de Bizerte
présente la quantité la plus importante en PPT avec une moyenne de 46.93 mg EAG/g MS, suivi
de la région de Nabeul avec une moyenne de 37,12 EAG/g MS et de la région de Jandouba avec
une concentration moyenne de 27.73 EAG/g MS, alors que les graines de la région de Béja sont

les moins concentrés en PPT avec une moyenne de 18.29 mg EAG/g MS.
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Figure 23: Concentration des PPT des pieds males et femelles de M. annua. Les résultats du test de Bonferroni sont
significativement différents & P <0,05. Les colonnes marquées la méme lettre sont significativement différentes & P
<0,05. (1) feuilles, (2) graines, (3) tiges, (4) racines

Concernant, la teneur en PPT des différents extraits des tiges, celle-ci varie entre 36. 66 et 14.

81 mg EAG/ g MS pour les pieds males et entre 34. 80 et 13. 65 mg EAG/ g MS pour les pieds

femelles. La concentration des PPT la plus faible a été enregistrée dans les extraits des tiges de

la région de Béja, avec un taux de 14. 81 mg EAG/ g MS pour les pieds males et 13,65 mg

EAG/ g MS pour les pieds femelles. Les extraits des tiges de la région de Bizerte affichent les

doses les plus élevées ou on a enregistré 36. 33 mg EAG/ g MS dans les pieds méles et 34. 80

mg EAG/ g MS dans les pieds femelles.
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Le dosage des PPT des racines dévoile que les extraits des pieds males et femelles de la région
de Bizerte étalent les teneurs les plus élevées avec 32.17 mg EAG/g MS pour les pieds méales
et 30.16 mg EAG/g MS pour les pieds femelles, suivi par les extraits des pieds méles et femelles
de la région de Nabeul avec 29.69 mg EAG/g MS pour les pieds méles et 26.23 mg EAG/g MS
pour les pieds femelles. Quant aux teneurs des extraits de la provenance de Beja, nous avons
enregistré les valeurs les plus faibles avec 14.02 mg EAG/g MS pour les pieds males et 13.43
mg EAG/g MS pour les pieds femelles. Le test ANOVA a un seul facteur confirme une
différence significative concernant les concentrations de PPT des différents organes, entre les
différentes regions, et entre les plantes méles et les plantes femelles (p < 0,05). Alors que le
test ANOVA a deux facteurs ne temoigne pas une interaction entre les deux facteurs régions et

Sexes.

I.2. Variation des teneurs en flavonoides totaux des organes

Le dosage des flavonoides totaux (FVT) des extraits hydro-méthanolique des feuilles, tiges,
racines et graines de M. annua a été réalisé en utilisant lI'appareil spectrophotométrique UV-
visible. Les résultats rapportés sur la figure 24 montrent que la distribution du FVT varie selon
larégion et le sexe. En effet, les extraits des feuilles de Bizerte sont les plus riches en FVT avec
plus de 39,94 EC mg / g MS pour les extraits des pieds males et 22,5 EC mg / g MS pour les
extraits des pieds femelles. Alors que les extraits de la région de Beja possédent les teneurs les
plus faibles en polyphénols totaux avec une concentration de 14,27 mg EC / g MS pour les
pieds males et 14,16 mg EC / g MS pour les pieds femelles

D’autre part, I’analyse quantitative des FVT des extraits des graines des quatre provenances de
M. annua dévoile la richesse de ces dernieres en FVT. La figure 24 montre que la provenance
de Bizerte présente la quantité la plus importante en FVT avec une moyenne de 19.05 mg EC/g

MS, suivi de la région de Jandouba avec une moyenne de 17.76 mg EC/g MS et de la région de

53



Beja avec une concentration moyenne de 14.05 mg EC/g MS, alors que les graines de la région

de Nabeul sont les moins concentrés en FVT avec une moyenne de 14.05 mg EC/g MS.
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Figure 24: Concentration des FVT des pieds males et femelles de M. annua. Les résultats du test de Bonferroni sont
significativement différents & P <0,05. Les colonnes marquées la méme lettre sont significativement différentes & P
<0,05. (1) feuilles, (2) graines, (3) tiges, (4) racines

Concernant, la teneur de flavonoide totale des différents extraits des tiges, celle-ci varie entre

9.51 et 4.55 mg EC/g MS pour les pieds males et entre 7.46 et 3.25 mg EC/g MS pour les pieds

femelles.
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La concentration des FVT la plus faible a été enregistrée dans les extraits des tiges de la région

de Béja, avec un taux de 4.55 mg EC/g ES pour les pieds méles et 3.25 mg EC/ g MS pour les
pieds femelles. Les extraits des tiges de la région de Bizerte affichent les doses les plus élevées
ou on a enregistré 9. 51 mg EC/ g MS dans les pieds méles et 7. 46 mg EC/ g MS dans les pieds
femelles.
Le dosage de FVT des racines dévoile que les extraits des pieds males et femelles de la région
de Bizerte étalent les teneurs les plus élevées avec 7.80 mg EC/g MS pour les pieds méles et
6.34 mg EC/g MS pour les pieds femelles, suivi par les extraits des pieds méles et femelles de
la région de Jandouba avec 5.82 mg EC/g MS mg EAG/g MS pour les pieds males et 4.55 mg
EC/g MS pour les pieds femelles. Quant aux teneurs des extraits de la provenance de Beja, nous
avons enregistré des valeurs les plus trop faibles avec 1.14 mg EC/g MS pour les pieds méales
et 1.95 mg EC/g MS pour les pieds femelles. L’analyse statistique confirme une différence
significative concernant les concentrations de FVT des différents organes, entre les différentes
régions, et entre les plantes males et les plantes femelles (p < 0,05).

Alors, I’interaction entre les deux facteurs régions et sexes n’est pas significative.
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1.3. Variation des activités anti-oxydantes des organes et leurs relations avec les

teneurs en composés phénoliques

1.3.1. Dosage des activités anti-oxydantes des organes
Le dosage des activités anti-oxydantes en utilisant le test DPPH des extraits hydro-
méthanolique des feuilles, des graines, des tiges et des racines de M. annua a €été opéré en

utilisant l'appareil spectrophotométrique UV-visible.

Les résultats de la figure 25 révelent que, par rapport aux trois autres régions, les extraits des
feuilles provenant de Bizerte ont les valeurs les plus élevées pour les deux sexes avec: 22,78
mg ET/ g MS pour les extraits des pieds males et 22,04 mg ET/ g MS pour les extraits des pieds
femelles, suivi par les extraits des feuilles de Jendouba : 22,02 mg ET / g MS pour les pieds
males et 20,45 mg ET/ g MS pour les pieds femelles, et les extraits des feuilles de Nabeul :
20,83 mg/ g MS pour les pieds males et 20,45 mg ET / g MS pour les pieds femelles. Les
extraits des feuilles de Beja ont montré ’activité anti-oxydante la plus faible avec 19,71 mg ET
/ g MS pour les pieds males et 19,67 mg ET / g MS pour les pieds femelles. Comme le montre
la figure 25, les extraits des graines de M. annua ont étalé une activité anti-oxydante élevée
variant entre 22.98 mg ET/g MS et 17.32 mg ET/g MS. Les extraits de la provenance de Bizerte
ont exprimé I’activité anti-oxydante la plus élevée alors que la région de Beja a montré ’activité
anti-oxydante la plus faible. La région de Nabeul a étalé une valeur égale a 19.50 mg ET/g MS

et Jendouba une valeur égale a 18.84 mg ET/ g MS.
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Figure 25: Activité anti-oxydante (DPPH) des pieds méles et femelles de M. annua. Les résultats du test de Bonferroni
sont significativement différents a P <0,05. Les colonnes marquées la méme lettre sont significativement différentes a
P <0,05. (1) feuilles, (2) graines, (3) tiges, (4) racines

Concernant, ’activité anti-oxydante des différents extraits des tiges, celle-ci varie entre 18.46
et 15.91 mg ET/ g MS pour les pieds males et entre 18.01 et 14.96 mg ET/ g MS pour les pieds
femelles. L’activité anti-oxydante la plus faible a été enregistrée dans les extraits des tiges de
la région de Béja, avec un taux de 15.91 mg ET/ g MS pour les pieds males et 14.96 mg ET/ g
MS pour les pieds femelles. Les extraits des tiges de la région de Bizerte affichent les doses les
plus élevées ou on a enregistré 18.46 mg ET / g MS dans les pieds males et 18.01 mg ET / g

MS dans les pieds femelles.
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L’activité anti-oxydante des racines dévoile que les extraits des pieds méles et femelles de la
région de Bizerte étalent les teneurs les plus élevées avec 18.02 mg ET/g MS pour les pieds
males et17.78 mg ET/ g MS pour les pieds femelles, suivi par les extraits des pieds males et
femelles de la région de Nabeul avec 17.44 mg ET/g MS pour les pieds males et 17.21 mg ET/g
MS pour les pieds femelles. Quant aux teneurs des extraits de la provenance de Beja, nous
avons enregistré les valeurs les plus faibles avec 12.20 mg ET/g MS pour les pieds méles et
11.68 mg ET/ g MS pour les pieds femelles. Les analyses statistiques montrent une différence
significative de I’activité anti-oxydante des différents organes, entre les différentes régions, et
entre les plantes males et les plantes femelles (p < 0,05). Alors il n’y a pas d’interaction entre

les deux facteurs régions et sexes.

1.3.2. Estimation de la corrélation entre les teneurs en composés phéenoliques et les
activités anti-oxydantes (AAO)
Les antioxydants naturels ont fait I'objet de nombreuses études car ils ont été utilisés comme
conservateurs dans les aliments en remplacant les antioxydants synthétiques, et ont été
impliqués dans le traitement de nombreuses maladies. A travers ce travail, nous nous
intéressons a I'étude d’une éventuelle relation entre la teneur en composés phénoliques et

I'activité anti-oxydante, des extraits étudiés.
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1.3.2.1. Relations entre teneurs en composés phénoliques et les AAO
> Extraits des feuilles
La relation entre les composés phénoliques totaux, les flavonoides totaux et I’activité anti-

oxydante a été illustrée par les figures 26.
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Figure 26: Relation entre les teneurs en PPT, FVT et I'activité anti-oxydante des extraits hydro-méthanoliques des
feuilles des pieds males (1) et des pieds femelles (2) de M. annua

La figure 26 indique une forte corrélation positive entre les composés phénoliques totaux et
AAO avec un coefficient de corrélation r de Pearson atteignant 0,894 pour les PPT et 0,784
pour les FVT et ceci pour les extraits des feuilles des pieds males.

D’autre part, la figure montre aussi une corrélation positive importante entre les composés
phénoliques totaux et AAO avec un coefficient de corrélation r atteignant 0,854 pour les PPT

et 0,736 pour les FVT et ceci pour les extraits de feuilles des pieds femelles.
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» Extraits des graines

La relation entre PPT, FVT et AAO a été illustrée par la figure 27.
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Figure 27: Relation entre les teneurs en PPT, FVT et I'activité anti-oxydante des extraits hydro-méthanoliques des
graines de M. annua

La figure 27 indique une forte corrélation positive entre les composés phénoliques totaux et

AOA avec un coefficient de corrélation r de Pearson atteignant 0,910 pour les PPT et ,758 pour

les FVT et ceci pour les extraits des graines.
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» Extraits des tiges

La relation entre PPT, FVT et AAO a été illustrée par les figures 28.
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Figure 28: Relation entre les teneurs en PPT, FVT et I'activité anti-oxydante des extraits hydro-méthanoliques des
tiges des pieds males (1) et des pieds femelles (2) de M. annua

La figure 28 indique une forte corrélation positive entre les composés phénoliques totaux et
AAO avec un coefficient de corrélation r de Pearson atteignant 0,974 pour les PPT et 0,625
pour les FVT et ceci pour les extraits des tiges des pieds méles.

D’autre part, la figure montre aussi une corrélation positive importante entre les composés
phénoliques totaux et AAO avec un coefficient de corrélation r atteignant respectivement 0,827

pour les PPT et 0,7148 pour les FVT et ceci pour les extraits de tiges des pieds femelles.

61



> Extraits des racines

La relation entre PPT, FVT et AAO a été illustrée par les figures 29.
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Figure 29: Relation entre les teneurs en PPT, FVT et I'activité anti-oxydante des extraits hydro-méthanoliques des
racines des pieds males de M. annua

La figure 29 indique une forte corrélation positive entre les composés phénoliques totaux et
AAO avec un coefficient de corrélation r de Pearson atteignant 0,953 pour les PPT et 0,684
pour les FVT et ceci pour les extraits des racines des pieds males.

D’autre part, la figure montre aussi une corrélation positive importante entre les composés
phénoliques totaux et AAO avec un coefficient de corrélation r atteignant respectivement 0,928
pour les PPT et 0,794 pour les FVT et ceci pour les extraits de racines des pieds femelles.

Les analyses statistiques avec SPSS montrent une corrélation positivement forte et significative

(»<0,0I)

1.4.  Nature chimique et estimation des concentrations des composés phénoliques par

Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)

L’analyse des extraits des différentes parties des pieds males et des pieds femelles de M. annua
a montré leur richesse en flavonoides tel que la narcissine, la rutine, 1’épicatéchine, la
gallocathéchine et 1’épigallocatéchine.
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La comparaison a une narcissine standard (isorhamnetine-3-o-rutinoside) des profils
chromatographiques des extraits des feuilles de M. annua des quatre régions Bizerte, Beja,
Jandouba et Nabeul, sous PDA & 350 nm et ESI/ MS, a prouvé que la narcissine était le principal
flavonoide dans les extraits étudiés. La quantification des différents composés a été déterminée

en utilisant une courbe d'étalonnage de chaque étalon.

1.4.1. Analyse des extraits des feuilles

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 3 indiquant les quantités des différents flavonoides
dans les extraits des feuilles des pieds males et femelles. En effet, les extraits des feuilles de M.
annua sont riches en narcissine, les feuilles provenant de la région de Bizerte ont affiché la
quantité la plus éleve en ce flavonoide : 885,4 pg / g MS pour les pieds males et 732,78 ug / g
MS pour les pieds femelles suivi de celles de Jendouba : 728,49 pg / g MS (pieds males) et
501,38 ug / g MS (pieds femelles), les feuilles de Beja ont étalé la plus faible quantité de
narcissine : 320,74 pg / g MS (pieds males) et 95,02 pug / g MS (pieds femelles).

Les extraits des feuilles de M. annua étaient également riches en rutine : 44,18 pg / g MS dans
les pieds méles de Bizerte suivi de Jendouba : 24ug / g MS (pieds males), puis la région de
Nabeul avec 10,82ug / g MS dans les extraits des feuilles des pieds males. Les extraits foliaires
des plantes méles de Beja ont exposé la plus faible quantité de rutine : 8,11 ug/ g MS.

Le tableau 3 montre aussi que la concentration de gallocatéchine est importante dans les extraits
des feuilles avec 205,69 ug / g MS pour les pieds males de Bizerte et 155,37 ug / g MS pour
les pieds femelles de la méme région, alors que Beja a affiché la plus faible quantité en
gallocatéchine égale a 57,1 pg / g MS (plante males) et 42,67 ug / g MS (pieds femelles). M.

annua est également riche en épicatéchine et en épigallocatéchine.
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Tableau 3: Analyse quantitative des extraits des feuilles de quatre populations M. annua

Quantite de flavonol en yig /g MS

TR(min) Pieds male Piecs femelle

Bizerte Beja Jandouba Nabeul Bizerte Beja Jandouba Nabeul

Narcissne 15£03 | 865410001 | 32073:0018 | 712648:004 | 92031100388 | 732761038 | 9%02¢01 | 0136£073 | 354.2940.32

Gallocatechine | 73102 | 20568+0005 | 5710043 | 1813610004 | 6189:002 | 15537£0.00L | 4267+ 0.005 15045 59,062 0.2

Ruting 154103 [ 4416:0016 | 811+00002 | 2390005 | 1082:0061 | 1838£0004 | 14:00003 | 1L57£0001 | 7440102

Epigallocateching | 907202 | 3031400007 | 1276:0082 | 2368:0004 | 2088:0006 | 3457200008 | 101100012 | 17.29:0005 | 14630164

Epicateching 1302 | 246004 | 1235£0000 | 2457:0003 | 184+00009 | 20.02:0003 | 816:00006 | 1316:0001 | 1L0L0.001
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% Feuilles de Bizerte

La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooliques des feuilles de M. annua provenant de la région de Bizerte sont exposes sur les
figures (30,31,32,33,34,35,36,37) sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine
est le principal flavonoide dans les extraits étudiés.
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Figure 30: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds méles provenant de Bizerte
de M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés & 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/z 623
(narcissine) (2).

1)y

Figure 31 : Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds méales provenant
de Bizerte de M. annua, chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 309 gallocatéchine (1) et épigalocatéchine

@).
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Figure

32:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant de Bizerte

de M. annua, chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 609 (rutine).
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Figure 34: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
de M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés a 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/ z

Bizerte

33:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant de Bizerte

de M. annua, chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 289 (épicatéchine).
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Figure 35:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Bizerte de M. annua, chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 309 gallocatéchine (1) et épigalocatéchine (2).
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Figure 36:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Bizerte de M. annua, chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 609 (rutine).
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Figure 37: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Bizerte de M. annua, chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 289 (épicatéchine).

+«» Feuilles de Beja
La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooliques des feuilles de M. annua provenant de la région de Beja sont exposés sur les figures
(38,39) sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal flavonoide

dans les extraits étudiés.
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> Feuilles males
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Figure 38: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant de Beja de
M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés a 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 623
(narcissine) (2).
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Figure 39: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de Beja
de M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés a 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 623
(narcissine) (2).
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7

% Feuilles de Jandouba
La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooliques des feuilles de M. annua provenant de la région de Jendouba sont exposés sur les

figures (40,41) sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal

flavonoide dans les extraits étudiés.
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Figure 40: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds méales provenant de
Jandouba de M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés & 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/
z 623 (narcissine) (2).

69



> Feuilles femelles
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Figure 41: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Jandouba de M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés a 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/
2623 (narcissine) (2).

% Feuilles de Nabeul
La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooliques des feuilles de M. annua provenant de la région de Bizerte sont exposés sur les
figures (42,43) sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal

flavonoide dans les extraits étudiés.
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> Feuilles males
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Figure 42: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant Nabeul de
M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés a 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 623
(narcissine) (2).
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Figure 43: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Nabeul de M. annua, chromatogramme UV 264 enregistrés a 350 nm (1) et chromatogrammes d'ions extraits de m/ z
623 (narcissine) (2)
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1.4.2. Analyses des extraits des graines
Les résultats sont rassemblés dans le tableau 4 indiquant les quantités des différents flavonoides
dans les extraits des graines. En effet, les extraits des graines de M. annua contiennent le
narcissine, les graines provenant de la région de Bizerte ont affiché la quantité la plus élevé en
ce flavonoide : 0.107 pg/ g suivi de celles de Nabeul : 0.032 ug/ g MS, les graines de Jandouba
ont étalé la plus faible quantité de narcissine : 0,007 ug / g MS
Les extraits des graines de M. annua contiennent egalement la gallocatéchine : 0 ;04 ug/ g MS
dans les extraits des graines de Bizerte suivi de Jendouba : 0,014ug / g MS puis la région de
Nabeul et Beja avec 0,012 pg / g MS.
Concernant I’épicatéchine et 1’épigallocatéchine, 1’analyse montre de trés faible concentration
présente dans les extraits de graines étudiées.
Les extraits des graines sont dépourvus de la rutine sauf les extraites de la région de Bizerte

avec de tres faible quantité 0.002 pug / g MS.

Tableau 4: Analyse quantitative et qualitative des extraits des graines de quatre provenances de M. annua.

. Quantité de flavonol enpg / gMS
TR - -
(min) Bizerte Beja Jandouba Nabeul
Narcissine 17,5+0,3 | 0,107+ 0,004 | 0,014+ 0,003 0,007 0,032+ 0,002
Gallocatechine 7,3+ 0,2 0,04+ 0,01 | 0,012+ 0,001 0,014 0,012
Rutine 154+0,3 0,002 0 0 0
Epigallocatechinel 9,07+0,2 | 0,008+ 0,001 0,002 0,002 0,002
Epicatechine 15,3+0,2 | 0,008+ 0,01 0 0,006+ 0,003 0,003

% Graines de Bizerte
La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooligues des graines de M. annua provenant de la région de Bizerte sont exposés sur la figure
44 sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal flavonoide dans

les extraits étudiés.

72



20000

15000

10000

Intensity (u.a)

5000

0 5 10 15 20 25
R. Time (min)

Figure 44: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait des graines hydroalcooliques de M. annua, chromatogrammes
d'ions extraits de m/ z 623 (narcissine).

% Graines de Beja

La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooliques des graines de M. annua provenant de la région de Beja sont exposés sur la
figure 45 sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal

flavonoide dans les extraits étudiés

6000
5000
4000
3000
2000
1000

Intensity (u.a)

0 5 10 15 20 25
R. Time (min)

Figure 45: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait des graines hydroalcooliques de M. annua, chromatogrammes
d'ions extraits de m/ z 623 (narcissine).

% Graines de Jendouba
La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits hydro-
alcooliques des graines de M. annua provenant de la région de Jendouba sont exposés sur la
figure 46 sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal flavonoide

dans les extraits étudiés
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Figure 46: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait des graines hydroalcooliques de M. annua, chromatogrammes
d'ions extraits de m/ z 623 (narcissine).

% Graines de Nabeul
La comparaison a des étalons standard des profils chromatogrammes des extraits
hydroalcooliques des graines de M. annua provenant de la région de Nabeul sont exposés sur
la figure 47 sous PDA a 350 nm et ESI / MS confirme que la narcissine est le principal

flavonoide dans les extraits étudiés
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Figure 47: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait des graines hydroalcooliques de M. annua, chromatogrammes
d'ions extraits de m/ z 623 (narcissine).

1.4.3. Analyses des extraits des Tiges
Les résultats sont rassemblés dans le tableau 5 indiquant les quantités des différents flavonoides
dans les extraits des tiges. En effet, les extraits des tiges de M. annua contiennent le narcissine,
les tiges provenant de la région de Bizerte ont affiché la quantité la plus élevé en ce flavonoide
: 0,163 g / g MS pour les pieds males et 0,070 ug / g MS pour les pieds femelles suivi de celles

de Jendouba : 0,46 pg / g MS (pieds males) et 0,36 pug / g MS (pieds femelles).
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Les extraits des tiges de M. annua contiennent également du gallocatéchine : 0,23 ug / g MS
dans les pieds méles de Bizerte suivi de Nabeul : 0,18 pug / g MS (pieds méles), puis la région
de Jandouba avec 0,13 pg / g MS dans les extraits des feuilles des pieds méles.

Le tableau 3 montre aussi I’existence d’épigallocatéchine et d’épicatéchine a faible
concentration dans les extraits des tiges.

La concentration en flavonoides des extraits des tiges provenant de Beja sont presque nulles.
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Tableau 5: Analyse quantitative et qualitative des extraits des tiges de quatre provenances de M. annua.

Quantite e flavonol en g /gMS

TR (min) Pieds méle Pieds femelle
Bizerte | Beja | Jancouba | Nabeul | Bizerte | Beja | Jandouba | Nabeul
Narcissine | 17,5403 | 0,163:002 0 004610004 | 0,021 0070 0 0036 | 0015+0,003
Gallocatechine | 73+0,2 00230003 0 0013 | 0018£0002 | 0030002 | 0 0008 | 00210001
Rutine  [154£03| 0 0 0 0 0 0 0 0
Epigallocatechine| 9,07£0,2 | 0003 0 0,003 0,003 0,004 0 0,002 0,004
Epicatechine | 153t0,2 00160001 0 0012 | 0015+0001 | 0016£0002| 0 | 0010001 | 0014
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1.4.4. Analyses des extraits des Racines

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 6 indiquant les quantités des différents flavonoides
dans les extraits des racines. En effet, la quantité des flavonoides dans les extraits des racines
sont presque nulles. Les tiges provenant de la région de Bizerte ont affiché une faible quantité
du narcissine : : 0,004 pg / g MS pour les pieds males et 0,017 g / g MS pour les pieds femelles
suivi de celles de Nabeul : 0,002 pug / g MS pour les pieds males également pour les pieds
femelles.

Les extraits des tiges provenant de Bizerte contiennent des faibles quantités en épicatéchine :
0,004 pg / g MS dans les pieds males de Bizerte suivi de Nabeul : 0,002ug / g MS (pieds males),
Le tableau 3 montre aussi I’existence d’épigallocatéchine a faible concentration dans les extraits
racines, aussi la concentration en flavonoides des extraits des racines provenant de Beja et

Jandouba sont presque nulles.
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Tableau 6: Analyse quantitative et qualitative des extraits des racines de quatre provenances de M. annua.

Quantite de flavonol enig /gMS

TR (min) Pieds male Pieds femelle
Bierte | Bea |Jancouba| Nabeul | Bizerte | Beja |Jandouba | Nabeul
Narcissine | 17503 | 0,004 0 0 0002 | 00141002 0 0 0,002
Gallocatechine | 7,302 |0009:000L| 0 0 0,006 0,006 0 0,005
Ruting BA£03| 0 0 0 0 0 0 0 0
Epigallocateching | 90702 | 000 0 0 0,002 0,001 0 0 0,002
Epicatechine | 15302 | 0004 0 0 0002 0003 0 0 0002
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Il. Evaluation d’une activité larvicide des extraits aqueux des feuilles et des graines contre
T. confusium

Apres avoir exposé des larves de I'espéce T. confusum a différentes concentrations (0,001g/ml ;
0,002g/ml ; 0,005g/ml et 0,01g/ml) des extraits aqueux des feuilles des pieds méles et des pieds
femelles et des graines pendant 48 h, le taux de mortalité a été calculé. En effet, nous avons
constaté que la mortalité dépend principalement des concentrations, de la provenance et du

sexe, ce sont les principaux facteurs influengant les variations de I’activités larvicide étudiée.

I1.1. Activité larvicide des extraits des feuilles

Les résultats de I'activité larvicide des extraits de M. annua sont présentés dans la figure 48.
L'effet larvicide des extraits aqueux des feuilles des plantes males et des plantes femelles a été
observé apres 6h, 12h, 24h et 48h, montrant une intoxication croissante des larves de T.
confusum en fonction du temps (P = 0,0001) et de la concentration (P = 0,001).

Les valeurs de CLso obtenues avec les extraits des feuilles des pieds males de la région de
Bizerte a 0,01 g/ ml sont relativement basses. En effet, aprés 24 h d’exposition la CLso = 0,0039
g/ ml et apres 48 h elle est de 0,0026 g / ml. Ce qui respectivement, se manifeste par une

mortalité de 97% et de 100%.
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Figure 48: (%) de mortalité aprés 6h de T. confusum soumis aux différentes concentrations de I'extrait aqueux des
feuilles des pieds femelles et males de quatre provenances de M. annua.

En revanche, les feuilles des plantes femelles de la région de Bizerte ont montré une toxicité

plus élevée que celle évaluée dans les trois autres régions (Tableau 7).

Comme détaillé dans la figure 48 I'extrait des feuilles de la provenance de Beja ont exhibé la
plus faible toxicité contre les larves de T. confusum avec des valeurs de CLso pour les feuilles

de plantes males égale a 0,00924 g / ml et pour les femelles des plantes femelles égale a 0,0157

g / ml respectivement.
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Nous avons constaté que les extraits de feuilles de plantes méles testés sur T. confusum étaient
plus efficaces que les extraits de feuilles de plantes femelles. L'influence des parametres de
genre est tres significative (P = 0,001). Nos résultats soulignent également l'influence
significative de la source de matiére végétale (P = 0,002). Nous n’avons pas enregistré de

mortalité pour le test de contrdle.

11.2. Activité larvicide des extraits des graines
Les résultats de l'activité larvicide des extraits de M. annua sont présentés par les figures 49.
En effet, l'effet larvicide des extraits aqueux des graines des plantes males et femelles a été
observé apres 6h, 12h, 24h et 48h, montrant une intoxication croissante des larves de T.
confusum avec l'augmentation du temps (P = 0,003) et de la concentration (P = 0,005). Les
extraits des graines de la région de Bizerte a 0,01 g/ ml ont affiché un pourcentage de mortalité
¢levé (80%) apres 24 h d’exposition, 97% de mortalité est atteinte apres 48 h. Cette toxicité
élevée a été confirmée par la valeur la plus basse de CLso = 0,002 g/ ml aprés 24 h d’exposition

et CLso = 0,00039 g / ml aprés 48 h.
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Figure 49: (%) de mortalité de T. confusum soumis aux différentes concentrations de I'extrait aqueux des graines de
quatre provenances de M. annua.

En revanche, les graines de la région de Bizerte ont montré une toxicité plus élevée que celle
évaluée dans les trois autres régions (Tableau 7).

Comme détaillé dans les figures 49 I'extrait des graines de la provenance de Beja ont exhibé la
plus faible toxicité contre les larves de T. confusum avec des valeurs de CLsoégale a 0,1 g / ml
apres 24h et égale a 0,008g / ml apres 48h. En effet nos résultats soulignent donc I'influence
significative de la source de matiere végétale (P = 0,003). Nous n’avons pas enregistré de

mortalité pour le test de contréle.
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Tableau 7 : Activité larvicide des extraits des feuilles et des graines de M. annua

Tem % Limi % Limi
Provenance Organe e(h)ps CLso g/mL+ SE X2 gcsoﬁ fiancetelrcllfe ZgI:;ianceteS:;
F.femelle 24  0.0038+0.172 2.969 0.00312 0.00498
F.male 24  0.00039 +0.217 2237 0.000126 0.00069
oo Graines 24 0.002x0174 7.415 ; -
F.femelle 48  0.0020+0.178 20.439 ; ;
F.male 48  0.00026 +0.282 3.406 0.00006 0.0005
Graines 48  0.00039 =0.217 2285 0.000128 0.01
F.femelle 24  0.0022+0.134 0.126 - -
F.male 24  0.0014+0.172 5.472 0.00066 0.0022
Nabog | Crines 24 00050172 1.562 0.004 0.009
F.femelle 48  0.0049 +0.196 10.69 - ;
F.male 48  0.00046 +0.201 1.21 0.00024 0.00099
Graines 48  0.001+0.172 5.2 0.0007 0.002
F.femelle 24  0.012+0.196 5.045 0.0085 0.0022
F.male 24  0.0034+0.162 1.711 0.00059 0.024
Graines 24 0.003+0.172 1.894 0.002 0.004
Jandouba
F.femelle 48  0.00135+0.176 0.795 0.00096 0.0042
F.male 48  000132+0207  16.234 - -
Graines 48  0.006+0.175 0.272 0.004 0.009
F.femelle 24  0.0157+0.186 1.985 0.0096 0.042
F.male 24  0.0092+0.173 2.49 0.00013 0.069
) Graines 24 0.1+0.173 1.566 0.006 0.0032
B2 F femelle 48 0.0052+0.181 6.859 0.00023 0.034
F.male 48  0.0022+0.181 0.99 0.0018 0.0028
Graines 48 0.008+0.167 1.139 0.004 0.121

Comme le montre le tableau 7, La CLsoa 24H et a 48H confirme que les extraits de feuilles et

des graines de Bizerte sont intéressants en termes de toxicité en les comparant aux autres

régions.

Le test ANOVA utilisé pour comparer 1’activité larvicide a montré, qu’il existe des différences

significatives entre les régions (P=0.001 pour les extraits des feuilles et P=0.003 pour les

extraits des graines) et entre des plantes males et des plantes femelles (P = 0.002) En outre, ces

différences peuvent étre dues aux facteurs climatiques entre ces régions, et a la teneur des

différents flavonoides contenus dans les échantillons quel que soit le genre des pieds étudiés.
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11.3. Relation entre les activités anti-oxydantes et I'activité larvicide
La forte toxicité des différents extraits des feuilles des pieds méales et femelles et des graines est
en relation avec I’activité anti-oxydante de ces extraits. En effet la figure 50 rapporte une bonne
corrélation négative entre AAO (mg / g MS) et CL5p ces résultats sont confirmés par les
coefficients de corrélation de Pearson, r = - 0,9507, P = 0,005 pour les extraits des feuilles des
pieds méles et r = - 0,760, P = 0,03 pour les extraits des feuilles des pieds femelles. En outre,
une bonne corrélation négative a été observée entre I’AAQ et I’effet larvicide des extraits des
graines avec r = - 0,838, P = 0,001 (figure 51).
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Figure 50: Relation entre les activités larvicides et les activités anti-oxydantes des extraits de feuilles hydro-
méthanoliques des pieds méles (1) et des pieds femelles (2) de M. annua.
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Figure 51: Relation entre les activités larvicides et les activités anti-oxydantes des extraits de feuilles hydro-
méthanoliques des graines de M. annua.

I1l. Evaluation de I’activité anti-Aceétylcholinestérase des extraits méthanoliques de M.

annua.

I11.1. Calcul de la moitié de la concentration inhibitrice maximale (I1Cso)

La concentration qui produit 50% d'inhibition est obtenue a partir de la courbe, qui montre le
pourcentage d'inhibition par rapport aux différentes concentrations de I'échantillon étudié. Les
résultats obtenus fournissent la moyenne avec I'écart type de trois répétitions.

L’¢tude de I’activité anti-AChE des différents extraits de quatre populations de la mercuriale a
montré que tous les extraits méthanoliques des pieds males et femelles des feuilles ainsi que les
extraits méthanliques des graines sont des inhibiteurs puissants de ’enzyme AChE. Tous les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 8.
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Tableau 8: Activités anti-AChE des différents extraits testés de quatre populations de M. annua.

population sexe extrairt 1C50(g/ml)
feuilles 0,045+0,005
femelle graines 0,052+0,004
tiges 0,091+0,008
Bizerte racines 0,13+0,012
feuilles 0,037+0,003
méle tiges 0,083+0,007
racines 0,1+0,015
feuilles 0,065+0,002
femelle graines 0,066+0,009
tiges 0,14+0,02
Beja racines 0,21+0,025
feuilles 0,064+0,004
male tiges 0,093+0,02
racines 0,19+0,031
feuilles 0,059+0,005
femelle graines 0,060+0,003
tiges 0,12+0,02
Jandouba racines 0,17+0,014
feuilles 0,057+0,009
male tiges 0,086+0,001
racines 0,16%0,06
feuilles 0,058+0,002
femelle graines 0,057+0,01
tiges 0,1+0,002
Nabeul racines 0,15+0,04
feuilles 0,054+0,007
male tiges 0,083+0,004
racines 0,14+0,09
galantamine 0,066+0,008
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Comparé aux différents extraits testés, les résultats montrent que les extraits méthanoliques des
feuilles provenant de Bizerte sont les inhibiteurs les plus puissants de I’AChE.

Cette bonne activité est confirmée par les valeurs les plus faibles d’ICso (ICso= 0,037 g/ml pour
les extraits des pieds males et 1Cso = 0,045 g/ml pour les extraits des pieds femelles) qui sont,
également, inférieures a celle de la galantamine hydrobromide (0,66 g/ml) utilisée comme
contrdle positif. En effet, cette derniére est un alcaloide qui est déja utilisé contre la maladie
d’Alzheimer. La galanthamine est connue pour sa capacité a augmenter le taux d’acétylcholine
et a diminuer sa dégradation en inhibant I’action de 1’acétylcholinestérase (Houghton et al.,
2006b). Cependant, il est a noter que la galantamine peut provoquer des réactions cutanées
graves, des troubles cardiaques et des convulsions (crises épileptiques) (Moreau, 2008), raison
pour laquelle des études sont toujours en cours pour trouver des produits capables de se

substituer a la galantamine.

O
| .-

Galanthamine Acethylcholine

Les ICso des extraits hydro-méthanoliques des feuilles males varient entre 0,037 g/ml
(provenance de Bizerte) et 0.064 g/ml (provenance de Beja),
Pour les extraits hydro-méthanoliques des feuilles femelles, elles sont entre 0,045 g/ml

(provenance de Bizerte) et 0.065 g/ml (provenance de Beja).
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En outre les extraits hydro-méthanoliques des feuilles provenant de Jendouba ont un pouvoir
inhibiteur de I’AChE avec 1Cso = 0,057 g/ml pour le sexe male et 0,059g/ml, pour le sexe
femelle, pareil pour la région de Nabeul avec I1Cso=0.054 g/ml pour les feuilles des pieds méles
et 1Cso=0.058 g/ml pour les feuilles des pieds femelles.

Les extraits hydro-méthanoliques des graines ont montré des valeurs tres significatives de point de
vue pouvoir inhibiteur de I’AChE et toujours les extrait provenant de Bizerte ont le pouvoir le
plus elevé avec I1Cso 0.052 g/ml.

La région de Beja a la plus faible avec I1Cso 0.066 g/m. pareil pour Nabeul et Jendouba qui ont

montré un pouvoir inhibiteur de I’ AChE avec un ICsg respectivement 0.057 g/ml et 0.060 g/ml.

Bien que leurs ICso soient supérieures a celle de la galantamine, les extraits hydro-
méthanoliques des tiges et des racines ont montré des valeurs d’activité inhibitrice proches de

celle de la galantamine.

La valeur D’ICso des tiges ne dépasse pas les 0.0.93 g/ml pour les extraits des pieds méles et
0.14 g/ml pour les extraits des pieds femelles. Celles des racines est de 1’ordre 0.19 g/ml pour

les extraits des pieds males et 0.21 g/ml pour les extraits des pieds femelles.

En conclusion, les extraits provenant de Beja ont le pouvoir inhibiteur de I’AChE le plus faible
et les extraits provenant de Bizerte ont celui qui est le plus élevé.
Les analyses statistiques ont révelé la présence de différences significatives entre les régions et

entre les activités larvicides des plantes males et des plantes femelles au seuil de 5%.
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I11.2. Relation entre activité anti-AChE (ICsp) et la teneur en polyphénols totaux

Les figures 52, 53, 4 et 55 indiquent que les composés phénoliques sont de bons inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase. Ces résultats sont confirmés par la forte corrélation négative entre la
teneur en polyphénols totaux et 1'ICso de D’activité anti-AChE avec des coefficients de
corrélation de Pearson pour les extraits des feuilles des pieds males r = - 0.8921 et pour les
extraits des feuilles des pieds femelles r = - 9466, on remarque aussi une forte corrélation
négative pour les extraits des graines avec une coefficient de corrélation r = - 0.9855.

Nous avons étudié aussi la relation entre I’activité anti-AChE (I1Cso) et la teneur en polyphénols
totaux des extraits de racines et de tiges et les résultats ont montré qu’il existe une bonne
correlation entre ces 2 paramétres pour les tiges avec des corrélations de Pearson r = -0.8091
pour les pieds males et r = -0.7656 pour les pieds femelles.

Les corrélations enregistrées pour les racines sont r = -0,7292 pour les racines des pieds males

et r =-0,9373 pour les racines des pieds femelles.
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Figure 52: Relation entre activité anti-AChE (I1Cso) et le teneur en polyphénols totaux des extraits hydro-
méthanoliques des feuilles des pieds male (1) et pieds femelle (2) de M. annua
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Figure 53: Relation entre activité anti-AChE (ICs) et le teneur en polyphénols totaux des extraits hydro-
méthanoliques des graines de M. annua.
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Figure 54: Relation entre activité anti-AChE (I1Cso) et le teneur en polyphénols totaux des extraits hydro-
méthanoliques des tiges des pieds méle (1) et pieds femelle (2) de M. annua.
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Figure 55: Relation entre activité anti-AChE (IC50) et le teneur en polyphénols totaux des extraits hydro-
méthanoliques des racines des pieds male (1) et pieds femelle (2) de M. annua.
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Discussion

Les dosages, effectués a 1’aide du spectrophotométre UV-visible, ont montré que les extraits
des feuilles des populations de M. annua étudiées sont plus riches en composés phénoliques
(PPT, FVT) que les extraits des graines, des tiges et des racines. La richesse en CP dans les
parties aériennes des plantes a été précédemment rapportée par Caridade et al., (2018). Sur des
plantes de la méme famille d’Euphorbiaceae que M. annua., les travaux de Wafa et al., (2014)
réalisés sur les extraits méthanoliques de ricin et jatropha, ainsi que les travaux de Evenamede
et al., (2017) sur les extraits éthanoliques de la Cassia sieberiana ont montré que, comparé aux
autres organes des plantes respectivement étudiées, les feuilles ont un taux trés éleve en
flavonoides. Cette répartition inégale des CP peut s'expliquer par le fait que les feuilles sont
plus exposées a la lumiére du soleil que les autres organes végétaux. En effet, les flavonoides
peuvent garantir la protection des tissus vegétaux contre les effets néfastes du rayonnement
solaire (Gehin et al., 2006).

Nos résultats ont dévoilé que les teneurs en composés phénoliques des différents extraits issus
des pieds males et des pieds femelles de M. annua, de la région de Bizerte sont toujours plus
importantes que celles des trois autres régions. Plusieurs facteurs interviennent pour influencer
la teneur en composés phenoliques. En effet, plusieurs études antérieures ont montré que les
facteurs externes, comme les facteurs géographiques, climatiques, les facteurs génétiques et la
maturité des plantes ont une influence importante sur la teneur en composés phénoliques
(Aganga et Mosase, 2001; Bouzid et al., 2010; Hazzat et al., 2015; Merouane et al., 2014).
De plus, les teneurs en composés phénoliques, dans le cas de M. annua, dépendent du genre.
En effet, les analyses ont prouvé que les taux en CP sont plus élevés chez les pieds méles que

les pieds femelles quelques soit leur provenance.
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L’étude phytochimique par LCMS des extraits méthanoliques des feuilles, des graines, des tiges
et des racines de I’espéce étudiée confirme que les extraits des feuilles présentent plus de
composés phénoliques identifiés et quantifiés comparativement aux autres parties de la plante
et que les pieds méles sont plus riches aussi en composés phénoliques que les pieds femelles.
Ainsi, ces extraits méthanoliques sont caractérisés essentiellement par des quantités importantes
de isorhamnetin-3-O-rutinoside (narcissine). Par ailleurs, Aquino et al., (1987) ont rapporté
que les principaux composés phénoliques de M. annua étaient la narcissine et la rutine. Ces
résultats sont approuvés par Blanco-Salas et al., (2019) qui a montré que la M. annua contient
isorhamnetin-3-O-rutinoside (narcissine) qui est responsable de I'action antihypertensive de
cette plante (Chen et al., 2011). Nos resultats, pour la premiéere fois, ont identifié la présence en
quantités importantes d'autres flavonols tels que [I'épicatéchine, la gallocatéchine et
I'épigallocatéchine. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportées dans la littérature
concernant les feuilles de ricin. En effet, Wafa et al., (2014) ont identifié de I'épicatéchine et de
la rutine en abondance dans les parties aériennes de certaines provenances tunisiennes de
Ricinus communis L.

L’étude des activités anti-oxydantes des extraits méthanoliques des différentes parties de la
plante a montré que ces extraits sont actifs en termes de piégeage des ERO. l'activité anti-
oxydante était plus élevée dans les extraits des feuilles que les autres parties de la plante, elle
était plus élevée dans les extraits des feuilles de la région de Bizerte que dans les autres régions
pour les deux sexes et aussi elle était la plus élevée chez les pieds méales que chez les pieds
femelles ainsi les analyses statistiques montrent une différence significative entre les régions,
ces résultats confirment ceux de Wafa et al., (2014) qui ont montré que P’activit¢ AAO
dépendait de la région étudiée et aussi, que les extraits des feuilles sont plus actifs que ceux des

autres parties de la plante.
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Singh et al., (2016) ont confirmé que les plantes produisant une grande quantité de composés
phénoliques possédant une activité anti-oxydante élevée.

Afin de découvrir cette relation, nous avons déterminé le facteur de corrélation de Pearson (r)
qui lie la teneur en polyphénols et flavonoides de I'extrait de M. annua et leur activité anti-
oxydante.

L'activité anti-oxydante de I'extrait de M. annua peut-étre principalement liée a la teneur en
polyphénols et en flavonoides. La valeur du coefficient de corrélation de Pearson r déterminée
dans cette étude varie de 0,63 & 0,97.

Le coefficient de corrélation entre la teneur en composeés phénoliques et I'activité anti-oxydante
dans l'extrait de M. annua est significatif, indiquant ainsi que la capacité anti-oxydante elevée
de I'extrait est due a la présence de composes phénoliques. La teneur totale en phénol de I'extrait
de M. annua est significativement liée a son activité antiradicalaire. Ces résultats sont cohérents
avec ceux rapportés par d'autres auteurs, qui ont demontré une corrélation positive entre la
teneur totale en composés phénoliques et l'activité anti-oxydante (Djeridane et al., 2006;
Turkmen et al., 2007; Wojdyto et al., 2007; Wong et al., 2006).

Dans la littérature, de nombreuses études ont montré qu'il existe une relation linéaire entre les
composes phénoliques et 'AAO d'autres plantes médicinales (Berg et al., 2000; Kim et al.,
2003). Par conséquent, les recherches menées par Djeridane et al., (2006) a confirmé que 79%
de la capacité anti-oxydante des plantes médicinales algériennes comme Anthemis arvensis,
Artemisia campestris, Globularia alypum, Thymelaea hirsuta est due a lI'apport de polyphénols

et de flavonoides.
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Le degré de corrélation entre la teneur en phénol et l'activité anti-oxydante est un aspect qui ne
peut étre ignoré, méme si on doit considérer que les composés phénoliques répondent
différemment, selon le nombre de groupes phénoliques et que les composés phénoliques totaux
n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre présents dans un extrait
(Souad et al., 2010).

Tel que rapporté par Beatovic et al., (2015), la capacité anti-oxydante des différents extraits de
plante est étroitement liée a leurs composés phénoliques les plus abondants. En effet, la
narcissine est un glycoside de flavonol naturel connu pour son activité anti-oxydante (Huang et
al., 2007). Petruk et al., (2017) ont identifié la narcissine dans des cladodes immatures
d'Opuntia ficus-indica (L.) Mill. et ils ont montré qu'il était responsable de la protection contre
le stress oxydant induit par une exposition aux rayonnements UVA sur les kératinocytes
humains.

Pour la premiére fois, notre eétude des différents extraits de M. annua montre une corrélation
positive entre les composes phénoliques et l'activité anti-oxydante pour les différentes régions
indépendamment du sexe.

Selon Kumar et Pandey, (2013), I’activité anti-oxydante est reliee a plusieurs activités
biologiques dont ’activité larvicide pourrait faire partie.

Nos résultats montrent que la gallocatéchine occupe la deuxiéme place apres la narcissine et la
rutine en termes d'abondance dans les extraits hydro-méthanoliques de M. annua. Une étude
précédente a démontré que la rutine bloquait de maniére significative la croissance et la
prolifération des larves d'Aedes aegypti L. (Dubey et al., 2013). Nos résultats sont confortés par
d'autres recherches menées récemment par Bachchu et al., (2017) sur l'efficacité larvicide
d'extraits de plantes indigénes dont le ricin contre les larves de Tribolium castaneum (Herbest).
Aouinty et al., (2006) a mis en évidence le pouvoir toxique de I'extrait aqueux de feuilles de

Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) contre les moustiques.
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Dans le méme contexte, plusieurs études ont montré que les extraits veégétaux de certaines
espéces, et a des doses bien définies, sont capables de jouer un réle influent en tant que bio-
larvicide et ainsi réduire I'utilisation de produits chimiques nocifs pour I’environnement et santé
humaine. (An et al., 2020 ; da Silva et al., 2011).

Par ailleurs, Sogan et al., (2018) ont rapporté que l'activité biologique pourrait étre due a un
effet synergique entre les différents composés phénoliques.

Pour la premiere fois notre étude a apporté une analyse de I’activité larvicide des extraits des
feuilles et des graines des pieds maéles et des pieds femelles de M. annua provenant de
différentes régions Tunisiennes. Ces résultats revelent pour la premiere fois, qu’il existe une
bonne corrélation entre l'activité larvicide des différents extraits méthanoliques du M. annua et
leur activité anti-oxydante.

Selon les travaux de Zaiter, (2017) certains polyphénols sont des inhibiteurs de I’enzyme AChE
comme la catéchine et la salicyline qui empéchent 1’acétylcholine de se fixer dans le site
catalytique CAS. De méme, Salazar et al., (2017) rapporte que le polyphénols
épigallocatéchine-3-gallate et resvératrol possédent un potentiel anti-AChE.

L’étude des activités anti-AChE des extraits méthanoliques des différents organes des pieds
males et des pieds femelles de la plante étudiée a montré que ces extraits sont des inhibiteurs
puissants de ’AChE. En effet, I’analyse des ICso enregistrés indiquent que les extraits des
feuilles et ceux des graines sont plus actifs que les extraits des racines et des tiges et, que les
extraits des pieds males sont plus inhibiteurs que ceux des pieds femelles. Cette étude a montré
que la plupart des extraits sont plus actifs que la galantamine utilisée comme contréle positif

pour le traitement de la maladie d’Alzheimer.
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D’aprés la littérature, nos résultats sont en accord avec I'étude de Cardoso-Lopes et al. (2009)
et celle de Pratap et Singh, (2013) qui ont confirmé que les Euphorbiaceae tels que Acalypha
diversifolia, Acalypha macrostachya, Alchornea grandiflora et Pera glabrata sont de bons
inhibiteurs de I’activité de I’AChE. En outre, les extraits des fleurs d’Acacia cyanophylla
(Ghribia et al., 2014) et les extraits des feuilles de Salix nigra (Ahmed et al., 2014) sont toutes
des extraits riches en composés phénoliques et qui ont un pouvoir inhibiteur de I’activité¢ de
I’AChE.

Une forte corrélation a également été remarqué entre 1’activité anti-AChE (1Cso) et la teneur en
polyphénols totaux avec un coefficient de Pearson r qui varie de -7.5 a -9.99. En effet, une

augmentation de la teneur en polyphénols entraine une inhibition de I’activit¢ AChE.
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Conclusion



Notre travail de recherche est focalisé sur la valorisation d’une Euphorbiaceae : Mercurialis
annua L. espece autochtone connu par sa toxicité et aussi par son intérét thérapeutique d’ou son

utilisation dans la pharmacopée traditionnelle.

Nous proposons une étude originale qui s’intéresse a I’activité larvicide du M. annua d’origine
tunisienne. Ce travail porte une attention particuliére a la composition chimique des extraits des
différentes parties des pieds males et des pieds femelles de M. annua et évalue leur effet
antioxydant. Cette étude montre clairement le pouvoir larvicide de M. annua et I’impact des
composes phénoliques sur les propriétés antioxydantes.

L’étude toxicologique a montré que, comparé aux autres régions, les extraits agueux des graines
ainsi que ceux des feuilles de pieds males et de pieds femelles provenant de Bizerte étaient les

plus toxiques contre le T. confusum.

L’étude phytochimique a montré que les extraits hydro-méthanoliques des feuilles et des
graines de M. annua contiennent essentiellement de la narcissine, de la rutine, de I’épicatéchine,
de la gallocatéchine et de I’épigallocatéchine. Cette analyse chimique a pu mettre en évidence
la richesse de la région de Bizerte en ces composés phénoliques comparé a la région de Béja

qui a montré des teneurs faibles en ces mémes composés.

L’étude phytochimique de M. annua de quatre régions tunisiennes a révelé que, quelle que soit
la provenance, le PPT, le FVT étaient plus élevés dans les feuilles méles que dans les graines,
les racines et les tiges. D’autre part, la région de Bizerte a étalé la quantité la plus élevée alors

que la région de Beja a montré la teneur la plus faible.
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En ce qui concerne la capacité anti-oxydante des extraits de M. annua, les résultats enregistrés
indiquent que, comparés aux autres régions etudiées, les extraits de Bizerte possédent un effet
anti-oxydant le plus élevé. La provenance de Beja a montré une faible activité anti-oxydante.
Les différents extraits des feuilles, graines, tiges et racines des pieds méales ont exposé une
activité anti-oxydante plus élevée que les extraits des pieds femelles. Les feuilles ont un effet
anti-oxydant le plus élevé.

Par ailleurs, I’utilisation des molécules anti-oxydantes d’origine synthétique est actuellement
remise en cause en raison des risques toxicologiques potentiels qu’elles peuvent provoquées.
C’est pour cela que de nouvelles sources d’antioxydants naturels sont activement recherchées
(Suhaj, 2006; Tadhani et al., 2007). Les regards se tournent alors, de plus en plus, vers les
plantes medicinales pourvoyeuses de substances bioactives.

L’étude des activités antioxydantes des différents extraits de M. annua a montré que les AAO
présentent une bonne corrélation avec les teneurs en PPT, a un degré moins avec les teneurs en
FVT.

Compte tenu des études précédentes des activités anti-AChE de quelques Euphorbiacées, nous
nous sommes demandé si la M. annua qui appartient a la méme famille possede également cette
activité sur I’AChE.

Cette activité particulierement intéressante permettrait de valoriser une exploitation médicinale
de M. annua.

L’étude des activités anti-AChE des extraits des feuilles, des graines, des tiges et des racines de
I’espece étudiée a arboré que ces extraits sont des inhibiteurs puissants de I’AChE. Cela est
confirmé par des I1Csq tres faibles en comparaison avec la galantamine qui est utilisée comme
référence. L*étude a confirmé que les extraits des feuilles et des graines sont plus actifs que les
extraits des tiges et des racines, et les extraits provenant des pieds méles de Bizerte sont les plus

actifs.
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Ce travail est la premiére étude a porter une attention particuliere aux composes phénoliques
contenus dans les extraits des différentes parties des pieds males et des pieds femelles de M.
annua d’origine tunisienne et a évaluer leurs activités larvicides et leur effet anti-oxydant. Cette
étude montre clairement I’impact des composés phénoliques sur les propriétés anti-oxydantes

et le pouvoir larvicide de M. annua.

Perspectives :

En perspectives il serait intéressant d’exploiter la M. annua pour :

- Son activité larvicide a plus grande échelle dans le cadre de la protection des stocks

alimentaires sans utiliser des pesticides de synthese.

- Identifier les molécules responsables de cette activité larvicide et leur impact

environnemental

- L’élimination des ERO en raison de sa richesse en composes phénoliques et plus
particulierement par la présence de catéchines. Ces derniéres pouvant jouer un role

important dans la lutte contre la maladie d’ Alzheimer.

- D’autres activités enzymatiques de cette plante telles que : I’alpha amylase, qui entre
dans le traitement des troubles digestifs, et la collagénase, qui peut étre utilisée dans

le cadre de I’industrie cosmétique.

- La production et la commercialisation comme source de narcissine naturelle issue

des différentes parties de la plante.
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Simple Summary: Mercurialis annua L. is a Euphorbiacea widespread in the Euro-Mediterranean
region. This species is known for its toxicity and is used in traditional pharmacopoeia. However, the
chemical composition of the aerial parts of this taxon and their larvicidal impact remain to be explored.
However, the literature reports only a few studies on the relationship between the polyphenolic
profile of the different extracts of Mercurialis annua L. and the larvicidal activity; therefore, we tested
different extracts of M. annua against the larvae of Tribolium confusum (Du Val) for better protection of
stored foodstuffs attacked by this pest. On the other hand, green chemistry as a distinct discipline
has developed in recent years, which allowed us to identify different active compounds by LC-MS,
and study the relationship between larvicidal activity and the chemical composition of extracts from
male and female leaves of Mercurialis annua L.

Abstract: This study reports the link between larvicidal activity and the phytochemical composition
of male and female leaf extracts of Mercurialis annua L. (M. annua) from four Tunisian regions:
Bizerte, Jandouba, Nabeul and Beja. Their antioxidant activity was evaluated using DPPH (2, 2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) assays. Phenolic compounds were identified and quantified using liquid
chromatography coupled with a UV detector and mass spectrometry (LC-UV-ESI/MS). Higher
antioxidant activity (AOA) was found in the leaves of male plant extracts than of female ones. The
leaves of male and female plant extracts from Bizerte exhibited the highest AOA: 22.04 and 22.78 mg
Trolox equivalent/g dry matter (mg TE/g DM), respectively. For both sexes, plant extracts from Beja
had the lowest AOA with 19.71 and 19.67 mg TE/g DM for male and female plants, respectively.
Some phenolic compounds such as narcissin, gallocatechin, rutin, epigallocatechin and epicatechin
were identified and quantified using LC-MS, which highlighted the abundance of narcissin and rutin
in the male leaves of M. annua. We noted that the interaction between the sex of plants and the
provenance had a significant effect on TFC (F = 6.63; p = 0.004) and AOA (F = 6.53; p = 0.004) assays,
but there was no interaction between sex and origins for TPC (F = 1.76; p = 0.19). The larvicidal activity
of aqueous leaf extracts of M. annua against Tribolium confusum (Du Val) (T. confusum), an insect pest
of flour and cereal seeds, showed that the mortality could reach 100% after 48 h of exposure in the
Bizerte region. The LCs( values for the leaf extract were low in Bizerte, with 0.003 and 0.009 g/mL for
male and female plants, respectively, succeeded by Jandouba, which displayed 0.006 and 0.024 g/mL
for male and female plants, respectively. Nabeul showed 0.025 g/mL for male plants and 0.046 g/mL
for female plants and Beja showed 0.037 and 0.072 g/mL for male and female plants, respectively.
This is the first time that a study has revealed a negative correlation between the antioxidant activity
and the larvicidal activity of the leaf extracts of M. annua with the following correlation coefficients
of Perason: r = —0.975 and r = —0.760 for male and female plants, respectively.

Keywords: Mercurialis annua L.; antioxidant activity; LC-MS; larvicidal activity
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1. Introduction

Mercurialis annua L. (M. annua) is an annual herbaceous and dioecious species of the
family Euphorbiaceae. It has been reported that it is a mesophilic and wind-pollinated
plant, especially found in disturbed and roadside habitats throughout Central and Western
Europe and in North Africa, as well as around the Mediterranean Basin [1]. The so-called
Mercuriale of gardens was widely used in traditional medicine to control many diseases [2].
M. annua has laxative properties; it was used to treat pathologies of the digestive system
while increasing intestinal transit and facilitating the evacuation of salts, with purgative
activities. In addition, the plant was used to treat obstinate constipation and circumscribed
inflammation in the intestines and stomach. It is useful against water retention and bladder
infections [3]. It has diuretic properties, which increase urine production. M. annua is
an emetic plant that causes vomiting, and it is useful to reduce gynecological diseases,
such as menstrual symptoms like fatigue and headaches occurring during the menstrual
cycle [4]. Research carried out in Morocco indicated that the aqueous extracts of the aerial
parts of M. annua have an anxiolytic action [5]. The plant also possesses noticeable anti-
microbial activities [6]. Recent studies indicated that methanolic extracts of M. annua were
found to have a cytotoxic activity against cancer cells, stimulating the immune system
cells to release cytokines in vitro as well as in vivo. These results clearly show that leaf
extracts of M. annua display a cytotoxic effect on two cell lines, namely colorectal (HRT-18)
and breast cancer (T47D) [7]. Therewith, Ostrozhenkova et al. (2007) [8] were able to
isolate in M. annua the pyridinone-type chromogen, hermidine, and NMR spectroscopy
also allowed them to isolate alanine. Biological activities research revealed an insecticide
and larvicide robust potential in Mercurialis perennis L. and subsequently in M. annua [4].
Blanco-Salas et al. (2019) [3] stated that the genus Mercurialis possesses antidiabetic and
antihypertensive attributes due to the affluence of its aerial parts in flavonoids rutin and
narcissin. Furthermore, this species was used in traditional pharmacopoeia against hair
loss in Tunisia. However, studies on the polyphenolic profile and larvicidal activity in
relation to antioxidant potential of M. annua leaf extracts from male and female plants are
scarce. Moreover, in the accessible literature, there is no report about the Tunisian origins
and the natural extracts of M. annua to limit Tribolium confusum (Du Val) (T. confusum)
amplification. On the other hand, our stocks of foodstuffs and especially cereals which
occupy a strategic place in the diet of Tunisians have always been sensitive to attacks by
T. confusum, causing a quantitative and qualitative loss of the stored food. The utilization
of chemicals against this pest are a conventional method of control, but its disadvantages
are numerous, citing as an example the sinister consequences for human health due to the
accumulation of these chemicals in our food. According to Ghnimi et al. (2014) [9], several
species of the Euphorbiaceae family have a detrimental effect against insect pests. For all
these reasons, we planned to test different extracts of M. annua against T. confusum larvae
and assess their antioxidant power, with a view to better protect stored food.

2. Material and Methods
2.1. Plant Material

M. annua was identified by Pottier-Alapetite (1979) [10] as a dioecious species and our
samples were compared to the authentic specimen from the herbarium of the Faculty of
Science of Bizerte. In fact, leaves of male and female plants of M. annua were randomly
collected between December and February from four different regions of Tunisia, belonging
to different bioclimatic stages, from sub-humid to semi-arid. These provenances were
Bizerte (37°16/27'' N; 9°52/26"" E; 33 m), Béja (36°43/31"' N; 9°11/31" E; 212 m), Jandouba
(36°30'02"" N; 8°46/51" E; 141 m) and Nabeul (36°27'15"" N; 10°44'05"" E; 12 m). Then,
leaves were dried at room temperature (27 °C =+ 2 °C) and were reduced to powder with
an electrical blender and conserved at —4 °C until use.
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2.2. Insect Larvae

The larvicidal activity was carried out on 5 mm-long and pale-yellow larvae of T. con-
fusum, which coincides with the pre-pupal stage [11]. The animal material was maintained
at ambient rearing conditions in the entomology laboratory at the National Institute of
Agronomic Research of Tunisia. All tests were conducted at room temperature (27 + 2 °C).

2.3. Chemicals Used

Folin—Ciocalteu reagent was obtained from VWR International (Metz, France). Gallic
acid, rutin, catechin, gallocatechin, epigallocatechin, chlorogenic acid, vanillic acid, caffeic
acid, epicatechin, narcissin, verbacoside, naringin, Trolox and sodium nitrite (NaNO;),
were obtained from Sigma-Aldrich (Paris, France). Sodium carbonate (NapCO3), aluminum
chloride (AICl3), and sodium hydroxide (NaOH) from Acros Organics (Brussels, Belgium).

2.4. Preparation of Extracts

The hydro-methanolic extracts of male and female leaves powder of M. annua were
processed according to the experimental method used by Zaiter et al. (2017) [12] with
some modifications. A total of 2 g of each powder was macerated in 20 mL of 70%
methanol and 30% water for 24 h at room temperature with stirring. Then, extracts were
centrifuged at 4000 rpm for 30 min. The supernatant was collected, filtered through
45 pum polytetrafluoroethylene (PTFE) filters and stored in a sealed dark bottle at —4 °C
until analysis.

2.4.1. Quantification of Total Phenolic Contents

Total phenolic contents (TPC) were determined following the method by Mousavi
etal. (2019) [13], which was slightly modified. Briefly, 500 uL of Folin-Ciocalteu reagent
(1 N) was added to 100 uL of each extract, which was diluted with 5 mL distilled water.
After 5 min, 2 mL of Nay;COj3 (7%) was added and the mixture was incubated at room
temperature. After 60 min, the absorbance was measured at 725 nm against the blank
(methanol). A calibration curve was prepared using different methanolic solutions of gallic
acid as a standard (0.75, 1.5, 2.56, 3.01, 3.77 and 4.5 mg/mL). The results were expressed in
terms of milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry matter (mg GAE/g DM).

2.4.2. Quantification of Total Flavonoids Contents

Total flavonoid compounds (TFC) were dosed by colorimetric assays described by
Chen et al. (2011) [14], with slight modifications. Briefly, 100 uL of extract was added to a
flask containing 6 mL of distilled water. Then, 300 uL of 5% NaNO, was added to the flask.
After 5 min, 300 uL of 10% AICl3 was added. Finally, after 6 min, 2 mL of 1 M NaOH was
added. The solution was well shaken, and the absorbance was measured at 510 nm with a
UV-Visible spectrophotometer Cary 50 Scan (Agilent, Santa Clara, CA, USA). A calibration
curve was prepared using different methanolic solutions of catechin as a standard (0.46,
0.63, 0.83, 1.3, 2.05 and 2.24 mg/mL). The results were expressed in terms of milligrams of
catechin equivalents per gram of dry matter (mg CE/g DM).

2.4.3. Evaluation of Antioxidant Activity

To evaluate the Antioxidant Activity (AOA) of M. annua, the DPPH (2, 2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) test was used according to the protocol described by Velazquez et al.
(2003) [15] and Molyneux et al. (2004) [16], with some modifications. Briefly, into tubes
were introduced 100 pL of each extract and 3 mL of the methanolic solution of DPPH
(2.4 mg/100 mL). After shaking, the tubes were placed in the dark at room temperature for
30 min. Reading was performed by measuring the absorbance at 517 nm. The blank was a
DPPH methanolic solution. A calibration curve was prepared using different methanolic
solutions of Trolox as a standard (0.1, 0.3, 0.7, 1, 1.3, 1.7 and 2 mg/mL). The results were
expressed in terms of milligrams of Trolox equivalents per gram of dry matter (mg TE/g
DM) [13].
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2.5. LC-MS Analysis

LC-MS analyses were performed on a LC-MS 2020 system (Shimadzu, Tokyo, Japan)
associated with an electrospray ionization source (ESI). Separation was carried out on a
150 x 4.6 m? i.d. C18 reverse phase Gemini column (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
with a particle size of 3 um and pore size of 130 A. The column oven was fixed at 30 °C. The
mobile phase consisted of (A) 0.5% formic acid in water and (B) acetonitrile. The injection
volume was 20 uL and the flow rate was 0.6 mL/n min. The 40 min gradient used was as
follows: 0-5 min, 90:10 (A:B); 5-7 min from 90:10 to 86:14 (linear gradient); 7-17 min held
at 86:14; 17-19 min from 86:14 to 75:25 (linear gradient); 19-24 min held at 75:25; 24-25 min
from 75:25 to 10:90 (linear gradient); 25-31 min held at 10:90; 31-32 min from 10:90 to 90:10;
and 32-40 min held at 90:10 (re-equilibration step). The electrospray ionization source was
operated in negative mode. The nebulization gas flow was set to 1.5 L/min and drying gas
flow at 20 L/min. The heat block temperature was fixed at 350 °C, and the desolvation line
(DL) temperature at 250 °C. The probe voltage was set to —4500 V. Phenolic standards used
in this study were gallic acid, rutin, catechin, gallocatechin, epigallocatechin, chlorogenic
acid, vanillic acid, caffeic acid, epicatechin, narcissin, verbacoside and naringin.

2.6. Evaluation of Larvicidal Activity
2.6.1. Toxicity Tests

Extraction was carried out according to Aouinty et al. (2006) [17] and Soha et al.
(2019) [18], with slight modifications. Indeed, the aqueous extracts were obtained from the
leaves of the male and female plants of M. annua, and 10 g of each powder was macerated
in 100 mL of distilled water for 24 h, then filtered using a Whatman filter paper (3 mm). The
resulting filtrate represents an initial stock solution of 10%. To give more signification to
the quantities of the plant material, they were concentrated by evaporation under reduced
pressure using a rotary evaporator. The residues obtained were used in the larvicidal
activity tests with different concentrations (0.01, 0.005, 0.002 and 0.001 g/mL). The toxicity
was evaluated by placing 15 T. confusum larvae in a glass beaker containing 20 mL of each
concentration of each extract. The control group contained 20 mL of distilled water and
15 larvae. Mortality was registered after 6, 12, 24 and 48 h of exposure and the mortality
percentage was reported from an average of three replicates.

2.6.2. Statistical Analysis

The lethal concentration (LCsp) was defined as the concentration that caused 50%
mortality in the population of larvae studied, for a given time [19]. The estimates of
LCsp were obtained after 24 h and after 48 h, using probit analysis. Statistical analysis
was completed using the one-way ANOVA test to compare the effects of the different
parameters (concentration, time, provenance and sex) studied. Two-way ANOVA was
used to estimate the interaction significance of the effects of sex and provenance. The
Bonferroni test was used to investigate the differences between male and female plant
assays and to compare M. annua provenances. All tests were carried out in triplicate and
the results are expressed as means =+ standard deviations. The correlation between TPC,
TFC and antioxidant activity is presented by Pearson correlation coefficient. Results were
considered statistically significant when p < 0.05. Statistical processes were achieved using
SPSS version 25.0 software.

3. Results and Discussion
3.1. Quantification of TPC and TFC

The results reported in Figures 1 and 2 show that the distribution of TPC and TFC
varied according to the region (p < 0.05) and sex (p < 0.005). The TPC in leaf extracts from
Bizerte was the highest, with more than 100.41 and 89.7 mg GAE/g DM for male and
female plant extracts, respectively, while leaf extracts from Beja exhibited the lowest values:
44 mg GAE/g DM for female plants and 47.49 mg GAE/g DM for male plants (Figure 1).
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Figure 1. Total phenolic contents (TPC) of leaves of male and female plants of M. annua from Bizerte,
Beja, Jandouba and Nabeul provenances. Results of the Bonferroni test are significantly different at
p <0.05. Marked columns not linked by the same letter are significantly different at p < 0.05, and
each data point is represented by the average of three repetitions + SD.
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Figure 2. Total flavonoid contents (TFC) of leaves of male and female plants of M. annua from Bizerte,
Beja, Jandouba and Nabeul provenances. Results of the Bonferroni test are significantly different at
p <0.05. Marked columns not linked by the same letter are significantly different at p < 0.05, and
each data point is represented by the average of three repetitions £ SD.

The TFC in leaf extracts from Bizerte showed the highest concentration for both sexes:
22.5 CE mg/g DM in female plants and 39.94 CE mg/g DM in male plants. This was
followed by Jandouba, with 36.94 CE mg/g DM in male plants, and Nabeul, also with
30.35 CE mg/g DM in male plants, while the provenance of Beja displayed for both male
(4.27 CEmg/g DM) and female (4.16 CE mg/g DM) leaves the lowest doses (Figure 2). Rich-
ness in TFC in aerial parts of plants was previously reported by Caridade et al. (2018) [20].
This affluence in phenolic compounds is probably the cause of the use of M. annua against
hair loss in Tunisia. Blanco-Salas et al. (2019) [3] clarified the effectiveness of several species
of the genus Mercurialis as a refuge in traditional Spanish medicine.

The TPC and TFC of the leaf extracts were higher in the Bizerte region for both sexes,
and they were the highest in the male plant for the provenances tested. The ANOVA test
showed that there was a highly significant difference between different regions (F = 48.079)
and between male and female plants (F = 6.881; p = 0.018) for TPC. The interaction between
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the sex of plants and the provenance had a significant effect on TFC (F = 6.63; p = 0.004)
but there was no interaction between the sex of plants and their origins for TPC (F = 1.76;
p=0.19).

3.2. Antioxidant Activity (AOA)

The results in Figure 3 reveal that, compared to the three other regions, the leaf extract
from Bizerte displayed the highest values of TPC and TFC, with 22.04 and 22.78 mg ET/g
DM for female and male plant extracts, respectively, followed by Jandouba leaf extracts,
with 20.45 mg ET/g DM for female plants and 22.02 mg ET/g DM for male plants, and
then Nabeul leaf extracts showed 20.45 and 20.83 mg ET/g DM for female and male plant
extracts, respectively. Beja leaf extracts were the lowest, with 19.67 mg ET/g DM for female
plants and 19.71 mg ET/g DM for male plants.
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Figure 3. Antioxidant activity (DPPH) of leaves of male and female plants of M. annua from Bizerte,
Beja, Jandouba and Nabeul provenances. Results of the Bonferroni test are significantly different at
p <0.05. Marked columns not linked by the same letter are significantly different at p < 0.05, and
each data point is represented by the average of three repetitions + SD.

These results show that the antioxidant activity was higher in the Bizerte leaf extracts
than in other provenances for both sexes, and it was highest in the male plants as opposed
to female (p < 0.05). The ANOVA test confirmed that the interaction between the sex of
plants and the provenance had a significant effect on AOA (F = 6.53; p = 0.004) assays.
Singh et al. (2016) [21] confirmed that plants which produced a high amount of phenolic
compounds possessed high antioxidant activity. These results indicate that the different
extracts have significant antioxidant activity which might be responsible for the larvicidal
activity studied [22].

3.3. Relationship between TPC, TFC and AOA

The correlation between TPC and TFC versus AOA was studied. A positively strong
and significant (p < 0.01) correlation was observed between TPC, TFC and AOA for the leaf
extracts of female plants, with r = 0.854 for TPC and AOA and r = 0.736 for TFC and AOA.

A similar relationship was observed for the leaf extracts of male plants, and our
results also established a positive correlation between TPC, TFC and AOA with a Pearson
correlation coefficient of r = 0.894 and r = 0.784, respectively.

A positively strong and significant correlation (p < 0.01) can be observed between TPC,
TFC and AOA. This suggests that phenolic and flavonoid compounds may be responsible
for their antioxidant activity.
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These results are in agreement with Ghnimi et al. (2014) [9], whose study of the leaf
extracts of castor showed a good correlation between phenolic compounds, flavonoid
compounds and antioxidant activity.

For the first time, our study on the leaf extracts of M. annua revealed a positive correla-
tion between phenolics (TPC and TFC) and antioxidant activity for different provenances,
whatever the sex.

3.4. LC-MS

The extracts of the male and female M. annua leaves contained flavonoids (narcissin,
rutin, epicatechin, gallocathechin and epigallocatechin). The comparison to a standard
narcissin (isorhamnetin-3-o-rutinoside) of the chromatogram profiles of Mercurialis leaf
extracts from four Tunisian regions, Bizerte, Beja, Jandouba and Nabeul, under PDA at
350 nm and ESI/MS, proved that narcissin was the main flavonoid in the studied extracts.
Our results corroborate with what was advanced by Blanco-Salas et al. (2019) [3], who
confirmed the copiousness of the aerial parts of the genus Mercurialis in narcissin. The
quantification of the different compounds was determined using a calibration curve of
each standard (Figure 4 and Table 1).
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Figure 4. Amount of narcissin in pg/g DM in Bizerte, Jandouba, Beja and Nabeul provenances, for male and female plants.
Results of the Bonferroni test are significantly different at p < 0.05. Marked columns not linked by the same letter are
significantly different at p < 0.05, and each data point is represented by the average of three repetitions 4 SD.

Table 1. Concentration (ug/g DM) of flavanol compounds identified in the M. annua leaves for male and female plants of

four Tunisian provenances.

RT (min)

Amount of Flavonol in p1g/g DM

Male Plant Female Plant
Bizerte Beja Jandouba Nabeul Bizerte Beja Jandouba Nabeul
Nareissin 175+ 03 8854 + 0.001 32073 + 0.018 72848 £ 0.04 52131 + 0.038 732.78 £ 0.38 95.02 £ 0.1 501.38 + 0.73 35429 £ 0.32
Gallocatechin 73+02 205.68 + 0.005 57.1 4+ 0.043 181.36 + 0.004 61.89 + 0.02 155.37 + 0.001 42,67 + 0.005 15045 59.06 + 0.02
Rutin 154403 44.18 + 0.016 8.1 4 0.0002 23.98 + 0.005 10.82 + 0.061 18.38 -+ 0.004 1.4+ 0.0003 11,57 + 0.001 7.4+ 0102
Epigallocatechin 9.07 £02 35.37 + 0.0007 1278 + 0.082 23.68 + 0.004 20.68 -+ 0.006 34.57 + 0.0008 10.11 £ 0.0012 17.29 + 0,005 14.63 + 0.164
Epicatechin 153+ 02 27.46 £ 0.04 12.35 £ 0.001 24.57 + 0.003 18.4 £ 0.0009 21.02 + 0.003 8.16 + 0.0006 13.16 -+ 0.001 11.01 + 0.001

Values shown are mean =+ SD (1 = 3).
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The plant extracts were rich in narcissin, and those of Bizerte revealed the highest
amount, with 885.4 ug/g DM for male plants and 732.78 ug/g DM for female plants, fol-
lowed by those of Jandouba, with 728.49 ug/g DM (male plants) and 501.38 ng/g DM
(female plants), and those of Beja, which displayed the lowest quantity of 320.74 ng/g DM
(male plants). The plant extracts were also rich in rutin: 44.18 pg/g DM for Bizerte (male
plants), followed by 24 pg/g DM for Jandouba (male plants), then 10.82 ng/g DM for
Nabeul (male plants). Beja male plant extracts always had the lowest quantity: 8.11 ug/g DM.
The concentration of gallocatechin was important in leaf extractions compared to the other
flavonol, with 205.69 and 155.37 pg/g DM in Bizerte male and female plants, respectively.
Beja displayed the lowest doses with 57.1 and 42.67 ug/g DM in male and female plants,
respectively. This species was also rich in epicatechin and epigallocatechin. Our results
were in agreement with those reported in the literature concerning castor leaves belonging
to the same Euphorbeaceae family. Indeed, Ghnimi et al. (2014) [9] identified epicatechin and
rutin in abundance in the aerial parts of some Tunisian provenances of Ricinus communis
L. Moreover, Aquino et al. (1987) [23], reported that the major phenolic compounds in
M. annua were narcissin and rutin. These results also revealed the presence in significant
quantities of other flavonols such as epicatéchin, gallocatechin and epigallocatechin, which
are not yet identified in the recent literature for M. annua. The leaf extract analyses showed
that the male plants contained more phenolic compounds than the female plants, and that
the leaf extracts from Bizerte abounded in phenolic contents compared to other provenances.
LC-MS statistical analysis showed that there was a significant difference between regions
(F=13.83 and p = 0.002) for the amount of flavonol and between male and female plants
(F =8.149 and p = 0.021).

4. Larvicidal Activity

The larvicidal effect of the aqueous extracts of the leaves of male and female plants was
observed at 6, 12, 24 and 48 h, showing an increasing intoxication of T. confusum larvae as
time (p = 0.0001) and concentration (p = 0.001) increased (Figure 5). The 0.01 g/mL extract of
powder of male plants from the Bizerte region exhibited a high percentage of mortality after
24 h (97%), and 100% mortality was reached after 48 h. This high toxicity was confirmed
by the lowest value of LCsp; LC5p = 0.0039 g/mL after 24 h and LCsp = 0.0026 g/mL after
48 h. On the other hand, the leaves of the female plants from the Bizerte region showed a
higher toxicity than that assessed in the other three regions (Table 2). As detailed in Figure
5, the leaf extract of the Beja provenance displayed the lowest toxicity against larvae, with
LCsp values for the leaves of male and female plants of 0.00924 g/mL and 0.0157 g/mL,
respectively. The leaf extracts of male plants tested on T. confusum were found more
effective as compared to the leaf extracts of female plants. The impact of the sex parameter
was highly significant (p = 0.001). Our results also underline the highly significant effect of
the origin (p = 0.002) of the plant material. There was no mortality for the control test.

This study is the first to elucidate the larvicidal activity of the leaves of male and
female plants of M. annua from different regions of Tunisia against T. confusum. These
results corroborate with other research carried out by Al Bachchu et al. (2017) [24] on the
larvicidal efficacy of indigenous plant extracts against Tribolium castaneum (Herbest) larvae.
Aouinty et al. (2006) [17] highlighted the toxic power of aqueous leaf extract of Ricinus
communis L. (Euphorbiaceae) on mosquito larvae. In the same context, several studies [25-27]
have shown that plant extracts of some species, and at well-defined doses, are able to play
an influential role as a bio-larvicide and thus reduce the use of chemicals noxious to the
environment and human health.
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Figure 5. Mortality (%) after 6, 12, 24 and 48 h of T. confusum subjected to the different concentrations of the aqueous extract
of the leaf powders of the female and male plants of M. annua from four provenances.

Table 2. Larvicidal activity of M. annua leaf extract against T. confusum.

95% Lower

95% Upper

Provenance Plant Material Time (h) LCsp g/mL+ SE X2 Confidence Confidence
LFP 24 0.0038 + 0.172 2.969 0.00312 0.00498
) LMP 24 0.00039 + 0217 2237 0.000126 0.00069
Bizerte LFP 48 0.0020 + 0.178 20.439 e s
LMP 48 0.00026 = 0.282 3.406 0.00006 0.0005
LFP 24 0.0022 + 0.134 0.126 ~ -
LMP 24 0.0014 £ 0.172 5472 0.00066 0.0022
Nabeul LFP 48 0.0049 + 0.196 10.69 - -
LMP 48 0.00046 + 0.201 121 0.00024 0.00099
LFP 24 0.012 £ 0.196 5.045 0.0085 0.0022
doub LMP 24 0.0034 + 0.162 1711 0.00059 0.024
Jandouba LFP 48 0.00135 + 0.176 0.795 0.00096 0.0042
LMP 48 0.00132 + 0.207 16.234 - -
LFP 24 0.0157 = 0.186 1.985 0.0096 0.042
Béja LMP 24 0.0092 + 0.173 2.49 0.00013 0.069
LFP 48 0.0052 + 0.181 6.859 0.00023 0.034
LMP 48 0.0022 + 0.181 0.99 0.0018 0.0028

-: The LC could not be calculated. Heterogeneity factor was used. SE: standard error; LFP: leaves from female plants; LMP: leaves from

male plants.
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Relation between Phenolic Compounds and Larvicidal Activity

Our results reveal for the first time a good negative correlation between the larvicidal
activity of aqueous leaf extracts of male and female plants of M. annua and the antioxidant
activity of methanolic leaf extracts, with a coefficient of correlation of Pearson r = —0.975
for male plants and r = —0.760 for female plants (Figures 6 and 7). As reported by Beatovié¢
etal. (2015) [28], the antioxidant capacity of different plant extracts is closely related to their
most abundant components. Indeed, narcissin is a natural flavonol glycoside known for its
antioxidant activity [29]. Petruk et al. (2017) [30] identified narcissin in immature cladodes
of Opuntia ficus-indica (L.) Mill. and showed that it was responsible for the anti-oxidative
stress on human keratinocytes. In addition, in our extracts, gallocatechin occupied a
second position after narcissin in terms of abundance, followed by rutin. A previous study
demonstrated that rutin significantly blocked the growth and proliferation of larvae of
Aedes aegypti L. [31]. On the other hand, Sogan et al. (2018) [32] proposed that biological
activity could be due to a synergistic effect between the different phenolic compounds.
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Figure 6. Relationship between antioxidant activity of methanolic leaf extracts and the larvicidal
activity of aqueous leaf extracts of female plants of M. annua.
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Figure 7. Relationship between antioxidant activity of methanolic leaf extracts and the larvicidal
activity of aqueous leaf extracts of male plants of M. annua.

136



Biology 2021, 10, 344 11 0f 12

This study is in agreement with many other studies supporting a negative correlation
between the antioxidant activity and biological activity of plant materials [33,34].

5. Conclusions

The present phytochemical analysis of leaves of Mercurialis annua L. of four Tunisian
provenances revealed that, whatever the region, the TPC, the TFC and the antioxidant
activity were higher in the extracts of leaves of male plants than in the extracts of leaves of
female plants, and also highlighted the abundance of narcissin and rutin in male plants.
This result could be used to explain the strong larvicidal activity detected in male leaves
against Tribolium confusum (Du Val), an insect pest of flour and cereal seeds. This is the
first study to focus on the chemical composition of leaf extracts of Mercurialis annua L.
from Tunisian origins and to evaluate their larvicidal activity on Tribolium confusum (Du
Val). Indeed, this study clearly showed the importance of aqueous extracts of the leaves of
M. annua as biopesticides against T. confusum. However, the use of this natural resource
must be scientifically approved for sustainable use. In addition, LC-MS analyses revealed
the presence of biologically active phenolic compounds responsible for the mortality of
T. confusum. However, more analyses are necessary to purify and identify the molecules
responsible for this larvicidal activity and their environmental impact.
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Annexe 2

Abstract

This study reports the link between larvicidal activity and the phytochemical composition of
male and female leaf extracts of Mercurialis annua L. (M. annua) from four Tunisian regions:
Bizerte, Jandouba, Nabeul and Beja. Their antioxidant activity was evaluated using DPPH (2,
2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assays. Phenolic compounds were identified and quantified using
liquid chromatography coupled with a UV detector and mass spectrometry (LC-UV-ESI/MS).
Higher antioxidant activity (AOA) was found in the leaves of male plant extracts than of female
ones. The leaves of male and female plant extracts from Bizerte exhibited the highest AOA:
22.04 and 22.78 mg Trolox equivalent/g dry matter (mg TE/g DM), respectively. For both
sexes, plant extracts from Beja had the lowest AOA with 19.71 and 19.67 mg TE/g DM for
male and female plants, respectively. Some phenolic compounds such as narcissin,
gallocatechin, rutin, epigallocatechin and epicatechin were identified and quantified using LC-
MS, which highlighted the abundance of narcissin and rutin in the male leaves of M. annua.
We noted that the interaction between the sex of plants and the provenance had a significant
effect on TFC (F = 6.63; p = 0.004) and AOA (F = 6.53; p = 0.004) assays, but there was no
interaction between sex and origins for TPC (F = 1.76; p = 0.19). The larvicidal activity of
aqueous leaf extracts of M. annua against Tribolium confusum (Du Val) (T. confusum), an
insect pest of flour and cereal seeds, showed that the mortality could reach 100% after 48 h of
exposure in the Bizerte region. The LCso values for the leaf extract were low in Bizerte, with
0.003 and 0.009 g/mL for male and female plants, respectively, succeeded by Jandouba, which
displayed 0.006 and 0.024 g/mL for male and female plants, respectively. Nabeul showed 0.025
g/mL for male plants and 0.046 g/mL for female plants and Beja showed 0.037 and 0.072 g/mL
for male and female plants, respectively. This is the first time that a study has revealed a

negative correlation between the antioxidant activity and the larvicidal activity of the leaf

139



extracts of M. annua with the following correlation coefficients of Perason: r = —0.975 and r =

—0.760 for male and female plants, respectively.

Keywords: Mercurialis annua L.; antioxidant activity; LC-MS; larvicidal activity
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Résumé :

Cette étude rapporte le lien entre l'activité larvicide et la composition phytochimique d'extraits
de feuilles males et femelles de Mercurialis annua L. (M. annua) de quatre régions tunisiennes
: Bizerte, Jandouba, Nabeul et Beja. Leur activité antioxydante a été évaluée a l'aide de dosages
de DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl). Les composés phénoliques ont été identifiés et
quantifiés par chromatographie liquide couplée a un détecteur UV et spectrométrie de masse
(LC-UV-ESI/MS). Une activité antioxydante (AAOQ) plus élevée a été trouvée dans les feuilles
des extraits de plantes males que celles des femelles. Les feuilles des extraits de plantes males
et femelles de Bizerte présentaient les AAO les plus élevées : 22,04 et 22,78 mg équivalent
Trolox/g matiere séche (mg ET/g MS), respectivement. Pour les deux sexes, les extraits de
plantes de Beja avaient le plus faible AOA avec 19,71 et 19,67 mg ET/g MS pour les plantes
males et femelles, respectivement. Certains composés phénoliques tels que la narcissine, la
gallocatéchine, la rutine, I'épigallocatéchine et I'épicatéchine ont été identifies et quantifiés par
LC-MS, ce qui a mis en évidence I'abondance de narcissine et de rutine dans les feuilles males
de M. annua. Nous avons noté que l'interaction entre le sexe et la provenance avait un effet
significatif sur les tests FVT (F = 6,63 ; p = 0,004) et AAO (F = 6,53 ; p = 0,004), mais il n'y
avait pas d'interaction entre le sexe et les origines pour PPT (F = 1,76 ; p = 0,19). L'activité
larvicide d'extraits aqueux de feuilles de M. annua contre Tribolium confusum (Du Val) (T.
confusum), un insecte ravageur de la farine et des graines de céréales, a montré que la mortalité
pouvait atteindre 100% apres 48 h d'exposition dans la région de Bizerte. Les valeurs de CL50
pour I'extrait de feuilles étaient faibles a Bizerte, avec 0,003 et 0,009 g/mL pour les plantes
males et femelles, respectivement, suivies par Jandouba, qui affichait 0,006 et 0,024 g/mL pour
les plantes males et femelles, respectivement. Nabeul a montré 0,025 g/mL pour les plantes
males et 0,046 g/mL pour les plantes femelles et Beja a montré 0,037 et 0,072 g/mL pour les

plantes méales et femelles, respectivement. C'est la premiére fois qu'une étude révéle une
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corrélation négative entre l'activité antioxydante et I'activité larvicide des extraits de feuilles de
M. annua avec les coefficients de corrélation de Pearson suivants : r = -0,975 et r = -0,760 pour
male et femelle plantes, respectivement.

Mots-clés : Mercurialis annua L. ; activité ant-ioxydante ; LC-MS ; activité larvicide
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Annexe 3
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Figure 56: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de Beja
de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 289 (rutine).
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Ifidure 57 : Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcoolique des feuilles des pieds femelles provenant de Beja
sde Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 309 gallocatéchine (1) et épigalocatéchine (2).
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Figure 58: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de Beja
de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 609 (épicatéchine).
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AiA:igure 5§:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant de Beja de
Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/z 289 (rutine).

B Chiomatogiam View SIM Segmentfi! B Chiomatogam ¢ »| Peak ¢ | Sean[+|» Segent 1 v
liax ntensity : 19 083
200004 E] Tme 018 ScnF T men 1 A
15000
100004
¥
50004 %
00 25 50 15 10 125 10 15 200 25 %0 s nia
| ]

Figure 60 : Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcoolique des feuilles des pieds males provenant de Beja de
Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 309 gallocatéchine (1) et épigalocatéchine (2).
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Figure 61:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds méles provenant de Beja de
Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/z 609 (épicatéchine).
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Figure 62: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Jandouba de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 289 (rutine).
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Figure 63: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcoolique des feuilles des pieds femelles provenant de
Jandouba de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 309 gallocatéchine (1) et
épigalocatéchine (2).

0 Chiomatogram'iew SIM Segmeni1 [ Chomatogram ¢+ Pados| b Soand |+ Cogoae v
Wax Irensity - 3 880
25000 Time 3729 Scanf 1 Inten. 0 a
i ;
23004 )
/|
3000+ | |
LA v
o b
i e " | ! _'—'—*'-.l’mf_\_..'ll_.l g
1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1
] 25 50 15 100 125 150 174 200 25 250 5 mn
L ]
|8 Soctn View

Figure 64:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Jandouba de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 609 (épicatéchine).
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Figure 65:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds méles provenant de
Jandouba de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 289 (rutine).
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Figure 66: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcoolique des feuilles des pieds méles provenant de
Jandouba de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 309 gallocatéchine (1) et

& Chiomatoaram View SIM

épigalocatéchine (2).
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Figure 67:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant de
Jandouba de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m/ z 609 (épicatéchine).
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Figure 68: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Nabeul de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 289 (rutine).
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Figure 69: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcoolique des feuilles des pieds femelles provenant de
Nabeul de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 309 gallocatéchine (1) et épigalocatéchine
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Figure 70:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds femelles provenant de
Nabeul de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 609 (épicatéchine).
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Figure 71:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds males provenant de Nabeul

de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 289 (rutine).
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Figure 72: Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcoolique des feuilles des pieds méles provenant de Nabeul

de Mercuriali

s annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 309 gallocatéchine (1) et épigalocatéchine (2).
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Figure 73:Analyses LC-PDA-ESI / MS de I'extrait hydroalcooliques des feuilles des pieds méles provenant de Nabeul

de Mercurialis annua L., chromatogrammes d'ions extraits de m / z 609 (épicatéchine).
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