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Résumé

Dans le cadre de la préservation de la biodiversité de ’espéce Allium sativum et
Allium cepa en Algeérie ; Nous avons réalisés une étude comparative entre quatre variétés de la
premiére espece et entre trois variétés de la deuxieme espéce par la caractérisation
morphologique, biochimique ainsi que moléculaire et enfin 1’évaluation de leurs pouvoir
antibactérien vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Les résultats ont dévoilé une
importante variabilité phénotypique du patrimoine géneétique des cultivars des deux espéces.
La caractérisation morphologique basée sur les descripteurs morphologiques a réevélé
I’importance des descripteurs : épaisseur des écailles seches, adhérence des écailles apres
récoltes, épaisseur du collet de bulbe et la couleur des écailles seches dans la discrimination
des variétés d’oignon, comme elle montre I’importance de certaines catégories telles que la
position des caieux a l'extrémité supérieure du bulbe, compacité des caieux, distribution des
caieux et couleur de la chair pour discriminer les variétés d’ail. L’étude morphologique
portant sur les caracteres quantitatifs a montré une importante fluctuation du rendement en
bulbe, du nombre de bulbe par kilogramme et du poids d’un Bulbe chez les variétés de 1’ail
et une importante variabilité du rendement en bulbe, du nombre de bulbe par kilogramme, du
poids d’un Bulbe, nombre de points végétatifs par kg et le nombre des écailles séches chez

les variétés de I’oignon.

L’analyse moléculaire de la diversité génétique des variétés de 1’espece Allium cepa sur la
base de huit couples d’amorces SSR nous a permis de compter au total 48 fragments d’ADN
amplifiés avec des démentions variant entre 90 et 296 pb pour les variétés d’oignon et 48
fragments d’ADN amplifiés avec des démentions variant entre 169 et 410 pb pour les variétés
de I’ail .Le taux moyen de polymorphisme varie de 33% & 100 % chez les cultivars de
I’oignon et de 75% a 100% pour les variétés d’ail ;Ce qui montre 1’importante diversité
génétique du patrimoine génétique de ces deux espéces. Les résultats de I’extraction ont
révélé une légere variation de la teneur et des parameétres organoleptiques de 1’huile
essentielle dans les deux especes étudiées. Cependant, I’étude phytochimique , la
caractérisation physico chimique et I’analyse chimique des huiles essentielles testées ont

confirmé une variation considérable entre les variétés de chaque espece.

La classification hiérarchique des génotypes d’oignon, selon les parametres
biochimiques se trouve controverser a celles qui sont s’effectuées selon, les parameétres
moléculaire et I’analyse en coordonnée principale. Alors que, la séparation de ces accessions

selon les paramétres morphologiques descriptifs des écailles seches (adhérence apreés récolte,



couleur de fond, intensité de la couleur et couleur de 1’épiderme) montre que ces variables
constituent les éléments les plus stables et les plus significatifs pour caractériser et distinguer
entre les variétés de cette espéce. Par ailleurs, la structuration génétique des génotypes d’ail
selon les parametres physico-chimiques et organoleptiques ainsi que la composition chimique
de I’huile essenticlle montre que ces parametres constituent les éléments les plus significatifs
pour caractériser et distinguer entre les variétés de cette espece. L'évaluation de l'effet
antibactérienne montre que la plupart des souches bactériennes utilisées sont trés sensible aux
antibiotiques utilisés. Les HEs des variétés d’oignon : Rouge d'’Amposta et Jaune d'Espagne
ont exercé une faible activité antibactérienne a I'encontre de S. aureus, mais aucune activité
antibactérienne & I'HE de Rouge locale n’a été observee. Les quatre variétés de I’ail sont
révélées actives contre toutes les bactéries étudies a I’exception de la variété Messidrom qui
n’a aucun effet avec toutes les bactéries sauf I’E.Coli. L'extrait brut de I’'HE de la variété
Rouge Locale et de la variété Mocpta Bulguar était les plus actifs parmi les autres extraits; ce

qui est bien sdr expliqué par leur composition chimique.

Mots clés : Allium cepa, Allium sativum, diversité génétique, caractérisation morphologique,
caractérisation biochimique, caractérisation moléculaire, Marqueurs SSR, Huiles essentielles,

activité antibactérienne.



Abstract

Within the framework of the preservation of the biodiversity of the species Allium
sativum and Allium cepa in Algeria; we carried out a comparative study of four varieties of
the first species and three varieties of the second species by morphological, biochemical and
molecular characterization and finally the evaluation of their antibacterial properties with

respect to four bacterial strains.

The results revealed an important phenotypic variability of the genetic heritage of the
cultivars of the two species. The morphological characterization based on the morphological
descriptors revealed the importance of the descriptors: thickness of the dry scales, adhesion of
the scales after harvest, thickness of the bulb collar and the color of the dry scales in the
discrimination of the onion varieties, as it shows the importance of certain categories such as
the position of the calyxes at the upper extremity of the bulb, the compactness of the
branches, the distribution of the branches and the color of the flesh to discriminate the

varieties of garlic.

The morphological study of quantitative traits showed a significant fluctuation in bulb
yield, bulb per kilogram and bulb weight in garlic varieties, and significant variability in bulb
yield, Bulb per kilogram, weight of bulb, number of vegetative points per kg and number of

dry scales in onion varieties.

Molecular analysis of the genetic diversity of the Allium cepa species on the basis of
eight pairs of SSR primers allowed us to count a total of 48 DNA fragments amplified with
defects varying between 90 and 296 bp for Varieties of onion and 48 DNA fragments
amplified with dementitions varying between 169 and 410 bp for the varieties of garlic.

The average rate of polymorphism varies from 33% to 100% in onion cultivars and
from 75% to 100% in garlic varieties, which shows the large genetic diversity of the genetic
inheritance of these two species. The extraction results revealed a slight variation in the
content and organoleptic parameters of the essential oil in the two species studied.

However, the phytochemical study, the physico-chemical characterization and the
chemical analysis of the essential oils tested confirmed a considerable variation between the

varieties of each species.

The hierarchical classification of onion genotypes according to the biochemical

parameters is controversial to those carried out according to the molecular parameters and the



principal coordinate analysis. The separation of these accessions according to the
morphological parameters descriptive of the dry scales (adhesion after harvest, background
color, intensity of color and color of the epidermis) shows that these variables constitute the
most stable and significant elements To characterize and distinguish between varieties of this
species. Moreover, the genetic structure of the genotypes of garlic according to the physico-
chemical and organoleptic parameters as well as the chemical composition of the essential oil
shows that these parameters constitute the most significant elements to characterize and
distinguish between the varieties of this species. The evaluation of the antibacterial effect
shows that most of the bacterial strains used are very sensitive to the antibiotics used.

The essentiel oil of onion varieties: RA and Yellow of Spain had low antibacterial
activity against S. aureus, but no antibacterial activity at local Red Heat was observed. The
four varieties of garlic are shown to be active against all the bacteria studied with the
exception of the Messidrom variety which has no effect with all the bacteria except E. coli.
The raw extract of the HE of the RL variety and of the MB variety was the most active among
the other extracts with a growth inhibition diameter of 10 mm for the E. coli and K.

pneumoniae bacteria; which is of course explained by their chemical composition.

Key words: Allium cepa, Allium sativum, Genetic diversity, Morphological variability,

Biochemical variability, SSR markers, Essential oils, antibacterial activity.
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Introduction Générale

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques
des plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs
propriétés curatives. A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la
connaissance et [’'utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicales
paraissent étranges et relévent de la magie, d’autres au contraire semblent plus fondées et plus
efficaces. Pourtant, toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé
des hommes. La phytothérapie est I’art de se soigner par les plantes. C’est une médecine trés
ancienne. Actuellement, de nombreux médicaments tirent leur origine des plantes
médicinales. Cette forme de médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle augmente

I’efficacité d’un traitement ou atténue ses effets secondaires (Larousse, 2001).

Les espéces alimentaires, oignon (Allium cepa L.), oignon multipliant (Allium
fistulosum L.), ail (Allium sativum L.) et poireau (Allium ampeloprasum L.) sont des
monocotylédones herbacées appartenant a la famille des Alliacées. Sur la liste des Iégumes les
plus cultivés au monde, les oignons sont classés deuxiéme, précédés par les tomates. Les
oignons sont produits partout dans le monde, a différentes latitudes entre 10°S et 65°N (Foury
et al., 1992). L’ail, Allium sativum L. est une plante existante approximativement depuis de
5000 a 7000 ans, utilisée comme légumes, épices ou plantes médicinales, mais son centre

d’origine a été longuement inconnu.

Concernant 1’ancétre de 1’ail cultivé, plusieurs travaux proposent que Allium
longicuspis Regel est son progéniteur car les deux especes sont morphologiquement et
caryologiquement similaire et que A. longicuspis peut étre rencontre dans la partie ouest de la
montagne Tien Shan qui est le centre d’origine de 1’ail (Etoh et Ogura, 1984) Ces deux
espéces fut d’abord exploitées comme plante médicinale avant de devenir un condiment ou

légume.

En médecines traditionnelles, le recours a I’utilisation des plantes et/ou de leurs
extraits est une approche biologique sans effets negatifs sur 1’écologie (Sokovi¢ etVan
Griensven, 2006). Les essences semblent étre suffisamment efficaces sur les germes résistants
aux antibiotiques (Buchbauer et J irovetz, 1994).Le pouvoir antimicrobien des plantes
médicinales serait dl en totalité et/ou en partie aux essences qu’elles contiennent (Akgul et
Kivanc, 1988). L’oignon est antispasmodique, carminatif, diurétique, expectorant,

anthelminthique, hypoglycémiant, anti-hypercholestérolémiant et antiagrégant plaquettaire
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(Bruneton, 2009). Les extraits de 1’oignon ont également une activité anti-asthmatique et
antiallergique cutanée et pulmonaire (Cowan, 1999). Divers composés chimiques soufrées et
non soufrés ont été isolés du bulbe d'oignon. En 1910, Kooper a examiné le jus frais de
I'oignon commun, il a identifié I'acide thiocianique et I'allylthiocyanate (Shankaranarayana et
al, 1982). Les composés soufrés sont les plus caractéristiques de 1’huile essenticlle de
I’oignon et de I’ail tels que dimethyldisulfide, dimethyltrisulfide et allylmethyltrisulfide (Liu
et al, 2014 ; Ye et al, 2013). Parmi les alliums, I'ail posséde 1’odeur la plus puissante et
pénétrable. Les premiers exposés sur les propriétés physiques et la structure chimique du
principal composé odoriférant et antibactérien de I'ail, étaient donnés par (Cavallito et al.,
1944). L’analyse de la diversité génétique du genre Allium, a actuellement recours aux
techniques de la biologie moléculaire. Ces dernieres constituent un outil puissant et fiable
pour I’amélioration des plantes; elles permettent de comprendre les différences et les
similitudes qui existent entre ces lignées au niveau de leurs genes. Cela peut aider a une
meilleure gestion des ressources génétiques sur la base d’une évaluation moléculaire

complémentaire a 1’évaluation agronomique (Forster et al., 2000).

Il'y a une grande diversité au sein des espéces d’Allium qui étend du bassin
méditerranéen a I'Asie central et Pakistan (Fritsh and Frisen, 2002). Simon (2001) assume que
la diversité génétique chez 1’ail cultivé est due aux variations générées par sa multiplication
végeétative. On peut distinguer les clones non seulement au niveau morphologique et
enzymatique (Lallemand, 1997) mais le développement de nouvelles  technologie

d’amélioration a permit son étude au niveau d’ADN grace aux marqueurs moléculaires.

Il existe une trés grande diversité variétale, classée selon la couleur, la forme et la
taille des bulbes ; leur mode de culture ; leur destination pour la vente ; la longueur du jour
minimale nécessaire a la formation du bulbe (Ricroh et al., 1996). Le goft et ’aptitude des
bulbes a la conservation sont aussi des variantes qui permettent de caractériser les oignons de
I’ Afrique (Moumouni, 2006). En Algérie, de nombreuses variétés sont cultivées: doux, blanc

ou jaune, rouge fort, hatif, extra hatif.

Il est donc trés primordial de connaitre le materiel végétal de notre espece afin de
pouvoir classer les variétés et de récupérer les génotypes en raison du risque d’érosion
génétique due a la mise au point de nouvelles variétés par la voie des programmes de

I’amélioration génétique.
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C’est dans ce cadre que se situe notre travail qui consiste en une caractérisation
morphologique, biochimique et moléculaire de trois variétés d’oignon et quatre variétés d’ail (

locales et introduites).

> Les analyses de la variabilit¢ morphologique n’ont concerné que les
bulbes des variétés des deux especes étudiées. Cette description a été réalisée sur les

parametres morphologiques quantitatifs et qualitatifs.

> Une analyse moléculaire sur la base de 8 couples d’amorces SSR a été
réalisé pour vérifier la biodiversité morphologique et biochimique des cultivars

d’oignon et d’ail.

> Une analyse de synthése a été menée pour vérifier la contribution des
parametres morphologiques, biochimiques et moléculaire dans la classification des

cultivars des deux espéces.

> Enfin, une étude comparative entre les activités anti bactériennes des
huiles essentielles des variétés étudiées pour chaque espece vis —a —vis quatre souches

bactériennes.
Par conséquence, le plan de la thése est structuré en deux parties :

Partie 1 : Données bibliographique sur les plantes médicinales et ses métabolites
secondaires et notamment les huiles essentielles, ensuite en présentant les deux espéces
étudiées, leurs biodiversité et enfin les différents moyens utilisés pour leur conservation

et I’analyse de leur variabilité morphologique, biochimique et moléculaire.

Partie 2 : organisation du travail expérimental tout en présentant le matériel
végétal étudié et les différentes techniques utilisées ainsi que la présentation et

I’interprétation des résultats obtenus et enfin une conclusion générale et perspectives.
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Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partiec possede des propriétés
curatives ou préventives a 1’égard des maladies avec ou sans principes actifs déterminés. En
fait, il s’agit d’une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux

(Bruneton, 1999).

La plante est le si¢ge d’une intense activité métabolique. Par son organisation bien

structurée, elle constitue un élement tres riche en principes actifs les plus divers.

Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie de la plante, et pour
cela la plante doit faire face a de multiples agressions de 1I’environnement dans lequel elle vit:
prédateurs, microorganismes pathogenes, etc... Elle peut donc développer un métabolisme
particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus diverses pour se défendre, il

s’agit des métabolites secondaires.

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme source de matiere premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997). La
feuille est le site de toutes les syntheses chimiques et la partie la plus utilisée en thérapeutique.
Aussi, la tige et surtout la partie externe de la tige, notamment 1’écorce, sont souvent utilisés.
La fleur renferme dans ses différentes parties un bon nombre de composés appréciables
(Wichtl et Anton, 2003).Si les fruits et les graines fournissent des réserves nutritionnelles et
une grande quantité de substances actives, les racines peuvent aussi stocker certains principes
actifs comme les alcaloides, sans oublier les tubercules rhizomes et bulbes qui contiennent un

grand nombre de principes essentiels.

I.1. Principes actifs des plantes

Les principes actifs des plantes sont de nature organique: polysaccharides, acides
aminés, acides gras (Al-Achi, 2005), flavonoides, saponosides, alcaloides (Marles et
Farnsworth, 1994 ; Dey et al., 2002) ou de nature minérale, tel que le chrome organique qui

potentialise I'effet de I'insuline (Aharonsonet al., 1969 ; Evans et Bowman,1992).

A coté du chrome, le vanadium, un insulinomimétique connu avant la découverte de
I'insuline, a été utilisé pour le contréle de la glycemie (Dey et al., 2002).D'autres minéraux
tels que le magnésium, le cuivre, le sélénium et le fer ont egalement des effets
bénéfiques(Thompson et Godin, 1995 ; Ducros et Favier, 2004). C’est d’abord la chimie dite

d’extraction qui a permis d’isoler des composants a partir de plantes. La chimie dite de

5
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synthése a permis, ensuite, de reproduire et reconstituer ces principes vegétaux en prenant
modele sur la plante. Par ailleurs, les chercheurs ont réussi a déterminer comment ces
substances agissent sur I’organisme (Larousse, 2001).Donc, les plantes médicinales doivent

leurs actions a plusieurs éléments actifs qu’on peut analyser chimiquement (Verdrager, 1978).
1.1.1. Les alcaloides

Ce sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale (il n’en
n’existe que des rares représentants dans le régne animal), Formant un groupe tres large, les
alcaloides possédent au moins un atome d’azote hétérocyclique qui les rend
pharmaceutiquement tres actifs. Les alcaloides renferment toujours du carbone, de

I’hydrogéne et de I’oxygeéne (exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre).

Chez le végétal, les alcaloides existent sous la forme soluble, de sels (citrates, malates,
tartrates, méconates, isobutyrates, benzaoates) ou sous celle d’une combinaison avec les

tanins. Leur nom se termine toujours par « ine ».

Certains sont des médicaments connus qui ont des vertus thérapeutiques avérés, c’est
le cas d’un dérivé de la pervenche « Vincarosea » employé pour traiter certains cancers

(Nowitz et Bottet, 2000 ; Larousse, 2001).

De plus, ils ont une action physiologique remarquable sur le systéme nerveux central
ou sur le systeme nerveux autonome sympathique et parasympathique dont ils agissent en

petite quantité.

Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systéme de défense
contre les herbivores et les pathogenes car ces composés sont toxiques. On peut les classer

selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire en plusieurs groupes :

e Des phénylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique ;

e Des alcaloidesisoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans l’opium du pavot;et des alcaloides indoliques: ergométrine,
ergotamine, ergotoxine de I’ergot des céréales ;

e Des alcaloides quinoléique : tige feuillée de la rue commune ;

e Des alcaloides pyridiques et pipéridiques : ricinine du ricin, trigonelline du fenugrec,
conine (poison violent) de la cigué ;

e Des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone ;
6
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e Des alcaloides stéroides : racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par
exemple (Seghiri, 2005).

1.1.2. Les saponosides

Sont des métabolites secondaires hétérosidiques. lls se divisent en saponosides a
géninetriterpenique et stéroidique. Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut
dire savon, elles se caractérisent par propriétés moussantes émulsifiants en contact avec
I’eau(Bruneton, 1999). Les saponines stéroidiques ont une structure chimique similaire a celle
de nombreuses hormones humaines (cortisol et cestrogéne) et conférent aux plantes qui les
contiennent une activité hormonale. Les triterpenoides présents dans les racines de primevere
« Premulaveris » sont de puissants expectorants, mais peuvent aussi faciliter 1’absorption des

éléments nutritifs.

Fréguemment rencontrés chez les végétaux supérieurs en particulier chez les
Dicotylédones (racines, fruits, écorces, tiges, feuilles ou graines), mais sont synthétisés
également par certains animaux marins tels que les concombres de mer ou les étoiles de mer.
Les saponosides sont des composés, pour la plupart, tres polaires et sont souvent retrouvés
sous forme de mélanges complexes dans la plante. lls possédent en outre, un large spectre de
propriétés biologiques et pharmacologiques notamment des propriétés immunomodulatrice,
immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et hypocholestérolémiante (Lacaille-Dubois,
2000). Les saponines hémolysent les globules rouges, irritent les muqueuses, causent un
relachement intestinales et augmentent les secrétions mugueuses bronchiales (Larousse,
2001).

1.1.3. Les phénols

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Il existe une trés grande variété
de composés phénoliques, du plus simple comme I’acide salicylique au plus complexe comme
les tannins. On suppose que les plantes en les produisant, cherchent a se prémunir contre les
infections et les insectes phytophages (Nowitz et Bottet, 2000).Les phénols sont surtout des
antiseptiques urinaires de 1’arbutine « arbutoside de la busserole » et des antalgiques. (Wichtl
et Anton, 2003).Les acides phénoliques comme 1’acide rosmarinique, sont fortement

antioxydantes et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Iserin, 2001).
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1.1.4. Les flavonoides

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux, presque toujours
hydrosolubles. Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (thé, raisin,
baies, agrumes). Ce sont les pigments les plus importants pour la coloration des fleurs dont le
pouvoir attracteur conditionne la pollinisation entomophile (Bruneton, 1999). Les flavonoides
présents dans de nombreuses plantes, a ce jour les chercheurs en connaissent plus de 5000
flavonoides dont leurs effets ne sont pas uniformes. Ils exercent une action favorable sur les
capillaires « les plus petits vaisseaux sanguins » assurant une bonne circulation sanguine. La
rutine présente dans plusieurs plantes telles que le citron, renforce les parois des vaisseaux
capillaires (Larousse, 2001). Ce sont aussi des antiagrégants plaquettaires non toxiques et
empéchent 1’adhésion duthrombus a la paroi vasculaire « prévention des infarctus (Wichtl et
Anton, 2003). Un autre groupe permet d’agir sur les spasmes du systéme gastro-intestinal,
tandis qu’un troisieme influence le systéme cardiovasculaire. Les flavonoides sont également

connus pour souligner les effets des autres substances d’une plante (Iburg, 2007).

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées par le domaine
médical, ou on leur reconnait des activités antivirales, anti-radicalaires, antiallergiques, anti-

tumorales, mais aussi anti-inflammatoires et anticancéreuses (Hertoget al., 1993).
1.1.5. Les tannins

Toutes les plantes contiennent les tanins a un degré plus ou moins élevé ceux- ci
donnent un gout amer a 1’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation
pour les insectes ou les bétails. Ce sont des composés polyphénoliques que I'on trouve dans
pratiquement tous les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.)
caractérisées par leur astringence (sensation de dessechement en bouche). Par exemple, les
pépins de raisins sont trés chargés en tanins (Mann, 1962). Le tanin se retrouve aussi dans le
cidre, le calvados et le pommeau. Leur structure complexe est formée d’unités répétitives
monomeériques qui varient par leurs centres asymétriques et par leur degré d’oxydation
(Hemingway, 1992). Ils ont la propriété de stopper les hémorragies, de lutter contre les
infections et de précipiter les proteines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. Les plantes

riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples comme dans le cas des veines
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variqueuses, pour drainer les secrétions excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les

tissus endommages par un eczéma ou une brulure (Pousset, 1989 ;Nowitz et Bottet, 2000).
1.1.6. Les glucosides

Se sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, ils se composent de deux
parties 1’une contient un sucre (glucose) qui est le plus souvent inactive, la deuxieme partie a
un effet thérapeutique et c’est la plus active nommée aglycone (Ravenet al., 2007).0n

distingue plusieurs groupes de glucosides selon leur composition chimique :
1.1.6.1. Les glycosides cardiotoniques

Présents dans de nombreuses plantes médicinales telles que les digitales laineuses. Les
glucosides cardiaques comme la digitoxine, la digoxme et la convallotoxine ont une action
directe et puissante sur le cceur ; ils aident a maintenir le rythme cardiaque en cas
d’affaiblissement et ils sont également diurétiques comme ils contribuent a transférer les
liquides des tissus et du systeme circulatoire vers les conduits urinaires (Nowitz et Bottet,
2000 ; Larousse, 2001).

1.1.6.2. Les glycosides cyanogenes

Bien que ces substances soient a base de cyanure, un poison trés violent, prises en petite
doses, clles ont des effets sédatifs et relaxants sur le coeur et les muscles, I’écorce du cerisier

sauvage et les feuilles sureau noir (Larousse, 2001).
1.1.6.3. Les glucosinolates

Présents uniquement dans les especes de la famille de moutardes et des choux. Ils
provoquent un effet irritant sur la peau et causant I’inflammation. Utilisés comme cataplasme

sur les articulations douloureuses, ils augmentent le flux sanguin dans la zone irritée.
1.1.8. Les polysaccharides

Sont définis comme des polymeres de haut pois moléculaire resultant de la
condensation d’un grand nombre de molécules d’oses .On les trouve dans toutes les plantes.
Ils sont responsables de la rigidité des parois cellulaires de vegétaux supérieures, représentent
une forme de stockage de 1’énergie, et aussi protecteurs des tissus contre la déshydratation du

fait de leur pouvoir hydrophile (Bruneton, 2009).
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Du point de vue phytothérapie, les plus importants sont les mucilages et les gommes
qui absorbent de grande quantités d’eau, produisant une masse gélatineuse qui peut étre
utilisée pour protéger les tissus enflammes et calmer la douleur (Nowitz et Bottet, 2000). Un
effet hypoglycémiant a été observé avec le fenugrec et le tamarin, éventuellement par
ralentissement de la résorption des sucres induit par les mucilages (Teuscheret al., 2005).

1.1.9. Les anthocyanes

Ils sont issus de I’hydrolyse des anthocyanidines (flavonoides proches des flavones).
Responsables de la coloration bleue, rouge, rose, ou pourpre de la plupart des fleurs et des
fruits (Bruneton J, 2009).

Ces puissants antioxydants nettoient 1’organisme des radicaux libres. 1S maintiennent
une bonne circulation du sang, notamment dans les régions du cceur, des mains, des pieds et

des yeux (lIserin, 2001).
1.1.10. Les éléments minéraux

Les plantes, les fruits et les légumes contiennent des vitamines indispensables que
notre corps est incapable de synthétiser. Dans de nombreux cas , les plantes procurent aussi
les éléments minéraux indispensables a notre organisme : azote , calcium, potassium, sodium
ainsi que des oligo-éléments, zinc, fer, cobalt, cuivre, manganese, lithium, césium ,nickel ,
molybdéne, magnésium .... par exemple le pissenlit « Taraxacum officinale » est un puissant

diurétique ou son effet est du a sa concentration en potassium(Nowitz et Bottet, 2000).

Enfin, certaines plantes contiennent des composés ayant une action antibiotique : ail,

oignon, moutarde, nénuphar.....
1.1.11. Les huiles essentielles

Il s’agit de mélange de composeés lipophiles, volatiles et souvent liquides, d’extraits de
la plante grace a des procédés physiques. Les huiles essentielles sont responsables de I’odeur
caractéristique de la plante (Teuscheret al., 2005).Elles sont utilisées pour leurs parfums dans
les préparations cosmétologiques et aussi pour leurs propriétés antiseptiques et anti-

inflammatoires. D’autres sont utilisées comme édulcorants (Domart et Bourneuf, 1988).
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I1..1. Les huiles essentielles :

11.1.1. Définition

Le terme huile essentielle a été inventé au 16°™ siécle par le médecin Suisse
Parascelsus Von HOHENHEIM pour désigner le composé actif d’un remeéde naturel (Burt,
2004). Plusieurs définitions disponibles d’une huile essentielle convergent sur le fait que les
huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires volatiles,
de composition généralement assez complexe, isolées des plantes par hydrodistillation ou par
pression mécanique. (Kalemba et Kunicka, 2003. Elles différent des huiles fixes (huiles
d’olive,....) et des graisses vegetales par leur caractére volatil ainsi que leur composition

chimique (Balz, 1986).

Cette définition a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO: « I’huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’une matiére premiére d’origine végétale, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais
de certains agrumes, soit par distillation. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase

aqueuse par des procédés physiques» (1ISO, 1997; AFNOR, 2000).

Pour certains auteurs comme Carette (2000), il est important de distinguer 1’huile
essentielle et essence. Cette derniére est une sécrétion naturelle élaborée par 1’organisme
végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs, variables selon la partie de la
plante considérée, c’est-a-dire que I’huile essentielle est 1’essence distillée. Les huiles
essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les 1 500 000 especes

vegetales, 10% seulement sont dites « aromatiques » (Bruneton, 1999; Degryse et al ., 2008).

I1. 1. 2. Localisation dans la plante

Les huiles essentielles n’existent quasiment chez les végétaux supérieurs. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
cellules glandulaires spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface des
tissus de plantes et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des
cellulesdites cellules a huiles essentielles (lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils
sécreteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des
canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae) (Hazzit, 2002; Bozet al ,2009).

Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux: les fleurs, dans les cellules

du mésophile de nombreux pétales, (Gehard,1993), mais aussi les feuilles (citronnelle,
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eucalyptus, laurier noble), les racines (vétiver), les rhizomes (curcuma, gingembre), les fruits
(toute épice, anis, badiane), le bois ( bois de rose, santal),les écorces (cannelier) ou les graines
(muscade) (Bruneton, 1993; Anton et Lobstein, 2005 ; Oussalaet al., 2006 ).

I1. 1. 3. Réle physiologique

La fonction exacte des huiles essentielles dans la plante n’est pas bien définie. Il est
vraisemblable qu’elles aient un role écologique lors des interactions végétales (agents
allélopathiques : comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques,
permettant de conserver ’humidité des plantes désertiques, réduction de la compétition des
autres especes de plante par inhibition chimique de la germination des graines ou par
protection contre la flore microbienne infectieuse, mais aussi lors des interactions végétale —
animale : action répulsive sur les prédateurs par leurs odeurs caractéristiques, par exemple

repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la pollinisation (Bakkali,2008).
Il. 1.4 . Propriétés physico-chimiques

Elles sont tres inflammables et trés odorantes, liquides a température ambiante.
Exposées a l'air, les huiles essentielles se volatilisent, ce qui les différencie des huiles fixes
(olive, tournesol ...); leur indice de réfraction est souvent élevé et la plupart dérivent la
lumiere polarisée (optiqguement active). Leur densité est en géneral inférieure a celle de I'eau
sauf les huiles essentielles de sassafras, de girofle et de cannelle. Elles ne sont que trés

rarement colorées.

Peu solubles ou pas du tout dans I’eau. Elles sont pour la plus part, solubles dans des
solvants organiques. Entrainables a la vapeur d'eau, elles se retrouvent dans le protoplasme

sous forme d’émulsion plus ou moins stable qui tende a se collecter en gouttelettes de grosse

taille (Bruneton, 1999 ; Rhayour, 2002; Benini, 2007; Benayad, 2008).

11.1.5. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HEs sont des mélanges de structure extrémement complexe,
pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces substances sont des molécules trés
volatiles appartenant pour la grande majorité a deux groupes caractérises par des origines
biogénétiques distinctes : le groupe des térpenoides d’une part et celui des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents d’autre part. Elles peuvent
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¢galement renfermer les composés de la dégradation d’acide gras et des terpénes (Hellal,

2011).
A-Terpénoides

Dans le cas des HEs, seuls seront rencontrés les terpénes les plus volatils, c’est a- dire
ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée : mono-et sesquiterpénes. Ce sont des
hydrocarbures ayant respectivement dix et quinze atomes de carbone. Ils peuvent étre saturés

ou insaturés (Bruneton ,2009).

A-1-les monoterpénes

Les carbures sont presque toujours présents, ils peuvent étre acycliques (myrcéne,
ocimenes), monocyclique (o-et y-terpinéne,p-cyméne) ou bicyclique (pinéne, camphéne,
sabinene) ( Figure 02) .lls constituent parfois plus de 90 % de I’HE (citrus,térébenthines)
(Bruneton, 2009).

Il peut exister aussi, une variété d'hydrocarbones aliphatiques a faible poids
moléculaire (linéaires, ramifiés, saturés et non saturés), acides, alcools, aldéhydes, esters ou
lactones acycliques et exceptionnellement des composants contenant de l'azote, du soufre ou
des coumarines, et de quelques autres, dont certains indéfinis, tous en proportions variées en
fonction de chaque essence, et ne contiennent ni acides gras, ni vitamines, ni sels minéraux .
La caractéristique chimique commune aux terpénes reside dans leur structure: ce sont des
multiples d'une unité a cinq atomes de carbone ayant pour base un diéne conjugué dont le
nom commun est "isoprene” (2-méthylbuta-1,3-diene) (Figure 01) (Johnson, 2003). Les
terpénes sont ainsi parfois désignés sous le nom de "composés isoprénoides”, mais de
préférence "terpénoides™ pour tous les composés constitués d'unités d'isopréne, sans prendre
en considération les groupes fonctionnels présents (Robinson, 1991).

CH;
CH,=C_
CH=CH,

L'isoprene

Figure 01 : Unité de base de terpénes.
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A-2-les sesquiterpenes

Un grand nombre de sesquiterpénes sont des constituants habituels des huiles
essentielles des végetaux supérieurs (Figure 3). lls peuvent intervenir dans les propriétés
pharmacologiques attribuées a ces fractions volatiles. Les variations structurales dans cette
série sont de méme nature que dans le cas des monoterpenes, carbures, alcools et cétones

étant les plus fréquents. 3

il " = . )
. Cy v
Au = —3 T

1 -
p-bisaboléne B-caryophylléne
|

| { = oOrn
trans, trans-farnésol carotol

Figure 03: Exemple de structures de sesquiterpenes rencontrées
dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999)

B-composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Cs-C3) sont beaucoup moins fréquents que les dérivés
terpéniques, ce sont trés souvent des allyl- et des propénylphénols, parfois des aldéhydes, on
peut également rencontrer dans les HEs des composés en (Cg-C;) comme la vanilline (assez
fréquente) ou comme 1’anthranilate de méthyl (Figure 4).Ces composés aromatiques
constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables des caracteres
organoleptiques des huiles essentielles. Citons par exemple I’eugénol et [1’anéthole
(Figure 4), qui sont responsables de 1’odeur du clou du girofle et d’Anis respectivement
(Kunle et okogum,2003 ;Bruneton, 2009).

C -les composés d’origine diverses

Il s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles. Ces

produits peuvent étre azotés ou soufrés et contribuent souvent aux ardmes de fruits.
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Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro
distillation. (Inouye et abe., 2003).

| J
/ v

( Z CHO <|>

7 ] o ] 2 ] N 0

A B ot e g
CH,O’ r ‘. CH,O Y - N“z
OH OCH, OH
eugénol E-anéthole vanilline anthranilate de méthyle

Figure 04: exemple de structures de composés aromatigques rencontrées
dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999).

I1.1.6. Méthodes d’analyse de la composition chimique

Il existe plusieurs types d’analyse, qui ont pour objet 1’identification qualitative et
quantitative des différents constituants d’une huile essentielle: (CPG, GC/MS, CG/FTIR,
RMN, HPLC, IR, etc). La chromatographie en phase gazeuse est la technique la plus utilisée
pour ce type d’analyse. Elle peut étre couplée a différents types de détecteurs, les plus utilisés
sont : le détecteur de masse(SM), le détecteur a ionisation de flamme (FID), et de plus en
plus le détecteur infrarouge a transformer de Fourier (FTIR). La chromatographique en phase
gazeuse CPG est utilisée pour ’analyse quantitative et la chromatographique en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse GC/MS pour I’analyse qualitative (Lamarti et

al.,1993; Marriott et al., 2001; Lahlou, 2004; Bourkhiss et al., 2007).

La GC et la GC/MS permettent de connaitre trés exactement la composition chimique,
la recherche d’éventuelles traces de produits indésirables tels les pesticides ou les produits
chimiques ajoutés (Renata et al.,2006 ; Baser et Buchbauer, 2010). Les composés qui ne sont
pas facilement séparés par la GCet les molécules structurellement semblables comme les
composés stéreéoisomeriques d'huiles essentielles sont analysés par *C-NMR (Nuclear
Magnetic Resonance), *H-NMR, etc.. (Lahlou, 2004; Baser et Buchbauer, 2010 ; Bruneton,
2009).
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11.1.7. Facteurs de variabilité des huiles essentielles

De profondes modifications de 1’huile essentielle peuvent intervenir lors de
I’exploitation des végétaux depuis leur collecte jusqu’a leur transformation industrielle .Les
huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur composition,
qu’au plan de rendement des plantes d’origine. Cette variabilit¢ est fondamentale car les
activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent étre trés différentes
(Garnéro, 1991; Bruneton, 1999; Benini, 2007). Cette variabilité peut s’expliquer par
différents facteurs d’origine : intrinséque, spécifiques du bagage génétique de la plante (de
I’individu ou I’organe considéré) ou extrinseque, liés aux conditions de croissance et de
développement de la plante (des conditions géographiques et climatiques, du terrain de culture
de la plante, de 1’année de culture (ensoleillement, hygrométrie, etc.), du mode cultural de la

période de récolte,) ou encore par la méthode d’extraction, etc.
11.1.7.1. Facteurs intrinseques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue, pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal
(Bruneton, 1999). L’influence du stade végétatif (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999; Stefaniniet
al., 2006a; Aprotosoaieet al., 2010), I’organe de la plante car la composition chimique des
HE peut varier d’un organe a un autre (Maffei et Sacco, 1987 ; Barry, 2001 ; Stefaniniet al.,
2006a; Chowdhuryet al., 2009), les hybridations, les facteurs de mutation, la polyploidie
(Aprotosoaieet al., 2010) et le polymorphisme chimique « chimiotypes ou formes
physiologiques » (Garnéro, 1991; Anton et Lobstein, 2005; Belyagoubi, 2006) sont les
principaux facteurs intrinseques qui influencent la composition et le rendement des huiles

essentielles.
11.1.7.2. Facteurs extrinseques

Il s’agit de I’incidence des facteurs de I’environnement et des pratiques culturales. La
température, la quantit¢ de lumiere, la pluviométrie, I’humidité relative et les conditions
édaphiques représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d’une plante aromatique donnée (Bruneton, 1999; Mohammad et al.,2009; Olle et
Bender, 2010; Aprotosoaieet al., 2010). Il n’y a pas mal des travaux ayant mis en évidence
I’influence de 1’origine géographique de la matiere premiere (Barry, 2001; Mohammedi,
2006; Marzoukiaet al.,2009), les pratiques culturales telles que la date de semis, la date de

récolte, les traitements phytosanitaires, ’apport de 1’engrais et I’influence des variations
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N ,P K, ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la composition et le rendement
des huiles essentielles (Barry, 2001; Lahlou, 2004; Stefanini et al., 2006a; Benini, 2007,
Aprotosoaie et al., 2010 ; Bruneton.J, 2009).

L’instabilité des constituants des huiles essentielles explique que la composition du
produit obtenu par hydrodistillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange
initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal. Au cours de I’hydrodistillation,
I’eau, I’acidité et la température peuvent induire I’hydrolyse des esters mais aussi des
réarrangements, des isomérisations, des racémisations, des oxydations, etc. (Silou, 2003;
Lucches, 2005).Le stockage des matiéres premieres avant distillation et la méthode
d’extraction (Huang et al., 1987; Weinreich et Nitz, 1996; Bruneton, 1999; Mohamed, 2005;
Abramsonet al., 2007; Benini, 2007; Silano et Delbo , 2008) et 1’état du matériel végétal
(Pinto et al., 2006; Hettiarachichi, 2008) sont également déterminants sur le rendement et la

qualité des huiles essentielles (Besombes, 2008).

11.1.8. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Plusieurs méthodes sont connues pour extraire les essences aromatiques des végétaux.
Parmi les divers procédés d'extraction des huiles essentielles, deux seulement sont admis par
la pharmacopée frangaise ainsi que par I’AFNOR et ISO :
* I'extraction par entrainement a la vapeur

* |'extraction par expression (pressage).

11.1.8.1. Extraction par entrainement a la vapeur d'eau

Les méthodes d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau sont basées sur le fait
que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la
vapeur d’eau. Sous l’action de cette derniére introduite ou formée dans le vase
d’entrainement, 1’essence aromatique contenue dans la plante est chauffée, disloquée du tissu
végétal et entrainée par la vapeur d’eau. Les vapeurs sont condensées sur une surface froide et
I’huile essentielle se sépare par décantation. Les principales variantes de ’extraction par
I’entrainement a la vapeur d’eau sont I’hydrodistillation, la distillation a vapeur saturée et

I’hydrodiffusion (Padma S Vankar, 2004 ; Semen et Hiziroglu ,2005).

11.1.8.1.1. Hydrodistillation simple

C'est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles. Elle consiste a

immerger le matériel végétal a extraire et le mettre en contact direct avec I'eau dans un ballon
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lors d'une extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tout est ensuite porté a
I'ébullition. La vapeur d’eau et ’essence libérée par le matériel végétal sont condensées

dans un réfrigérant et les huiles se separent de I'eau par différence de densité.

11.1.8.1.2. Entrainement a la vapeur saturée

Dans ce cas, le matériel végétal n’est pas en contact avec 1’eau : la vapeur d’eau est
injectée a travers la masse végétale disposée sur des plaques perforées en dessus de la base de
I’alambic, les constituants volatils peu solubles dans [’cau sont entrainés et apres

condensation, séparés du distillat refroidi par décantation.

11.1.8.1.3. Hydrodiffusion

Elle consiste a pulser un courant de vapeur d'eau a trés faible pression a travers la
masse végetal du haut vers le bas. La composition des produits obtenus est sensiblement
différente au plan qualitatif de celle des produits obtenus par les méthodes précédentes
(Abdoul D Samat, 2002).

11.1.8.2. Extraction par expression

Le principe de cette technique consiste a rompre les poches a essence par un moyen
mécanique, pression, incision ou abrasion a froid. L’huile essentielle mélangée a 1’eau
cellulaire est separée par décantation ou centrifugation. Cette méthode est souvent utilisee
pour recueillir les huiles essentielles d’agrumes (citrons, orange, mandarines et

pamplemousses) Abdoul D Samat .,(2002).

v’ Autres procédés

D’autres procédés plus récents, d’un emploi tres limité, sont utilisés le plus souvent
pour les plantes délicates qui ne supportent pas la chaleur, comme I’enfleurage. L’extraction
par solvants volatils, extraction au Co, supercritique, les micro-ondes, les fluides sous
pression, etc...peuvent étre utilisés (Piochon, 2008). Par exemple la distillation assistée par
micro-onde fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études et ne cesse d'étre améliorée parce
qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte, économie d'énergie et de temps,
investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées
(Chiasson et al., 2001; Kaufmann & Christen, 2002; Lahlou, 2004; Lucchesi et al., 2004;
Olivero-Verbel et al., 2010).
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11.2. Activité antibactérienne

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais
cette utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activites

antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques.

11.2.1. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence I’activité antibactérienne des HES. Le choix de la méthode
est conditionné par I’insolubilité des H.Es dans les milieux aqueux, leur volatilité et la
nécessité de les tester a de faibles concentrations. La majorité de chercheurs ont employé une
des trois analyses suivantes : diffusion sur disque, dilution d'agar et dilution de bouillon (Burt,
2004). Ces méthodes sont relativement rapides, peu colteuses et n'exigent pas lI'équipement de

laboratoire sophistiqué ; cependant, elles ne sont pas sans inconvénients (Wilkinson, 2006).

11.2.1.1. Méthode de I’aromatogramme

L’aromatogramme (étymol du grec ardma et du latin signifiant ((arome)), et du grec
gramma signifiant (lettre), (écriture), est une méthode de mesure in vitrodu pouvoir
antibactérien des huiles essentielles (Belaiche, 1979) ou encore I’emploi thérapeutique
exclusif des huiles essentielles en usage interne par absorption ou en usage externe. Cet
examen est donc I’équivalent d’un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des
huiles essentielles. La signification et I’interprétation d’un aromatogramme dont les mémes
qu’un antibiogramme. Différents types d’aromatogramme (milieu solide, liquide ou gazeux)

sont exploitables (Hammer, 1990).

Cette méthode est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé. La
technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes substances a
tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose
laissant des zones vierges autour des disques appelée zone d’inhibition. Plus le diametre de la
zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit

plus la bactérie est résistante. Le diamétre de ces zones d’inhibition est proportionnel a
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I’activité bactériostatique de 1’ H.E sur le germe testé. On peut exprimer cette activité soit en
indiquant directement le diamétre de la zone d’inhibition en millimétre, soit en traduisant en

croix le degré d’activité (Guerin et Carret, 1999).

11.2.1.2. Méthode de diffusion en puits

Méthode proposée par COOPER et WOODMAN en1946 et reprise par SHROEDER
et MESSING en 1949. Elle assure une diffusion radiale de I’'H.E a partir d’un puits en
donnant une zone d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a découper
un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution de I’H.E de concentration connue.
L’H.E diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose

préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).

11.2.1.3. Méthode de dilution

Les HEs a tester peuvent également étre directement mélangées en concentration
connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion homogene par un
émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de microorganismes, apres
incubation, on note la présence ou I’absence de culture. La lecture peut-étre visuelle ou a
I’aide d’un spectrophotométre et le degré d’inhibition est en rapport avec la turbidité du

milieu (Robert-Demuet, 1995).

11.2.1.4. Méthode de micro-atmosphére

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites de pétri
sur milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du disque
imprégné d’H.E qui est déposé au centre du couvercle de la boite de pétri, renversée aprés
fixation de I’H.E sur le disque. Celui-ci n’est donc pas en contact avec le milieu gélosé.
L’huile s’évapore dans 1’atmosphere de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les
microorganismes testés. Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés

spécifiquement sur I’activité de la phase vapeur sont encore peu nombreux (Pibiri, 2005).

11.2.3. Mode d’action des huiles essentielles

Les mécanismes par lesquels les HEs exercent leur activité antibactérienne sont mal
connus. Du fait de la complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une

idée précise sur le mode d’action des HES. Il est probable que leur activité antibactérienne ne
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soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire

(Hellal, 2011).

La majorité des huiles essentielles ont un spectre d'action trés large dont leurs terpenes
ou terpénoides ont des effets contre les bactéries, les mycétes, les virus et les protozoaires.

Les huiles essentielles exercent leur pouvoir antimicrobien par :

e Leur interférence avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire grace a leur
propriété hydrophobe ce qui entraine une perturbation de la cellule (Burt, 2004).En
outre, cette réaction varie en fonction de la nature de la bicouche lipidique ce qui
explique la résistance des bactéries a Gram négatif (Mahmoud et al., 2004).

e Destruction de certains systemes enzymatiques incluant ceux qui participent dans la
production d'énergie cellulaire et la production des composés structuraux (Liolioset
al., 2009).

e Inactivation et destruction du matériel génétique du micro-organisme (Kim et al.,
1995 ; Hulin et al., 1998).

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large due principalement a leur
grande affinité aux lipides membranaires grace a I’hydrophobicité de certains de ces
composants qui leur permet de traverser facilement la bicouche phospholipidique de la
membrane cellulaire en altérant sa perméabilité et entrainant des pertes anormales d’ions,

voire méme des macromolécules(Dormans et Deans, 2000 ; Burt ,2004).

Le mode d’action des HEs dépend du type de microorganismes. En général, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives grace a la
structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est plus
riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéchent les terpénes
hydrophobes d’y adhérer (Hellal, 2011).

Chalchat et al.,(1997) constatent que ’activité antimicrobienne des huiles essentielles
est hautement dépendante de leur composition chimique notamment de leurs constituants
majeurs. Les résultats de 1’étude du pouvoir antimicrobien de 13 huiles essentielles d’origine
africaine ont montré une corrélation trés étroite entre la composition chimique de ces huiles
et leur activité vis-a-vis de 6 microorganismes testés (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosaet). Les huiles

essentielles caractérisées par une faible activité contiennent une grande quantité de composés
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hydrocarbonés alors que les 3 huiles essentielles qui se sont montrées actives sont riches en

COMPOSES 0XYQgEnes.
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Chapitre 111 Méthodes d’évaluation de la diversité génétique

I11. Méthodes d’évaluation de la biodiversité
111.1. Méthodes de description variétale

La description du matériel végétal est une nécessité pour I’ensemble des activités
d’amélioration génétique et de la sélection variétale des plantes. La description variétale est
¢galement la base d’identification pour la certification des variétés et des semences ainsi que
pour la prévention de contrefacons (Lombard, 2000).

Il 'y a différents niveaux pour observer et décrire le matériel végétal: morphologique,
biochimique et moléculaire.

L’observation morphologique est la base de description du matériel végetal;

elle est simple et facile a pratiquer, mais elle manque de plus en plus de précision a cause:

» de la variation importante d’expression des caractéres observés due a une
interaction génotype-environnement

> du manque des caracteres discriminants

» du nombre croissant des nouvelles variétés

> de la base génétique utilisée de plus en plus étroite

Face aux difficultés liées a I’identification des espéces végétales et au faible niveau du
polymorphisme révélé par les marqueurs morphologiques et biochimiques, les chercheurs ont
eu recours a l’utilisation de marqueurs moléculaires pour compléter 1’évaluation et
I’étiquetage des ressources génétiques. Cependant, dans la pratique un nombre beaucoup plus

¢levé de marqueurs d’ADN peut étre facilement détecté (Paterson et al., 1991).

Les marqueurs au niveau de I'ADN (moléculaires) sont en nombre quasiment illimité
et sont indépendants du stade ou de 1'organe analysé, puisque I’ADN est le méme dans tous
les tissus. De plus ils ont I'avantage d'étre plus directement utilisables pour les applications

ultérieures en biologie moléculaire (Santoni et al., 2000).
I11.1. 1. Marqueurs morphologiques

Les caractéeres morphologiques controlés par un seul locus peuvent étre considérés
comme marqueurs genetiques si leurs expressions sont reproductibles sous des conditions
environnementales différentes (Staub et al., 1996). Ces caracteres ont I’avantage d’étre
immédiatement disponibles, ne nécessitant pas d’équipements sophistiqués et d’étre la mesure
la plus directe du phénotype. Cependant, ils peuvent étre influencés par des facteurs
génetiques (épistasie), environnementaux (facteurs edaphiques et biotiques, climatiques), et

peuvent varier selon les stades de développement de la plante.
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I11.1. 2. Marqueurs iso enzymatiques (Biochimiques)

Ils traduisent directement ’activité des geénes et sont généralement, des isozymes ou
des protéines de réserve. Les isozymes ont été largement utilisés dans plusieurs domaines de
la biologie végétale mais en cas d’analyse de la diversité génétique, leur pouvoir discriminant
n’est pas trés élevé. Les protéines enzymatiques constituent un matériel de choix pour les
généticiens du fait, qu’elles sont codées par des génes présentant deux propriétés importantes.
D’une part, la plupart des genes sont polymorphes a deux ou plusieurs alleles, d’autre part, les
alléles sont généralement co-dominants, ce qui induit I’expression de chacun de ces alléles
chez I’hétérozygote. Cette technique nous permet de tester un nombre élevé de plantes, et
d’essayer plusieurs systémes enzymatiques a partir d’un gel unique. Elle nous permet aussi
d’examiner les variations génétiques au sein de taxons trés proches (Belghouthi, 2006).

Vu le faible niveau du polymorphisme révélé par les marqueurs biochimiques et sa
variabilité en fonction des conditions environnementales, il est souvent nécessaire d’utiliser
les marqueurs moléculaires pour compléter 1’évaluation et 1’étiquetage des ressources
génétiques. En effet, de nouvelles alternatives, comme le marquage moléculaire, sont

désormais possibles pour analyser la diversité génétique.
111.1.3. Marqgueurs moléculaires

Les marqueurs moléculaires sont un ensemble d’outils permettant de caractériser un
génome de maniere fiable, spécifique et rapide vu qu’ils s’adressent a I’ensemble du génome
et qu’ils sont indépendants des conditions de I’environnement (Najimi et al., 2003). Ces
marqueurs sont d’une grande importance dans I’amélioration des plantes et dans
I’identification des genes d’intérét agronomique.

Un marqueur moléculaire est un locus polymorphe qui renseigne sur le génotype de
I’individu qui le porte. Un bon marqueur doit étre a hérédité simple, multi-allélique et
co-dominant. Les marqueurs moléculaires correspondent donc au polymorphisme révélé au
niveau de I’ADN. L’analyse de ce polymorphisme par les techniques de biologie moléculaire
s’adresse a I’ensemble du génome, qu’il soit ou non traduit en protéines, et est indépendante
des conditions de I’environnement. En outre, le nombre de marqueurs observables est
théoriquement illimité et le génotype d’une plante peut étre déterminé a un stade trés précoce,
aussitot que le matériel est disponible pour I’extraction de ’ADN. Ces marqueurs seront
d’une grande importance dans 1’amélioration des cultures a valeur agronomique et dans les

programmes de sélection assistée par marqueurs.
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Un bon marqueur moléculaire doit étre :
a. Neutre : ses différents alleles ne sont pas soumis a la sélection naturelle.

b. Polymorphe : possédant de nombreux alléles permettant de caractériser les différents

individus.
c. Co-dominant : l'individu hétérozygote peut étre distingué des homozygotes.
d. Insensible au milieu: reproductible quel que soit 1’endroit ou il est utilisé.

e. Non épistatique : le locus n’agit pas sur 1’expression d’autres génes (Najimi et al.,
2003).

Les marqueurs idéals pour le génotypage doivent étre en grand nombre et bien répartis
dans le génome, locus-spécifiques et codominants, robustes, automatisables, accessibles, et
doivent avoir un faible colit d’analyse (Santoni, 1996). A ce jour, les SSR peuvent étre

considérés de ce type.

Deux types de marqueurs moléculaires sont distingués : les marqueurs dominants bi-
alléliques qui sont basés sur la présence ou I’absence d’amplification, tels que les marqueurs
AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism). Ces marqueurs ne permettent pas de
distinguer les hétérozygotes des homozygotes possédant 1’allele dominant. Par contre, les
marqueurs co-dominants permettent de distinguer les homozygotes des hétérozygotes
présentant simultanément les caracteres des deux parents, cas des marqueurs SSR (Simple
Sequence Repeats).

111.1.3.1. Les marqueurs AFLP (Polymorphisme de longueur des fragments

d’amplification)

Les marqueurs AFLP ont été développés par Vos et al. (1995). lls font partie de la
troisieme génération des marqueurs moléculaires et représentent une sorte de combinaison
entre les marqueurs RFLP et les marqueurs RAPD. lls assurent la digestion enzymatique et la
détection par autoradiographie tels que les marqueurs RFLP et I’amplification moyennant des

amorces aléatoires tels que les marqueurs RAPD (figure 5).
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Figure 05 : Schéma représentant les étapes de la technique AFLP de Vos et al. (1995).

Un marqueur AFLP se caractérise par un ensemble spécifique de fragments de
restriction amplifiés, il est défini par la combinaison des deux enzymes de restriction et des
amorces arbitrairement utilisées. Cette technique est puissante, stable et rapide (De vienne,
1998 ; Najimi et al., 2003 ; Samouelian et al., 2009). L’ AFLP révéle le plus de bandes en se
basant conjointement sur la mise en évidence de polymorphisme de site de restriction et
d’hybridation d’amorces. Elle repose sur la digestion de I’ADN par deux enzymes de
restriction 1’'une a 6 bases (Ecorl) et ’autre a 4 bases (Msel). Cette digestion est suivie par la
ligation des bouts cohésifs obtenus avec des adaptateurs des deux enzymes de séquence
connues, qui ajoutent une vingtaine de bases de part et d’autres des fragments générant ainsi
une sorte de matrice pour 1’amplification. Les fragments générés sont amplifiés en deux
temps, de telle sorte que le nombre de fragments amplifiés au final et qui révéleront le
polymorphisme sera réduit a une centaine. Les fragments amplifiés sont séparés par
¢lectrophorése sur gel d’acrylamide dénaturant puis visualisés par coloration au nitrate
d’argent ou révélés grace a un marquage radioactif ou fluorescent réalisé lors de la deuxieme

amplification dite sélective.
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I11. 1. 3.2. Les marqueurs microsatellites SSR (Répétition de sequences simples)

Les marqueurs SSR ont été développés par Tautz (1989). IIs sont spécifiques d’un
locus, et constitués de répétition en tandem de motifs variables entre 1 et 6 nucléotides, qui
sont dispersées sur tout le génome. Les microsatellites les plus fréquents sont (A) n, (TC) n,
(TAT) n, et (GATA)Nn. Les microsatellites sont extrémement polymorphes et trés nombreux.
En effet, un microsatellite peut étre présent en milliers d’exemplaires; a titre d’exemple, chez
les plantes supérieures on estime qu’un microsatellite di-nucléotidique est présent tous les 30
a 100 kb, la méme densité est observée pour les tri- et les tétra-nucléotidiques. Dans le cas des
SSR, il s’agit d’un polymorphisme de nombre d’unités de répétitions. La mise en évidence de
ces marqueurs est assurée par une réaction d’amplification PCR utilisant des amorces
désignées a partir des séquences spécifique et flanquant du locus. La connaissance des

séquences génomiques de 1’espece étudiée est indispensable pour le choix des marqueurs.
(De vienne, 1998 ; Samouelian et al., 2009 ; Morgante et Olivieri, 1993).
Nous distinguons deux types de microsatellites:
- Les STRs, microsatellites des vertébres.
- Les SSRs, microsatellites des plantes.

La technique (SSR) consiste en une premiere étape d’extraction de I’ADN génomique
a partir de n’importe quel organe de la plante. Elle est suivie par le séquencage de I’ADN

pour I’identification des SSRs et construction de banques génomiques (figure 6).

L’amplification in-vitro des séquences microsatellites par PCR nécessite la présence
de I’enzyme (Taq polymérase), de deux amorces opérant dans deux sens opposés et de
I’ADN, permettant ainsi, une amplification de certains loci microsatellites. La séparation des
produits d’amplification par électrophorese se fait, fréquemment en gel de polyacrylamide et

la révélation des fragments d’ADN dans le gel se fait par coloration au nitrate d’argent.

Les bandes obtenues et leur emplacement sur le gel correspondent a la taille d’'un SSR

qui, est a son tour, défini par le nombre d’unités de répétition.

Un individu B, possédant plus d'unités de répétition qu’A, a un produit d'amplification
qui migre plus lentement que A. C'est la paire d'amorces spécifiques des bordures droite et

gauche du microsatellite qui constitue le marqueur (Erdogan et al., 2002).
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Figure 06 : Technique d’utilisation de SSR .
111.2. Technique de marquage moléculaire :
e Latechnique PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventée par Mullis en 1983 et brevetée en
1985. Son principe repose sur 1’utilisation de I’ADN polymeérase, il s’agit d’une réplication
in vitro de séquences spécifiques d’ADN. Cette méthode permet de générer a des dizaines de
milliards d’exemplaires un fragment d’ADN particulier (la séquence d’intérét, ADN d’intérét
ou ADN cible) a partir d’un extrait d’ADN (ADN matriciel). En effet, si la séquence d’intérét
est présente dans D’extrait d’ADN, il est possible de la répliquer sélectivement (on parle
d’amplification) en trés grande quantité. La puissance de la PCR repose sur le fait que la
quantité d’ADN matriciel n’est pas, en théorie, un facteur limitant. On peut donc amplifier des

séquences nucléotidiques a partir de quantités infinitésimales d’extrait d’ADN.

A partir d’une telle masse de séquences que constitue I’ADN matriciel, la PCR peut
donc sélectionner une ou plusieurs séquences déterminées et les amplifier par réplication a des

dizaines de milliards de copies. La réaction terminée, la quantité extrémement faible d’ADN
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matriciel contenue dans 1’échantillon PCR n’aura pas varié. En revanche, la quantité de la ou

des séquences amplifiées (I’ADN d’intérét) sera trés grande.

Elle permet en quelques heures, le clonage d’un fragment d’ADN grace a un systéme
automatis¢, alors qu’il faut plusieurs jours avec les techniques standard de clonage
moléculaire. D’autre part, la PCR est largement utilisée a des fins de diagnostic pour détecter
la présence d’une séquence d’ADN spécifique de tel ou tel organisme dans un fluide
biologique. Elle est aussi employée pour réaliser des empreintes génétiques, qu’il s’agisse de
I’identification génétique d’une personne dans le cadre d’une enquéte judiciaire, ou de
I’identification de variétés animales, végétales ou microbiennes destinées a des tests de qualité

alimentaire, de diagnostic ou de sélection variétale.
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Chapitre 1V Généralités sur les deux plantes étudiées

Les liliacées (liliaceae) sont des monocotylédones cosmopolites, comprenant plusieurs
milliers d'especes. Vivaces le plus souvent caractérisées par un rhizome ou par un bulbe,
surtout dans les pays tempérés (ex : tulipe, jacinthe, muguet, oignon, ail, scille). Elles sont

parfois un port d'arbre ou de liane dans les pays chauds (ex : aloes, yucca, dragonnier).

Le genre Allium comprend plusieurs centaines d'espéces (ex : poireau, oignon,

ciboule, ail) originaire de I'némisphére Nord (Mazouzi et al., 2011).
IV.1. L’espéce Allium cépa

IV.1.1. Classification

Royaume : Plante

Sous royaume : Trachéophyte = plantes vasculaires
Embranchement : Spermatophytes ou Phanérogames = plantes a graines
Sous embranchement : Angiospermes = plantes a fleurs

Classe : Monocotyledonae

Sous classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae ou Liliacees

Genre : Allium

Espéce : Allium cepa L.

Nom commun : Oignon

Nom en anglais : Onion

1VV.1.2. Origine

L’oignon (Allium cepa L.) est originaire de la partie sud-ouest de 1’Asie Centrale
(Iran, Pakistan et les républiques méridionales de I’ancienne URSS) (Jones et Mann, 1963 In

De Bon, 1987).

L’oignon a rapidement gagné toute 1'Asie; Afghanistan, Kirghizistan, Dzoungarie. Il
est cultivé depuis plus de 5 000 ans. Il était tres apprecié des Egyptiens, surtout cru, et il
possédait aux yeux des Grecs de grandes vertus thérapeutiques. Tres tot elle passe en Egypte
ou les premiers témoignages picturaux dateraient de 3700 av. J-C. La migration vers la Chine

et le Japon est sans doute également trés ancienne (Boulineau et al., 2006). C’est a la fin du
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Moyen-age qu’il arrive en Europe, surtout dans les pays du Nord et de I'Est. En France, il est

essentiellement cultivé dans I'Est, mais aussi en Bretagne et dans le Nord.

L’espéce A. cepa n’a pas été retrouvée a 1’état spontané. Son parent le plus proche,
A. vavilovii Popov & Vved., peut encore étre observé a 1’état spontané dans la région sise

entre I'lran, le Turkménistan et la Mongolie (Hanelt, 1990 ; Foury et al., 1992).
1VV.1.3. Utilisation et production

Cette plante fut d’abord exploitée comme plante médicinale avant de devenir un
condiment ou légume (De Lannoy, 2001). Il peut se consommer cru ou cuit, ou également
confit au vinaigre. Ses feuilles (jeunes), aromatiques, sont parfois utilisées en cuisine.

Les oignons sont produits partout dans le monde, a différentes latitudes entre 10°S et
65°N (Foury et al., 1992).

Avec une production de 320 000 tonnes, la France est le quatriéme producteur
européen d'oignon. L'Espagne est le premier producteur européen (21% de la
production européenne), suivie des Pays-Bas (20%) et de la Pologne (15%). La
production francaise représente 9% de la production européenne. En 2004 La production
mondiale de I’oignon fut de I’ordre de 58 045 970 tonnes. En 2012, la production mondiale
s’élevait a 82,85-10°t par an, avec 56,73-10° t par an pour I’Asie. La Chine est le premier
producteur mondial avec 22 600 000 t par an, I’Inde avec 16 308 990 t par an et les Etats-Unis
avec 3 277 460 t par an. Sur le continent africain, les principaux pays producteurs d’oignon
sont 1’Egypte avec 2 024 881t par an, I’Algérie avec 1183268t par an, le Maroc avec
855 764 t par an et le Niger avec 382 000 t par an (FAOSTAT, 2013).

IVV.1.4. Description

L'oignon est une espece herbacée, glabre, d’environ 80 cm de haut (peut atteindre 1,2
m). Vivace par son bulbe unique (composé des bases épaissies des feuilles s'enveloppant les
unes dans les autres), volumineux, charnu, ordinairement simple, parfois avec des caieux. Le
bulbe est relativement gros, de forme sphérique, parfois plus ou moins aplati, arrondi plus ou
moins déprimé ou ové. Le bulbe d’oignon est composé d’écailles charnues et est recouvert
extérieurement d’une ou de plusieurs couches d’écailles desséchées qui sont aussi appelées
tunique, de couleur blanches, jaunes, rousse ou purpurin (pourpre) violacé dont les feuilles de
couleur verte bleuatre sont cylindriques, aigués au sommet et creuses (ce qui distingue cette
espece du poireau et de l'ail et autres especes cultivées appartenant aussi au genre (Allium).

La tige florifére est également creuse elle présente un renflement vers sa base (Figure 07).
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A feuilles généralement cylindriques d’un vert bleuétre, creuses également, aigués au
sommet. Les fleurs petites (de 4 a 5 mm de large) (inflorescence), blanches ou rose-violacees,
sont regroupées en une trés grosse ombelle sphérique en position terminale sur la tige. Les
fleurs ont une symétrie trimere, a trois sepales, trois pétales et six étamines. L'ovaire unique
est divisé en trois loges. Le fruit est une capsule s'‘ouvrant par trois valves, libérant chacune
généralement deux graines. Chez certaines variétés, il arrive que des bulbilles se développent

a la place des fleurs.

Ecailles seches

Ccaillescharnues

Bourgeon

Tige trés courte

N Jaungs racings

Figure 07: Description morphologique de 1’oignon.
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IV.1.5. Etude de variabilité chez L’oignon :
IV.1.5.1. Variabilité morphologique

Rouamba et al. (1997) signalent que la couleur et la forme des bulbes d’oignon sont
les principaux descripteurs morphologiques qui permettent de différencier les variétés
d’Afrique. Vingt-huit marqueurs morphologiques ont été identifiés a partir de caractéres des
bulbes, des feuilles, des tiges, des fleurs et des graines de 1’oignon. Si ces marqueurs sont
facilement observés a 1’ceil, ils ont ’inconvénient d’étre dominants, d’étre influencés par
I’environnement et de dépendre souvent du stade de développement de la plante

(Cramer et al., 1999).

D’aprés les descripteurs des bulbes, les bulbes des variétés de 1’oignon différent
considérablement par leur forme sphérique, aplatie, conique, allongée ; leur couleur ; leur

gout et leur aptitude a la conservation (Shigyo et al., 2008).

Blanche, jaune, brune, rouge ou violette, la couleur des bulbes a été utilisee comme un
critere majeur pour analyser la diversité génétique, ainsi que pour classer, sélectionner et créer
de nouvelles variétés de 1’oignon (Kim et al., 2009). Les oignons d’Afrique de 1I’Ouest sont de
couleur violette, blanche et parfois jaune, alors que les autres pays d’Afrique montrent une

dominance des variétés a bulbes rouges ou jaunes (Currah, 2002).

La couleur est principalement régie par une série de genes a hérédité mendélienne
mono- et oligogénique (Reiman, 1931). La couleur blanche du bulbe peut étre attribuée soit a
un gene inhibiteur (1) de couleur incomplétement dominant, qui supprime toute coloration,
soit a un gene récessif (rr) conduisant aux mutants incolores apparus dans les variétés de
couleur rouge, jaune ou brune. Davis et al. (1967) et Kim et al. (2004) indiquent 1’existence
d’un autre all¢le (P) indépendant qui contrdle la couleur violette des bulbes. Selon
Fossen et al. (1996), la présence des composés flavonoides de la famille des anthocyanes

produit au niveau du bulbe des couleurs variant du rouge au violet.
IVV.1.5.2. Marqueurs biochimiques

24 enzymes différentes ont été caractérisées dans les graines et les racines pour
analyser la diversité entre [’espéce A.cepaet les autres especes du genre Allium
(Cramer et al., 1999). L’analyse de la diversité génétique dans une collection de 188 variétés
améliorées de ’oignon originaires des Etats-Unis a ’aide des enzymes alcool déshydrogénase
(ADH), isocitrate déshydrogénase (IDH), phosphoglucomutase (PGM),

phospholglucoisomerase (PGI) a permis de montrer que seule 1’enzyme alcool
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déshydrogénase est polymorphe entre les variétés de l’oignon (Peffley et al., 1987).
Cependant, Rouamba et al. (2001) signalent que les enzymes alcool déshydrogénase (ADH),
6-phosphogluconate déshydrogénase (6-PGDH), estérase (EST), phosphoglucomutase
(PGM), phospholglucoisomerase (PGI) et malate déshydrogénase (MDH) sont polymorphes

au sein de 16 écotypes d’oignon originaires de six pays d’Afrique de I’Ouest.

L’¢évaluation de la diversité génétique des écotypes d’oignon provenant de I’ Afrique
de I’Ouest, a I’aide de quatre enzymes (ADH, 6-PGDH, PGl et MDH), a permisa  Rouamba
et al. (1997) de séparer des variétés provenant des pays francophones : Bénin, Burkina Faso,
Cote d’ivoire, Mali, Niger, des variétés du Nigeria, anglophone. Ces auteurs suggerent
I’absence de flux de genes entre ces cing pays francophones et le Nigeria. En général,
I’analyse de la diversité génétique de 1I’oignon d’Afrique, a I’aide de marqueurs enzymatiques,
montre une homogénéité biochimique entre plusieurs variétés ou entre individus d’une méme
variété, qui ne se reflete pourtant pas au niveau phénotypique, en particulier pour la forme et

la couleur des bulbes (Rouamba et al., 2001).

Par ailleurs, le polymorphisme des enzymes estérase, alcool déshydrogénase, isocitrate
déshydrogénase, phospholglucoisomerase a été utilisé pour distinguer le profil génétique de
I’oignon, de la ciboule et les hybrides des deux espéces (Cryder et al., 1991 ; Peffley et al.,
2000).

IV.1.5.3. Marqueurs moléculaires

Les marqueurs Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Target
Region Amplification Polymorphism (TRAP) et Simple Sequence Repeats (SSRs) ont été
utilisés avec succes pour refléter des variations organoleptique et morphologique entre les
différentes variétés de 1’oignon, ainsi qu’entre 1’oignon et d’autres espéces du

genre Allium (Klaas et al., 2002).

Les marqueurs dominants AFLP ont été peu utilisés pour 1’analyse de la diversité
génétique de 1’oignon a cause de la taille du génome nucléaire, du nombre ¢élevé
d’hétérozygotes et du faible taux de la diversité allélique (Van Raamsdonk et al., 2003).
D’apres King et al. (1998), les marqueurs AFLP ont révélé une absence de polymorphisme
chez les variétés hybrides et les variétés paysannes de 1’oignon originaires d’Europe, du Nord

des Etats-Unis et du Japon.
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Fischer et al. (2000) ont été les premiers a développer 30 marqueurs microsatellites
génomiques (SSRg) qui ont permis d’analyser la diversité entre 83 variétés de 1’oignon venant
d’une vingtaine de pays d’Europe, d’Amérique et d’Asie. Cependant, seuls quatre marqueurs
sont polymorphes, ce qui ne permet pas la discrimination inter-variétale. Plus tard, Kuhl et al.
(2004), Martin et al. (2005), McCallum et al. (2008), Kharl et al. (2010) et Baldwin et al.
(2012) ont identifié des marqueurs SSRg et SSRest (Expressed Sequence Tag): ceux-ci ont
conduit non seulement a la discrimination entre les variétés de 1’oignon, mais aussi a mieux

caractériser la diversité génétique intra- et inter-variétale.
IV.1.6. Les différentes variétés d’oignons

L’espéce Allium cepa renferme trois groupes, a savoir les oignons communs, les
oignons A.aggregattum et oignon A.prolilum, tous diploides (2n = 2x = 16) (Silué et al., 2010)
Prés de 900 variétés d’oignons sont inscrites au catalogue européen des espéces et des
variétés. parmis celles-ci , 52 variétés sont inscrites au catalogue officiel francais en 2014.
Dans le cas de I’oignon commun, ses varietés sont généralement classées en deux catégories
selon I’extérieur de leur bulbe (blanc ou coloré). La forme et la taille du bulbe varient selon la
variété, de 2 a 20 cm, aplati, sphérique, piriforme, etc. En Algérie, de nombreuses varietés
sont cultivées: doux, blanca ou jaune, rouge fort, hatif, extra hatif.

Les oignons rouges ont une chair qui est ferme. Ils ont une saveur douce car ils sont
légérement plus sucrés que 1’oignon jaune mais ce sont ceux qui font le plus pleurer. On les

plante au printemps et se récoltent au mois d'ao(t. Ils se conservent longtemps.

Les oignons jaunes sont les oignons les plus courants.et les plus utilisés en cuisine. 1ls
ont une odeur assez forte et un gout tres prononcé. Comme les oignons rouges, on les plante
au printemps et on les récolte en aol(t. Une fois séchés au soleil, les oignons jaunes se

conservent longtemps

Les oignons blancs ont un gout plus piquant que celui de 1’oignon jaune, ils sont
plantés en automne et se récoltent au printemps. Mais une fois récoltés, ils ne se conservent

pas plus d'une semaine.

En Afrique de I’Est et australe, les oignons sont représentés par des variétés originaires
de I’Europe et des Etats-Unis, ce sont en général des variétés de jours moyens, bien adaptées
aux conditions tropicales et subtropicales. Le Botswana, le Zimbabwe, la Zambie montrent
une dominance des variétés a bulbes jaunes ° Yellow Gramex’ et ° Yellow Creole’. Au

Kenya, en Tanzanie et en Ouganda, les variétés les plus cultivées sont des variétés importées,
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comme ‘ Red Creole ” ou ‘ Rouge créole ’, - Bombay Red * ou * Rouge de Bombay ’,  Texas
Early Grano’ et les variétés hybrides ‘ Tropicana F1’ et < Dessex F1’. Dans les régions
montagneuses d’Afrique orientale, les échalotes remplacent les oignons a cause du climat trop
humide. Le cycle végétatif des échalotes est suffisamment bref pour permettre deux cycles de

production par an.

En Afrique du Nord, les variétés d’oignon les plus communément observées, * Rouge
d'’Amposta > (Maroc et Algérie), ¢ Giza 6 * et * Giza 20 * (Egypte), et © Ultra Red * (Tunisie),
sont de jours moyens et caractérisées par des bulbes de couleur rouge (Currah, 2002).

IVV.1.7. Composition chimique

Le bulbe d'oignon frais renferme des fructanes de faible degré de polymérisation (10 a
40 %), et des polysaccharides hétérogenes, des flavonoides (principalement des glucosides du
quercéto). Dans les oignons colorés: 2.5- 6.5 % sont des saponosides (glycosides de
furostanols), des stérols (cholestérol, stigmastérol, B-sitostérol,...), vitamines (A, C, Bl et
B2), pectine, anthocyanines et des composés soufrés: sulfoxide de trans-(+)-S- ( 1-
propenyl)-L- cystéine( = isoalline ) et autre dérivés de la cystéine ( alkyl- et alcénylecystéines
et les dérivés sulfoxides correspondants). Lorsque l'oignon est coupé ou contusé, les
sulfoxides sont dégradés par 1’allinase contenue dans la vacuole de la cellule, alors il y a
libération de l'acide pyruvique et des alkylthiosulfinates —composés simples- instables et
rapidement transformés en disulfures ( ex . :disulfure de dipropyle); le trans-(+)S-(1-
propenyl) cystéine sulfoxyde (précurseur du facteur lacrymogéne), et pour sa part transforme,
via I’acide 1- propénesulfénique, en S —oxyde de Z — propénethial ( = S- oxyde de
thiopropanal).

Parmi ces thiosulfinates: méthyl méthanethiosulfinate, alkyl (E)-1- propene
thiosulfinate, (E,Z)-1-propenyl alkanethiosulfinates, propyl propanethiosulfinate, avec le
facteur lacrymogéne contribuent au godt et a I’arome de l'oignon, qui subissent aprés un
temps plus ou moins court, une décomposition (transformation) en sulfures: di-, tri-,
tetrasulfures,... et autres constituants responsables de 'odeur de l'oignon spécialement le
méthyl propyl disulfure, méthyl propyl trisulfure et dipropyl trisulfure . D'autres composés ont
également ¢été caractérisés dans les extraits: cépaenes (a-sulfinyldisulfures), zwiebelanes

(derives disoufrés bicycliques), di- et tripeptides soufres.
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IVV.1.8. Propriétés pharmacologiques et emplois

L’oignon est en effet dot¢ de propriétés désinfectantes, il participe méme a faire
baisser le taux de sucre dans le sang (antihyperglycémiante). Deux principes actifs sont

responsables de cette action : le disulfure d’allyle propryle et la diphénylamine.

Leur mécanisme d’action reste incertain, mais ils ne font pas intervenir une libération
d’insuline (Karawa et Abdel Wahab, 1984). L’oignon est utilisé pour traiter I’inappétence et
en prévention contre I’artériosclérose par I’intermédiaire des actions sur la coagulation, en
réduisant la cholestérolémie et en maintenant éleve le taux de lipoprotéines hautes densité
dans le sang. En outre, I’oignon agit positivement sur I’hypertension, le rhume, la goutte, le
rhumatisme, la grippe, la palpitation cardiaque ou sur le systeme cardiovasculaire en
diminuant les facteurs de risques chez les sujets sains et en diminuant les impacts des
modifications cardiovasculaires chez les sujets malades (Kendler, 1987). Il est également
utilisé en cas de nervosité ( Bruneton, 2009). Il possede aussi une activité antiagrégante
plaquettaire et fibrinolytique liée a certains composés soufrés, la plupart sont des inhibiteurs
de la cyclo-oxygeénase et de la lipooxygénase. Ces extraits ont également une activité anti-
asthmatique et antiallergique cutanée. Ses effets dans la prévention de certains cancers ont été
étudiés: La consommation réguliére de I'oignon réduit considérablement le risque du cancer
de I'estomac. Les dérives soufrés sont néanmoins ici aussi mis en cause : ils pourraient
interférer lors des phases d’initiation et de promotion de la carcinogenése (Galeone et al.,

2006).

L’activité antimicrobienne de 1'oignon et ses extraits est connue depuis longtemps; le
premier qui a noté cette activité était Louis Pasteur en 1858. Virtanen a étudié aussi en 1958

I'activité antibactérienne de I'oignon haché.

Le jus d’oignon posséde une forte activité contre notamment Staphyloccocus aureus,
Streptococcus milleri, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli. Concernant I’activité antifongique, une efficacité a été
démontrée envers Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae (Jardon, 1990). Les dérivés

soufrés seraient en partie responsables de ces activités.

L'effet antimicrobien du méthyl methane thiosulfinate, propyl propane thiosulfinate et

les thiosulfinates trouvés dans les extraits d'oignon, est plus faible que celui de I'allicine.
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1VV.1.9. Récolte et conservation

La récolte de I'oignon de couleur se fait de juin a septembre a maturité lorsque les
feuilles sont séches. Pour les oignons destinés a la conservation, ils sont d’abord arrachés, ils
séchent plusieurs jours sur le sol, puis ils sont conserves aprés équeutage et séchage, a 65%
d’humidité relative (HR %) et & température de -3 a 0°C.

Pour la vente en sec, le stade optimal est atteint quand le feuillage est aux 2/3 secs, ce
qui correspond a I’arrét de croissance et que les racines plus ou moins séches ne retiennent
plus le bulbe au sol. Le séchage et la conservation des bulbes sont des opérations longues et
minutieuses ; Ils sont soumis & un séchage complet immédiatement apres récolte. Par temps
sec et chaud, les oignons sont laissé€s au sol pendant quelques jours jusqu’a ce que les tiges

vertes, la pelure et les racines soient complétement séchées.

La nécessité de sécher 1’oignon se fait pour plusieurs raisons. Entre autres le col des
oignons est trés sensible a la décomposition, s’il reste humide, surtout si les tiges vertes sont

coupées avant la récolte.

Il n’est pas recommandé de couper les tiges vertes des oignons et d’éviter I’équeutage

et I’exceés d’humidité en cours de conservation.

IV.2. Allium sativum L:

IV.2.1. Classification: (Burdock, 1995).

Royaume : Plante

Sous royaume : Trachéophyte = plantes vasculaires
Embranchement : Spermatophytes ou Phanérogames = plantes a graines
Sous embranchement : Angiospermes = plantes a fleurs
Classe : Monocotyledonae

Sous classe : Liliidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae ou Liliacees

Genre : Allium

Espéce : Allium sativum L.

Nom commun : Ail
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Nom en anglais : Garlic.
IV.2. 2. Origine

L'ail Allium sativum L. provient a I'origine d'Asie centrale mais ayant été introduit trés
tot dans de nombreuses civilisations, beaucoup en revendiquent la paternité. Plus précisément,
on suppose que son berceau serait situé dans les plaines a 1’Est de lamer Caspienne
(Kazakhstan, Ouzbékistan et Turkménistan), régions ou il pousse encore a I’état sauvage.
L'ail est une plante existante approximativement depuis de5000 a 7 000 ans (Etoh, 1997).
Vers 2000 ans avant J.-C., il traversa le Moyen-Orient et atteignit I’Egypte, ou marchands et
nomades contribuérent a le répandre dans le sud de I’Europe. Les phéniciens le transportérent
plus au nord en Europe méridionale. Les Romains I’introduisirent en Europe de 1’ouest dans
les provinces qu’ils conquirent, dont la Grande-Bretagne. Plus tard, I’ail voyagea sur les mers
du globe emporté par 3.les Vikings. Concernant I’ancétre de I’ail cultivé, plusieurs travaux
proposent que ce soit Allium longicuspis Regel, car les deux especes sont morphologiquement
et caryologiquement similaires, de méme A. longicuspis peut étre rencontré dans la partie
Ouest de la montagne Tien Shan a Kyrgyzstan qui est le centre d’origine de 1’ail (Etoh et
Ogura, 1984). Ce bulbe est sans doute I'un des Iégumes les plus anciennement cultivés par

I'nomme qui l'utilisait autant pour son alimentation que pour sa santé.
IV.2. 3. Utilisations et production

L'ail (Allium sativum) est une plante bulbeuse aromatique riche en composés soufrés.
Il est cultivé depuis plusieurs centaines d'années et est utilisé comme condiment et parfois
comme agent thérapeutique pour ses vertus culinaires, en prétant sa saveur piquante a divers
mets. On lui a attribué diverses fonctions au cours du temps. Considérée aussi bien comme
sacrée, magique ou protectrice selon certains, elle a aussi été meéprisée a cause de sa forte
odeur. Bon nombre de propriétés pharmacologiques et thérapeutiques lui sont encore

aujourd’hui attribuées.

En agriculture organique, 1’ail présente aussi un effet insecticide a divers
caractéristiques (naturel, écologique, biodégradable, non toxique, fortement soluble en eau).
L’utilisation des extrait d’ail en combinaison avec d’autres extraits comme pesticide naturel
est effectif pour le controle de maladies et d’insectes (Morton, 2006; Diniz et al., 2006;
Prabu, 2008) .

La production mondiale annuelle de I’ail se caractérise par une augmentation

constante au cours de la derniére décennie. En effet, on constate une notable progression des
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superficies plantées et de la production dés I’année 2007. La superficie totale cultivée en 2012
s’éleve a 1465772 ha, soit une augmentation de 28.32 % par rapport a I’année 2003. Cette
augmentation s’est accompagnée par une amélioration tres considérable de la production
estimée a plus de 80 % due a I’amélioration des rendements (FAOSTAT-2012).

La Chine est le principal pays exportateur de ’ail au niveau mondial car elle est le
leader de la production mondiale par 80.53 % du total avec une production de 20 millions de
Tonnes, suivi par I’Inde avec 4.63 %. Les autres principaux producteurs sont la République du
Corée, ’Egypte, la Russie, Bangladesh, Ethiopie, Myanmar, USS; USA et I’Ukranie avec un
taux global de 7.75 % (FAOSTAT-2012). Par ailleurs, I’Algérie occupe la 20™ place au
niveau mondial avec 0.31 % de la production total. Alors qu’au niveau africain, elle se
positionne en troisiéme place apres I’Egypte et I’Ethiopie avec un taux de 11.57 % de la

production totale africaine (ONS-2010).

La qualité de l'ail est évaluée par ses caractéristiques sensorielles, principalement la

couleur et I'intensité de la saveur (Mendez lagunas, 2006).
IV.2. 4. Description

L’ail (Allium sativum) est une petite plante herbacée vivace, a des feuilles linéaires
plates, longues et étroites. La téte d’ail est un bulbe formé de caieux (les gousses), insérés sur
un plateau d’ou partent les racines. L’ensemble des caieux est enveloppé dans une fine

pellicule blanche ou rose. Le nombre de caieux par bulbe varie de 5 a 16 caieux.

D'une tige sortant du bulbe et se terminant en ombelle globuleuse, elle peut atteindre
1.2 m de haut. Avec des fleurs blanches ou rougeatres entourées, avant la floraison, d'une
longue spathe membraneuse caduque, terminée en pointe (Figure 08).

L'odeur, faible, se développe forte et soufrée dés que les tissus sont 1ésés. Parmi les
"Alliums", I'ail possede la plus puissante et pénétrable odeur, les Grecs l'appelaient "rose

puante.
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Figure 08: Description morphologique de 1’ail.

IV.2. 5. Espeéces et variétés

Selon la classification de Messiaen (1996), I’ail allium sativum se classe
principalement en 03 especes ; sativum, ophioscorodon et pekinense. Alors que Engeland
(1991) I’a classée seulement en deux; A. sativum var. sativum et A. sativum var.
ophioscorodon ; A. sativum var. sativum ne développe pas la hampe floral en conditions
normales de la culture (ail a tige tendre) contrairement a A. sativum var. ophioscorodon qui
est reconnu par la production de la hampe floral et des graines mais sont stériles. Les variétés
qui émettent de hampe florale sont de la région méditerranéenne et se cultivent dans de
nombreux pays (Lallemand et al, 1997).

Le groupement de 1’ail peut se faire selon les besoins écophysiologiques (Burba et
Casali, 1982; Burba et al., 1993; Messiaen et al., 1994). Tandis que Maass et Klaas (1995),
proposent une classification en 4 groupes, fondée sur les caractéres morpho-physiologiques et
une analyse phylogénétique avec des marqueurs biochimiques et ADN : Groupe Sativum,
Groupe Ophioscorodon, Groupe Longicuspis et Groupe Subtropical, leur répartition en
Afrique est liée aux conditions climatiques mais aussi aux hasards de leur introduction
(Messiaen et Rouamba, 2004). Les recherches de Messiaen et al. (1993); Burba (1995) et
Engeland (1991-1995) ; ont classées cette variabilité dans 06 groupes variétaux. Actuellement
prés de 130 cultivars sont inscrits au Catalogue européen des especes et variétés et pres de 35

au Catalogue officiel francais.
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» Groupe |

Variétés mediterranéennes a hampe florale, 2 feuilles fertiles, prédominantes en
Espagne (Rose d’Espagne), présentes aussi en France (Rose de Lautrec), en Italie péninsulaire
(Rose d’Itali), Croatie et Algérie. Une variété cultivée en Afrique de I'Ouest (Sénégal, Niger)
peut étre rattachée a ce groupe, ainsi qu'un clone collecté par Etoh a Amboine (Indonésie). Ce
sont des variétés a hampe florale, 2 feuilles florales, ont une forte dormance. Elles présentent
des bulbes réguliers, bien structurés et des caieux moyens. La coloration des caieux va du rose
pale au rouge vineux. Burba donne a ce groupe le n°IV (" colorados ") et Engeland I'appelle "
créole ". Clones inscrits au catalogue francais: Ibérose, Goulurose, Sultop, Morasol, Morasur.

» Groupe Il

Variétés de climats tempérés, ou méditerranéens a hivers froids. Ces variétés sont
prédominantes en Italie du Nord, plantées au printemps en France (Rosé du Var, Ail du
Nord, Rose d'Auvergne) et dans de nombreux pays tempérés. Sans hampes florales, plus de 3
feuilles fertiles de forte dormance. Le bulbe est moyen 10-12 bulbilles, les caieux a tunique
rose ou nacrée. Burba les intégre dans son groupe Il " Blancos ", Engeland les appelle "
Silverskin ". Clones inscrits au catalogue : Printanor, Moulinor, Jardinor, Cristo, Gayant. Ces
deux groupes présentent le méme profil enzymatique désigné par " Ilb " par Maass.

» Groupe I

Variétés méditerranéennes, représentées en France par les " Blancs " de la Drome et de
Limagne, et le violet de Cadours. Elles sont présentes aussi en Espagne du Sud, en Roumanie,
en Californie (California early). A gros bulbes, irréguliers, 8-12 bulbilles a tunique blanches
de forts calibres, sans hampes florales, plus de 3 feuilles fertiles moins dormantes que les
précédentes. Profil enzymatique llc, sans hampes florales, moins dormantes que les
précédentes. On peut y rattacher des variétés cultivées en Chine du Sud et a Taiwan, plus
précoces, et cultivables en conditions tropicales, mais morphologiquement analogues (les
isozymes confirment). Burba confond ce groupe avec le précédent dans ses " blancos ",
Engeland les dénomme " artichoke ™. Ce groupe est représenté dans le catalogue francais par:
Thermidrome, Messidrome, Germidour, Jolimont, Corail, Novatop et " Vigor Supreme "

(importé d’Amérique).
» Groupe IV

Variétés sud-méditerranéennes ou tropicales de plaine, présentes dans les zones

chaudes (Sud et est Méditerranée jusqu'au Yémen, Guinée, Antilles, Réunion, Inde du Sud,
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Amérique du sud, nommé n° Il, subtropical par certains auteurs. Représenté en France par la
variété '‘Ramses’. a hampe florale plus ou moins developpée, 3 feuilles fertiles, a caieux
(bulbilles) tres nombreux 20-40 a tunique blanche ou rose incluse dans une tunique blanche
ou violette, tres peu dormantes, profil enzymatique lia. Engeland ne semble pas avoir observé
de variété de ce type. Le groupe est homogene pour les isozymes : " lla ™ pour Maass. Mais
le méme profil enzymatique est partagé par un autre groupe, que nous appellerons ™ asiatique
précoce ". Les groupes I, Il, 11l et V, plus les asiatiques précoces, constituent pour Maass et
ses collegues botanistes de [I'IPK (Gatersleben) la variété botanique Allium

sativum var. sativum.
» GroupeV

De climat continental présent principalement en Europe de I'Est (Roumanie,
Tchécoslovaquie, Pologne), mal adaptées au climat méditerranéen, ou elles dégénérent. Elles
sont au contraire trés bien adaptées chez Ron Engeland (Washington State - 4 mois de neige),
qui les appelle " rocambole . A hampes florales, 2 feuilles fertiles, a bulbilles plus grosses

que celles du groupe | et caieux tres nombreux et dormance trés faible. Profil enzymatique I11.

Burba les place a c6té des " colorados " dans son groupe IV, sous le nom de " ruso ".
Ce groupe porte pour Maass le n°l1l et constitue la variété botanique ophioscorodon.

» Groupe VI

Groupe variétal subtropical, il s’agit de variétés tropicales de montagne. Rencontré au
Mexique, Pérou, Egypte, La Réunion, Madagascar, Thailande, Viet-Nam. Nommé tropical,
n°l par certains auteurs, a hampe florale le plus souvent incluse dans la fausse-tige, plus de 3
feuilles fertiles, précoces, besoin en froid assez élevé. Bulbilles plus grosses que le
groupe V et moins nombreuses (5-10) a tunique bulbaire violette. Dormance faible. Profil

enzymatique VB, VA. .

Ce groupe est homogene pour les isozymes : " Vb " pour Helga Maass, qui trouve
cependant, une variante " Va " en Inde du Nord. Engeland ne semble pas avoir observé de

variétés de ce type. Burba le qualifie de " tropical " (n° I). Ce groupe meérite, pour les
chercheurs de I'lIPK, le rang de variété botanique, mais ils ne lui ont pas encore trouvé de nom

latin, le qualifiant de " subtropical”.
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IV.2. 6. Composition chimique

L’ail apporte 130 kcals pour 100 g, ce qui est plus élevé que la plupart des légumes,
mais qui est d0 a sa plus faible concentration en eau. Par conséquent, il contient des enzymes
exp: alliinase peroxydase, des protéines 16.8% du poids sec, des minéraux, des vitamines:
thiamine — riboflavine — niacine ..., des amino acides. Ses fortes teneurs en potassium,
phosphore et vitamine B6 peuvent paraitre plus intéressantes que dans d’autres végétaux.
Cependant, comme la quantité que 1’on consomme généralement n’est de 1’ordre que de

quelques grammes, 1’apport final reste insignifiant (Bernadet M. 2000).

Outre son apport en vitamines et minéraux, le bulbe d’ail contient des polysaccharides
(cellulose et fructane), des substances stéroidiques, dont des saponines, qui joueraient un réle
dans ses capacités medicinale (Bezanger et al., 1990 ; Block et al., 1984) , mais ses qualités
pharmacologiques sont principalement attribuées a ses composés soufrés, tels que 1’alliine,
I’allicine ou 1’ajoéne, dont la teneur peut varier fortement selon le cultivar, 1’origine

géographiqueq, 1’époque de la récolte, ou encore les conditions de stockage (Block et al.,

1984).

Le constituant principal de I'ail frais non contusé est I'alliine ou sulfoxyde de S-allyl-L-
(+)-cystéine, il y a aussi le S-(E)-1-propenyl cysteine sulfoxyde et le S-methyl-
cysteinesulfoxyde. Ces trois composés sont des amino acides non protéiniques du

métabolisme secondaire de l'ail.) (Benzeggouta, 2005).

Lorsque les tissus sont coupés ou broyés, l'alliine est dégradée par I'enzyme l'alliinase
(S-alkyl-L-cystéine sulfoxyde lyase), en acide pyruvique et acide 2-propénesulfénique, ce
dernier étant aussitot transformé en allicine (0.3 % de la masse fraiche). L’oxydation a I’air de
I’alliicine conduit au 1,7dithiaocta -4,5-diene, connu sous le nom de disulfure de diallyle :
c’est le constituant majoritaire de 1’essence d’ail. L’analyse fine des extraits alcooliques d’ail
montre également la présence de produits de condensation de 1’alliicine, les 6Z —et 6E-
ajoénes (4, 5, 9-trithiadodéca- 1, 6, 11-trien-9-S-oxyde) et de produits de cycloaddition du
propenethial (vinyldithiines). 1l a été montré que beaucoup de composés identifiés en CPG
dans les diverses (essences) d’ail ne sont que des artefacts. L’analyse en chromatographie
liquide, des produits obtenus par simple distillation sous vide poussé et a température
ambiante ne met en évidence que des thiosulfinates R-S (O) S-R, I’alliicine (R =R = allyl)
étant nettement prépondérante (80-90%). Cette variation de composition selon la forme

(essence, extraits alcooliques ou huileux, ail frais, poudre d’ail, ail (vieilli), rend souvent
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délicate D’interprétation et la comparaison des résultats des études pharmacologiques ou

cliniques (Brenton, 2009).
IV.2. 7. Propriétés pharmacologiques et emplois

La forme la plus utilisée pour les essais cliniques est la poudre d’ail habituellement
standardisée en alliine Elle a une composition proche de celle de I’ail frais, 300 mg de poudre

¢étant équivalents alg d’ail frais (Bruneton, 2009)..

Le naturaliste romain, Pline I'ancien a inscrit plusieurs usages de l'ail: pour éloigner les

scorpions, désinfecter les morsures de chiens, guérir la Ieépre, asthme et épilepsie.

Dans la médecine chinoise, il était utilisé contre la diarrhée, dysenterie (bactérienne ou
parasitaire), tuberculose pulmonaire, hématurie (sang dans les urines), diphtérie, coqueluche,
typhoide, hépatite, la bronchite chronique, mal de dents, douleurs d'oreille, pellicules,

hypertension, artériosclérose, hystéri (Leung, 1980).

Plusieurs de ces usages traditionnels de 1’ail ont été vérifiées expérimentalement. Du
fait que l'ail est riche en fructosanes jusqu'a 75% du poids sec, il est diurétique. C'est un
hypotenseur dont I'effet est connu depuis longtemps chez I'homme, et a été confirmé chez
l'animal (Lapin et Rat). Egalement, c’est un antiathéromateux capable de faire diminuer les
triglycérides et le cholestérol sanguins et d'augmenter le taux des HDL. Une alimentation
suffisamment riche en ail diminue I'agrégation plaquettaire et augmente l'activité
fibrinolytique, d’ou l'intérét de la plante dans la prévention des thromboses (Bezanger et al.,
1990 ; Block et al., 1984)

C'est aussi un expectorant, larvicide, insecticide (Leung, 1980), hypoglycémiant,
antiviral, et prévient de certains cancers notamment, le cancer de I'estomac (Jonkers et al.,
1999 ; O'gara et al., 2000).

Les activités antibactériennes et méme antifongiques de I'ail ont été mises en évidence
in vitro. L’ail posséde un large spectre d’activité antibactérienne et ceci contre des germes
Gram positivé et Gram négative notamment les espéces appartenant aux genres : Bacillus et
Proteus, Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Erwinia carotovora, Mycobacterium
tuberculosis, Escherichia coli, Pasteurella multocida, Streptococcus facecalis, Pseudomonas
aeruginosa. Le principe actif responsable est 1’allicine dont le mécanisme d’action consiste en

un changement du profil lipidique de la membrane cellulaire bactérienne.

49



Chapitre 1V Généralités sur les deux plantes étudiées

L’huile essentielle extraite de I’ail posséde les mémes usages et propriétés que l'ail
frais ou ses extraits inhibet a différents degrés, la prolifération in vitro de Staphylococcus
aureus et de Staphylococcus enteritidis. Les souches d’enterocoques et autres bactéries
pathogenes intestinales responsables de diarrhées aussi bien chez les humains que chez les
animaux, sont plus facilement inhibées par I’ail que la flore commensale intestinale (Gotez et
al., 2012).

IV.2. 7. Production
Les cycles culturaux de I’ail sont sous la double dépendance du climat et de la variété.

e les variétés d’automne sont plantées avant décembre et récoltés en fin juin -début
juillet (entre 7 a 8 mois).

e Les variétés de printemps ou alternées sont plantées en février-mars, pour une récolte
de mi-juillet a début aodt ; et en fin janvier —début février pour une récolte dans le

courant de juillet.
1V.2. 8. Récolte et conservation

On considere que 1’ail est mar lorsque il reste seulement 3 - 4 feuilles vertes (le tiers

supérieur des feuilles est jaune ou sec) et les feuilles commencent a s'enrouler.

La récolte de l'ail s’effectue en fonction de la date de plantation et elle peut étre
manuelle ou mécanique. Dans ce dernier cas, le producteur veillera au bon réglage des
appareils de récolte afin de limiter la hauteur de chute a 50 cm maximum. il est préférable de
I'arracher un peu vert et le laisser sécher a l'air sur le sol entre deux et huit jours selon le temps
qu'il fait, en prenant soin de poser chaque poignée de telle sorte que les tétes des unes
couvrent les queues des autres. L'ail est fort sensible aux coups de soleil qui bleuiraient sa
peau délicate et entraveraient sa conservation. Cependant, la plupart de la récolte se fait vers

la fin juin-début juillet, lorsque les bulbes sont bien mdrs.
Le déclenchement de la récolte doit étre raisonne :
- Réalisation des mesures par pesées des bulbes et des feuilles sur un échantillon de 20 plantes.

- Observation du début de dessechement des feuilles.

En ce qui concerne la conservation, le bulbe d'ail est de type "semence molle", pour
cela une fois arraché, il doit étre bien nettoyé et séché afin d’éviter les moisissures (Dossier
I.G.P, 2005) . L'ail destiné a la semence doit étre conservé dans un local sombre bien aéré et
sec ; au froid (de -0,5 a 1 °C) ou au chaud (plus de 12-15 °C) pour empécher toute
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germination. L’ail frais peut étre gardé pour 1-2 mois a des températures ambiantes (20°C -
30°C). La conservation de I’ail peut durée 4 a 12 mois, selon les variétés, a une température
de 2-4 °C une humidité de 50 — 60 % (Takagi, 1990).

1V.2. 9. Etude de variabilité chez Iail :
IV.2.9.1. Variabilité morphologique

I1 existe dans le monde plus de trente variétés d’ail blanc et 1’ail rose. Chaque région

du monde possede sa propre collection de variétes.

Malgré que 1’ail se multiplie par voie végétative, par caieux, bulbes ou bulbilles, mais
cette situation n'a pas empéché Allium sativum L. de présenter une grande variabilité
morphologique et physiologique qui permet sa culture de la Pologne a la Martinique
(Langerano et al., 1995 ; Avato et al., 1998). En se basant sur cette variabilité, les clones ont
pu étre identifiés pour obtenir des cultivars adaptés localement a des types de sols, les

températures et la durée du jour.

La floraison peut étre obtenue chez les cultivars pourvus de hampes florales par
ablation des bulbilles d’inflorescence, mais la plupart des variétés soumises a ce traitement ne
produisent pas de graines - excepté certains clones d'Asie centrale et du Caucase collectés par
Etoh (1988) qui a montré que la variabilité des geniteurs semblent a priori assez faible. Deux
types morphologiques seulement, différent par le nombre et la taille des caieux (Messiaen
et al., 1993). Messiaen et al. (1989) ont montré que 1’observation des premiers bulbes
composés issus de graines révele cependant, en plus d’une variabilit¢ morphologique
reproduisant celle des parents, une intéressante diversité de coloration des caieux, qui va de
rouge vineux intense au gris-mauve claire.

Pour le moment, la sélection clonale est la méthode la plus efficace d'amélioration de
I'ail (Lampasona et al., 2003). Les clones issues de la propagation présentent une large
diversité phénotypique : la taille de bulbe : forme et couleur, le nombre de caieux et la date de
maturité, la saveur et I'acreté, la capacité a former la hampe floral, le nombre et la taille des
bulbilles, la formation des fleurs dans I’inflorescence et la fertilité (Astley et al., 1982; Hong
et al., 2000; IPGRI, 2001; Kamenetsky et al., 2004) ; et de méme une variabilité des
caractéres agronomiques tels que le stress et la tolérance a la sécheresse ( Panthée et al.,
2006).

Aujourd'hui il existe dautres moyens d'explorer la variabilité intraspécifique : les

marqueurs biochimiques et en particulier les isozymes. Dans le cas de I'Ail, apres Etoh
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(1988), Pooler et Simon (1993), Lallemand et al., (1994), Maass et Klass (1995) ont choisi

I'étude des isozymes sur de vastes collections de variétés.
IV.2.9.2. Variabilité genétique

La variabilité généetique actuelle provient essentiellement de mutations progressives,
stables, parfois encore observables comme dans les mutants de couleur de feuillage, ou
instables (exemple de la variation de couleur des tuniques chez le type Lautrec). Au niveau
mundial, cette variabilité est encore tres large : - adaptation physiologique aux effets de la
latitude ou de la photopériode, besoins en froid pour la montaison des hampes florales,
température de conservation, précocité, etc. ; - taille, couleur des bulbes, disposition des
caleux par rapport aux tuniques ; - taux de multiplication. Messiaen a décrit et classé ces
variabilités physiologiques, phénotypiques et biochimiques selon une nomenclature en 6
groupes, concernant les variétés occidentales, mais qui n'inclut pas celle d'Asie (Proche-
Orient, centre d'origine en Asie centrale et Extréme Orient tempéré) (Brand, 1996).

Des études biogeographiques, biochimiques et moléculaires suggérent que le plus haut
niveau d'hétérogénéité se retrouve dans le groupe de cultivars d'Asie centrale (Pooler et
Simon, 1993; Hong, 1999 ; Fritsch et Friesen, 2002). Le pool génétique de Longicuspis,
espéce endémique, moins connu en dehors de I'Asie centrale, a été proposé comme le groupe
ancestral d’Allium sativum et a partir duquel les autres groupes ont été évolués (Messiaen et
Rouamba, 2004). Il sert probablement comme la source la plus importante de la variation

génétique de 1’ail (Etoh et Simon 2002; Kamenetsky et al., 2005).

La diversité génétique chez les collections d’ail a été révélée par des analyses
morphologiques; biochimiques et moléculaires (Al-Zahim et al., 1997 ; Hong et al., 2000;
Bradley et al., 2001). Au cours de ces dernieres années, les marqueurs moléculaires tels que
les RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Maass et Klaas, 1995 ; Ipek et al.,
2003), AFLP (Amplified Fragment Length polymorphism) (Lee et al., 2002; Garcia-
Lampasona et al, 2003) et les microsatellites ou (SSR, Simple Sequence Repeated) (Li et al.,
2003; Moe et al., 2010) ont été reconnus comme marqueurs moléculaires utiles dans la
Sélection Assistée par Marqueurs (SAM) et pour évaluer la diversité génétique et les relations

entre les clones d’ail car ils ne sont pas affectés par les conditions environnementales.

Les résultats d’analyses par des enzymes et des marqueurs RAPD, sont généralement
en accord avec les observations morphologiques; mais ne parvient pas a distinguer les clones.

L'introduction des techniques AFLP a fortement facilitée I'évaluation des collections et les
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banques de genes de cette espéce. La comparaison des résultats de AFLP avec les Marqueurs
RAPD et les Isoenzymes démontre que les polymorphiques AFLPs sont abondant chez I’ail et
que la diversité génetique entre les clones est étroitement liés et ne pouvaient pas étre
différenciés avec des marqueurs RAPD et les Isoenzymes (Ipek et al., 2003).

L’étude de la variation génétique de l'ail basée sur SSR a révélé une corrélation avec la
géographie de la région, ceci indique qu’il peut y avoir eu des pressions de sélection locale

pour d'adaptation a des conditions géographiques précises (ManHyun et al., 2012).
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I1 est a rappeler que I’objectif de ce travail est de caractériser un échantillon de Sept
génotypes, quatre de I’espéce Allium sativum et trois de I’espéce Allium cepa appartenant a
la collection de I’'ITCMI d’Oum Elbouaghi. Dans le but d’évaluer ce patrimoine génétique et
de distinguer ses différences et ses similitudes, nous avons procédé a une caractérisation
morphologique et moléculaire et enfin & I’évaluation de I’effet de cette diversité sur la
production de principes actifs notamment les huiles essentielles ainsi, que leurs effets anti

bactériens.

I. Matériel et Méthodes

1.1. Matériel végétal

La matiére végétale est constituée de trois variétés de bulbes d’oignon: Jaune
d’Espagne, Rouge d’ Amposta et Rouge locale (figure 09) et quatre variétés de Bulbes d’ail
Allium sativum : Messedrom, Germidour, Mocpta Bulgare et Rouge locale (figurelQ). Ces
variétés ont été fournies par l’institut technique des cultures maraichéres et industrielles
(ITCMI), apres récolte au mois de juillet, la station se localise au niveau de Bire Rogaa,
située a 16 Km a I’Est du chef-lieu de la wilaya d’Oum EI Bouaghi (Algérie). Le site
expérimental de I’institut s’étend sur une superficie de 22 ha dont 18 ha superficie agricole

utile, dans une vaste plaine dont I’altitude varie entre 950 a 1000 m.

v" Coordonnées géographiques : 25° 51.783 NORD et 7°5.496 EST
v" Les limites géographiques:
= Limite Nord: Route Nationale RN°10

= Limite Nord, sud, est et ouest : exploitations agricoles collectives (EAC) issues
de la ferme pilote KOUAH.

e Le champ d’action de la station est constitué de dix wilayas: Oum El Boughi —
Khenchela — Batna - Constantine — Mila — Setif - Tebessa-Biskra - M’sila Et El Oued.
L’origine et les caractéristiques morphologiques des bulbes de ces variétés sont

présentées dans le Tableau 01.
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Tableau 01 : Liste de génotypes étudiés, origine, et caractéristiques morphologiques des
bulbes.

Espéce | Nom de variété | Origine précocité Bulbe / Caileu
Messidrome Blanc de la précoce Gros bulbe

Dréme groupe ll1 Caleu creme
A Germidour Violet de Tres précoce Gros bulbe
sativum Cadours plantation Caieu brune
groupe 11l automne
Mocpta Bulgare | - Demi tardive | Bulbe régulier & 13 caieux
Rouge Locale | - Demi tardive | Bulbe régulier a 14 caieux
Rouge Algérie, Maroc précoce Grand bulbe, violacé,

A. cepa | d’Amposta elliptique étroite transverse
Jaune Afrique de Précoce Grand bulbe, Jaunatre,
d’Espagne 1’Ouest, Bénin elliptique étroite transverse
Rouge locale Algérie Précoce Médium bulbe, rouge

brunétre, elliptique moyen

transverse,

Rouge d’Amposta

R A)

Jaune d’Espagne

(JE)

Rouge Locale
(RL)

Figure 09 : Les variétés de I’espece Allium cepa L.
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Mocpta Bulguar
(M B) R L)*

Messedrom Germidour

(Mess) (Germ)

Figure 10 : Les variétés de I’espéce Allium sativum L.

1.2. Méthodes :

1.2.1. Caractérisation morphologique :
1.2.1.1. Description morphologique des bulbes des génotypes

Dans cette étude, nous avons présenté les principaux parametres utilisés pour la
description des bulbes et I’identification des 07 génotypes des deux espéces tout en se
référant pour chaque caractere qualitatif au descripteur de ’UPOV en 2007 (Union de
Protection des Obtentions Végétales) pour I’espéce Allium cepa. et conformément a la
majorité des criteres listés dans le descripteur du genre Allium par IPGRI en 2001
(International Plant Génétic Ressources Institute) et de la fiche descriptive officielle édité par
le GEVES (Groupe d’Etude et de controle des Variétés et des Semences) pour 1’espéce Allium

sativum.
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Tous les caractéres qualitatifs sont évalués selon I’intensité de 1’expression de chaque

critére.

Les données morphologiques basees sur la description des bulbes de chaque especes

ont été collectées sur les sept variétés dont 8 caractéres quantitatifs et 11 Caracteres qualitatifs

pour I’espéce Alluim cépa et 5 caractéres quantitatifs et 16 caractéres qualitatifs pour I’espéce

Alluim sativum (tableau 02).

Tableau 02 : liste, abréviation et unité des caractéres morphologiques quantitatifs de bulbes

utilisés pour I’analyse de la variabilité entre et a I’intérieur des génotypes étudiés.

Caractéres Caractéres
morphologiques L . morphologiques o .
quantitatifs Abréviation | Unité quantitatifs Abreéviation | Unité
Longueur de bulbe LB Cm Poids d’un bulbe PDB ar
Diameétre des DB Cm Rendement Rdt Q
bulbes
Nombre des écailles NECcS - Nombre caieux par Ncai/bulbe -
séches bulbe
Nombre de NTnl Cm Poids d’un caieu Pdlcai ar
tuniques internes
Nombre de points NPtV/Kg Cm Nombre Bulbe/kg N BB/kg -

végétatifs par Kg

1.2.1.1.1. Criteres de caractérisation quantitative

Chez les deux especes,

kilogramme et le rendement sont déterminés de la méme manieére.

a. Nombre de caieux
A partir d’un bulbe, le nombre de caieux est déterminé par bulbe.

b. Poids d’un caieu (gr)

les caracteres poids d’un bulbe, Nombre bulbes par

Il est calculé par le rapport suivant : poids d’un bulbe/ le nombre de caieux par bulbe

¢. Poids du bulbe

Il est déterminé par le rapport poids total récolté/ nombre de bulbes récoltées, pour

chaque répetition.
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d. Nombre bulbes /kilogramme

Ce paramétre est calculé a partir du poids moyen d’un bulbe afin d’évaluer la qualité

de la production.

e. Rendement
Sur la base du poids des bulbes, le rendement est calculé pour le peuplement théorique
c-a-d a 100% de levée (240 plants /variété soit a 177 777 plants /ha) et le peuplement réel qui

varie selon le taux de levée final de chaque variéte.

f. Nombre de points végétatifs par kg Bulbe/Bulbille

Le nombre de points croissants (points végétatifs) doit étre évalué lorsque le bulbe ou la
bulbille a complétement dépéri a la fin du stockage, juste avant que la germination
commence. Si I’on utilise des bulbes de taille moyenne, le bulbe ou la bulbille doit étre
coupé(e) transversalement au tiers de la longueur a partir de la base. Chaque point présente

une couleur, souvent verdatre, et est entouré d’anneaux de tissu (figure 11).

1 5 7
Trés bas Moyen Trés haut

Figure 11 : Notation du nombre de points végétatifs par bulbe (UPOV, 2007).

NB : Les moyennes relatives aux mesures des différents parametres pour les deux espéces

sont apportées dans I’annexe 01.

1.2.1.1.2. Criteres de caractérisation qualitative :

#+ Critéres de caractérisation qualitative des bulbes des variétés d’oignon :
a. Bulbe/Bulbille : épaisseur des écailles seches
e Notation :
Mince 3 - Moyenne 5 - Epaisse 7
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b. Bulbe/Bulbille: adhérence des écailles aprés la récolte
e Notation :
Faible 3 - Moyenne5 - Forte 7
c. Bulbe/Bulbille: couleur de fond des écailles séches
e Notation :
- Blanches - grises - vertes - brunes - roses
d. Intensité de la couleur de fond des écailles seches
e Notation :
- Claire 3 - Moyenne 5 - Foncée 7
e. Couleur de I’épiderme des écailles
e Notation :
- Absente - verdatre - rougeétre.

f. Séparation en bulbilles

- Rouges

C’est le degre de séparation de bulbe en bulbilles (avec des écailles séches couvrant

chaque bulbille) (figure 12).

1 5
Absent ou trés faible Moyen

Tres fort

Figure 12 : Notation du degré de séparation en bulbilles (UPOV, 2007).
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g. position du diamétre maximal de Bulbe/Bulbille (figure 13):

O O

Yers le sommet An milien Vers la bas

Figure 13: position du diamétre maximal de Bulbe (UPOV, 2007).

h. Forme (en section longitudinale) de Bulbe/Bulbille (figure 14) :

0OOO

1 2 3 4 ] 5
Elliptique Ovoide Arrondi(e) Arrondi(e) Ovoide large
Allonge(e)
] 7 3 9
Obovoide large Losangique Elliptique aplati(e) Elliptique trés aplati(e)
moven{ne)

Figure 14 : Notation de la forme en section longitudinale de bulbe (UPOV, 2007).
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i. épaisseur du collet de Bulbe/Bulbille (figure 15):

¥
i

!
i
I 3 5 7 9

trés étroit &troit maoyen large trés large

Figure 1 5: Notation de 1’épaisseur du collet de Bulbe (UPOV, 2007).

j.Forme du sommet (figure 16):

wwgu{\&\%\a

1 2
Déprimé Aplati Légérement Arrondi Légérement Fortement
proéminent pointu pointu

Figure 16: description de la forme du collet de Bulbe (UPQV, 2007)..
k. Forme de la base Bulbe/Bulbille (figure 17):

N Sed N NS NS

1 2 3 4 5
Déprimé Aplati Arrondi Légérement Légérement
conigue conigue

Figure 17 : description de la forme de la base de Bulbe d’oignon (UPQOV, 2007).
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+ Critéres de caractérisation qualitative des bulbes des variétés d’Ail :

a. Forme en section longitudinale (figure 18):

Elliptique Etroite Transverse Elliptique Large Transverse: Germidour Circulaire

Figure 18 : Notation de la forme en section longitudinale du bulbe d’ail ( IPGRI, 2001)

b. Forme en section transversale

e Notation :
-Elliptique - Arrondie
c. Position du plateau racinaire :
e Notation :
-Déprimée - Plane - En saillie.

d. Forme de la base (figure 19).

Plate Arrondie

Déprimé : Germidour

Figure 19: Description de la Forme de la base du bulbe d’ail (IPGRI, 2001)

e. Couleur du fond des tuniques externes séches :

e Notation :

- Blanc - Blanc-jaunatre ~ -Blanc-rougeétre
f. Striures anthocyaniques sur la tunique externe seche :

e Notation :

- Absentes - Présentes
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g. Epaisseur des tuniques externes séches :

e Notation :

- Minces - Moyennes - Epaisses
h. Adhérence des tuniques externes seches :

e Notation :

- Faible - Moyenne -Forte.

i. Position des caieux a I'extrémité supérieure du bulbe (figure 20):

] " - !
L. l‘ f- ! ' '
Inséree An méme nivean Extérieure : Germidour

Figure 20 : Notation de la Position des caieux a I'extrémité supérieure du bulbe d’ail

(IPGRI, 2001).
j. Compacité des caieux :
e Notation :
- Faible - Moyenne - Forte

k. Distribution des caieux (figure 21):

)
oo @SES
= o_’{a aﬁﬁ" d - -
S T S T o
= s SR (RS
N> NI LY

Favonnante

Non ravonnante : Messidrome

Figure 21 : Notation de la Distribution des caieux (IPGRI, 2001)
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|. Caieux externes (figure 22):

> ®

Absent présent

Figure 22 : Notation des Caieux externes (IPGRI, 2001).

m. Couleur de la tunique des Caieux:
e Notation :
-Blanche - Creme -Rose - Violette -Brune.
n. Intensité de la couleur de la tunique des Caieux :
e Notation :
- Faible - Moyenne - Forte.
0. Striures anthocyaniques de la tunique des Caieux :
e Notation :
- Absentes - Présentes

p. Couleur de la chair :

e Notation :

-Blanche - Jaunatre

1.2.1.2. Analyse statistique

Des analyses statistiques descriptives, multidimensionnelles et décisionnelles ont été

réalisées avec le logiciel SPSS version 21.

Pour chacun des caractéres quantitatifs étudiés, nous avons procédé a une analyse

descriptive (moyenne, Ecart- type ....)

Pour tester I’effet de la variété sur les caractéristiques quantitative étudiées, on a
procédé a une analyse de variance (ANOVA) a un seul facteur ; le seuil de signification
retenu est P < 0.05, la comparaison des moyennes a été effectuée par le test LSD suite a une
analyse de la variance (ANOVA).
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Une analyse en compostes principales (ACP) a été effectuée, sur la matrice des
variables quantitatives, pour étudier la corrélation entre variable et les liens possibles entre les

caractéristiques quantitatives et les variétés.

1.2.2. Caractérisation moléculaire
La caracterisation moléculaire des génotypes des deux espéces ainsi que ’analyse de
la diversité génétique qui les sépare seraient d’un apport considérable aux actions visant la

sauvegarde et la caractérisation de notre patrimoine génétique étudié.

La caractérisation moléculaire permettrait d’estimer les rapports et les similitudes et
d’évaluer le potentiel des marqueurs dans I’étude des relations phylogénétiques et la diversité
génétique intra-spécifique. Cette technique a été utilisée par plusieurs auteurs pour révéler la
diversité génétique chez plusieurs espéces végétales. Nous allons appliquer une des méthodes
moléculaires (microsatellite ou SSR; Simple Séquence Reperat) pour discriminer les
génotypes des espéeces étudiés.

1.2.2.1. Extraction de ’ADN total

Afin de minimiser le temps d’exposition du matériel végétal a la température ambiante
et éviter ainsi la dégradation de I’ADN, le mortier et le pilon sont trempés dans 1’azote
liguide. Un échantillon de 1g de bulbe de chaque variété est broyé dans ce mortier (trois
échantillons pour chaque génotype), en présence d’azote liquide jusqu’a 1’obtention d’une

poudre treés fine.

Chaque broyat (chaque génotype) est transféré dans des tubes de 2 ml auxquels nous
avons ajouté 1ml de tampon d’extraction (2% CTAB, 20 Mm EDTA; 1,44 mM Tris HCI, 1%
B-mercaptoéthanol, a pH 8) dans chaque tube. Tous les tubes sont, par la suite, incubés a 65°C
pendant 60 min avec des agitations périodiques toutes les 5min. Apres un repos de 4 a 5 min,
1ml de chloroforme: isoamylalcool (24:1 v/v) a été ajouté. Le mélange a été agité
manuellement pendant 15 min afin de maintenir 1’émulsion, puis centrifugé pendant 30 min a
4500 tr/min, a 4°C.

A la fin de la centrifugation, la phase aqueuse a été gardée et les acides nucléiques qui
en font partie ont été précipités en ajoutant un volume égal d’isopropanol, ensuite, une
deuxiéme centrifugation a été réalisée dans les mémes conditions, pendant 20 min. Le

surnageant est ¢liminé et le culot d’ADN obtenu est lavé avec 1 ml d’éthanol (70%).
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Au terme de ce lavage (centrifugation), le surnageant est éliming, les tubes sont séchés

a I’air libre pendant une heure. Le culot est par la suite, dissout dans 100 pl de TE (Tampon

de re-suspension: Tris HCI10 mM a pH 8, EDTA 1 mM a pH 8).

Enfin, 2 ul de RNase (Dnase-free, ayant une concentration finale de 10 pg/ml) ont été
ajoutés a chaque, incubé a 37 °C pendant 2 heures ou plus pour éliminer les ARN présents

dans la solution. Les échantillons sont, par la suite, utilisés ou stockés a —20°C.

Ensuite, 200ul H,0 ultra pure ont été ajoutés a chaque tube, aprés une légere agitation
300ul chloroforme alcool iso amylique ont été ajoutés suivi d’une centrifugation pendant
10min & 13000 tpm.

Le surnageant récupéré a recu 0.1Volume (20 pl) d’acétate de sodium (3M, ph5.2) et
2 Volumes (400 pl) d’éthanol 100% frais. L’ensemble étant mis a —80°c pendant 10 min,
centrifugé pendant 10 min a 13000 tpm et le culot est récupéré. Ce dernier a été lavé a 1’alcool

a 70%, seché et dissout dans 100 ul de TE.

I. 2. 2.2. Quantification des acides nucléiques

D’aprés Sambrouk et ses collobateurs (1989), la quantité des acides nucléiques (ADN
ou ARN) présent dans une préparation est déterminée par I'une des deux méthodes suivantes,
selon la pureté de 1’échantillon. En effet, si 1’échantillon est pur, la quantit¢ d’ADN ou
d’ARN est déterminée par spectrophotométrie. Si par contre I’échantillon est contaminé par
d’autres substances (phénol, protéines, acides nucléiques) qui peuvent interférer avec
I’absorption, la concentration peut étre estimée par la méthode de la fluorescence émise par le
Bromure d’Ethidium (BET) aprés électrophorese sur gel d’agarose. Vu sa simplicité, nous

avons utilisé cette derniére méthode.

En effet, I’intensité de fluorescence émise par les molécules de BET, intercalées entre
les bases de I’ADN, est proportionnelle a la qualit¢ de ce dernier. Ainsi, ’ADN peut étre
quantifié apres 1’¢lectrophorese sur gel d’agarose et la coloration au BET, par comparaison de

la fluorescence d’un autre ADN de concentration connue (Marqueur de taille).

I. 2. 2.3. Procédure de la technique microsatellites ou SSR (Simple Séquence Repeat)

L’analyse SSR a été réalisée en utilisant 100 ng d’ADN des différents génotypes
d’oignon et d’ail et 16 amorces SSR. Les conditions d’amplification qui nous ont permis

d’avoir les meilleurs résultats sont mentionnés dans le tableau 3:
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Tableau 03 : Le mélange réactionnel pour I’amplification de I’ADN par PCR.

Composant Concentration | Concentration Volume (ul) a
Initiale Finale prélever
ADN 30 ng/ul 60 ng 2
Taq Buffer 5 fois 1 fois 2.5
dNTP 2 Mm 2.5mM 0,5
MgCl, 50mM 1.5 mM 1,25
Amorce Forward 2,5 UM 0.4 uM 4
Amorce Reverse 2,5 uM 0.4 uM 4
Tag polymerase 5 U/l 0.05U 0,4
(Promega)
H,0 - - compléter a 25 pl

Le volume final de la réaction est ajusté a 25 pl par 1’eau ultra-pure.

L’amplification PCR a été réalisée dans un thermocycleur (BiometraUno II) selon un

programme composé de 35 cycles.

leyeleo i, Pré-dénaturation initiale a 94°C pendant 3 min
(~ - dénaturation a 94°C pendant 1 mn
35 cycles composes de < -hybridation a Ta°C pendant 1 mn

- extension a 72 °C pendant 2 mn

~
leycleoooniiiiinnnn, Post-extension & 72 °C pendant 10 mn

La température d’hybridation (Ta) est calculée pour chaque paire d’amorces a partir de
leur séquence. En effet, cette température augmente proportionnellement avec la longueur de

la séquence et elle est égale a la température de fusion diminué de 5°C (Proméga, 1996).
I. 2. 2.4. Séparation des produits d’amplification par électrophorése sur gel d’agarose

Les produits d’amplification obtenus, pour chaque amorce, ont ét¢ séparés, selon leur
poids moléculaire, par électrophorese sur gel d’agarose a 3% (1,8 g d’agarose; 60 ml de TBE
(1X) et 3 ul de BET) préparé dans un tampon TBE (Tris base 0,45M; Acide borique 0,45M et
0,5 mM EDTA). Pour chaque réaction 6 pl de Bleu de chargement *Loadingdye’ sont ajoutés
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au produit amplifié dont on prend 15 pl et on les dépose dans les puits du gel. La migration

des fragments d’ADN est réalisée a 90 Volts, pendant 3 heures.
a. Migration

Avant le dépot des produits de la PCR, nous avons réalisé une électrophorése a blanc
pendant 30 min a 100 V. Entre temps, nous avons ajouté aux échantillons 6 ul de Bleu de
chargement. Puis de chaque tube contenant le produit PCR, nous avons chargé 15 ul dans les
puits disponibles, sans oublier le marqueur du poids (100 pb). La migration est faite a 200 V

jusqu’a ce que le xyléne cyanol (le colorant le plus lent) ait atteint les 3/4 du gel.
b. Coloration au Bromure d’Ethidium

Les bandes SSR ont été visualisées sous UV émis par un transilluminateur suite a une
agitation du gel dans un bain de bromure d’éthiduim pendant 20 min. Les photos ont été

obtenues a 1’aide du systéme Gel-Doc.

NB : les différentes solutions utilisées pour 1’analyse moléculaire sont rapportées dans

I’annexe 02
I. 2. 2.5. Analyse statistique

Les résultats de 1’amplification SSR sont lus sur les photos des gels. Seules les bandes
nettement visibles ont été comptabilisées. Les profils ont été transformés en matrices binaire
présence (1) ou absence (0) de bandes portant en lignes les génotypes étudiés et en colonnes
les marqueurs générés par les différentes amorces SSR en considérant les fragments de méme

tailles comme identiques.

Les matrices des données ont été analysées par le programme Treecon selon la
méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Averaging) de Nei et Li

(1979). La matrice de similarité a été calculée et le dendrogramme de distance a été construit.
¢ Information sur le degré du polymorphisme

Ce paramétre nous renseigne sur I’aptitude d’une amorce donnée a générer un
polymorphisme entre les génotypes étudiés. Il est désigné par PIC (Polymorphism

Information Content). Selon Bostein et al., (1980), il est calculé par la formule suivante:
PIC = 1 - X(Pij)°
OU Pij est la fréquence du i*™ bande révélée par le j*™ amorce.

P(ij) est sommée a travers toutes les bandes révélées par les amorces.
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1.2.3. Caractérisation Biochimique :

1.2. 3.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est effectué dans le but de réaliser une étude
comparative des principaux constituants des deux espéces d’Allium et donc de mieux
comprendre leurs propriétés thérapeutiques. Pour cela, 1’utilisation de la matiere végétale
fraiche (Bulbe) s’avére nécessaire pour un broyage manuel a I’aide d’un mixer, puis les

différentes pesées sont faites par une balance électrique.

Pour préparer I’extrait éthanolique, les bulbes d'oignon et d’ail ont été coupés en
petits morceaux puis écraser dans un mortier. 50 g de chaque broya sont mélangé avec 250

ml d'éthanol (80%) au reflux pendant 1 h. L'extrait est filtré a l'aide de papier Whatman.

Afin de mettre en évidence la présence ou 1’absence de certains métabolites

secondaires, un criblage phytochimique est réalisé dans 1’extrait préparé (tableau 04).

Tableau 04 : Groupes chimiques, réactions d’identification et indicateurs utilisés.

Groupe chimique Réactifs d’identification Indicateur
Sapanosides Indice mousse>1cm Apparition d’une mousse
persistante
Flovonoides - Acide chlorhydrique (HCL) Coloration orangé ou

violacée

- Alcool iso-amylique )
Rouge cerise

- Copeaux de magnésium

Alcaloides - MayeretWagner Coloration brun- rougeétre

- Acide hydrochlorique HCL (10%) Turbidité _
) Précipité ou une coloration
- Hydroxyde d’ammonium (10%)

orangée
- Di éthylique éther, HCL (2%)
- Alcool a 60°
Tanins - Ethanol (50%) Coloration bleu noire
- chlorure ferrique feCl; 2%
Stérols et les - Anhydride acétique Anneau pourpre ou violet

tri-terpénes virant au bleu puis vert

- Chloroforme

- Acide sulfurique concentré

Glucosides - Solution de Feeling Coloration rouge brique
[sucres
réducteurs)

- Ethanol, eau distillée

- Tartrate sodique-potassique
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e Lesalcaloides

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et
de Wagner. 20 ml de I'extrait a été ajouté a 5 ml d'acide chlorhydrique HCI (10%). Le milieu
acide est chauffé dans un bain d'eau, ou un volume de solution d'hydroxyde d'ammonium
(10%) a été ajouté jusqu'a I’obtention d’un milieu de pH = 9. Une extraction avec de I'éther
diéthylique est réalisée suivi d’une concetration avec un dispositif « évaporateur rotatif ». Le
résidu est repris dans 5 ml de HCI (2%), divisé en deux parties égales. La premiére était
traitée avec quelques gouttes de réactif de Mayer et la deuxieme avec le réactif de Wagner.
L’apparition de précipité blanc et brun, respectivement, révele la présence d’alcaloides

(Memelink et al., 2001).

e Lestanins

1 ml de I'extrait d'alcool a été ajouté a 2 ml d'eau distillée et 2-3 gouttes de
la solution de chlorure ferrique FeClI3 1 % permet de détecter la présence ou non de tanins.
L'apparition d'une couleur verte ou bleu-vert indique la présence de tanins. La couleur vire au
bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques
(Trease etal., 1987 ; Douhou et al., 2003).

e Les Stérolset tri-terpénes

Evaporer a sec 10 ml de la solution a analyser, dissoudre le résidu dans 5 mi
d’anhydride acétique puis 5 ml de chloroforme. A ’aide d’une pipette ajouter 1 ml de H2SO4
concentré au fond du tube sans agiter. Laisser reposer 30 minutes. La formation d’un anneau
rouge brunétre a la zone de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche

surnageant révelent la présence de stérols et triterpénes (Trease et Evans, 1989).
e Saponosides

Deux grammes de matériel végétal frais broyé sont utilisés pour préparer une
décoction avec 100 ml d’eau. On porte a ébullition pendant 30 min. Apres refroidissement et
filtration, chacun des tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 secondes.
Apres un repos de 15-20 min en position verticale, la persistance d’une mousse confirme la

présence de saponines (Dohou et al., 2003)
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e Flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Deux (2) ml de
I’extrait ont été évaporés et le résidu a été repris dans 5 ml d’acide chlorhydrique dilué 2 fois.
En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de chaleur puis une coloration
rose orangé ou violacée. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique a intensifié cette

coloration qui a confirmé la présence de flavonoides (Koffi N’GUESSAN et al., 2009).

e Les glucosides (sucres réducteurs)

Introduire 2 ml d’extrait dans un tube, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (1 ml réactif
A et 1ml réactif B) et porter I’ensemble 8 min dans le bain marie bouillant. L.’apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des composes réducteurs (Trease et al., 1987).

1.2. 3.2. Extraction des huiles essentielles

a. Méthodes d’extraction

Les HEs de I’ail et de 1’oignon sont extraites par la méthode d’hydrodistillation, par
ébullition pendant 2 heures d’un mélange de 700 g de matériel végétal et d’eau distillée. Cette
technique se base sur le pouvoir que posséde la vapeur d’eau a transporter les huiles
essentielles. L’opération consiste a immerger une quantité de la masse végétale dans un grand
ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le
ballon pour éviter les débordements de I’ébullition. Le mélange est porté a ¢ébullition a 1’aide
d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube
vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les
gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée.
L’huile essentielle de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surface de cette dernicre.
L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium
anhydre, pour absorber 1’humidité et éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue
dans I’huile (figure 23). L’opération d’extraction dure deux a trois heurs a partir du début

d’ébullition.

Aprés extraction, les huiles sont récupérées et conservées dans de petits flacons
opaques qui sont fermés hermétiquement pour les conserver a 4°C, afin de les préserver de
I’air, de la lumiére et des variations de température, jusqu'a son usage (Haciseferogullari
et al., 2005).
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Figure 23: Les étapes de 'extraction de I’HE des variétés des deux espéces
par la méthode d’hydrodistillation.

b. Calcul du rendement : AFNOR (1986)

Le rendement en huiles essentielles est défini comme étant le rapport entre la masse

d’huiles essentielles obtenues et la masse du matériel végétal a traiter.

R%=M HE /MVXlOO

R : rendement en huiles essentielles en%.
Mue © quantité d’extrait récupérée exprimée en gramme (g).

My : quantité de la matiére végétale utilisée pour I’extraction exprimée en gramme (g).

I .2.3.3. Etude analytique des huiles essentielles

1 .2.3.3.1. Propriétés organoleptiques

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, odeur, saveur et couleur) de

I’essence de 1’ail et de I’oignon sont vérifiées et notées.
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1 .2.3.3.2. Mesure de quelques parameétres physico-chimiques
Les propriétés physico-chimiques tels que: le pouvoir rotatoire, I’indice d’ester,
I’indice d’acide, I’indice de réfraction....etc. constituent un moyen de vérification et de

contréle de la qualité des huiles essentielles. Ces essais sont determinés selon un protocole

précis et obéissant aux normes édictées par 1’association frangaise de normalisation (A FNOR
,2000).

a. Détermination des indices physiques
e Densité relative
La densité de I’HE correspond au rapport entre la masse d’un certain volume de
I’essence et la masse du méme volume d’eau pris a la méme température.
e Mode opératoire

La mesure de la densité de ’'HE a été réalisée a I’aide d’un pycnometre et calculée a

partir de la formule suivante :

m
D, = ml?';

Dans laquelle :

m, : la masse en gramme du pycnomeétre vide
m, : la masse en gramme du pycnometre rempli d’eau distillée

m, : la masse en gramme du pycnometre rempli d’huile.

e Indice de réfraction
L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de L’angle d’incidence du rayon
lumineux dans I’air et le sinus de I’angle de Réfraction du rayon réfracté dans le milieu

considéré.
¢ Sin,

n, ==
*Sin,

La mesure de ’indice de réfraction de I’HE est effectuée a 1’aide d’un réfractomeétre
classique de marque OPTECH et donné par lecture directe sur le refractomeétre a température

fixée a 20 °C. Pour cela, on a opéré comme suit :
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- Etalonner I’appareil a I’aide d’une substance d’indice de réfraction connu a la
température fixé a 20°C.
- Nettoyer les prismes et déposer quelques gouttes d’HE entre les deux faces des
prismes.
- Regarder dans I’oculaire et tourner le bouton de réglage de I’indice de réfraction pour
amener les zones sombres et éclairées au centre du réticule.
- Supprimer les irisations pour obtenir une ligne nette entre les deux zones.
- Noter la valeur de I’indice par 1’échelle de lecture.
e Miscibilité a I’éthanol
Dans un Erlen contenant 1 ml d’HE, on verse de 1’éthanol a 70 % par fraction de 0,2 ml
a I’aide d’une burette de 20 ml en agitant aprés chaque ajout. Lorsqu’une solution limpide est

obtenue on note le volume d’alcool ajouté, 20 ml d’alcool ont été nécessaires.

b. Détermination des indices chimiques

En plus des caractéres physiques, des méthodes chimiques peuvent étre utilisées pour
doser les fonctions (acide, ester, alcool, carbonyle, ...... ) présentes dans les HE. Ces dernicres
permettent non seulement de mettre en évidence la présence des fonctions organiques mais

aussi de mesurer leurs proportions dans le mélange.

e Indice d’acide

L’indice d’acide la est le nombre de milligrammes de potasse (KOH) nécessaire pour

neutraliser les acides libres renfermés dans un (01) gramme d’HE.

% Mode opératoire

1 g d’HE, 5ml d’¢éthanol a 96% et environ 5 gouttes d’indicateur coloré (phénophtaléine) sont
introduits dans un Erlen. Le mélange ainsi formé est titré par une solution alcoolique de potasse

(KOH) 0.1N jusqu’a ou la solution vire au rose.

L’indice d’acide est déterminé par la formule :

56,11
|, =V.C.——
m
V : volume en ml de la solution de KOH utilisée pour le titrage.
C : concentration en mole/L de la solution de KOH

m : masse en g de la prise d’essai
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e Indice d’ester

L’indice le d’ester est le nombre de milligramme de potasse (KOH) nécessaire pour
neutraliser les acides libérés par hydrolyse en milieu basique (saponification) des esters
contenus dans 1g d’essence. La potasse reagit sur les esters selon une réaction dite de

saponification :
R-CO, -CH, - R'+KOH — RCO,K +R'-CH, —OH

%+ Mode opératoire

Dans un ballon de 100 ml, on introduit 1g d’HE et 25 ml d’une solution alcoolique de
potasse (KOH) 0.5 M a I’aide d’une burette, ainsi que quelques fragments de pierre ponce. On
adapte au ballon un réfrigérent et on porte mélange au reflux pendant une (01) heure. Apres
refroidissement de la solution, on ajoute 20 ml d’eau distillée et 5 gouttes de phénophtaléine.
Puis, I’exceés de KOH est titré avec une solution d’acide chlorhydrique (HCI) 0.5 N jusqu’a la

disparition de la couleur rose.

Parallélement, une opération a blanc est réalisee dans les mémes conditions en

utilisant les mémes réactifs.

L’indice d’ester est calculé a 1’aide de la relation suivante :

28,05
e =—— Mo~ V1)

m

V0 : Volume en ml de la solution d’HCI (0,5N) pour I’essai a blanc.
V1 : volume en ml de la solution d’HCI (0,5N) mesuré pour le calcul de le
m : Masse en g de la prise d’essai.

la : Valeur d’indice d’acide.

e Indice de saponification
L’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse caustique
(KOH), nécessaire pour transformer en savon les acides gras et les triglycérides d’un (01)

gramme de Corps gras.

Le principe consiste a titrer I’excés d’hydroxyde de potassium en solution par 1’acide

chlorhydrique.
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% Protocole expérimental

Mettre 2g d’huile dans une fiole muni d’un réfrigérant puis, ajouter 25 ml de solution
éthanolique de KOH (0.5N), ensuite on porte le mélange a ébullition en agitant de temps en
temps pendant 1h. 3 gouttes de phénolphtaléine sont ensuite ajoutées. La solution savonneuse

est titrée avec HCL (0.5N). Parallelement, un essai a blanc et dans les mémes conditions a été
effectué.

L’indice de saponification est donné par la formule:

| = N(\/O _Vl)
s (mg KOH/ g d’H.E)

P

Dans laquelle :

Vo : volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique pour I’essai a blanc
V : volume en m L de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la prise d’essai
N : normalité exacte de la solution chlorhydrique

P : poids en gamme de la prise d’essai

e Indice de peroxyde
On définit I’indice de peroxyde comme étant le nombre de milliéquivalent d’oxygene

par kilogramme de corps gras et oxydant I’iodure de potassium avec libération d’iode.

Le principe repose sur le traitement d’une prise d’essai, en solution dans I’acide
acétique et du chloroforme, par une solution d’iodure de potassium, puis le titrage de I’iode

par une solution titrée de thiosulfate de sodium.
2KI +O, > 1, +R—CH =CH —-CH, —COOH
L’indice de peroxyde est donné par la formule (h) :

I, = M V) <10  (méq. O/ ke d’H.E)
P
Dans laquelle :
V : volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai.
Vo : volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai a blanc.

P : prise d’essai en gramme.
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NB : les valeurs moyennes des rendements en HEs et les différents réactifs utilises pour le

screening phytochimique sont rapportées dans I’annexe 03
1.2.3.4. Analyse de la composition chimique des HEs

Les constituants de 1’huile essentielle ont été séparés et identifiés par Shimadzu
CPG/MS. L'analyse a été réalisée par un chromatographe a phase gazeuse du type Shimadzu
couplé a un spectromeétre de masse. La colonne capillaire était du type QP 2010 S de 25 m
longueur, diameétre 0.25 mm. Le débit du gaz porteur (hélium) était de 0.77ml/min. 1pl
d’huile essentielle a été injecté, en utilisant le mode split. La température de 1’injecteur est de
250° C.

La température de four a été programmée de 55°C (3min) a 120°C, avec une
augmentation 3°C/ min, suivi d’une stabilisation a cette méme température pendant 3min,
puis une augmentation de 5°C/ min jusqu'a une température de 180°C (cette température a été
maintenue pendant 11.33 min).

Le spectromeétre de masse a été configuré pour analyser 40-350 AMU nominal par
0.6s. La source d'ions et de la température d'interface est de 200, 250 ° C, respectivement. Les
composés ont été identifiés a partir de leurs spectres de masse en comparaison avec ceux des
composés standard de la banque de donnés informatisée NIST 05. Le pourcentage de chaque

composé au sein de 1’huile est déterminé a partir des aires des pics.
« Analyse statistique :
» Typologie des variétés (regroupement des variétés)

La typologie des variétés au sien de la méme espece selon les différents paramétres et
caractéres étudies a été effectué a I’aide de la classification hiérarchique sous SPSS 21. La
méthode de Ward a été opté comme algorithme d’agrégation et les variétés au sien de méme
groupe ont été réuni selon la mesure du carré de la distance euclidienne. Les résultats
présentés suite a ce type de traitement statistique sont la matrice de proximité entre variété et

le dendrogramme qui représente graphiquement les regroupements.
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1.2.4. Evaluation de Pactivité antibactérienne des huiles essentielles :
1.2.4. 1. Matériel du test de I’activité antibactérienne :
a. Souches bactériennes

Les souches bactériennes sur lesquelles nous avons testé l'activité des huiles
essentielles (Tableau 05), sont des lots de 'ATCC (American Type Culture Collection), ont
été choisies pour leur haute pathogeénicité et leur multi résistance. Ce sont des especes Gram
négatif /ou Gram positif, pathogénes et responsables d’infections graves chez I’homme et dont
la plupart sont résistantes aux antibiotiques .Elles sont activees a 37 °C pendant 24 heures par
repiquage sur milieu gélosé Muller-Hinton (MH). Ces souches bactériennes appartiennent a la

collection du laboratoire de microbiologie de I’hopital CHU de Constantine.

Tableau 05 : Liste des souches bactériennes étudiées.

Genre et espece N° ATCC Gram Famille
sataphylococuse aureus 25923 + Staphylococcacées
Klebsiella pneumoniae 700603 - Enterobacteriacées
Pseudomona saeruginosa 27853 - Pseudomonadacees
Escherichia.coli 25922 - Enterobacteriacées

b. Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans ce travail sont : Gentamicine (CN10) et Cotrimoxazol
(SXT25).

¢. Milieux de culture

Selon les souches bactériennes, nous avons utilisé les milieux de cultures suivants :
Mueller Hinton (MH), Bouillon nutritif.

NB : La composition chimique de ces milieux de culture est décrite dans Annexe 04.

1.2.4. 2. Activité antibactérienne

Dans notre travail, I'étude de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle des deux
especes in vitro vis a vis des différentes souches bactériennes Escherichia coli, Klebsiella
Pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, a été réalisée par la méthode

de I'aromatogramme .
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a. Méthode de diffusion par disque (I'aromatogramme)

Cette méthode permet d’évaluer I’activité antibactérienne d’une huile essentielle. Elle
consiste a déposer un disque stérile, imbibé d’huile essentielle, sur un tapis bactérien au début
de sa croissance et de mesurer la zone ou les bactéries n’ont pas pu se developper. Le
diamétre d’inhibition, qui traduit 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle, est ainsi

déterminé (Hayes et Markovic, 2002).

» Préparation de I'inoculum

L'inoculum a été prépare a partir de culture des souches bactériennes dans le bouillon
nutritif aprés incubation pendant 24 heures a 37°C dans I’étuve, quelques millilitres de cette
culture sont ajoutés dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile, et agité au vortex pendant
quelques secondes. L’opacité de la suspension doit étre équivalente a 0.5 Mc Ferland, pour
cela la concentration bactérienne des différentes solutions ou inoculum est évaluée par
turbidité est exprimée par la mesure des densités optiques de 0.08 a 0.10. a une
longueur d’onde de 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit le milieu de culture
s’il est trop faible, ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort. Il est a signaler
d’une part, que la suspension ajustée devra contenir 108 UFC /ml (unitsformingcolony /ml) et
d’autre part, que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre utilisé au-dela de 15 minutes
faute de quoi la concentration et donc 1’opacité risque d’augmenter a cause de la croissance

bactérienne.

» Ensemencement

Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des boites
de Pétri. L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir de 1’inoculum
fraichement préparé. 1l consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension
puis le frotter, aprés 1’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la
surface gélosée de facon a former des stries serrées, en tournant la boite a environ 60° apres
chaque application pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum. Pour chaque souche
testée, 10 boites de pétri, sont écouvillonnées par le méme écouvillon a la condition

d’étre recharger pour chacune d’elles.
» Préparation des disques d'aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman n°3 avec un diamétre de 6 mm.
Ensuite ils sont mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et stérilisés a l'autoclave. Les
disques sont déposés délicatement sur la surface de la gélose MH inoculée a I’aide

d’une pince stérilisée au bec bunsen. Puis a ’aide de micropipette, 1 disque est imprégné par
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les huiles bruts des variétés d’ail et d’oignon et 3 disques sont imprégnés par les HE diluée
dans du DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2, 1/4 et 1/8 (v/v). De méme, les antibiogrammes
réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a
I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des huiles testés. Le test est
répété trois fois pour avoir des résultats fiables. Finalement, les boites de pétri sont incubées

pendant 18 a 24 heures a 37°C dans I’étuve.

> Lecture

La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d'inhibition (a lI'aide d'une régle
a l'extérieure de la boite) qui est représentée par une auréole formée autour de disque ou

aucune croissance n'est observée (Najjaa et al., 2007) ( Tableau 06).

Tableau 06: Evaluation de 1’effet antibactérien selon le diamétre d’inhibition.

Observation Signe Diamétre d’inhibition
Non sensible ) <8 mm
Sensible (+) 8a14mm
Tres sensible (++) 154 20mm
Extrémement sensible (+++) >20mm

b. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Apres incubation, 1I’observation de la gamme
permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus
faible concentration en huile essentielle capable d’induire une réduction de la croissance

microbienne de 90%. La détermination de la CMI est réalisée par la méthode de dilution.
c. Préparation de la gamme de dilutions

Le principe de la méthode consiste a réaliser une série de dilutions (1/2,1/4 et 1/8) de

I'nuile dans du diméthylsulfoxide (DMSO). Une gamme de concentration de notre huile
essentielle allant de : 500ul/pl a125 pl/ul (tableau 7) (Skandamis et Nychas, 2001).

*  Pour I’espéce Allium cepa nous avons détermine la CMI uniquement pour les HEs de

Rouge d’Amposta et Jaune d’Espagne qui ont présenté une activité¢ antibactérienne

vis-a-vis de staphylococcus aureus. Nous avons éliminé celle de Rouge locale qui ne
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p. aeruginosa et k. pneumoniae) qui n’ont pas été sensibles aux HEs d’oignon.

Tableau 07: valeurs des dilutions utilisées pour déterminer la CMI.

Rapport de dilution Yo Ya 1/8
(H.E/DMSO)

% 50 25 12.5

pl H.E/ml DMSO 500 250 125

NB : les valeurs moyennes de la mesure des diameétres des zones d’inhibition de I’extrait brute

des HEs sont rapportées dans I’annexe 04.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

I1. 1.Caractérisationmorphologique

Il. 1.1.Analyse de la diversité des caractéres morphologiques quantitatifs :
11.1.1.1.Effet variété sur les paramétres morphologiques :
+ Allium cepa :

Les analyses descriptives de la variance des caracteres quantitatifs des varietés de
I’espéce Allium cepa sont regroupées dans le tableau08, des écarts importants ont été

enregistrés entre les valeurs minimales et les valeurs maximales pour la plupart des caracteres.

Tableau8 : Analyse descriptive des parametres morphologiques.

Parametre Moyenne Ecart-type Maximum Minimum
PDB 250,98 87,17 365,00 154,83
NBB 4,7 1,1 6,0 3,0

LB 10,24 0,83 11,67 9,33
DB 11,09 1,01 12,67 10,00
Rdtgx/h 44,65 15,46 64,88 27,55
NEcS 3,1 1,8 6,0 1,0
NTnl 74 1,0 9,0 6,0
NPtV /Kg 20,2 7,1 30,0 11,0

La variation relativement la plus importanteest notée pour le poids d’un Bulbe (PDB),
le rendement (Rdt) et le nombre de points végétatifs (NPtV ), alors que celle qui est la plus

faible est observée pour la longueur de Bulbe (LB ).

La moyenne du poids d’un Bulbe varie de 154,83 g valeur mesurée pour le cultivar

(RL) & 365,00 gpour la variété Rouge d’ Amposta (RA) (Tableau 08).

Le nombre de points végétatifs par kilogramme varie de 11.00 points chez la variété
RL a 30.00 points pour la variété¢ jaune d’Espagne. Il en est de mémepour le rendement qui
varie de 27,555 g/hachez le cultivar RL a 64,388 g/h rendement du génotype RA(Rouge
d’Amposta) (tableau 08).

La longueur de Bulbe varie de 9.33 c¢cm pour Jaune d’Espagne (JE) a 11,667 cm
moyenne du génotype RA(Tableau 08).
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L’analyse de la variance des caractéres des variétés testées de I’espace Allium cepafait
ressortir une divergence dans le comportement des variétés vis-a-vis de certains parametres

étudies.

Effectivement, il existe des différences tres hautement significatives a p<0.01 pour le
nombre de Bulbe (NB) par kilogramme, le nombre des écailles séches (NEcS ) et le nombre
de point vegétatifs (NPtV) par kilogramme et significatives pour le poids de Bulbe (PDB) et
le rendement (Rdt) tandis que I’effet variété n’était pas significatif sur la longueur, le

diamétre de Bulbe et le nombre de tunique internes (NTnl) (Tableau 09).

Tableau 09 : Effet variétal sur les paramétres morphologiques.

Parametre ddi F Signification
PDB 2 5,612 0,042*
NBB 2 19,500 0,002**

LB 2 3,498 0,098"™
DB 2 2,407 0,171™
Rdtgx/h 2 5,575 0,043*
NECcS 2 34,333 0,001**
NTnl 2 3,167 0,115™
NPtV /kg 2 40,452 0,000**

o Effet variété sur le poids d’un bulbe

L’analyse de variance révele des différences significatives entre les variétés testées

pour ce variable (Tableau 10.)

Les résultatsrelatifs a ce paramétre pour les 03 variétés de 1’espéce Allium cepa sont
présentés dans le Tableau 10. Les individus des variétés: jaune d’Espagne et Rouge
d’Amposta présentent le poids de Bulbe le plus importants par une moyenne de 308,009 et
287,009 respectivement.Cependant, les individus de la variété rouge local présentent la plus
faible valeur du poids de Bulbe 157,94 g.
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Tableau 10 : Effet variété sur le poids d’un bulbe.

PDB
Variété - —
Moyenne Ecart-type | Maximum Minimum
RL 157,94° 4,82 163,50 154,83
JE 287,00 90,04 364,00 188,00
RA 308,00° 49,57 365,00 275,00

Lettres différentes sur la méme colonne signifie une différence significative a p <0.05.

o [Effet variété sur le nombre de Bulbe

Les mesures de ce parametre ont montré des variations significatives (Tableau 11) en
fonction des variétés. Notons que les variétés JE et RA présentent le nombre de Bulbe /kg le
plus faible parune moyenne de 4,3 et 3,7 Bulbe par kilogramme respectivement,
contrairement aux individus de la variété RL qui présentent le nombre de Bulbe /kg le plus

important (6 bulbes par kilogramme).

Tableau 11 : Effet variété sur le nombre de Bulbe.

NBB/kg
Variété - _
Moyenne Ecart-type Maximum | Minimum
RL 6,0? 0,0 6,0 6,0
JE 4,3° 0,6 5,0 4,0
RA 3,7° 0,6 4,0 3,0

o Effet variété sur le rendement (Rdt)

L’analyse de variance a montré qu’il existe des différences significatives entre les

variétésévaluées pour le rendement.

Les résultats du rendement pour les variétés de cette espece sont présentés par le
tableau 12. Le meilleur rendement en bulbeest noté chez la variété rouge d’ Amposta avec une
moyenne de 54,755qg/h suivi par la variétéJE avec une moyenne de 51,022g/h.Cependant, la

variété RL présente le plus faible rendement en bulbe 28,16.75 g/h.

D’aprés les tableaux : (10), (11) et (12) qui montrent les groupes homogénes des
variétés en fonction des variables, poids d’un Bulbe, nombre de Bulbe par kilogramme et le

rendement on peut classer les variétés testées en deux groupes :
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Groupe 1 : regroupe les variétés Jaune d’Espagne et Rouge d’ Amposta.

Groupe 2 : ne renferme que la variété Rouge Locale.

Tableau 12 :Effet variété sur le rendement (Rdt).

Rdt
Variété - —
Moyenne Ecart-type Maximum Minimum
RL 28,17a 79,53 29,07 27,55
JE 51,02b 16,00 64,71 33,42
RA 54,75b 88,12 64,88 48,88

o Effet variété sur le nombre des écailles seches (NEcS)

Pour le nombre des écaillesseéches, 1’analyse de variance révele des différences
significatives entre les variétés évaluées, les résultats du tableau 13 qui présentent les groupes
homogenes en fonction du nombre des écailles séches nous ont permis de classer les variétés

en deux groupes variétaux :

Groupe 1 : regroupe les variétés RL et JE.

Groupe?2 : regroupe que la variété RA.

Les individus des variétés RL et JE (tableaul3) présentent un nombre des écailles
séches trés faibles avec une moyenne de 2.3 et 1.7 respectivement. Par contre, les individus

du cultivar RA présentent un nombre des écailles élevé avec une moyenne de 5.3.

Tableaul3 :Effet variété sur le nombre des écailles séches (NECcS).

NEcS
Variété - —
Moyenne Ecart-type Maximum | Minimum
RL 2,3 0,6 3,0 2,0
JE 1,7a 0,6 2,0 1,0
RA 5,3b 0,6 6,0 5,0

o Effet variété sur le nombre de points végétatifs (NPtV/kg)

L’analyse de variance révele des déférences significatives entre les variétés testées

pour le nombre de points végétatifs par kilogramme.

Le tableau 14 montre que les trois variétés testées sont regroupees en trois groupes différents :

87



Chapitre 11 Résultats et Discussion

Groupe 1 : RL.
Groupe 2 : JE.
Groupe 3: RA

Les résultats relatifs a ce parametre pour les trois variétés sont présentés par le tableau
14 ou, les individus de la variété JE présentent une valeur moyenne du nombre de points
végetatifs trés importante (27.3/kg) suivie par la variété RA avec une valeur de 21.7 /kg,

cependant la variété RL présente la plus faible valeur en nombre de point végétatifs (11.7/kg).

Tableau 14: effet variété sur le nombre de points végétatifs (NPtV/KQg)

NPtV/kg
Variété - —
Moyenne Ecart-type Maximum Minimum
RL 11,7a 0,6 12,0 11,0
JE 27,3b 3,1 30,0 24,0
RA 21,7c 2,1 24,0 20,0

4+ Allium sativum

Les valeurs moyennes prises par les variables chez les trois géenotypes et les valeurs
extrémes (min et max) relativisées par rapport a la moyenne générale de la variable

considérée sont donnéesdans le tableau 15.

Des variations importantes ont été enregistrées entre les valeurs extrémes pour la
plupart des caracteres, par exemple : la variation la plus important est notée pour le poids d’un
caieu alors que celle qui est la plus faible est notée pour le nombre de caieux par Bulbe
(Tableau 15).

Tableaul5:Analyse descriptive de I’espece Allium sativum.

Variété Moyenne Ecart-type Maximum Minimum
Pd1B 24 5 32 15
PdZlcai 2,49 0,80 4,33 1,46
Ncai /Bulbe 12,6 1,3 14,0 10,0

NBB 43,4 10,6 66,0 31,0
Rdt 43,48 88,93 55,99 26,79

Le poids d’un caieu varie de 1.46 g pour la variété Mocpta Bulgare (MB) a 4.33 g,

valeur mesurée pour la variété Messedrom (Mess). Le nombre de caieux par Bulbe varie de
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10 cai/Bulbe pour MB a 14 cai/bulbe, moyenne des cultivars Messdrom (Mess), Rouge locale
(RL*) et Germidour (Germ).La variété RL* présente le meilleur rendement en bulbe
contrairement au MB qui présente le plus faible rendement.

L’analyse de la variance révele des effets génotypes significatifs a p<0.05 pour

I’ensemble des variables mesurées a I’exception du poids d’un caieu et le nombre de caieux

par bulbe (Tableau 16).

Tableau 16 :Effet variété sur les paramétres morphologiques.

Parametre | Dl F Signification
Pd1B 3 4,693 0,024*
Pdlcal 3 0,418 0,745™
Ncai /B 3 2,063 0,184"™
NB /Kg 3 6,058 0,019*
Rdt 3 5,559 0,023*

e Effet variété sur le poids d’un bulbe, le nombre de Bulbe/k et le rendement

Pour le caractére poids d’un Bulbe, les individus des variétés RL* et Germ présentent
un poids élevé par une moyenne de 31,56 g et 30,16 g respectivement.Cependant, pour ce
méme caractere les individus de la variété MB ont donné la plus faible valeur (21,86Q)
(Tableau 17).

Tableau 17 :Effet variété sur le poids d’un bulbe

Variété | Moyenne | Ecart-type F)DIIB\/Iaximum Minimum
MB 17,67° 3,66 21,86 15,07
RL* 27,38 3,84 31,56 24,00
Mess 26,27 2,51 28,95 23,97

Germ 26,53 3,22 30,16 24,02

Pour le caractére, nombre de Bulbe par kilogramme, les individus de la variété MB
présentent un nombre important (66.00 B/k) comparativement aux individus des variétés RL*
Mess et Germ respectivement (42 B/kg, 41 B/kg , 45 B/kg ) (Tableau 18).
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Tableau 18 :Effet variéte sur le nombre de bulbe /kg

o N.BULBE/Kg
Variete - —
Moyenne Ecart-type Maximum Minimum
MB 58,00° 9,85 66,00 47,00
RL* 37,67° 5,86 42,00 31,00
Messe 38,00 4,36 41,00 33,00
Germ 40,00 6,24 45,00 33,00

Pour le caractere rendement en Bulbe, la meilleurevaleur est enregistrée chez la variété
RL* avec moyenne de 55.9997q/h, suivie par les variétés Germ et Mess avec une moyenne de
53.61754 g/h et de 51.4664 g/h respectivement, contrairement a MB qui produit peu de
rendement 38.86205 g/h (Tableaul9).

Tableau 19:Effet variété sur le rendement en bulbe

Rdt
Variété - —
Moyenne Ecart-type Maximum Minimum
MB 31,42° 65,09 38,86 26,79
RL* 48,64° 67,74 55,99 42,67
Mess 46,69° 44,67 51,46 42,61
Germ 47,16° 57,27 53,61 42,70

D’apreés les tableaux (17, 18, 19) qui montrent les groupes homogénes des variétés en
fonction des variables: poids d’un Bulbe, nombre de bulbe par kilogramme et le rendement en

bulbe, on peut classer les variétés évaluées en deux groupes variétaux :

Groupe 1 : referment la variété MB.

Groupe? : regroupe les variétés RL* ,Mess et Germ.
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11.1.1.2. Analyse de la matrice de corrélation
+ Allium cepa :

La détermination du coefficient de corrélation permet de mesurer I’intensité de la
corrélation entre deux caracteres quantitatifs et en consequence, de mettre en évidence le

poids de deux composants dans 1’¢élaboration du caractere.

D’apres la matrice de corrélation entre les variables quantitatives de I’espece Allium
cepa(Tableau 20), il ressort que le poids de bulbe est étroitement lié au rendement en bulbe
avec un coefficient (r= + 1,000) et au nombre de points végétatifs (r= + 0,673). On constate
aussi qu’il existe une corrélation positive entre le poids de bulbe et leur diamétre (r
=+ 0.666) ainsi que leur longueur (r = + 0.504), entre la longueur de bulbe et leur diametre (r
= + 0.836) et enfin entre le rendement et le nombre de points vegétatifs (r = + 0.672)
(Tableau 21). Ces résultats sont comparables a celui de Boukaryet al., (2012) qui ont montré
qu’il y a une corrélation positive entre le nombre de bourgeons végétatifs et la matiére

sechedes bulbes (r = + 0.558) et entre le diameétre de bulbe et leur hauteur (r=0,618).

Tableau 20 :Matrice de corrélation entre les parametres quantitatifs de 1’Allium cepa

Variable | PDB | NBB LB DB RDT NEcS NTnl NPtV
PDB 1 |-0788 | 0504 | 0,666 | 1,0000 | 0,417 -0,668" | 0,673
NBB 1 0,439 | -0,541 | -0,787 | -0,486 0,588 | -0,743

LB 1 0,836 | 0,506 0,66 0,031 | -0,008
DB 1 0,665 0,474 -0,228 | 0,257
RDT 1 0,416 -0,666 | 0,672
NEcS 1 -0,031 | -0,022
NTnI 1 -0,760

NPtV 1

* La corrélation est significative au niveau P<0.05. ** La corrélation est hautementsignificative au

niveau 0 P<0.05).

4+ Allium sativum

La matrice de corrélation de cette espéce montre des corrélations significatives entre

plusieurs couples de variables(Tableau 21).

91




Chapitre 11

Tableau 21 : Matrice de corrélation entre les paramétres quantitatifs de L ’Allium sativum

Résultats et Discussion

Variable Pd1b pdlcai Ncai/Bul Nb B/Kg Rdt
Pd1b 1 -0,039 0,628" 0,980 1,000™
pdicai 1 -0,126 0,075 -0,038
Ncai/Bul , 1 -0,711" 0,629
Nb B/Kg 1 -0,980"
Rdt 1

*La corrélation est significative au niveau P<0.05. ** La corrélation est hautement significative au
niveau 0 P<0.05).
Les coefficients de simple corrélation indiquent, en effet, qu’il existe une forte
corrélation positive (r= + 1,000) avec le poids de bulbe et le rendement en bulbe et avec le
nombre de caieux par bulbe (r= +628), c-a -d plus ce dernier augmente plus le poids de

bulbe augmente ce qui confirme cette corrélation.

11.1.1.3. Analyse en composant principale (ACP) :

Pour déterminer comment les génotypes évalués se regroupent selon les différentes
combinaisons de caractéres mesurés, on a utilis¢é 1’analyse en composantes principales
(ACP), qui présente 1’avantage de réduire le nombre de caractéres mesurés en un nombre
restreint d’axes ou de composantes principales et de grouper les génotypes évalués en

conséquence et pour expliquer les variations constatées entre les variétés étudiées .

11.1.1.3. 1.Mod¢le de L’ ACP sur les paramétres quantitatifs
+ Allium cepa :

L’analyse en composantes principales montreque les deux premiers axes ont les
valeurs propres les plus élevées. Ils expriment 83.566 % de la variabilité détectée dans la
matrice des données analysées.Le premier axe explique 59.599 %, alors que le deuxieme
absorbe a lui seul 23,967% (Tableau 22).

Tableau 22 : Eléments du modéle de L’ ACP sur les paramétres quantitatifs de
L’Allium cepa.

Extraction Sommes des carrés des facteurs retenus

Composante Total % de la variance % cumulés
1 4,768 59,599 59,599
2 1,917 23,967 83,566
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L’axe 1 est défini par 5 variables qui sont le rendement, le poids de bulbe, le nombre
de points végétatifs/kg, le nombre de tuniques internes et le nombre de bulbe par Kg dont
trois d’entre elles sont positivement liées a cet axe.ll s’agit du rendement en bulbe, le poids
de bulbe et le nombre de poids végétatif,contrairement au nombre de bulbe par kilogramme et
le au nombre de tuniques internes qui sont négativement correlés a I’axe 1(Figure 24).L’axe 2
représente bien les variables : nombre des écailles seches, longueur et diametre de bulbe qui
lui sont positivement corrélées (Figure 24).

Diagramme de composantes dans 'espace
1,0 —
S DE
PDE
0.5 RDT
=)
=}
@ NTni
= B
a DID DU ELL
g.. 1
=
=
[
NE,
0,51
1,0
I 1 1 T
1.0 05 0,0 0s 1,0
Composante 01

Figure 24:Carte factorialle des paramétres quantitatives de 1’ Allium cepa

4+ Allium sativum :

Les résultats de 1’analyse en composantes principales montrent que les deux premiers
axes expliquent 90.102 % de la variation totale disponible dans la matrice des données
soumises a 1’analyse (69,976 % axe;, 20,126 % axe,) (Tableau 23).
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Tableau 23 : Eléments du modéle de L’ACP sur les paramétres quantitatifs de

I’espéce Allium sativum

Variance totale expliquée
Composante - — - — ;
Valeur propre | % variance expliquée | % variance expliquée cumulée
1 3,499 69,976 69,976
2 1,006 20,126 90,102
3 0,478 9,566 99,668
4 0,017 0,332 100,000

Trois variables sont bien représentées par 1’axe 1, il s’agit du rendement, du nombre de
caieux par bulbe et du poids de bulbe. Ces variables sont positivement liées a cet axe 1
(Figure 25), tandis que la variable nombre de bulbe par kilogramme est négativement

corrélée a ce méme axe.L’axe 2 représente bien la variable poids d’un caieu qui lui est
positivement corrélée (Figure 25).
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Figure 25:Carte factorialle des parrametres quantitatives de |’Allium sativium

11.1.1.3. 2. Projection des variatés sur le plan factoriel et classification
+ Allium cepa

Les corélations des variables avec les axes principeaux conduisent a 1’identification
des groupes des génotypes qui se caractérisent par différentes combinaisons de caractéres, en
outre, les plans formés par les axes let 2 montrent que les génoypes Rouge d’Amposta et
Jaune d’Espagne se groupent ensemble et s’opposent le long de 1’axe 1 au groupe form¢ par

le génotype Rouge locale (Figure 26 ).
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Le premier groupe de génotypes se distingue par la combinaison des caractéres suivants :
nombre de points vegeétatifs par Kg, rendement en bulbe et poids d’un bulbe,longueur de
bulbe, nombre des écailles séches et diamétre de bulbe.
La variété Rouge d’ Amposta différe de Jaune d’Espagne par la longueur de bulbe, nombre des
écailles séches et le diamétre de bulbe qui sont plus élevés chez la premiére variété et pour le
nombre de points végétatifs qui est plus élevé chez la seconde variété(Figure 26) .

le second groupe de variétés se distingue par la combinaison des caractéres suivants :
le nombre de tuniques internes et le nombre de bulbe par kilogramme. Les valeurs de tous les
génotypes pris enssemble, sont plus élevées que la moyenne générale.Ce groupe se diverge
du premier groupe par : un redement en bulbe, un nombre de points végétatifs et un poids de
bulbe plus réduits.
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Figure 26: Projection factorielle et classification des varietés d’oignon.

+ Allium sativum

Pour le regroupement des génotypes de cette espéce a partir des caractéres

observés,I’analyse a permis de délimiter deux groupes représentés comme sulit:

Le groupe 1: contient trois variétés (75%) a savoir RL*,Germ et Mess qui s’opposent le
long de I’axe 1 au groupe 2 qui comprend une seule variété (25%) qui est la variété MB. Le
premier groupe se distingue par la combinaison des caractéres suivants : le rendement, le
poids d’un bulbe et le nombre de caieux par bulbe tandis, que le second groupe de variétés se
démarque par de faibles valeurs pour la méme combinaison de caracteres cités mais se

caractérise par un nombre de bulbe par kg plus élevé et un poids d’un caieu plus réduit
(Figure27).
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Figure 27: Projection factorielle et classification des varietés d’ail.

11.1.2. Descripteurs qualitatifs :
+ Allium cepa

Parmi les descripteurs des bulbes d’oignon, la forme et la couleur sont utilisées par la
quasi- totalité des producteurs enquétés (99%) et peu d’entre eux utilisent le nombre des
lobes par bulbe, I'uniformité en forme des bulbes et I’'uniformité en couleur des bulbes pour
décrire un écotype (Rabiouet al.,2014).

Les différentes notations descriptives des eécailles séches du bulbed’oignon
(Tableau24) (Figure28), montrent une large variabilité variétale pour la présentation des
bulbes qui est un indicateur pourl’orientation de la production soit vers la consommation
directe ou la transformation. Nos résultats montrent que la variété Jaune d’Espagne se differe
des deux autres variétés par la totalité des descripteursdes écailles sechestandis que, les deux
autres variétés RL et RA sont presque semblables pour certaines descripteurs. Pour faire une
différenciation entre ces deux variétés on peut se baser sur les catégories suivantes :épaisseur
des écailles seches et adhérence des écailles apres récoltes.

Les observations effectuées aprés la récolte pour la description des bulbes sont
résumées dans le tableau 25. On constate aussi une large variabilité entre les variétés d’oignon
pour chaque descripteur (Figure28), mais 1’épaisseur du collet de bulbe peut étre considérée

comme indicateur important pour différencier les différents types d’oignon étudiés
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Tableau : 24: Notations descriptives des écailles séches d’oignon

Variétés Epaisseur des écailless Adhérence des | Couleur de fond | Intensité de la couleur | Couleur de I’épiderme des
séches écailles des écailles des écailles seches écailles seches
(apres récoltes) seches
Rouge d’Amposta Epaisses Forte Rouge violette Foncée Rougeatre/ violette
Jaune d’Espagne Mince Faible Jaune Brune Claire Verdatre
Rouge locale Moyennes Faible Rouge Brune Foncée Rougeatre /violette claire
violette

Tableau : 25: Notations descriptives des Bulbes d’oignon

_ Forme en forme du Forme de la Degré de séparation Position du Epaisseur du collet
Varietés section sommet base en bulbilles (avec des | diamétre maximal
longitudinale écailles seches vers le sommet
couvrants chaque
bulbille
Rouge Elliptique trés
d’Amposta aplati Aplati Aplati Moyen Au milieu Large
Jaune Elliptique trés Légérement Aplati
d’Espagne aplati proéminent Faible Au milieu Etroit
Rouge locale Elliptique aplati Arrondi Aplati Absent ou tres faible
moyen Au milieu Moyen
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Figure 28 :Notation sur les bulbes et les écailles séches des trois variétés d’oignon.
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4+ Allium sativum

La caractérisation morphologique des variétés étudiées sur la base des parameétres
qualitatifs a mis en évidence un polymorphisme phénotypique important pour les différentes
notations descriptives des bulbes et des caieux des différentes variétés étudiées. Parmi les 22
catégories possibles des 8 descripteurs de bulbes utilisés (Tableau 26),17 sont présentes dans
I’échantillon. Une de ces catégories peut étre considérée comme importante pour distinguer
les variétés, C’est le cas de la catégorie adhérence des tuniques externes seches, forte chez la
variété Mocpta Bulgare et faible chez la variété Germidour (Tableau26)(Figure29).Les
observations effectuées pour la description des caieux (Tableau 27) indiquent que certaines
catégories telles que la position des caieux a I’extrémité supérieure du bulbe, compacité des
caleux, distribution des caieux et couleur de la chair sont spécifiques pour la variété
Germidour. Donc ces catégories peuvent servir comme indicateurs pour distinguer cette
variété des autres variétés(Tableau26) (Figure29).Ceci corrobore avec Volket al, (2009) qui
indiquent que certaines catégories, tels que 1’arrangement des caieux et la couleur de la peau
des caieux sont généralement stables pour chaque écotype a 1’égard des sites de production et
des conditions de culture. Alors, 1’identification de ces caractéres stables des cultivas d’ail

peuvent servir comme indicateurs pour la classification de cette espéce.
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Tableau 26 :Notations descriptives des bulbes d’ail

Notations | forme en section forme en position forme de | couleur de fond striures épaisseur des | adhérence des
longitudinale section du la base des tuniques anthocyaniques tuniques tuniques
transversale plateau externes seches | sur la tunique externes externes
racinaire externe séche séches séches
Variétés
Rouge locale Arrondie Arrondie Plate Plate Blanc jaunatre Présentes Epaisse Moyenne
Circulaire
Mocpta Arrondie Arrondie Plate Plate Blanc jaunatre Présentes Moyenne Forte
bulgare circulaire
Messidrome Arrondie Elliptique Déprimé Plate Blanc Absente Epaisse Moyenne
large
transverse
Germidour Elliptique Elliptique Déprimé Déprimée | Blanc jaunatre Présentes Moyenne Faible
large
transverse
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Tableau : 27: Notations descriptives des caieux d’ail

et vers le Rose

enhaut

Notations | position des caieux| compacité | distribution des couleur des | intensité de la striures couleur de

a lI'extrémite des caieux caieux tuniques couleur des | anthocyaniques la chair

supérieure du tuniques de la tunique

Variétés bulbe
Rouge locale Au méme niveau Forte Rayonnante Rose violette Forte Absent Blanche
Mocpta Bulgare Au méme niveau Forte Rayonnante Rose Forte Présent Blanche
Messedrome Au méme niveau Forte Rayonnante Creme en bas Moyen Absent Blanche
et vers le rose
en haut

Germidour Extérieure Moyenne Non rayonnante Brune en bas Forte Présent Jaunatre
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Figure 29 :Notations sur les bulbes et les caieux des quatre variétés d’ail.
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Discussion

La caractérisation morphologique est une des étapes importantes dans la description et
la classification des plantes cultivées (Manzanoet al.,, 2001; vyabiet al., 2002 ;
Radhouan ,2004).

Les analyses descriptives ont montré des écarts importants entre les valeurs minimales
et les valeurs maximales pour 1’ensemble des variables morphologiques analysées. Ceci

indique une variabilité inter-variétés importante.

L’analyse de la variance indique aussi des effets génotypes significatifs pour la plupart

des variables mesurées. Un effetgénotypesignificatif est 1I’indicateur de différence d’origine en
partie génétique. Ces différences sont mises a profit dans le processeur de sélection
lorsqu’elles vont dans le sens désiré de I’amélioration du caractére considére.
Pour I’espece Allium cepa la caractérisation morphologique basée sur les descripteurs
morphologiques des trois variétés, au regard de la plupart des caracteres morphologiques de
bulbes étudiés, a bien révélé I’importance des descripteurs : épaisseur des écailles seches,
adhérence des écailles apres récoltes et épaisseur du collet de bulbe dans la discrimination
des variétés d’oignon,tandis que la classification des génotypes selon les différentes notations
descriptives des écailles seches du bulbed’oignonet surtout la couleur des écailles séches,
nous a permis de regrouper les trois génotypes étudiés en deux groupes.Le premier groupe
représente les deux variétés RL et RA qui se distinguent par une nuance de la couleur
violette et le deuxiéme groupe ne comporte que la variété JE qui représente la coloration
jaune brune.

L’ensemble des analyses portant sur les caractéres quantitatifs a permis d’identifier
une importante variabilitéentre les variétés d’oignon a partir du rendement en bulbe, du
nombre de bulbe par kilogramme, du poids d’un Bulbe, nombre de points végétatifs par kg et

le nombre des écailles séches.

A D’issue de cette étude, les variétés JE et RA ont enregistrées le meilleur rendement
en Bulbe. Elles se distinguent aussi par une moyenne du poids d’un Bulbe et du nombre de
points végétatifs élevé par contre, RL qui présente le plus faible rendement en bulbe,le plus
faible poids d’un Bulbe et du nombre de points végétatifs, présentele plus important nombre
de Bulbe par Kilogramme et le nombre de tuniques internes, ceci témoigne d’une levée
importante sur les parcelles de la variété RL, ce qui refléte I’effet exercé par la taille des

bulbes sur le rendement de 1’oignon.
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La comparaison entre le poids moyen d’un bulbe et le rendement fait ressortir une
relation hautement positive entre eux, I’augmentation de la taille du Bulbe entraine une
augmentation de la production, ceci concorde aux résultats apportés par Noorbakhshian et

al.(2006) qui rapportent que le poids du bulbe possede un effet considérable sur le rendement.

Pour I’espéce Allium sativum, I’ensemble des analyses portant sur les caracteres
quantitatifs a permis d’identifier une importante variabilité entre les variétés d’ail a partir du

rendement en bulbe, du nombre de bulbe par kilogramme et du poids d’un Bulbe.

Dans cette étude les variétés RL*, Mess et Germ ont enregistré le meilleur rendement
en Bulbe. Elles se distinguent aussi par une moyenne du poids d’un Bulbe éleve par contre
MB qui présente le plus faible rendement en bulbe présente aussi le plus faible poids d’un
Bulbe et le plus important nombre de Bulbe par Kilogramme, ceci témoigne d’une levée
importante sur les parcelles de MB, qui nous a permis de dire que I’effet du peuplement par

hectare apparait moins net sur la production.

Le rendement moyen obtenu au cours de cette compagne est de 43,47 g/ha et ceci est
proche au rendement national moyen de ces Cinque derniéres années qui est de 52.59 g/h
(FOSTAT-2012).

Conclusion

La caractérisation morphologique sur la base des parametres quantitatifs et qualitatifs
des bulbes des variétés des deux espéces é€tudiées a indiqué une gamme importante de
variabilité phénotypique pour la plupart des caracteres morphologiques analysés

Les effets génétiques sur les paramétres des bulbes apparaissent par la comparaison
inter-variétés. lls sont hautement significatifs témoignant une nette influence du génotype sur
le phénotype des cultivars des deux espéces ainsi une grande variabilité du matériel végétal
étudié. Les différences statistiquement significatives de /’espéce Allium, sont décelées
principalement tres hautement significatives a p<0.01 pour le nombre de Bulbe par
kilogramme, le nombre des écailles séches et le nombre de point végétatifs par kilogramme et
significatives pour le poids de Bulbe et le rendement tandis que I’effet variétés n’était pas
significatif sur la longueur, le diametre de Bulbe et le nombre de tunique internes.

Une forte corrélation positive est révélée entre les caractéristiques de bulbe les plus
distinctives qui sont : le rendement, le poids d’un bulbe et le nombre de points végétatifs. En

outre, le poids de bulbe affiche une correlation positive avec leur diametre et leur
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longueur.La longueur de bulbe est corréléepositivement avec leur diameétre.Cette régression
multiple synthétise 1’effet de ces variables. Elle montre que le rendement en bulbes est plus
déterminé par le poids de bulbe et le nombre de points végétatifs.

L’analyse en composante principale des caractéres quantitatifs a permis de distinguer
deux groupes dont 0.67% de variétés pour le premier et 0.33% pour le deuxiéme.

Les différences statistiquement significatives de [’espéce Allium sativum indiquent
des effets génotypes significatifs a p<0.05 pour [I’ensemble des variables mesurées a
I’exception du poids d’un caieu et le nombre de caieux par bulbe.

Une forte corrélation positive est remarquée entre le poids de bulbe, le rendement en
bulbe et le nombre de caieux par bulbe. La configuration des caractéres quantitatifs étudiés
par ’analyse en composante principale, permet de délimiter deux groupes distinctifs dont
0.75% de variétés pour le premier et 0.25% pour le deuxiéme.

La caractérisation morphologique des cultivars étudiés sur la base des paramétres
qualitatifs a mis en évidence un polymorphisme phénotypique important. Les différentes
notations descriptives des écailles séches du bulbe d’oignon montrent une large variabilité
variétale pour la présentation des bulbes.La variété Jaune d’Espagne se différe des deux
autres variétés par la totalité des descripteurs des écailles seches.Les observations effectuées
apres la récolte pour la description des bulbes présentent une importante variabilité entre les
variétés d’oignon pour chaque descripteur, mais 1’épaisseur du collet de bulbe peut étre
considéré comme indicateur important pour différencier les différents types d’oignon étudiés

Pour I’espece Allium sativum, une importante variabilité variétale est enregistrée
pour la présentation des caieux. En effet, les différentes notations descriptives des caieux
indiguent que certaines catégorie telles que la position des caieux a I'extrémité supérieure du
bulbe, compacité des caieux, distribution des caieux et couleur de la chair sont spécifiques
pour la variété Germidour, tandis qu’un polymorphisme phénotypique moins important a été
observé pour les différentes notations descriptives des bulbes.

Enfin, une analyse de la diversit¢ génétique a 1’aide des marqueurs moléculaires
microsatellites pourrait conduire a mieux caractériser la variabilité entre les variétés des deux

espéces étudiées.
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I1. 2.Caractérisation moléculaire

Il. 2. 1. Purification et quantification de ’ADN

L’objectif de cette étude est de déterminer le degré de polymorphisme entre les
génotypes d’ail et d’oignon étudiés. Pour cela, nous avons extrait les ADN des génotypes des
deux especes et nous avons estimé leur quantité et leur qualité moyennant la méthode de
quantification sur gel d’agarose. Il s’agit d’une quantification visuelle d’ADN en comparaison

a un marqueur de poids. Le résultat de cette quantification est illustre dans la figure 30.

L’ADN du phage lambda digéré par Hind III est un marqueur de taille, on 1’utilise
comme marqueur de quantité car on connait la taille et la concentration de chacun de ses

fragments.

Pour estimer la concentration en ADN de nos échantillons, nous avons chargé 1 ul de

marqueur et 2 pl d’ADN dans chaque puits correspondant aux genotypes étudiés.

M 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 17

Figure 30: Quantification de I’ADN sur gel d’agarose a 1.5%.

Légende: M =AHind Ill; 1 :Rouge d’Amposta.O ; 2 :Jaune d’Espagne.O ; 3 :Rouge Locale .
O; 4: M. Bulgare.A; 5:Rouge Lcale.A ; 6:Messedrom.A ; 7:Germidour.A

Apres avoir déterminé la concentration d’ADN, des dilutions ont été faites pour

chaque échantillon afin de la ramener a 50 ng/ul(Tableau 28).
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Tableau 28:Concentration estimée, facteur de dilution et concentration finale

de I’ADN extrait des génotypes étudiés.

Génotype V1 V2 | V3 V4 V5 V6 V7
Concentration 30 120 | 120 | 357.75 | 357.75 120 238.4
estimeée (ng/ul).

Facteur de non 4 4 11.92 11.92 4 7.95
dilution.

Concentration 30 30 30 30 30 30 30
finale (ng/ul).

Il. 2.2.Diversitée généetique de I’espéce Allium sativum utilisant les marqueurs
microsatellites (SSR)

Pour I’espéce Allium sativum, huit paires d’amorces microsatellites ont été utilisées
pour étudier la diversité génétiqgue des cultivars (Tableau 29).Parmi les amorces
microsatellites de 1’Allium sativum, seulement six ont généré des profils polymorphes. Ce
polymorphisme varie de 0.75 (ASM-59, ASM-40, ASM-109, ASM-78, ASM-72) a 1(ASM-
80). Ainsi, un total de 64 bandes reproductibles a été obtenu (dont 16 bandes sont
monomorphes) ce qui génére une moyenne de 16 bandes / génotype; 8 bandes / amorce. Les
bandes polymorphes sont au nombre de 48 (soit 75%). La majorité des bandes se situe entre
169 et 410 pb.

Tableau 29:résumé des analyses satistques de 1’hétérosigotie pour touts les loci

Locus Tailled’Ech | HomObs | Het Obs | Homatt* | Het att* | Nei**
ASM-59 8 0.2500 0.7500 0.4643 0.5357 0.4688
ASM-40 8 0.2500 0.7500 0.4643 0.5357 0.4688
ASM-35 8 1.0000 0.0000 0.5714 0.4286 0.3750
ASM-53 8 1.0000 0.0000 0.5714 0.4286 0.3750
ASM-109 8 0.2500 0.7500 0.4643 0.5357 0.4688
ASM-78 8 0.2500 0.7500 0.4643 0.5357 0.4688
ASM-80 8 0.0000 1.0000 0.4286 0.5714 0.5000
ASM-72 8 0.2500 0.7500 0.4643 0.5357 0.4688
Mean 8 0.4062 0.5938 0.4866 0.5134 0.4492
St. Dev 0.3765 0.3765 0.0538 0.0538 0.0471

* homozygotie attendue et hétérozygotie attendue calculées selon Levene (1949)
** Nei's (1973) hétérozygotie attendue
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ASM 35 ASM 78

ASM 109

ASM 80

4 5 6 7 4 5 6 7 4

5 6 7

ASM 40

ASM 53

ASM 72

ASM 59

Figure 31 :Résultats d’amplification en se basant sur des amorces ASM.

Tableau 30 : Nombre de fragments générés par chaque marqueur SSR

Marqueur Séquence: ( 5°-3%) PICI* Nbre %de | (T°)
d’allele | polymo | d’hy
S rphisme | brid
détectés atio
n
ASM-59 | F 5’- CTTGCCGGAACTCGATATT- 3’ 0.6616 2 0.7500 | 50°C
R 5’- CACAGCAACATGCACCAT -3’
ASM-40 | F 5°- CACAGCAACATGCACCAT -3’ 0.6616 2 0.7500 | 46°C
R 5’- TGCCGGAACTCGATAT -3’
ASM-35 | FS’TTGGACTGAATTCTGAATACCT-3’ 0.5623 2 0.0000 | 54°C
R5’-GGGTGTGTGGTTCAAGGA -3’
ASM-53 | F 5’- ACAAGGTCGACATCGTTTG -3’ 0.5623 2 0.0000 | 51°C
R 5’- GGGCTTCACCTGAACACA -3’
ASM- F 5’- GGTCTCCTCATCCACCGT -3’ 0.6616 2 0.7500 | 52°C
109 R 5’- GTGTGGGGCATGATTGAC -3’
ASM-80 | F 5’- AATCTCCCTCCAAAGTCCC -3’ 0.6616 2 0.7500 | 57°C
R5’-CCTGTATTTTGTGTAAAGCATCA-3’
ASM-78 | F 5>-TGTTCCAACCAGATTTAATGC -3’ 0.6931 2 1.0000 | 52°C
R 5’-AAGTGGCGGTTGTGTCTG -3’
ASM-72 | F 5>-CACGCGAATCTTTCTTGG -3’ 0.6616 |2 0.7500 | 48°C
R 5’-TGCAAAGCAATATGGCAG -3’
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11.2.2.1. Le dendrogramme

L’analyse des profils obtenus a permis de réaliser la matrice de similarité¢ génétique
entre les génotypes d’ail étudiés.Cette matrice nous a permis de réaliser le dendrogramme en
utilisant le programme Treecon for windows version 1.3b (Figure 32) et la matrice des
distances génétiques (Tableau 32). Les constructions phylogénétiques ont été basées sur la
méthode  des  distances  génétiques: UPGMA  (Unweighted  Pair  Group
MethodwithArithmeticAverges) fondée sur la distance de Nei& Li (1979).
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Dendrogramme
Gr4
Gr2
Gr3 Q
1 0,9 08 07 0,6 0,5 04 03 0,2 0,1 0
Similarité

Figure 32 :Dendogramme de similarité génétique des cultivars d’Allium sativumUPGMA (Unweighted Pair Group
MethodwithArithmeticAverges) fondée sur la distance de Nei& Li (1979).

Al=MB, A2=RL*, A3 = Mess, A4 =Germ.
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Le dendrogramme obtenu (Figure32) basé sur la matrice de similarité (Tableau 31)
donne des informations concernant les relations génétiques entre les différents génotypes d’ail

en fonction de la distribution allylique des loci.

Tableau31l: Matrice de similarité génétique entre les génotypes d’ail.

Al 1

A2 0,51 1

A3 0,67 0,16 1

A4 0,55| 0,04, 0,21 1

Al=MB ,A2=RL*, A3=Mess , A4 =Germ

En effet, les coefficients de similarité (CS) varient de 0.04 a 0.67 traduisant une
importante diversité génétique. Pour une distance de similarité de 0.23, les différents cultivars
se séparent en deux grands groupes: Grl, Gr2. Le premier groupe (Grl) est composé d’un seul
génotype«A2= RL* », Le deuxiéme groupe (Gr2) renferme respectivement les génotypes
«Al= MB », «A3= Mess » et «Ad= Germ », alors que pour une distance de similarité de
I’ordre de 0.38, le deuxiéme groupe se sépare a son tour en deux sous-groupes : le premier

renferme 1’accession A4 et le deuxieéme les accessions Al et A3.
11.2.2.2. Discussion du dendrogramme
¢ Groupe: 1

Le premier groupe comporte le génotype «A2= RL*». En fait, les analyses
morphologiques ne montrent pas cette structuration génétique car cette variété se partage
avec deux variétés du deuxieme groupe par certains caracteres morpho-qualitatifs et
quantitatifs liés a la production a savoir: le poids d’un bulbe, le rendement en bulbe et le

nombre de caieux/bulbe.
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¢ Groupe: 2

Le deuxiéme groupe est formé par «Al= MB », «A3= Mess» et «Ad4= Germ ».
L’origine de ces accessions et la classification moléculaire montrent que les deux sous
groupes présentent une faible similarité moléculaire de ’ordre de 0.38 et une importante
diversité de 1’ordre 0.62.Ces deux variétés se trouvent ensemble dans le groupe Il qui est
représentédans le catalogue francaispar : Thermidréme, Messidréme, Germidour, Jolimont,
Corail, Novatop et " VigorSupreme " (importé d'’Amérique).

Le génotype «A4= Germ » constitue un sous groupe a part, au sein de ce deuxiéme
groupe, et se distingue des autres génotypes par certains caracteres morpho-qualitatifs reliés
aux caieux a savoir :position des caieux a l'extrémité supérieure du bulbe, compacité des
caieux, distribution des caieux et couleur de la chair, mais il partage avec le génotype «A3=
Mess » du méme groupe et avec le génotype «A2= RL*» du premier groupe certains
caractéres morpho-quantitatifs reliés a la production a savoir: le poids d’un bulbe, le

rendement en bulbe et le nombre de caieux/bulbe.

En effet, les génotypes «A3= Mess » et «Al= MB » ont un coefficient de similarité
génétique de 0.67et les paramétres quantitatifs n’expliquent pas cette similarité de cultivars.
Bien qu’on ne possede pas d’informations sur 1’origine de «MB», ces deux variétés font partie
du deuxieme groupe. Probablement, leur regroupement dans un méme cluster vient du fait
qu’elles se partagent plusieurs criteres relatifs aux caieuxméme : position des caieux a
I'extrémité supérieure du bulbe, compacité des caieux, distribution des caieux, couleur de la
chair et deux autres critéres relatifs aux bulbes : forme en section longitudinale et méme la
forme de la base de bulbes ou encore peut étreelle ont les mémes caractéres agronomiques.La
caractérisation moléculaire des cultivars étudiés sur la base des marqueurs SSR a mis en

évidence un polymorphisme moléculaire important.

I1. 2.3. Diversité génétique de I’espéce Allium cepa utilisant les marqueurs microsatellites
(SSR)
11.2.3.1. Le dendrogramme

Pour I’espéce Allium cepa, huit paires d’amorces microsatellites ont été utilisées pour
étudier la diversité génétique des trois différents cultivars.Toutes les amorces microsatellites
de [’Allium cepa ont géneéré des profils polymorphes. Ce polymorphisme varie de 0.33 (ACM-
157, ACM-134, ACM-229, ACM-91,) a 1(ACM-45, ACM-21, ACM-138). Ainsi, un total de
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48 bandes reproductibles a été obtenu ce qui généere une moyenne de 16 bandes / génotype; 6
bandes / amorce. Les bandes polymorphes sont au nombre de 48 (soit 100%). La majorité des
bandes se situe entre 90 et 296 pb.

Tableau 32:résumé des analyses statistiques de 1’hétérosigotie pour touts les loci.

Locus Tailled’Ech | HomObs | HetObs | Homatt* Het att* Nei**
ACM-157 6 0.3333 0.6667 0.4667 0.5333 0.4444
ACM-134 6 0.3333 0.6667 0.4667 0.5333 0.4444
ACM-45 6 0.0000 1.0000 0.4000 0.6000 0.5000
ACM-21 6 0.0000 1.0000 0.4000 0.6000 0.5000
ACM-229 6 0.3333 0.6667 0.4667 0.5333 0.4444
ACM-91 6 0.3333 0.6667 0.4667 0.5333 0.4444
ACM-251 6 0.6667 0.3333 0.6667 0.3333 0.2778
ACM-138 6 0.0000 1.0000 0.4000 0.6000 0.5000
Mean 6 0.2500 0.7500 0.4667 0.5333 0.4444
St. Dev 0.2357 0.2357 0.0873 0.0873 0.0727

* Expectedhomozygosty and heterozygosity were computed using Levene (1949)

** Nei's (1973) expectedheterozygosity

M:E 2.3 T 1 23 % 123 T ¥ 2 3 X EF 2.3

ACM 21 ACM 291

ACM 91 ACM 2051 ACM 138

Figure 33:Résultats d’amplification en se basant sur des amorces ACM.

V1=RA,6V2=JE,V3=RL
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Tableau 33 : Nombre de fragments génerés par chaque marqueur SSR (ACM)

Marqueur Sequence: (5°-3”) PIC Nbre % de (T°)
I* d’alleles | polymorphisme | d’hybri
détectés -dation
ACM- F5- GCTAGTTGTACCTGCGCCTC -3’ 0.6365 2 0.6667 56°C
157 R5-TTGTTGTTGGTGTTTCCAGG -3’
ACM- F5’- ATGGGGCCTGGTAAGTTTTT -3’ 0.6365 2 0.6667 52°C
132 R5’- TGCACACCGTTTCCATTTTA -3
ACM- F5’-AAAACGAAGCAACAAACAAAA Y 0.6931 2 1.0000 55°C
45 R5’-CGACGAAGGTCATAAGTAGGC -3’
ACM- F5-GGTTGTTTCCACTACACTTGAG -3’ | 0.6931 2 1.0000 57°C
21 R 5- CGTCCTTGGTATTCTTGTGC -3’
ACM- F 5>-TACGAGCGGAGGTATGAGC -3’ 0.6365 2 0.6667 56°C
229 R5’-GCCAGGAAGGCGAGTAGTAA -3’
ACM- F5-TCTCCTCCTCTAACCAGCCA -3° 0.6365 2 0.6667 55°C
91 R 5’-GGTGCTCCAGTTGAGCTTTC -3°
ACM- F5-TCTCCACCACCATTCATTCA -3’ 0.4506 2 0.3333 54°C
251 F 5>-GAAGGTGTTTCGGACAAGGA -3’
ACM- F 5’- ACGGTTTGATGCACAAGATG -3’ 0.6931 2 1.0000 55°C
138 R 5°- CCAACCAACAGTTGATACTGC -3°
Dendrogramme
Gr2
Grl @
0,;)3 O,I83 0,I73 O,I63 0,I53 O,I43 0,I33 0,23
Similarité

Figure 34:Dendogramme de similarité génétique des cultivars d’Allium
cepaUPGMA (Unweighted Pair Group MethodwithArithmeticAverges) fondée sur la distance
de

Nei& Li (1979).

Cl= RA, C2= JE, C3=RL
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Tableau 34: Matrice de similarité génétique entre les génotypes d’oignon.

Cl 1

C2 0,052 1

C3|0052| 03] 1

En effet, les coefficients de similarité (CS) varient de 0.052 a 0.3 traduisant une
importante diversité génétique. Pour une distance de similarité de 0.23, les différents cultivars
se séparent en deux grands groupes: Grl, Gr2. Le premier groupe (Grl) est composé d’un seul
génotype «C2 ». Alors que pour une distance de similarité de 1’ordre de 0.38, le deuxieme

groupe (Gr2) renferme respectivement les génotypes «C1 et C3».
11.2.3.2. Discussion du dendrogramme

¢ Groupe: 1

Le premier groupe comporte la variété « C2= JE », ou on n’a pas signalé
I’implication des parameétres morphologiques quantitatifs dans le regroupement de cette
variété avec D’autre variété RA. Ce regroupement serait probablement dii a I’origine de ces
deux variétés et aux différences au niveau des parametres morphologiques descriptifs des
écailles séches ou la variété JE se differe de RL et RA par la totalité des descripteurs des
écailles séches (Epaisseur, Adhérence des écailles apres récoltes, Couleur de fond des écailles
séches, Intensité de la couleur des eécailles séches et Couleur de I’épiderme des écailles
séches). Donc, les analyses moléculaires basées sur huit microsatellites confirment la
description morphologique qualitative des trois génotypes testés.

La classification moléculaire montre que ces deux groupes présentent une similarité

moléculaire de I’ordre de 0.23 et une importante diversité de 1’ordre 0.77

¢ Groupe: 2

Le deuxiéme groupe est formé par « C1 = RA » et « C3 = RL ». En examinant
I’origine de ces deux cultivars rassemblés dans ce groupe, on remarque qu’ils ont la méme
origine ou se partagent presque les mémes caractéristiques morphologiques descriptives des
écailles séches, cités plus haut. Cela confirme les travaux de Rouambaet al, (1997) qui ont
signalé que la couleur et la forme des bulbes d’oignon sont les principaux descripteurs

morphologiques qui permettent de différencier les variétés d’Afrique. Kim et al. (2009) ont
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montréaussi que la couleur des bulbes, Blanche, jaune, brune, rouge ou violette, a été utilisée
comme un critere majeur pour analyser la diversité genétique, ainsi que pour classer,
sélectionner et créer de nouvelles variétés de 1’oignon. Reiman (1931) a montré que La
couleur est principalement régie par une série de genes a hérédité mendélienne mono- et
oligogénique. Kim et al. (2004) indiquent I’existence d’un autre all¢le (P) indépendant qui

contréble la couleur violette des bulbes.

La classification moléculaire montre que ces deux variétés présentent une similarité
moléculaire de I’ordre de 0.38 et une importante diversité de I’ordre 0.62 ce qui confirme le

polymorphisme moléculaire de tous les cultivars de cette espece.

Conclusion

L’analyse moléculaire de la variabilité¢ génétique des variétés d’ail sur la base de huit
couples d’amorce SSR, a permis de générer un nombre relativement grand de marqueurs
polymorphes ainsi que des taux de polymorphisme élevés chez les quatre types de cultivars,
ce qui suggere que la diversité morphologique de ces variétés, est au moins attribuable aux
bases génétiques (Wiesmanet al., 1998).

Le nombre de bandes polymorphes, le taux de polymorphisme ont montré une grande
variabilité entre les différentes variétés testées.

Pour I’espéce Allium cepa, la caractérisation moléculaire a permis de distinguer les
variétés entre elles et les a groupées en 2 groupes distincts. Les variétés formant le deuxiéme
groupe se partagent au moins 2 ou 3 caracteres morphologiques qualitatifs ensemble. Ce
résultat fait penser a ce que les amorces (SSR) utilisées ont amplifié des loci exprimant les
parametres morphologiques qualitatifs. Toutes ces constatations montrentl’importance des
marqueurs SSR comme outil moléculaire pour identifier la diversité intra spécifique et intra

variétale des cultivars de ces deux espéces.

Les deux dendrogrammes établis a partir de la matrice de similarité des marqueurs

SSR, montre une différenciation des génotypes claire et facile a interpréter.

L’étude de la diversité pourrait étre plus efficace en augmentant le nombre de caracteres
morphologiques étudiés eten faisant une caractérisation agro- morphologique, ce qui pourrait
améliorer la concordance entre les dendrogrammes obtenus suite a 1’analyse moléculaire et a
I’étude morphologique.De méme, 1’utilisation de nouvelles amorces pourrait permettre de

révéler de nouveaux marqueurs.
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¢ Compatibilité des données moléculaires avec les données morphologiques

Les deux groupes résultants des deux dendrogrammes de similarit¢é de 1’SSR
présentent une similarité moins importante avec les groupes générés par les axes 1 et 2 au
niveau de I’ACP des deux espéces résultant des parameétres morphologiques. Ce résultat fait
penser a ce que les amorces (SSR) utilisées ont amplifié des loci exprimant les parameétres

morphologiques qualitatifs pour les deux espéces.

11.3. Analyses Biochimiques

11.3.1. Screening phytochimique

Les résultats des tests de caractérisation phytochimique réalisés sur les extraits des
sept variétés étudiées, sont représentés dans le tableau 35.

Tableau 35 : Résultats de 1’analysephytochimique des deux espéces.

Meétabolites Allium sativum Allium cepa
Mess | Germ | MB | RL* | RL | JE RA

Saponosides + + + + - - -
Tannins - - - - + + ¥
Glycosides - - - + + + +
Flavonoides - - - - + + ¥
Alcaloides + + + + + + +
Stérols et triterpénes - - - - + + +

Signification des symboles : (+) : présence, (-) : absence, () : trace.

Il ressort que les alcaloides sont révélés dans toutes les variétés étudiées, cependant,
les tanins seuls les variétés d’oignon en sont pourvus alors que pour 1’ail aucun résultat positif
n’a été enregistré. Il faut signaler, aussi que, les flavonoides, les stérols et les triterpénes, le

test de saponosides est positif qu’avec les quatre variétés de 1’ail

Les résultats des tests des glucosides (sucres réducteurs) varient d’une variété a
I’autre, on note une présence importante dans deux variétés une de ’ail (RL*) et ’autre de
I’oignon (RA), avec une présence faible chez deux variétés d’oignon (RL et JE). Les résultats
des analyses phytochimiques s’accordent avec ceux obtenus par Manganbu et al, (2014) et

ChitraShenoy et al, (2009).
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11.3.2. Rendement en huiles essentielles :

Les rendements moyens en huile ont été calculé par rapport a 1000 g de la matiére
fraiche, pour les variétés de 1’ail : Rouges locale, Messedrom, Germidour et Mocpta-Bulguar
les rendements sont respectivement de (0,72%z=0 ,015), (0, 46%=0,026) , (0,61%=0,01) et
(0,51%=0,01) (figure 35). Pour les variétés de 1’oignon Rouge locale, Jaune d’Espagne,
Rouge d’Amposta sont respectivement de (0,64+0 ,032) (0 ,40+0 ,015) et (0,52+0,01) (figure

36).
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Figure 35 : Rendement en H.E des variétés de |’Allium sativum.
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Figure 36 :Rendement en H.E des variétés d’Allium cepa
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11.3.3. Etude analytique de I’huile essentielle :

Résultats et Discussion

11.3.3.1 Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites

De part la saveur épicée et I'aspect mobile des huiles essentielles qui sont similaires
chez les deux espéces, cependant, la couleur différe d'une variété a l'autre tandis que I'odeur

se différe d'une espece a une autre (tableau 36).

Tableau36: Caractéristiques organoleptiques desextraits des huiles essentielles.

Caractere Odeur Couleur
Varietés
RL* Forte et désagréable, Alliacées | Jaune trés Claire
Al Mess | Forte et désagréable, Alliacées | Jaune d’orée (foncée)
Germ | Forte et désagréable, Alliacées | Jaune d’orée (foncée)
M B Forte et désagréable, Alliacées | Jaune d’orée
RL Forte et desagréable, odeur Jaune d’orée dégradée vers la
sulfure claire
oi JE Forte et désagréable, odeur Jaune d’orée dégradée vers le
'gnon sulfure claire (en bas)
RA Forte et désagréable, odeur Jaune claire
sulfure

11.3.3.2. Caractéristiques physico-chimiques
Les principales caractéristiques physicochimiques des huiles essentielles des especes
Allium sativum et Allium cepa sont récapitulés dans le tableau37.

Tableau 37 :Caractéristiquesphysicochimiques del’huileessentielle

Espéce Allium sativum Allium cepa
RL* Germ | Mess MB JE RA RL

Parameétres

indice d’acide 6.63 6.78 10.35 |7.68 5.13 4.18 8.28
indice d’ester 86.24 86.21 |94.96 |113.55 125.98 103.25 |137.01
Indice de 92.87 92.99 |105.31 |121.23 131.11 107.43 |145.29
Saponification

Indice de peroxyde |7.97 7.13 7.13 7.15 7.12 7.11 7.14
Indice de réfraction |1.4650 1.4640 |1.4691 |1.4640 1.4691 1.4651 |1.4700
Densité a 20°C 1.026 1.025 [1.028 |1.029 1.028 1.029 |[1.030
Miscibilité a Ethanol |2.75 2.75 2.75 3.0 3.0 3.0 2.95
70 °
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Les résultats des analyses physico-chimiques montrent que les huiles essentielles se
trouvent dans les fourchettes des normes de références établies par AFNOR .Cependant, il
faut signaler qu” a I’exception des huiles des variétésMess et MB les indices d’ester ,
d’acidité et de saponification sont plus élevés que pour les deux autres variétés d’ailet

I’oignon RL.

11.3.3.3. Analyse chimique des huiles essentielles :

Les résultats obtenus par la méthode de chromatographie en phase gazeuse couplée au
spectre de masse (CG/SM) sont portés respectivement dans les tableaux 38 et 39pour les

variétés d’oignon et 40, 41,42 et 43pour les variétés de I’ail.
+ Allium cepa

Tableau 38 : Composition chimique de I’huile essentielle de la variété RA

Temps de rétention Nom de Composé %
3.192 3.4Dimethylthiophene 0.089
3.619 3.4Dimethylthiophene 0.637
3.789 1-propene,3-bromo- 0.139
4.146 Disulfide,methylpropyl 3.010
4.855 Dimethyltrisulfide 0.508
9.695 Disulfide,dipropyl 0.979
10.990 1, 2, 4,5Tetrazine3, 6diamine 0.518
17.985 1,2,4-Trithiolane,3,5-diethyl- 0.428
18.307 1,2,4-Trithiolane,3,5-diethyl- 1.790
29.039 3-Decanol 0.348
36.248 2-Butenoic acid,1-methylethyl ester 0.269
36.383 Nonane, 3-iodo - 0.169
39.146 Undecane, 3-methyl- 0.099
39.992 Citronellylisobutyrate 0.209

41.511 1-Undecyn -4-ol 0.209
41.706 Hexadecanoic acid ,methyl ester 3.109
42.600 n-Hexadecanoic acid 5.370
46.101 10.13-Octadecadienoi acid,methylester 1.186
46.199 9,12,15-octadecatrienoic acid ,mentylester,z,z,z | 1.146
46.468 9-Octadecenoic acid(z)-,metyl ester 8.123
47.727 9,12-Octadecadienoic acid mentyl ester 42.15
48.080 Oleic Acid 27.23
49.282 Octadecanoic acid 1.540
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Tableau 39:Composition chimique de 1’huile essentielle de la variété RL.

Temps de rétention Nom de composé %
3.630 3,4Dimethylthiophene 1.140
3.801 2(3H)-Furanone,3-bromodihydro- 0.570
4.159 Disulfide,methyl propyl 2.880
41.72 Hexadecanoicacid,methyl ester 8.930
42.599 n- Hexadecanoic acid 2.190
46.480 8-Octadecadienoic acid,methyl ester 14.83
47.593 9,12- Octadecadienoic acid(Z,2)- 36.00
47.964 Oleic Acid 28.67
48.283 4-Aminocyclohexanone,N-acetyl- 2.890

Au total, 23 composés ont été identifiés dans I’'HE de la variété RA et 09 composés
dans ’HE de la variété RL ce qui correspond respectivement a un pourcentage de (99,67%)
et de (98,84%) par rapport a ’ensemble des constituants isolés. Nous avons identifié cinq
composes soufrés dans I'huile essentielle de la variété RA soit le 3,4Dimethylthiophene
(0.726%), le disulfure méthylpropyl (3,01%), le diméthyltrisulfide (0,50%), le
disulfuddipropyl (0,979%) le 1, 2,4-Trithiolane, et le 3,5-diethyl- (2.218%), alors que la
variété rouge locale n’en contient que le 3,4Dimethylthiophene (1.140%) et le disulfure de
méthylpropyl (2,89%).
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+ Allium sativum

Tableau 40 : composition chimique de 1’huile essenticlle de la variété Germ

Temps de rétention Nom de composé %
3.117 3-hexadecyloxycarbonyl-5-(hydroxyethyl)-4- 26.15
methylimdazolium ion
3.791 Disulfide, methyl 2 propenyl 18.72
4.852 Dimethyltrisulfide 0.93
8.459 Diallydisulphide 26.91
9.068 Tetrasulfide, di-2-propenyl 0.32
9.296 Diallyldisulphide 0.39
10.374 Sulfide, allylmethyl 7.34
12.998 3-vinyl-1, 2-dithiacyclohex-5-ene 0.54
17.075 Trisulfide, di-2-propenyl 15.24
17.718 3-hexanol, 2-methyl-5-nitro-,(R*,R*)- 0.18
18.410 1,2-dithiolane 0.14
18.483 dl-Alanyl-dl-leucine 0.04
19.997 Disulfide, methyl 2-propenyl 0.39
20711 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 0.11
22.962 Sulfur 0.13
26.599 Tetrasulfide, di-2-propenyl 0.53
41.733 Hexadecaniocacid, methyl ester 0.70
42.713 n-Hexadecaniocacid 0.17
46.508 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 0.98
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Tableau 41: composition chimique de I’huile essentielle de la variété Mess.

Temps de rétention | Nom de composé %
3.355 I-propene, 3.3’-thiobis- 0.32
3.800 Disulfide, methyl 2-propenyl 12.21
4.148 Disulfide, methyl 2-propenyl 0.52
4.324 I, 3-dithiane 0.66
4.860 Dimethyltrisulfide 3.54
8.476 Diallyldisulphide 30.25
9.075 Diallyldisulphide 1.18
9.301 Diallyldisulphide 2.07
10.391 (methylthio)-acetonitrile 19.59
17.098 Trisulfide, di-2-propenyl 26.41
18.420 L, 2-dithiolane 0.16
19.997 Disulfide, meththyl 2-proponyl 0.74
26.610 Tetrasulfide, di-2-proponyl 0.67
41.354 Cyclicoctaatomic sulfur 0.15
41.725 Hexadecanoicacid, methyl ester 0.35
42.600 n-octadecenoic acid (z)-, methyl ester 0.19
46.490 9-octadecenoic acid (z)-, methyl ester 0.56
47.966 Oleic acid 0.41

Il faut signaler que parmi les différents composeés identifiés dans I’HE des diverses

variétés, certains sont soufrés et qui se répartissent comme suit :

- lavariété Germ en contient 15 composés identifiés dont neuf soufrés
- lavariété Mess renferme 14 composés parmi lesquels dix sont soufreés,

Alors que les variétés MB et RL* les composés détectés sont respectivement de
cingsoufrés sur 10 et onze composes soufrés sur 18.

Il a été constaté que leur constituant majoritaire différent sensiblement ou, par
exemple, dans la varieté RL* domine le Trisulfide,di-2-proponyl avec 43.24%, par contre
pour les variétés Germ, Mess et MB le diallyldisulfide prédomine avec respectivement
(27.3%),(33.5%) et (33.75% ).
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Résultats et Discussion

Tableau42: Composition chimique de 1’huile essentielle de la variété MB.

Temps de rétention Nom de Composé %
3.786 Disulfide,methyl 2-propenyl 30.15
4.852 Dimethyltrisulfide 3.21
8.452 Diallyil disulfide 33.75
10.383 (Methylthio)-acetonitrile 8.95
17.092 Trisulfide,di-2-proponyl 4.53
41.726 Hexadecanoic acid ,methyl ester 2.76
46.490 1-Hexadecyne 4.50
47.750 Nonanoicacid,methyles ester 0.63
49.614 1,2-Benzenedicarboxylic acid,diisooctyl ester 11.12
50.025 1,4-Phenylenediamine,N,N’-di(2-thienoyl)- 0.40

Tableau 43:Composition chimique de I’huile essentielle de la variété RL*.

Temps de rétention | Nom de compose %
3.777 Disulfide,methyl 2-propenyl 3.63
4.306 Ethene,1,2-bis(methylthio)- 0.34
4.836 Dimethyl trisulfide 1.42
8.455 Diallyil disulfide 19.23
9.054 Diallyil disulfide 0.69
9.278 Diallyil disulfide 1.52
10.383 Sulfide,allyl methyl 20.48
11.941 sec-Butyl pentyl disulfide 0.42
12.967 3-Vinyl-1,2-dithiacyclohex-5-ene 0.38
17.130 Trisulfide,di-2-proponyl 43.13
18.394 1,2-Dithiolane 0.47
19.980 Disulfide,methyl 2-propenyl 1.17
20.639 Pentane,3-methyl- 0.45
26.571 Tetrasulfide,di-2-propenyl 1.70
41.324 Cyclic octaatomic sulfur 0.28
42.568 n-Hexadecanoic acid 0.27
47.610 9,12- octadecadienoic acid (Z,Z- 2.11
47.988 Oleic Acid 1.81

11.3.4. Classification hiérarchique :

Une présentation des génotypes d’ail et d’oignon, basée sur

les différents

paramétresbiochimiques en fonction de la distance euclidienne au carré, a montré bien des

profils clairs qui expliquent leurs classement en groupes homogenes.
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11.3.4.1. Classification en fonction de résultats de screening phytochimique

+ Allium sativum

D’aprés la matrice de dissimilarité entre les variétés de 1’espéce Allium sativum
(Tableau 44), il ressort que les variétés Germ, MB et Mess sont peu éloigné a la variété RL*
avec un coefficient de dissimilarité de (1,000).

Tableau 44:Matrice de dissimilarité des variétés d’ail en fonction de résultats

de screening phytochimique.

Carré de la distance Euclidienne

Observation Mess | Germ | MB | RL*
Mess 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000
Germ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 1,000

MB 0,000 | 0000 | 0,000 | 1,000
RL* 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000

En se référant au dendrogramme (Figure 37), nous remarquons que les génotypes d’ail
étudiés se répartissent en deux groupes.Le premier groupe est compose des genotypes Germ,
MB et Mess . Ces génotypes se sont groupés ensembles car ils présentent les mémes résultats
des testes des différents principes actifs étudiés. Le deuxieme groupe ne renferme que la

variété RL* qui se différe des variétés du premier groupe par une présence importante en

Arbre hierarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes re dimensionnée
o S 10 15 pefu] 25
1 1 1 1 1
Germ 2
MEB 3
=—
Mess 10—
RL* 4

Figure 37 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’ail, basé sur les

résultats du screenig phytochimique.
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+ Allium cepa

La matrice de dissimilarité entre les variétés de 1’espéce Allium cepa (Tableau 45), montre
que les variétés RL et RAsont trop éloignées a la variété RL* avec un coefficient de

dissimilarité de (2,000) et (3.00) respectivement.

Tableau 45:Matrice de dissimilarité des variétés d’oignon en fonction de résultats de

screening phytochimique.

Observation Carré de la distance Euclidienne
RL JE RA
RL 0,000 2,000 1,000
JE 2,000 0,000 3,000
RA 1,000 3,000 0,000

Le dendrogramme obtenu (Figure38) basé sur la matrice de disimilarité (Tableau 45)
donne des informations concernant les relations génétiques entre les différents génotypes
d’oignon en fonction de résultats des testes des différents principes actifs étudiés.Les
différents cultivars se séparent en deux grands groupes, le premier groupe est composé d’un

seul génotype JE. Le deuxiéme groupe renferme les génotypes RL et RA.

Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
] 2 10 15 20 25
RI.. 1 | L L 1
= RA 3
JdH 2

Figure 38 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’oignon, basé sur le

paramétre du screening phytochimique.
11.3.4.2. Classification en fonction du rendement en HE
+ Allium cepa

D’aprés la matrice de proximité entre les variétés de 1’espéce Allium cepa(Tableau 46),
il ressort que la variété JE se trouveéloigné a la variété RL* avec un coefficient de
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dissimilarité de (0,058), cependant la variété RA s’occupe un emplacement intermédiaire

Résultats et Discussion

entre ces deux variétés avec un coefficient de dissimilarité de (0,014), mais elle forme un

groupe appart avec la variété JE. Le dendrogramme obtenu, nous a permis de dire que la
variété JE forme un groupe appart avec la variété RA. Ces deux variétés se sont groupées

ensembles car elles présentent un rendement moins important que la variété RL du I’autre

groupe .
Tableau 46:Matrice de dissimilarité des variétés d’oignon en fonction
du rendement en HE
Observation Carré de la distance Euclidienne
RL JE RA
RL 0,000 0,058 0,014
JE 0,058 0,000 0,014
RA 0,014 0,014 0,000
Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
o 5 10 15 20 25
JE 2 1 1 1 1
— RA 3
[=]] 1

Figure 39 :Dendrogramme de disimilarité génetique entre les génotypes d’oignon, basé sur le

paramétre du redement en HE.
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+ Allium sativum

L’analyse des résultats du rendement en huile essentielle obtenus a permis de realiser
la matrice de proximité génétique entre les génotypes de I’ail (tableau47). D’aprés Cette
matrice il apparait que la variété Mess se trouve éloignée des deux variétés RL* et Germ
avec respectivement des coefficients de dissimilarité de 0,071 et0, 023, tandis que ces deux
dernieres variétés se séparent entre elles par un coefficient de 0.014 et de la variété MB par
des coefficients de dissimilarit¢ de 0.047 et 0.010 respectivement. Cette matrice de
proximité nous a permis de réaliser le dendrogramme illustré dans la (figure 40) ou il ressort
que les différents génotypes se séparent en deux grands groupes, le premier groupe est
composé des variétés RL* et Germ qui se distinguent des variétés du deuxieme groupeMess

et MB par une teneur importante en HE.

Tableau 47:Matrice de dissimilarité des variétés d’oignon en fonction du rendement en HE.

Observation Carré de la distance Euclidienne
Mess RL* Germ MB
Mess 0,000 0,071 0,023 0,003
RL* 0,071 0,000 0,014 0,047
Germ 0,023 0,014 0,000 0,010
MB 0,003 0,047 0,010 0,000
Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
o 5 10 15 20 25
ME.S‘.S‘ 1 1 1 1 1
MEB 4
[
RIL p
(21T 3

Figure 40 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’ail, basé sur le

paramétre du redement en HE.
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11.3.4.3. Classification en fonction des caractéristiques organoleptique des HEs
+ Allium sativum

La matrice de dissimilarité entre les variétés de 1’ail (Tableau 48), montre que les
variétés Mess et Germ sont trop éloignées a la variéeté RL* avec un coefficient de
dissimilarité de (4,000) pour les deux variétés. Cependant la variété MB se sépare de ces
trois variétés par un coefficient de dissimilarité de (1.000). Deux groupes uniquement sont
observés en cas ou on considére la couleur de I’huile essentielle en tant que critére de
classification des génotypes (figure 41). Le premier groupe est composé des genotypes RL*
et MB . Ces genotypes se sont groupés ensembles car ils sont étroitement liés (coefficient de
dissimilarité de 1.000. Dans le deuxiéme groupe les variétés «Germ» et «Mess» présentent un
coefficient de dissimilarité de 1’ordre de 0.000 (Tableau 48). Ces génotypes se partagent les

mémes caractéres organoleptiques des huiles essentielles extraites, en particulier la couleur.

Tableau 48:Matrice de dissimilarité des variétés d’ail en fonctiondes caractéristiques
organoleptiques des HEs.

_ Carré de la distance Euclidienne
Observation RL* Mess Germ MB
RL* 0,000 4,000 4,000 1,000
Mess 4,000 0,000 0,000 1,000
Germ 4,000 0,000 0,000 1,000
MB 1,000 1,000 1,000 0,000
Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
i] 5 10 15 20 25
ME.S‘S 7 1 | | |
Germ 3
-—
RL* 1
MB 4

Figure 41 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les genotypes d’ail, basé sur les
caractéristiques organoleptiques des HEs.
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+ Allium cepa

L’analyse des résultats des caractéristiques organoleptiques obtenus a permis de
réaliser la matrice de proximité génétique entre les génotypes de 1’oignon (tableau 49).
D’apres Cette matrice il ressort que la variété RA se sépare des deux variétés RL et JE par
un coefficient de dissimilarité de 1,000, tandis que ces deux derniéres variéteés se trouvent
étroitement liées coefficients de dissimilarités de 0.000. Cette matrice de proximité nous a
permis de réaliser le dendrogramme illustré dans la figure 42,00 il ressort que les différents
génotypes se séparent en deux groupes, le premier groupe est composé des variétés RL et JE
qui se distinguent de la variété RA du deuxiéme groupe par la couleur , jaune d’orée
dégradee vers le claire, de leurs HEs.

Tableau 49:Matrice de dissimilarité des variétés d’oignon en fonctiondes caractéristiques
organoleptiques des HEs.

Observation Carré de la distance Euclidienne
RL JE RA
RL 0,000 0,000 1,000
JE 0,000 0,000 1,000
RA 1,000 1,000 0,000
Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
0 5 10 15 20 25
RL ] L 1 1 1
=JE 2
B4 3

Figure 42 :Dendrogramme de disimilarité génetique entre les génotypes d’oignon, basé
sur les caractéristiques organoleptiques des HEs.
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11.3.4.4.Classification en fonction desparametres physico chimiques :
+ Allium sativum

Les coefficients de dissimilarité observés dans la matrice de proximité (tableau 50)
varient de 0.000 a 1551.963, les coefficients les plus élevés sont observés au sein des variétes
qui présentent la différence maximale au niveau de leurs paramétres physico-chimiques. A
titre d’exemple les couples de cultivars : (MB, RL*),(MB, Germ), (Mess, RL*), (Mess, Germ)
et(MB, Mess) présentent des coefficients de dissimilarité del551.963 ,1545.846,
245.336,241.090, 606.226 respectivement.Un faible coefficient de 0.743 est aussi observe,
I’exemple de couple de cultivars (RL*, Germ). L’établissement de dendrogramme de
proximité a permis de délimiter deux grands groupes qui se différent par la totalité des
paramétres physico chimiques, le premier groupe ne comporte que la variété MB qui se
caractérise par un indice d’ester, de saponification, densité a 20°C et une miscibilité a éthanol
70° tres élevés. Le deuxiéme groupes renferme les variétés RL*, Germ et Mess et il se
sépare a son tours en deux sous groupes : le premier renferme la variété Mess qui se distingue
des autres variétés par certains indices tels que : I’indice d’acide, d’ester et de saponification.
Les variétés RL* Germ constituent un deuxiéme sous groupe. Ces deux variétés se sont
groupés ensembles car ellesprésentent une importante similarité et une faible diversité

cocernant tous les paramétres physico-chimiques étudiés.

Tableau 50:Matrice de dissimilarité des variétés d’oignon en fonction du rendement en HE.

Observation Carré de la distance Euclidienne
RL* Germ Mess MB
RL* 0,000 0,743 245,336 1551,963
Germ 0,743 0,000 241,090 1545,846
Mess 245,336 241,090 0,000 606,226
MB 1551,963 1545,846 606,226 0,000
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Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée

[u} 5 10 15 20 25
RL* 1 1 | 1 1
Germn 2

b

Mess K|
AR 4

Figure 43 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’ail, basé sur les

paramétres physico-chimiques.
+ Allium cepa

Pour les variétés de 1’oignon la matrice de proximité (tableau 51), montre que les
variétés JE et RL sont trop éloignées a la variété RA avec respectivement des
coefficients de dissimilarité de 1078,298 et 2589,931. Cependant la variété RL se sépare
de la varieté JE par un coefficient de dissimilarité de 332.659. Deux groupes uniquement
sont observés en fonction des paramétres physico-chimiques (figure 44)Le premier groupe
rassemble les génotypes RL et JE . Ces genotypes sont caractérisés par des valeurs
moyennes de 1’indice d’ester et de saponification sont trés élevées que celles de la variété

RA du deuxiéme groupe.

Tableau 51:Matrice de dissimilarité des variétés d’oignon selon les

paramétres physico- chimiques.

Observation Carré de la distance Euclidienne
JE RA RL

JE 0,000 1078,298 332,659

RA 1078,298 0,000 2589,931

RL 332,659 2589,931 0,000
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Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
0 5 10 15 20 25
JE " L 1 L 1
>RL 3
B4 2

Figure 44:Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’oignon, basé sur les
paramétres physico —chimiques.

11.3.4.5.Classification en fonction de la composition chimique des HES
+ Allium sativum

L’analyse des résultats dela composition chimique des huiles essentielles obtenus a
permis de réaliser la matrice de proximité génétique entre les variétés de 1’ail (tableau 52).
D’aprés Cette matrice il ressort que la variété RL* se sépare des variétés Germ ,MB et Mess
par des coefficients de dissimilarité qui sont respectivement de 11,428 , 10,062 et 9,486 ,
tandis que ces deux derniéres variétés se trouvent trop €loignées a la variété Germ par des
coefficients de 10.38 et 13.41 respectivement ,mais elles sont tres proches les une avec
I’autre (coefficients de dissimilarités de 5.506). Le dendrogramme illustré dans la (figure
45)montre que les différents génotypes se séparent en deux grands groupes, le premier
groupe est formé par la variété Germ et le deuxieme groupe rassemble les variétés RL*, MB
et Mess .Ce deuxieme groupe comporte, a son tour, deux sous groupes : MB et Mess, d’une
part et RL*, qui forme un deuxieéme sous groupe d’autre part. Probablement le regroupement
de ces variétés dans deux grands groupes vient du fait qu’elles se différent au niveau de :leurs
constituant majoritaires , leurs concentrations ,leurs composés soufrés ou encore par leurs
richesses en atomes de soufre, ou, par exemple,dans le deuxieme groupe la variété RL* du
deuxiéme sous groupe domine le Trisulfide,di-2-proponyl avec43.13%,comme elle renferme
environ de 26 atomes soufrées, par contre pour les variétes du premier sous groupe Mess et
MB le diallyldisulfide prédomine avec respectivement(34.5%) et (33.75% ) ,il est en de méme

pour la variété du premier groupe Germ avec (27.3%), alors que la Mess et la MB en
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contiennent, seule, la (Methylthio)-acetonitrile , cela peut expliquer leur regroupement dans

un méme sous groupe.

Tableau 52: matrice de proximité des variétés d’ail en fonction de la composition chimique

des HEs.
Observation Carré de la distance Euclidienne
RL* Germ Mess MB
RL~* 0,000 11,428 9,486 10,062
Germ 11,428 ,000 13,141 10,380
Mess 9,486 13,141 0,000 5,506
MB 10,062 10,380 5,506 0,000
Arbre hierarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnee
0 5 1 Ju 1 l5 20 25
Mess 3 ] L I
MEB 41—
L
RL* 1
(Germ 2

Figure 45 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’ail, Classification
en fonction de la composition chimique de leurs HEs.
11.3.4.6.Classification en fonction de tous les parametres biochimiques étudiés

Les matrices engendrées pour les différents parametres analysés par le logiciel SPSS
basée sur la méthode d’agrégation de ward, a permis d’établir les relations génétiques entre

les différentes variétés des deux especes étudiées.
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4+ Allium sativum

D’aprés la matrice de proximité engendrée pour toutes les caractéristiques
biochimiques étudiées (tableau 53 ), il ressort que Les coefficients de dissimilarité observés
varient de 0.000 a 6.541, les coefficients les plus élevéssont observés au sein des variétés qui
présentent la différence maximale au niveau de leurs paramétres physico-chimiques,
organoleptiges et leurs résultats du screening phytochimique. A titre d’exemple les couples de
cultivars : (MB, RL*) et (Mess, RL*) présentent des coefficients de dissimilarité de 6.541 et
6.190 respectivement. des faibles coefficientssont aussi observé, par contre les couples de
cultivars  (Germ,MB),(Germ, Mess),(Mess,MB) (RL*,Germ) présentent de faibles
coefficients qui sont respectivement de 4.42, 3.093 et 3.464 .Cela explique leurs
regroupement dans le dendogramme illustré dans la figure 46qui a permis de délimiter deux
grands groupes, le premier groupe ne comporte que la variété RL*, qui se partage avec la
variété Germ la plupart des parameétres : physico chimiques, du rendement en HEs ainsi que
les constituants chimiques de leurs huiles essentielles. Le deuxieme groupes renferme les
variétés MB, Mess et Germ et il se sépare a son tours en deux sous groupes : le premier
renferme la variété MB qui se distingue des autres variétés par les parametres
organoleptiques et par la composition chimique de leurs HEs. Les variétés Mess et Germ
constituent un deuxieme sous groupe. Ces deux variétés se sont groupés ensembles car
ellesprésentent ~ une importante similarité surtuout au niveau de leurs paramétres

organoleptiques ( 100 % similaire) ainsi que leurs résultats de screening phytochimiques .

Tableau 53: Matrice de proximité des variétés d’ail en fonction de tous les

Parameétres biochimiques

Observation Carré de la distance Euclidienne
RL* Germ Mess MB
RL* 0,000 3,293 6,190 6,541
Germ 3,293 0,000 3,093 4,442
Mess 6,190 3,093 0,000 3,641
MB 6,541 4,442 3,641 0,000
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Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée
u} = 10 15 20 25
Germe 2 1 L 1 1 1
Mess 3
-
ME 4
BrL* 1

Figure 46 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’ail, Classification
en fonction de tous les parametres étudiés.

11.3.4.7.Classification en fonction de tous les parameétres sauf la composition chimique
des HEs
+ Allium cepa

Pour les variétés de I’oignon la matrice de proximité (tableau 54), montre que le
coefficient de dissimilarité le plus éleve est observé au sein de couple de variétés ( RA, RL)
qui présentent la différence maximale au niveau de leurs paramétres physico-chimiques et
organoleptique.Lescouples de variétés (JE, RL) et (JE, RA) présentent des coefficients de
dissimilarité sont respectivement de 5,61 8 et 5,669. Deux groupes sont observés en fonction
des parametres : physico-chimiques, organoleptiques rendement en huile et screening
phytochimique (figure 47). Le premier groupe rassemble les génotypes RL et JE . Ces deux
variétés sont regroupées surtout par les paramétres qui sont les paramétres physico-
chimiques,organoleptiques et screening phytochimique. Le deuxiéme groupe comporte la
variété RA qui se caractérise par une différence importante au niveau de ces mémes

parametres.
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Tableau 54 :matrice de proximité des variétés d’oignon en fonction de tous les parametres

étudiés sauf la composition chimique

Observation Carré de la distance Euclidienne
JE RA RL
JE 0,000 5,669 5,618
RA 5,669 0,000 6,500
RL 5,618 6,500 0,000
Arbre hierarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnées
[} =1 10 15 20 25
JE 1 1 1 1 L
- R 3
| 2

Figure 47:Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’oignon,

Classification en fonction de tous les parametres sauf la composition chimique.
Discussion

Les coefficients de dissimilarité observés sur base des données du screening
phytochimique des deux espéces ont revélé une légére variabilité entre les variétés de
chacune d’elles ce qui peut s’expliquer par la répartition inégale des glucosides ou dans
Allium sativum ils n’existent que chez la RL*alors que pour Allium cepalaJE se distingue des

deux autres variétés par une présence faible detanins et de flavonoides.

La teneur en huile essentielle, par rapport a la matiere fraiche,varie en fonction de la
variété, ce qui explique la richesse, des sept variétés des deux plantes,par des taux variables.
Le rendement, cependant, le plus élevé est obtenu pour les deux variétés Rouge locale de
chaque espéce, alors que le plus faible est observéchez les deux variétés Mess et MB pour
I’espéce Allium sativum et chez JE et RA pour I’espece Allium cepa .1l faut signaler que les

résultats trouvés sont trés élevés par comparaison avec ceux obtenus par d’autres recherches,
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ainsi, Block, (1992)et Burdock, (1995) par distillation sous vides des Bulbes d’oignons ont
trouvé un rendement allant de 0,005 a 0,02% d’huile essentielle Jaune. Cependant, Amagase
et al., (2001), ont mentionné que I’ail contient approximativement entre 0,1 a 0,3% d’huile
volatile mais peut aller jusqu'a 0,2-0,5%. Alors que Haciseferogullari et al., (2005) ont trouvé
un rendement de 0,14%, mais Fabrice, (2009) a obtenu un faible rendement d’essences par
distillation de Bulbes d’oignon soit 0,04%. Par contre les résultats obtenus par Emad. A
shalaby et al., (2011) sont de I’ordre de (0,073%=0,1) pour Allium sativum et de (0,59%=0,0)
pour Allium Cépa.

Cette variation entre les variétés de chaque espéce, peut-étre expliquée d’une part par
le comportement génétique de la plante ou encore due au protocole d’extraction suivi au

cours de ce travail.

Les parameétres organoleptiques des huiles essentielles extraites sont largement
influencés par le facteur variétal. C'est ainsi que, les variétés RL* et MB se distinguent de
I’ail Mess et Germ par une couleur trés claire. Du méme pour la variétéRAqui differe des

variétés d’oignon RL et JE par une couleur claire.

Les résultats physico-chimiques des HE en général concordent avec les normes fixees
par AFNOR. Selon Demarine, (1985) ; Gilly, (1997) et Lis-Balchin, (2002), ces paramétres
physicochimique sont influencés par les conditions édaphiques et climatiques ainsi que les
pratiques culturales pour les constantes chimiques. La densité est, cependant, parmi les
caractéristiques généralement utilisées pour la classification des huiles essentielles, mais elle
ne peut pas étre utilisée seule pour I’identification des huiles. Dans notre étude et d’aprés les
dendrogrammes de proximité I’huile essentielle de la variété MB se caractérise par :un
indiced’ester, de saponification et une miscibilité & éthanol plus élevés que les trois autres
variétés de ’ail : Mess, RL* et Germ, alors que la Mess se distingue des trois variétés de 1’ail
par un indice d’acide trés élevé. Il en est de méme pour la variétéd’oignon RA des deux
autres variétés d’oignon RL et JE ou, les valeurs d’indice d’ester et de saponification sont

moins élevés.

L’indice d’acide donne une idée sur le taux d’acide libre. Les résultats obtenus de cet
indice sont certes dans les normes mais demeurent relativement élevés, cela peut donner une
explication dans la dégradation de I’huile (hydrolyse des esters durant sa conservation)
inversement a un indice d’acide inférieur a 2 qui indique une bonne conservation de I’HE
(faible quantité d’acide libre) (Kanko C, 2004).
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L’indicederéfraction dépend de la composition chimique, il varie essentiellement avec
la teneur en monoterpenes et en dérivés oxygenés. Une forte teneur en monoterpénes donnera
un indice élevé. Pour certains auteurs le faible indice de réfraction de I’huile essentielle
indique sa faible réfraction a la lumiere ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les
produits cosmétiques. L’indice de réfraction obtenu et lesvaleurs de la miscibilité a 1’éthanol

(70%) sont conformes aux normes francaises (A FNOR 2000).

De nombreux facteurs influent le rendement, la teneur, les caractéristiques physico-
chimiques et la composition chimiques des huiles essentielles, en particulier 1’espéce, les
conditions environnementales, ’organe utilisé, le séchage, la technique d’extraction, la

période et le milieu de récolte, les pratiques culturales et 1’dge du matériel végétale

(Aberchane et al,2001 et Bourkhiss et al, 2011).

Pour I’espéce Allium cepa I'identification par GC / MS a réveélé cing composeés soufrés
dans l'huile essentielle a savoir le 3,4 Dimethylthiophene, le disulfude, méthylpropyl, le
diméthyltrisulfide, disulfudedipropylet 1,2,4-Trithiolane,3,5-diethyl- (2.218%). Toutefois, les
variétés Rouge d’Ampostaet Rouge locale partagent tous deux le disulfude, méthylpropyl,
composé soufré, comme constituant majoritaire avec respectivement des pourcentages de
(3,01%) et (2,89%). La composition chimique de I’HE de Allium cepa rapportée par Dima
M et al, (2014) révele la présence de quatre composés majoritaires qui sontle
dipropyldisulfide (30.92%), le dipropyltrisulfide (17.10%), le 1-propenyl propyldisulfide
(7.26%) et le methylpropyltrisulfide (5.20%).Au par avant, Corzomartinez et al.,(2007 )
avaient mentionné que le dipropyldisulfide est le constituant majeur , alors que le profil
trouvé par Shalaby et al.,(2011) est également différent avec certains composés soufrés qui
n’ont pas été détectés dans nos deux variétés. La méme source  signale que le
diisopropyltrisulfide reste le composé prédominant avec (20.69%), sans oublier d’autres
constituants soufrés dont les taux sont relativement importants comparativement a ce que

Nnous avons trouve.

L’identification, par CPG, a révélé vingt composés soufrés des huiles essentielles
d’Allium sativum. Il ressort, a cet effet, des résultats que ces produits sont répartis dans toutes
les variétés. Cependant, le Diallyldisulfide, le Disulfide, methyl 2-propenyl, le
Diméthyltrisulfide, le Tetrasulfide, di-2-propenyl, le sulfide, Allyl méthyl, le Trisulfide, di-2-
propenyl et (methylthio-acetonile), sont présents dans toutes les variétés. Par contre, le

Tétrasulfide di-2-propenyl et le 1,2-dithiolane ne sont révélés que chez la Messedrome, la
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Rouge locale et la Germidour mais la Messedrome et la Mocpta Bulguar en contiennent,
seule, la (Methylthio)-acetonitrile. Enfin, le Sulfide Allylmethyl se trouve uniquement dans
la variété Rouge locale et Germidour, sans oublier que chez cette derniére, il y a en plus 1’
Hexadecyloxycarbonyl-5-(2-hydroxyethyl)-4-methylimidazolium  ion.  Nos  résultats
concordent avec ceux publiés par O’gara E.A et al., (2000 ) sur les plantes de la méme espece
originaire de I’Inde dont I’huile est riche en diallyldisulfide (53.00%) et le diallyltrisulfide
(11.5%) . Ces résultats ont une certaine corrélationavec les conclusions de Souad Khamis et
al, (2004) en termes de constituants majeurs dans les huiles essenticlles de 1’ail.Cette
composition a été prouvée par Pyun M-S et Shin (2006) avec une plante de Corée dont le

profil est presque similaire ace que nous avons trouvé dans nos variétés.

La composition chimique rapportée par les différents étude
Bibliographiques, (Griffiths,LTrieman,T. Crowther,B et al., (2002), révele la présence de
résidu d’allyl, comme le principal composé de 1’ail et 1’absence de résidus de propyle (le
residu d’allyl) et au contraire, dans ’oignon il est totalement absent, alors que le résidu 1-

proponyl est le constituant principal.

L’étude de tous les parametres biochimiques d’Allium sativum montrent que la
structuration de ces génotypes présente une corrélation entre le polymorphisme de I’ADN et
ces parametres biochimiques. Selon Pellecuer J.( 1982) une espece végétale botaniquement,
parfaitement définie peut donner des essences dont la composition chimique est différente
suivant les individus. Pour certains auteurs, les chémotypes constituent, a 1’intérieur de
I’espece, des variétés chimiques possédant chacune un équipement enzymatique particulier,
déterminé génétiquement et qui oriente la biosynthése vers la formation préférentielle d’un
constituant précis (Abdoul Dorsso S, 2002). Selon les études menées par LEROY G,(2013),
les teneurs des composés soufrés sont influencées par la variété et le lieu de culture, alors que
pour le composé GSAC,y-L-glutamyl-S-(trans-1-propenyl)-L-cystéine I’impact variétal est
¢levé mais D’environnemental ainsi que I’interaction variété-environnement sont
faibles.Tandis que I’impact de la variété est révélé faible pour I’aliine et I’isoaliine, qui sont
des composés intéressants du point de vue des professionnels de la transformation puisqu’ils
sont les principaux précurseurs de 1’allicine, composant majoritaire de 1’essence de 1’ail et de
’oignon,le responsable de 1’odeur piquante de ces deux plantes et de la coloration verte.

Il s’avere que 1’ail violet est tres riche en GSA et en aliine mais 1’isoaliine a faible
concentration par rapport a I’ail blanc et chinois, ce qui confirme, a cet effet, nos résultats sur

les paramétres qualitatifs (couleur de caieux).
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Conclusion

Les résultats de D’extraction ont révélé une légére variation de la teneur et des
paramétres organoleptiques de I’huile essentielle dans les deux espéces étudiées. Cependant,
I’étude phytochimique et ’analyse chimique des huiles essentielles testées ont confirmé une
variation considérable entre les variétés de chaque espece, ce qui peut étre expliqué par le
comportement génétique de la plante du fait que le protocole d’extraction et les conditions

environnementales de travail sont les mémes.

La détermination des propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction,
indice d’acide, la miscibilité....) est une étape nécessaire pour identifier et obtenir des
données sur la composition et le degré de pureté des huiles essentielles. Cette étude reste,

malheureusement, insuffisante pour la caractérisation des huiles essentielles.

La classification hiérarchique réalisée sur la base des données de la caractérisation
biochimique confirme cette variation entre et a ’intérieur des variétés d’ail, comme elle a
permis de les grouper en deux groupes distincts, les variétés formant le deuxiéme groupe se
partagent quelques parametres biochimiques tels que les paramétres organoleptiques et les

résultats de screening phytochimiques.

Pour 1’éspéce Allium cepa la classification héararchique sur la base des données de tousles
paramétres biochimiques , sauf la composition chimique des HEs a permis de dilimiter deux
groupes distncts ,les variétés du premier groupe sont regroupées surtout par les paramétres
qui sont les paramétres physico- chimiques,organoleptiques et résultats de screening
phytochimique.

% Compatibilit¢ des données biochimiques avec les données moléculaires et
morphologiques
Pour I’espece Allium sativum, les deux groupes résultants de dendrogramme de
proximité sur base de tous les paramétres biochimiques présentent une similarité importante
avec les groupes résultants des dendrogrammes de similarit¢é de I’SSR, contrairement aux

groupes générés par les axes 1 et 2 de I’ACP

Par ailleurs, pour I’espéce Allium cepa il s’avére qu’il n’ya aucune concordance entre
les dendrogrammes obtenus suite a la caractérisation biochimique et les deux études :

morphologique et moléculaire par I’'SSR.
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11.4. Résultats de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des HEs des variétés des deux especes a été estimée en
termes de diametre de zone d'inhibition autour des disques contenant les huiles a tester vis-a-
vis de quatre souches bactériennes étudiées (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, klebsiella Pneumoniae). La détermination de zone d’inhibition permet
une estimation du caractére de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne aux huiles

testées.

11.4.1. Résultats de I’activité antibactérienne des antibiotiques

Les résultats de l'antibiogramme par la méthode de diffusion en disque de quatre

souches testés sont représentés dans le tableau 55 et la figure 48.

Tableau 55 :Diamétres des zones d’inhibition des deux antibiotiques testés.

Les antibiotiques | Gentamicine(CNj) | Cotrimoxazol(Sxtys)
Les bactéries

Escherichia coli 24 16
Klebsiella Pneumoniae 22 13
Staphylococcus aureus 25 31
Pseudomonas aeruginosa 21 11

D'aprés les résultats obtenus (tableau 55) et la (figure 48) nous soulignons une
variabilité dans la réponse des souches étudiées (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, klebsiella Pneumoniae) vis-a-vis des deux antibiotiques testés.

La bactérie E. coli est extrémement sensible a Gentamicine (CN10) avec un diameétre
de zone d’inhibition de 24mm, alors qu’elle est sensible a la Cotrimoxazol (SXT25) avec un

diamétre de 16 mm.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram (-), elle est extrémement sensible a
I’antibiotique Gentamicine (diamétre de zone d’inhibition de 21mm), alors qu’elle a montré

une sensibilité vis-a-vis de SXT25 (diamétre de zone d’inhibition del1 mm) .
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Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram (+), elle est extrémement sensible aux
deux antibiotiques : SXT25(diametre de zone d’inhibition de 31 mm) et CN10 avec un
diamétre de zone d’inhibition de 25 mm.

Klebsiella pneumoniae est extrémement sensible vis-a-vis de CN10 avec un diamétre
de zone d’inhibition de 22 mm, alors qu’elle a montré une sensibilité a I’antibiotique SXT25
(diamétre de zone d’inhibition de 13 mm).

La sensibilité de souche S. aureus aux deux antibiotiques testés a montré un meilleur
résultat par rapport aux autres bactéries étudiees avec un diametre de zone
d’inhibition de 31mm pour SXT25 , et 25mm pour CNI10 .suivi par E. coli aveCc un
diamétre de zone d’inhibition de 24mm pour CN10 , et 16mm pour SXT25,et K.pneumoniae
avec un diametre de zone d’inhibition de 22mm pour CN10 , et 13mm pour SXT25 ,et enfin
P-aeruginosa avec un diamétre de zone d’inhibition de 21mm pour CN10 , et 11mm pour
SXT25 (Figure 48)
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Figure 48: Effet des antibiotiques sur les bactéries testées.
11.4.2. Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait brut des HEs des variétés de

I’ail et de I’oignon :

#+ Allium sativum
Les diameétres des zones d'inhibition des souches étudiées sous l'action de l'extrait brut

de I’huile essentielle de I’ail sont représentés dans le tableau 56.
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Tableau 56 : Diamétres de zones d'inhibitions en (mm) de I’extrait brut des HEs des

variétés dil.
variétés RL* Mess MB Germ
bactéries
E. coli 10,67 7,03 91 8,07
K .Pneumoniae 8.033 - 8,033 10,2
S. aureus 7,0 - 7,0 8,1
P. aeruginosa 9,17 - 7,67 -

(-): Absence de zoned'inhibition

o [Effet de Pextrait brut des HEs de la variété RL* sur les souches testées :

Les résultats obtenus indiquent que 1’huile brute de I’ail RL* a un effet inhibiteur vis-
a-vis toutes les souches testées, avec des zones d'inhibition allant de 07.0 mm a 10.67 mm
sont observées. Le meilleur résultat obtenu est celui observé contre la bactérie E. coli avec
un diametre de 10.67 mm, suivi par P. aeruginosa, puis K .Pneumoniae et en fin I’effet vis-
a-vis de S. aureus avec des diamétres de zones d’inhibition sont respectivement de : 9.17

mm, 8.03 mm et 7 mm.
e Effet de ’huile brute de la variété Mess sur les souches testées :

L’activité antibactérienne de L’huile brute de la variét¢ Mess est avérée qu’aucune
zone d’inhibition autour des disques n’a été observée vis-a-vis des K .Pneumoniae, S. aureus
et P.aeruginosa .Cependant la souche E. Coli donne une 1égére zone d’inhibition autour de

disque estimée par un diamétre de zone d’inhibition de 7.03 mm.

e Effet de I’huile brute de la variété MB sur les souches testées :

L’huile brute de la variét¢ MB montre une activité antibactérienne avec toutes les
souches testées, il s’est avérée active contre E. Coli et K .Pneumoniae avec des zones
d’inhibition de 9.1 mm et 8.03 mm, respectivement. En revanche S.aureus et P. aeruginosa
une légeére zone d’inhibition a été observée autour des disques (7 mmet 7.67mm)

respectivement.

e Effet de I’huile brute de la variété Germ sur les souches testées :

L’huile brute de la variété Germ présente une activité antibactérienne contre les

souches E.coli, k.Pneumoniae, S. aureus. Avec des diamétres de zones d’inhibitions
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sontrespectivement de 8.07 mm, 10.02 mm, 8.1 mm. Pour la soucheP. Aeruginosa aucune

zone d’inhibition n’a été enregistrée autour de disque.

# Allium cepa:

Les observations effectuées sur 1’effet des HEs d’oignon sur la croissance des souches

bactériennes testées : k.pneumoniae, E. coli, p.aeruginosa, s.aureus, sont représentées dans la
figure 49 et le tableau 57.

Figure 49 : zones d’inhibition des huiles essentielles des trois variétés d’oignon vis- a -vis les
souches testées.

a :s.aureus.b :p.aeruginosa.c :k.pneumoniae. d :E. coli.
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Tableau57 : Diametres (mm) de zones d’inhibition des H.Es des variétés d’oignon

Résultats et Discussion

Variétés RL JE RA
Bactéries
E. coli
K .Pneumoniae - - -
S.aureus - 8.1 9.13

P.aeruginosa

(-): Absence de zoned'inhibition

La sensibilité des bactéries aux HEs est déterminée selon le diameétre de la zone
d’inhibition par la méthode de diffusion sur gélose, pour les HEs des variétés d’oignon
aucune zone d’inhibition autour des disques n’a été observée vis-a-vis de :k. pneumoniae, E.
coli, p. aeruginosa. Ces bactéries possedent un potentiel de résistance trés élevé contre
I’action antibactérienne des HEs d’oignon. La souche s. aureus a manifesté une faible
sensibilité aux HEs de deux variétés JE et RA avec respectivement des diamétres de8.1mm

et 9.13 mm, mais aucune sensibilité a I’huile essentielle de la variété RL n’a été enregistré.

11.4.3. Résultats de ’activité antibactérienne des HEs diluées des variétés del’ail et de

I’oignon :

+ Allium sativum
o Effet de différentes dilutions de ’HE de la variété RL* surles souches testées
Les résultats de différents dilutions de ’HE de la variété RL* montrent que les quatre
bactéries manifestent une croissance bactérienne dans
(tableau 58) et (figure 50), ce qui indique que les huiles diluées de cette variété n’exercent

aucun effet antibactérien a ’encontre de ces bactéries.

toutes les dilutions préparées

Tableau 58:Valeurs des CMls de I'huile diluée de RL*

CMIpl/ul
Bactéries 500 250 125
E. coli + + +
K.Pneumoniae + + +
S. aureus + + +
P. aeruginosa + + +

(+) présence de croissance

147

(-) absence de croissance




Chapitre II Résultats et Discussion

Figure 50 : Effet de I’huile de Rouge Locale sur les bactéries testées.

e Effet de différentes dilutions de I’HE de la variété Mess sur les souches testées :

La présence de la croissance de la bactérie E. Coli dans la dilution 50% (tableau 59)
indique que I'HE de la variét¢é Mess diluée & cette concentration n’a aucun effet
antibactérien sur cette bactérie, zone d’inhibition égale presque a celle enregistrée pour
I’huile brute de cette variété. Alors que 1’absence de la croissance de cette bactériedans les
dilutions 25% (CMI250pul/pl) et 12,5% (CMI1125pl/ul) montre que I’huile de Mess a présenté
un effet inhibiteur contre cettebactérie, plus important, que celui obtenu pour la dilution 50%
et par 1’huile brute de cette variété. Pour les autres bactéries (tableau 59) (figure 51) on note
une importante croissance dans les trois dilutions préparées. Cela indique que ces dilutions
n’exercent aucun effet inhibiteur contre ces bactéries. D’apres ces résultats nous constatons
que I’huile brute de la variété Mess a une activité antibactérienne plus faible que celle de

leurs huiles diluées.
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Tableau 59 :Valeurs des CMIs de I’huile diluée de Mess.

CMIpl/pl 500 250 125
Les bactéries
E. coli + - -
K.Pneumoniae + + +
S. aureus + + +
P. aeruginosa + + +

Figure 51: Effet de I’huile de la varietéMesssur les bactéries étudiées.

o Effet de différentes dilutions de I’HE de la variété MBsur les souches testées :

D’apres les résultats des dilutions de ’huile de MB (tableau 60) nous remarquons la
croissance des bactéries K.Pneumoniae,S. aureus et P. aeruginosa dans les dilutions 50% et
25% (CMI : 500ul/pl, 250ul/ul respectivement) ce qui nous a permet de conclure que ces
concentrations en huiles sont insuffisante pour inhiber ces souches bactériennes. Cependant
la dilution 12,5%, s’est montrée suffisante pour inhiber la croissance de ces bactéries.

Concernant I’E. Coli, est s’avérée sensible avec toutes les dilutions (figure52).
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D'apres les résultats obtenus nous soulignons que 1’huile diluées de la variét¢ MB

présente un effet sur les bactéries étudiées presque égal a celui donné par 1’huile brute.

Tableau 60 : valeurs de CMI de I’ HE diluée de MB.

Les bactériesCNII i/l 500 250 125
E. coli - - -
K.Pneumoniae + ¥ N
S. aureus + + +
P. aeruginosa + + -

Figure 52:effet de I’huile diluée de MB sur les bactéries testées

o Effet de différentes dilutions de ’HE de la variété Germ sur les souches testées :

Nous remarquons la croissance des trois bactéries K. Pneumoniae, S.aureusetP.
aeruginosa dans toutes les dilutions (tableau 61) ce qui signifie que I’huile essentielle de
Germ ne Possede aucune action sur ces bactéries, alors que les dilutions 50% et 12,5% se

révelent active qu’avec |’'E. Coli, la dilution 25% ne révéle aucun effet sur cette bactérie
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(Figure 53).d’apres ces résultats nous pourrons conclure que ’extrait brut de I’'HE de la

variété Germ agisse mieux sur les bactéries que 1’huile diluée de cette variété.

Tableau 61 : valeurs des CMIs de 1’huile diluée de Germ.

CMI pl/pl
~ 500 250 125
Les bactéries
E. coli - + +
K.Pneumoniae + + +
S. aureus + + +
P. aeruginosa + + +

Figure 53 : Effet de I’huile déluée de Germ sur les bactéries testées.

+ Allium cepa

Les huiles brutes de Rouge d” Amposta et Jaune d’ Espagne sont caractérisées par
une faible activité antibactérienne. En effet les CMIs ont été calculées uniquement pour les

HEs qui ont préalablement exhibé un effet antibactérien (tableau 62).
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Cependant, d’aprés les résultats d’aromatogrammes, s. aureus est la seule bactérie
parmi ’ensemble des bactéries testées qui a révélé une sensibilite envers les HEs
d’oignon.Pour I’'HE de RA, la bactérieS. aureus.ests’avérée sensible avec tous les extraits
dilués, avec une CMI de 125ul/mi(figure 54).Par contre ’HE diluée de Jaune d’Espagne

n’a montré aucun effet inhibiteur dans toutes les dilutions(tableau 62) (figure 54).

Tableau6?2 : les valeurs des CMIs des HEs déluées de RA et JE sur S. aureus.

CMils (ul /ml) | 500 250 125
Huiles essentielles
Rouge d’Amposta - - -
Jaune d’Espagne + + +

a b

Figure 54 : Effet de I’huile diluéede I’HE de a : Rouge d’Amposta,b : Jaune d’Espagne
vis-a-vis de s. aureus.

11.4.4. Classification hiérarchique :

Une présentation des génotypes d’ail et d’oignon, basée sur les différents les résultats
de DPactivité antibactérienne de 1’extrait brut de leurs huiles essntielles en fonction de la
distance euclidienne au carré, a permet de classer les différentes variétés étudiées en groupes

homogeénes.

4 Allium sativum

L’analyse des résultats des pouvoirs anti bactériens des extraits brut des huiles

essentielles sur les quatre souches bactériennes obtenus a permet de réaliser la matrice de
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proximité géneétique entre les génotypes de I’ail (tableau 63). D’aprés Cette matrice il ressort
que la variété Mess se trouve trop éloignée des variétés RL*MB et Germ avec
respectivement des coefficients de dissimilarité de 207,380 , 167,743 et 170,718 , Tandis
que les couples des variétés (RL*,Germ) et (Germ,MB) se séparent par des coefficients de
94.342 et 56.910 respectivement , Cependant la variété RL* se trouve étroitement liée a la
variété MB (coefficients de dissimilarités de 5,548 ).Cette matrice de proximité nous a
permis de réaliser le dendrogramme illustré dans la figure 55 ou il ressort que les différents
génotypes se séparent en deux grands groupes, le premier groupe est composé de la variété
Mees qui ne présente aucun effet anti bactérien, qu’avec I’E.coli ,mais par une légére zone
d’inhibition. le deuxiéme groupe rassemble les variétés Germ, MB et RL*. Ce deuxi¢me
groupe comporte, a son tour, deux sous groupes : MB et RL*, d’une part et la variété Germ ,
qui forme un deuxiéme sous groupe d’autre part, cette derniére se distingue des variétés du
premier sous groupe par un effet anti bactérien moins important car elle présente un effet

inhibiteur qu’avec trois souches bactériennes.

Tableau 63 : Matrice de proximité des variétés d’ail selon leur pouvoir antibactérien

Observation Carré de la distance Euclidienne
RL* Mess MB Germ
RL* 0,000 207,380 5,548 94,342
Mess 207,380 0,000 167,743 170,718
MB 5,548 167,743 0,000 56,910
Germ 94,342 170,718 56,910 0,000
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Arbre hierarchique utilisant la Distance de Ward

Distance de combinaison des classes redimensionnée

0 5 10 15 20 25
1 1 [
RL*™ 1
ME 3
-
Crermn 4

Figureb5 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’ail, Classification

en fonction de leurs pouvoirs anti bactériens.

+ Allium cepa

Pour les variétés de 1’oignon la matrice de proximité (tableau 64), montre que la
variété RA se trouve eloignée des deux variétés RL et JE par un coefficient de dissimilarité
de 1,000. En se référant au dendrogramme (Figure56), nous remarquons que les genotypes
d’oignon étudiés se répartissent en deux groupes. Le premier groupe est composé des
génotypes RA et JE . Ces génotypes se sont groupés ensembles car ilsprésentent presqueles
meémes résultats de ’activité anti bacterienne de leurs huiles essentilles vis-a-vis les quatres
souches testées. Le deuxieme groupe ne renferme que la variété RL qui n’a aucun effet

inhibiteur sur la croissances des souches testées.

Tableau 64 : Matrice de proximité des variétés d’oignonselon leur pouvoir antibactérien.

Observation Carré de la distance Euclidienne
RL JE RA
RL 0,000 0,000 1,000
JE 0,000 0,000 1,000
RA 1,000 1,000 0,000
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Arbre hiérarchique utilisant la Distance de Ward
Distance de combinaison des classes redimensionnée

[} B 10 15 20 25
1 1 1 1 1
JE 2
= RA 3
RL 1

Figure56 :Dendrogramme de disimilarité génétique entre les génotypes d’oignon,

Classification en fonction de leurs pouvoirs anti bactériens.

Discussion

Selon Rossi et al., 2007. L’activité antibactérienne des huiles essentielles, qui sont des
mélanges complexes de molécules, est généralement inférieure a celle exercée par les
molécules antibiotiques, isolées des microorganismes. Cela est corrobore aux nos résultats de
I’effet des antibiotiques sur les bactéries testées et les résultats de 1’activité antibactérienne de
I’extrait brut de I’HE des variétés de 1’ail et d’oignon sur les mémes bactéries qui montrent
que le pouvoir antibactérien des HEs des variétés testées est trop faibles (le diamétre de zone
d’inhibition le plus important est noté chez RL* et Germ ( 10mm), par rapport a 1’activité
généralement trouvées chez les antibiotiques sur les souches testées(grand diametre de zone
d’inhibition 31 mm pour I’antibiotique SXT25 sur la souche Staphylococcus aureus et
25mm pour CN10 sur la méme souche) .

Les huiles essentielles de quatre variétés de ’ail’, a ’exception de celle de la variété
Mess qui révéle active qu’avec E. Coli, sont actives presque avec toutes les souches testées.
Des zones d'inhibition de diamétres variables sont observées, Les diamétres d’inhibition,
générés par les huiles essentielles (extrait brut) de la variété RL*, a ’encontre de E. Coli et
P.aeruginosa, sont trés nettement supérieurs a ceux produits par les huiles des variétés Mess,

MB et Germ. Ainsi 'huile essentielle de Germ était active qu’avec trois bactéries mais elle
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produit a I’encontre de K. Pneumoniae et S.aureus des diamétres de zones d’inhibition
supérieurs a ceux produits par les autres variétés (10.2 mm et 8.1mm) respectivement.
Cependant I’HE de la MB s’est avéré active sur toutes les bactéries mais avec des zones
d’inhibition moins importantes comparativement aux celles obtenus par ’'HE de RL* et Germ
pour I’espece Allium cpa, les HEs de RA et JE, ont exercé une faible activité antibactérienne

a I'encontre de S.aureus, mais aucune activité antibactérienne a I'HE de RL.

Pour I’espéceAllium sativum, en revanche, Les bactéries a Gram négatives sont plus
sensibles & Il'action des huiles que les bactéries Gram positives contrairement aux résultats
obtenus avec les huiles de 1’espéces Allium cepa , ou on trouve que les bactéries a Gram
négatives a savoir E. coli, K pneumoniae, p. aeruginosa ont manifesté une résistance a I'égard
de ces HEs. D’aprées Kalemba et Kunicka (2003), la sensibilité d’un microorganisme aux H.Es
dépend des propriétés de I’HE et le microorganisme lui-méme. Il est bien connu que les
bactéries a Gram(+) sont plus sensibles aux HEs que les bactéries a Gram (-). Plusieurs études
testant 1’activité inhibitrice des HEs confirment ce phénoméne (Poole, 2001 ; Burt, 2004b ;
Bekhechi etal., 2008).

Selon (Poole, 2001 ; Burt, 2004a ; Busatta etal., 2008), la grande résistance des
bactéries a Gram (-) aux HEs est liée en partie a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces
microorganismes qui contient une double membrane, contrairement a la structure
membranaire simple des bactéries a Gram (+).Cette activité antibactérienne est attribuée
principalement & la richesse des HEs des deux especes en composé soufrés comme l'allicine.
Selon Tsao SM et Yin MC, (2001) la présence des liaisons disulfures, est un facteur important
dans Il'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de l'ail et des autres alliums, dans cet
ordre: diallyltetrasulfure>diallyl trisulfure >diallyl disulfure >diallylmonosulfure. Ainsi, les
résultats obtenus par les travaux deKim et al., (2004) ; Tsao SM et Yin MC, (2001) montrent
que dans les composés soufrés, un plus grand nombre d’atomes de soufre se révele entrainer
une activité antimicrobienne plus forte. Ceci se rapprochent aux nos résultats obtenus par
I’analyse de la composition chimique des HEs des variétés de 1’ail et de I’oignon, ou la
variété RL* et Germ de I’ail et la variété RA de I’oignon contiennent des composes soufrés
en plus. Par exemple les variétés de I’ail RL*,Germ, MB et Mess ont du diallyl disulfure dans
leurs compositions avec des concentrations sont de (21.43%, 27.3%, 33.75% et 33.5%

respectivement). De plus, les huiles essentielles de ces quatre variétés contient également du :

156



Chapitre II Résultats et Discussion

- trisulfure,di-2-proponyl avec des concentrations sont de (43.24%, 15.24%, 4.53 et
26.41%) respectivement.

- Sulfideallyl, méthyl avec respectivement de (20,54%, 7.34%, 0.0% et 0.0%).

- Disulfide,methyl2-propenyl avec des concentrations sont respectivement de
(4.80% ,19.11%, 30.15% et 12.73%).Ceci explique le bon effet antibactérien de la
variété RL*, Germ et MB.

Pour I’espece Allium cepa, Kim et al., (2004) a démontré que le trisulfure de
dipropyle a présenté une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et qui est
similaire a nos résultats. I’HE de la variété RA contient le disulfure méthylpropyl (3,01%), le
disulfudedipropyl (0,979%), alors que la variété RL n’en contient que le disulfure de
méthylpropyl (2,89%).Ceci nous a permis de penser que l'activité antibactérienne de ces
huiles essentielles peut étre liée aux dérivés de propyl.

A coté de ces drivés de propyl la variété RA se distingue de la RL par une présence de
guelques composés soufrés en plus. Cette répartition inégale des composés soufrés entre les

HEs de ces variétés a bien expliqué leurs activités inhibitrices.

L’huile brute de I’ail RL* a une activité antibactérienne plus forte que celle de leur
huile dilué¢e. Cette derniére perde son efficacité mais 1’extrait brut posséde un pouvoir
puissant vis-a-vis de toutes les souches étudiées.Alors que I’extrait brut de I’HE de la variété
Germ agisse mieux sur les bactéries que I’huile diluée dans la concentration 50% et 12,5%,
contre I’E.Coli, de cette variété. Par contre I’huile brute de la variété Mess présente une
activité antibactérienne plus faible que celle de leurs huiles diluées, Ainsi, que I’huile diluée
12,5%, de la variété MB présente un effet sur les bactéries étudiées presque égal a celui donné
par I’huile brute. Selon Leclerc et al ., (1995), La présence de faible croissance bactérienne
alternative avec une inhibition, est due a des souches bactériennes résistantes qui ont pu se
développer en présence de l'agent antibactérien et qui sont en conflit avec celui-ci, ou bien
I'instabilité de I'extrait. Parce qu'il est connu que toutes les espéces ne sont pas également
sensibles vis-a-vis d'une substance et dans une population bactérienne il peut exister des
différences individuelles de sensibilité, ainsi, Berche et al., (1989) ont montré que l'action
antibactérienne est parfois partielle et apres une diminution du nombre de bactéries, il est
observé une reprise de la croissance bactérienne. Ce phénomeéne dit de rebond peut étre di a
une instabilité de I'agent antibactérien in vitro, a une hétérogénéité de la population

bactérienne qui peut comporter des bactéries génotypiquement plus résistantes que I'ensemble
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de la population ou a une induction d'enzymes conférant une résistance des bactéries a l'extrait

antibactérien.

Nos résultats de 1’activité antibactérienne restent trés faibles comparativement aux
ceux obtenus par plusieurs chercheurs travaillants sur les HEs de I’ail et de 1’oignon
récoltées au printemps et au début de juin (plantes encore fraiches et vertes). Citant a titre
d’exemple : Moumene F. et al.,(2016) et Benmeddour T. et al., (2015),dont ils ont revélé une
activité des HEs plus importante que la notre avec les bactéries suivantes :
E.Coli,P.aeruginosa et S. aureus .Cela confirme les résultats deD'Anna et al., (1999) qui ont
montré que la plantation et la récolte précoce (au printemps) de I’ail donne :un bon
rendement, une bonne qualité de bulbe et une richesse en allicine en comparant avec la

plantation et la récolte tardive (en fin d’été) .
Conclusion

D’aprés ces résultats nous pourrons conclure quel’extrait brut de I’HE inhibent mieux
que I’HE diluée, Ainsi, les huiles essentielles des variétés de 1’ail et de 1’oignon étudiées
possedent une activité antibactérienne sur les bactéries testées, mais cette activité reste tres

faible comparativement a celle des antibiotiques testes.

Les pouvoirs antibactériens, des HEs, qu’on a observés sont relativement cohérents et
compatibles au regroupement des génotypes selon les paramétres biochimiques car ils sont
principalement attribués a la présence des composés soufrés dans leurs compositions.De plus,
la variabilité de la composition, de la structure et de la concentration des différents sulfures
présents dans les huiles essentielles jouent un réle important dans la détermination de leurs

activités antibactériennes.

Le bon pouvoir antibactérien de I’'HE de la RL* est peut étre attribué a sa richesse en
trisulfure,di-2-proponyl et en Sulfideallyl, méthyl et encore par sa richesse en atomes de

soufre.Ce qui peut contribuer a I’efficacité de I’activité des huiles essentielles.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles des variétés d’oignon peut étre liée

aux deérivés de propyl.
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Conclusion générale et perspectives

Il y a une grande diversité au sein des espéeces d’Allium qui s’étend du bassin
méditerranéen a I'Asie central et Pakistan. Aux seins de cette diversité, les deux espéces
Allium cepa et Allium sativum nous offrent une gamme de variétés dotée de caracteres
d’adaptation a certaines adversités biotiques et abiotiques. Toutefois jusqu’a présent,
I’exploitation de ces ressources génétiques permettant une bonne adaptation aux différents

milieux écologiques et aux différents modes d’exploitation reste insuffisante.

Une étude morphologique des caractéres quantitatifs et qualitatifs de bulbe est
entreprise sur des variétés d’ail et d’oignon fournies par 'ITCMI d’Om El Bouaghi, ou
aucune étude n’a ét¢ menee sur la biodiversité de ces deux especes. Cette étude nous a permis

de prévoir une importante variabilité aux seins des génotypes des deux especes étudiées.

L’analyse en composantes principales des paramétres morphologiques ont bien montré
que le rendement en bulbe, le nombre de bulbe par kilogramme, le poids d’un bulbe, le
nombre de points végétatifs par kg et le nombre des écailles séches jouent un important réle
dans la classification des variétés d’oignon. Pour I’espéce Allium sativum, 1’ensemble des
analyses portant sur les caracteres quantitatifs a permis d’identifier une importante variabilité
entre les variétés d’ail a partir du rendement en bulbe, du nombre de bulbe par kilogramme et

du poids d’un bulbe.

La caractérisation morphologique des cultivars étudiés sur la base des parametres
qualitatifs a mis en évidence un polymorphisme phénotypique important. Les différentes
notations descriptives des écailles séches du bulbe d’oignon (adhérence des écailles apres
récoltes, couleur de fond, intensité de la couleur des écailles et couleur de 1’épiderme des

écailles seches) montrent une large variabilité variétale pour la présentation des bulbes.

Les observations effectuées apres la récolte pour la description des bulbes présentent
une importante variabilité entre les variétés d’oignon pour chaque descripteur mais 1’épaisseur
du colle de bulbe peut étre considérée comme un important indicateur pour différencier les

trois génotypes d’oignon étudiés.

Pour I’espéce Allium sativum une importante variabilité variétale est enregistrée pour
la présentation des caieux. En effet, les différentes notations descriptives des caieux indiquent
que certaines catégories telles que la position des caieux a lI'extrémité supérieure du bulbe,

compacité des caieux, distribution des caieux et couleur de la chair sont spécifiques pour la
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variété Germidour, tandis qu’un polymorphisme phénotypique moins important a été observé

pour les différentes notations descriptives des bulbes.

L’analyse moléculaire de la diversité génétique des variétés de 1’espéce Allium cepa
nous a permis de compter au total 48 fragments d’ADN amplifiés avec des dimensions variant
entre 90 et 296 pb pour les variétés d’oignon et 48 fragments d’ADN amplifiés avec des
dimensions variant entre 169 et 410 pb pour les variétés d’ail . Le taux moyen de
polymorphisme varie de 33% a 100 % chez les cultivars de 1’oignon et de 75% a 100% pour
les variétés d’ail ; ce qui montre I’importante diversité génétique du patrimoine génétique de

ces deux espéeces.

Les résultats de I’extraction ont révélé une légere variation de la teneur et des
parametres organoleptiques de I’huile essentielle dans les deux espéces étudiées. Cependant,
I’étude phytochimique , la caractérisation physico chimique et I’analyse chimique des huiles
essentielles testées ont confirmé une variation considérable entre les variétés de chaque
espece, ce qui peut étre expliqué par le comportement génétique de la plante du fait que le

protocole d’extraction et les conditions environnementales de travail sont les mémes.

La classification hiérarchique des génotypes d’oignon, selon les paramétres
biochimiques se trouve controverser a celles qui sont s’effectuées selon, les paramétres
moléculaire et I’analyse en coordonnée principale. Alors que la séparation de ces accessions
selon les paramétres morphologiques descriptifs des écailles seches (adhérence aprés récolte,
couleur de fond, intensité de la couleur et couleur de 1’épiderme) montre que ces variables
constituent les éléments les plus stables et les plus significatifs pour caractériser et distinguer
les variétés de cette espece. Par ailleurs, la structuration génétique des génotypes d’ail selon
les parameétres physico-chimiques et organoleptiques ainsi que la composition chimique de
I’huile essentielle montrent que ces paramétres constituent les éléments les plus significatifs

pour caractériser et distinguer les variétés de cette espece.

L'évaluation de I'effet antibactérien montre que la plupart des bactéries utilisées sont
tres sensibles aux antibiotiques utilisés. Les HEs des variétés d’oignon : Rouge d'’Amposta et
Jaune d'Espagne ont exercé une faible activité antibactérienne vis-a-vis de S. aureus, mais
aucune activité antibacterienne de I'HE de Rouge locale n’a été observée. Les quatre variétés
de I’ail sont révelées actives contre toutes les bactéries étudiées a 1’exception de la variété

Messidrom qui n’a aucun effet avec toutes les bactéries a I’exception d’E.Coli. Les extraits
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bruts des HE de la variété Rouge Locale et de la variété Mocpta Bulgaire étaient les plus

actifs. Cela est expliqué par leur composition chimique.

Notre présente étude a confirmé I’importante diversité génetique des variétés des deux
espéces étudiées, mais elle pourrait étre plus fiable en essayant d’élargir encore le nombre de
caracteres morphologiques étudiés, ce qui pourrait améliorer la concordance entre les
dendrogrammes obtenus suite a 1’analyse moléculaire et celui de 1’étude morphologique et

biochimique.

Cette étude a également prouvé I’existence de genotypes non encore connues, malgré
leur importance thérapeutique et leur remarquable productivité, c’est le cas de la variété
rouge locale de I’espéce Allium sativum. Ces génotypes sont menacés d’érosion génétique
due aux échanges de semences entre producteurs et a la mise au point de nouvelles variétés
par la voie des programmes de 1’amélioration génétique. En guise de solution, la conservation
ex situ dans des banques de génes des génotypes d’oignon et d’ail est essentielle pour une

exploitation durable de cette diversité.

En outre, il est également noté qu’il est primordial de connaitre 1’organisation de 1’ail et

de I’oignon de notre pays afin de pouvoir classer les variétés et de récupérer les génotypes.
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Annexes

Annexe : 1

1. Reésultats des mesures des parametres morphologiques quantitatifs des
deux espéces

v" Allium sativum.

Poids d’un Bulbe :
Répétition
el R1 R2 R3 M
Variétes
RL* 26 ,58 31.56 24.00 27.38
MB 16.09 21.86 15.07 17.67
Mess 25.88 28.95 23.97 26.27
Germ 25.40 30.16 24.02 26.53
Poids d’un cai :
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL* 2.85 1.92 2.92 2.56
MB 1.72 1.46 2.90 2.03
Mess 4.33 1.75 2.29 2.79
Germ 2.67 2.00 3.08 2.58
Nombre de cai/bulbe :
Répétition
s R1 R2 R3 M
Variétes
RL* 14 13 14 13.67
MB 11 13 10 11.33
Mess 12 12 14 12.67
Germ 12 14 12 12.67




Nombre de bulb /Kg

Annexes

Répétition
Varietés Rl R2 R3 M
RL* 40 31 42 37.67
MB 61 47 66 58
Mess 41 33 40 38
Germ 42 33 45 40
Rdt :
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL* 47,253127 | 55,999755 | 42,66648 | 48,639787
MB 28,604319 | 38,862052 | 26,790994 | 31,419122
Mess 46,008688 | 51,466442 | 42,613147 | 46,696092
Germ 45,155358 | 53,617543 | 42,702035 | 47,158312
v" Allium cepa.
Poids d’un Bulbe
Répétition
Variétes R R2 R3 M
RL 155.5 154.83 163.5 157.94
JE 364 309 188 316
RA 365 284 275 308




Nombre de bulbe/Kg
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Répétition
Varietés R R2 R3 M
RL 6 6 6 6
JE 4 5 4 4.33
RA 3 4 4 3.66
Longueur de bulbes
Répétition
Variétés R R2 R3 M
RL 9.67 10.33 95 9.83
JE 9.33 10.83 9.33 9.83
RA 11.67 11 10.5 11.05
Diamétre de bulbes
Répétition R1 R2 R3 M
Varietés
RL 11 10 10 10.33
JE 10.5 12.33 10.33 11.05
RA 12.67 12 11 11.89
Rdt
Répétition
Variétes R R2 R3 M
RL 27,555435 | 27,880767 | 29,066540 | 28,167581
JE 64,710828 | 54,933093 | 33,422076 | 51,021999
RA 64,888605 | 50,488668 | 48,888675 | 54,755316




Annexes

Nbre des écailles seches

Répétition
Varietés R1 R2 R3 M
RL 2 2 3 2.33
JE 2 2 1 1.67
RA 5 5 6 5.33
Nbre de tuniques internes
Répétition
R1 R2 R3 M
Varietés
RL 9 9 7 8.33
JE 6 7 7 6.67
RA 7 7 8 7.33
Nombre de points végeétatifs par Kg
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL 11 12 12 11.67
JE 30 24 28 27.33
RA 20 24 21 61.67




Annexe 02 : Etude
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moléculaire

1. Solutions utilisées

CTAB (2x)
Produit | Poids moléculaire | Concentration finale | Qsp 1000ml
CTAB | 364.09 g/mol 2% 20g
Tris 157.65 g/mol 100mM 12.11g
EDTA | 372.24 g/mol 20mM 7.449
NacCl 58.44 g/mol 1.4M 81.769
Ethanol 70%
Produit Poids moléculaire | Concentration finale | Qsp 1000ml
Tris 10mM 157.65 g/mol 0.44q
EDTA imM 372.24 g/mol 0.152g
dH20 up gsp | - - 400ml
TBE (10x) pH=8
Produit Poids moléculaire | Qsp 1000ml
Tris Base 121.14 g/mol 107.8g
Acide Borique | 61.83 g/mol 559
EDTA 372.24 g/mol 5.89
dH20 upgsp | - 1000ml
BET
Produit Poids moléculaire | Concentration finale | Qsp 1000ml
BET (10mg/ml) | 2pg/ml 394.3 g/mol 200ul
dH20 upgsp |- - 1000 mi




Gel (1.5%)
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Produit Poids moléculaire | Qsp 1000ml
Agarose 1.5% 39

TBE - 20ml

BET - 5ul

dH20 up gsp | - 180ml

Bleu de migration (6x)

Produit %

Bleu de bromophénol 0.25%
Xylene Cyanol FF 0.25%
Glycerol 40%
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Annexe 3 : Tableaux du rendement en huile essentielle des deux espéces

Messedrom-Ail- 0,49 0,44 0,45
Roge locale -Ail- 0,53 0,51 0,52
Germidour- Ail- 0,73 0,70 0,74
Mupcta bulgare- Ail- 0,62 0,60 0,61
Roge locale-oignon- 0,51 0,50 0,52
Jaune d’Espagneoignon- 0,42 0,39 0,40
Rouge d’ Amposta-oignon- 0,68 0,63 0,62

v Réactifs utilisés pour le screening phytochimique :

e Réactif de MAYER :

Chlorure de mercure.........ccccceevvevveieenennnn, 1,36 ¢
lodure de potassium.........cccecvverenenenienieennn. 59
Eau distillée.........coovreniiiieiie, gsp 100 mi

e Réactif de WAGNER :

lodure de potassium.........cccoceverereneninieenenn 29
o]0 [T 1,27
Eau distillée.........coooviiniiiiiii gsp 100 ml

e Liqueur de Fihling :

Solution A
e sulfatedecuivre..................oi 40 g
o FEaudistillée ..........cooiiii 100 ml
1.2. Solution B
e tartrate de sodium et de potassium ...................... 200g
e hydroxyde desodium ...............oooiiiiii 150g
o Bau......... 100 mi

Mélanger lentement, en agitant doucement, les deux solutions (A et B) avec un volume égale
(V/v).
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Figurel: Profil chromatografique del'huile essentielle deGerm
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I 3786 5345795 30.15 1989894 43.52 Disulfide, methyl 2-propenyl 41.05
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Figure2: Profil chromatografique de I'huile essentielle MB




Annexes

TIC

858,557

=
-
“
|

&
B
=

10.0 20.0 30.0 40.0 0.0 52,0
Peak Repot TIC
i R.Time Area Arca% Height leight% Name Base m/z
1 306l 74473 L.16 20897 2.35 Acetone 43.05
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Figure3: Profil chromatografique del' huile essentielle deRL
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Figure4: Profil chromatografique del' huile essentielle deRL *
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Figures: Profil chromatografique del' huile essentielle de RA
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Annexe 4 : produits utilisés pour I’évaluation de I’activité anti bactérienne

e Composition des principaux Milieux de culture utilisés

v" Milieux liquides
Eau physiologique stérile Composition en g/l.

Chlorure de sodium (NaCL)..........ccooviiiiiiiiiiiieeen, 0,9¢g
Eaudistillée...... ..o 100ml.

Bouillon nutritive (BN) Composition en g/l:

Bouillon nutritive poudre. ...........ooeoiii i 12¢g
Eau distill€e. ... ..o 600ml
PH=7.2 Stérilisation a 121°C/15min

v Milieux solides

Gélose Muller Hinton (MH) Composition en g/l Gélose Mueller Hinton

POUATC. ...t 38g Eau
distillée. ....ovoniei 1L
PH=7.3

Stérilisation & 121°C/15min.

e Tableaux de zones d’inhibitions :

v' Zones d’inhibitions des variétés d’ail

E.coli
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL* 10,2 10 10,3 10,67
MB 9,1 9,2 9 9,1
Mess 7 7,1 7 7,033
Germ 8 8,1 8,1 8,07
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K .Pneumoniae

Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
8 8,1 8,033
RL* 8
MB 81 8 8 8,033
Mess 0 0 0 0
Germ 10,2 10,1 10,3 10,2
S.aureus
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
7 7 7
RL* 7
MB 7 7 7 7
Mess 0 0 0 0
Germ 8 8,1 8,2 8,1
P.aeruginosa
Répétition
R1 R2 R3 M
Varietes
9 9,2 9,3 9,17
RL*
Mess 0 0 0 0
MB 7,2 7 7 7,67
Germ 0 0 0 0
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v' Zone d’inhibitions des HEs des variétés d’oignon

E.Coli
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL 0 0 0 0
JE 0 0 0 0
RA 0 0 0 0
S.aureus
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL 0 0 0 0
JE 8 8.1 8.2 8.1
RA 9.2 9.1 9.1 9.13
K .Pneumoniae
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL 0 0 0 0
JE 0 0 0 0
RA 0 0 0 0
P.aeruginosa
Répétition
R1 R2 R3 M
Variétés
RL 0 0 0 0
JE 0 0 0 0
RA 0 0 0 0
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Abstract

This study aims to investigate, the phytochemical and physicochemical characterization of the essential oils of
Allium sativum and Allium cepa varieties. The varieties used for the study were graciously provided by the
Technical Institute of Horticultural and Industrial Crops (ITCMI), Bir Rogaa Experimental Station, OEB
(Algeria). The extraction of essential oils by steam distillation from bulbs gave high yields compared to what is
reported in the literature. Red Local varieties of both species showed the highest yield with 0.72 % + 0,015 for
garlic and 0.64% 0,032 for onion. Organoleptic and physico-chemical characteristics observed comply with
AFNOR’s standards. The results of phytochemical screening showed the presence of some chemical groups in
one species and their absence in the other species. This was the case of the presence of saponins, alkaloids and
glycosides traces in A. sativum, and the presence of tannins, glycosides, sterols, triterpene alkaloids and
flavonoids in A. cepa .

Keywords: Allium cepa , Allium sativum, phytochemical screening, essential oils, physico-chemical properties

1. Introduction

Medicinal plants are sources of many active chemical compounds such as alkaloids, flavonoids, polyphenols,
triterpenes, saponins, sterols, tannins, and essential oils known for their therapeutic properties. These metabolites
are synthesized substances having different therapeutic properties exploited in the treatment of various diseases
[1]. Plant essential oils are generally of quite complex composition containing volatile principles more or less
modified during preparation [2]. They volatilize at room temperature when exposed to air [3], they are rarely
colored, having a density generally lower than that of water. They have a high refractive index, are soluble in
common organic solvents, in fats, in water and are easily drivable in water vapor [2].

Onion (Allium cepa L.) and garlic (Allium sativum L.), are herbaceous monocots of, the Amaryllidaceae family,
characterized by a bulb at the base of the leaves [4]. They are among the oldest cultivated plants, used as food and
in the treatment of many diseases. They have beneficial actions on cardiovascular system and on cancer [5, 6, 7].
A. sativum and A. cepa possess a large number of varieties varying in sizes, colors, flavors, and a diversified
chemical composition rendering them very useful in many aspects. This research aimed to investigate the
phytochemical and physicochemical characterization of the essential oils of four varieties of A. sativum and three
varieties of A. cepa species.
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2. Experimental
2.1. Biological material
Four garlic bulbs (Allium sativum L.), varieties: Messidrom, Germidour , Mocpta Bulgare and Red local and

three onion bulbs (Allium cepa L.) varieties: Yellow of Spain, Red local and Red Amposta, were graciously
provided by the Technical Institute of Horticultural and Industrial Crops (ITCMI), Bir Rogaa Experimental
Station, Oum El Bouaghi, Algeria, (25°51° N, 5°49’ E, 950 masl). This Institution had national mandate to
preserve the purity all garlic and onion varieties (PGRFA: Plant Genetic Resources for Food and Agriculture
2006). The characteristics of the varieties used as plant material are given in Table 1

Table 1: Characteristics of the seven varieties tested.

Species | Variety name Origin Earliness Bulb
Messidrome White of Dréme Early Large bulb cream Caieu
Germidour Purple of Cadours | Very early Large bulb brown Caieu
A planting autumn
sativum | Mocpta Bulgare | - Medium late Regular bulb (13 Caieu)
Rouge Locale - Medium late Regular bulb (14 caieu)
Red Amposta Algeria, Morocco Early Large bulb, purplish, transverse narrow,
A. cepa elliptic
Yellow Spain West Africa, Benin | Early Large bulb, yellowish, transverse narrow,
elliptic
Local Red Algeria Early Medium bulb, red brownish, transverse
Medium, elliptic

2.2 Phytochemicals screening

Bulbs were used as plant material, ground with a manual grinder and weighted with an electric balance. Chemical
analyses were performed in the laboratory of the Mila University Center. The different chemical groups were
characterized according to procedures described in Mangambo et al., [1]; Dohou et al., [8]; Pange et al., [9];
Trease and Evans [10] and Memelink et al., [11]. The phytochemical characterization tests used are shown in
table 2.

2.3. Extraction of essential oils

Essential oils have been obtained by the method of steam distillation using a Clevenger type distiller for 2h30
min. After extraction, essential oils are recovered, and stored, at 4°C, in sealed opaque bottles.

Yield calculation

Essential oils yield was determined according to AFNOR [12] using the following formulae

Y (%) = 100 (MHEJ
MP

Y: Essential oil yield, in %, MHE: Extract recovered quantity, in grams and MP: Amount of plant material
subjected to extraction in grams.

2.4. Analytical study of the essential oils

The different sensory characteristics: appearance, odor, taste and color, of garlic and onion essential oils were
checked and noted. Acid index, specific gravity, Miscibility in ethanol and refractive index were also determined
to apprehend the quality of the extracted essential oils. These tests were applied according to procedures outlined
in AFNOR [12].
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Table 2: Reagents used in the identification of the various secondary metabolites.

Secondary metabolites Reagents Indicator
Saponosides Foam Index > 1cm Appearance of a persistent foam
Flavonoides - Isoamy! alcohol Orange or purplish coloration
--Hydrochloric acid ( HCI) cherry red
- Magnesium shavings
Alcaloides - Mayer & Wagner Reddish brown color
- Hydrochloric acid HCI (10%) Turbidity
- Ammonium hydroxide (10%) Precipitate or orange color
- Di ethyl ether, HCI (2%)
- Alcohol 60 °©
Tannins - Ethanol (50%) Black blue color
- Ferric chloride FeCl3 2%
Sterols and tri-terpenes - Acetic anhydride Purple ring turning to blue then to green
- Chloroform
- Concentrated sulfuric acid
Glycosides (reducing sugars) | - Feeling Solution Red brick color
- Ethanol, distilled water
- Sodium-potassium tartrate

2.4.1. Determination of physical index
- Specific Gravity [AFNOR 75-111.2000]
The density of the essential oil is the ratio of the mass of a certain volume of the essential oil and the mass of
same volume of water taken at the same temperature. The measure the density of the E O was conducted by using
a pycnometer and calculated from the following formulae

D20= m2-m0

ml-mO0

m : The mass in grams of the empty pycnometer, m, : The mass in grams of the pycnometer filled with distilled
water and m, : The mass in grams of the pycnometer filled with oil

- Refractive index [AFNOR 75-112-2000]

The refractive index is the ratio between the sine of the angle of incidence of the light beam in the air and the sine
of the refraction angle of the refracted ray in the considered environment. We have conducted the measurement of
refractive index of the EO using a conventional refractometer of OPTECH brand. The refractive index is given by
a direct reading on the refractometer; temperature set at 20 ° C.

-Miscibility in ethanol [AFNOR 75-101.2000]

In an Erlenmeyer flask containing 1 ml of EO, through fraction of 0.2 ml and using a buret of 20 ml we pour
ethanol (70%) stirring after each addition. When a limpid solution is achieved we register directly the volume of
alcohol added.

2.4.2. Determination of chemical indices

- Acid index [AFNOR —NFT-60-2000]

The acid index (I,) is the number of milligrams of potassium hydroxide (KOH) necessary to neutralize the free

acids contained in (01) gram of the EO. The acid index is determined by the following formulae

56,11
Iac%)=V£.T;—

V: volume in ml of the KOH solution used for the titration, C: concentration in mol / L of the KOH solution and
m: mass in g of the test sample
- Ester index [AFNOR NFT 75-104/1994]
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The ester index is the number of milligrams of potassium hydroxide (KOH) necessary to neutralize the liberated
acid by a hydrolysis operation of the esters in basic environment.

28.05
I, = (Vo — V1)

m

Vo: Volume in ml of HCI solution (0.5N) in the blank test, V;: Volume in ml of the HCI solution (0.5 N)

measured for the calculation of I, m: Mass in g of the test sample and I, : Ester index value.

- Saponification index

The saponification index is the number of milligrams of potassium hydroxide (KOH) necessary to convert into
soap the fatty acids and triglycerides with an (01) gram of fats. The principle is to titrate the excess of potassium
hydroxide in solution by hydrochloric acid.

Saponification index is given by the following formulae

I,= —N'(‘:AO]‘V) (mg KOH/gEO)

Vo: Volume in ml of the hydrochloric acid solution to the blank test, V: volume in ml of the hydrochloric acid
solution used for the testing sample, N: exact normality of the hydrochloric acid solution and W: weight grams of
the testing sample

- Peroxide index:

The peroxide value is the number of milliequivalents of oxygen per kilogram of fat and oxidant potassium iodide,
with liberation of iodine .The principle is based on the treatment of a test sample in solution in acetic acid and
chloroform, by a potassium iodide solution, then the titration of iodine with a standard solution of sodium
thiosulfate.

The peroxide index is given by the following formulae

Vo =V .

I,= OP X 10(méq. 0, / KgEO)

V: volume of sodium thiosulfate solution used for the test, VO: volume of sodium thiosulfate solution used for the
blank test and P: portion tested (test sample) in grams

3. Results and discussion

3.1. Results

3.1.1. Phytochimical screening:

Results of the phytochemical characterization of the seven varieties tested are presented in table 3.
Table 3: Results of the phytochemical analysis of garlic and onion varieties.

Metabolites Garlic Onion
Messidrom | Germidour | Mupcta | Red Red Yellow Red
Bulguar | local local Spain Amposta
Saponosides + + + + - - -
Tannins - - - - + + ¥
Glycosides - - - + + + +
Flavonoides - - - - + n ¥
Alcaloides + + + + + + +
Sterols and triterpenes - - - - + + ¥

(+): presence, (-): absence, (x): trace.

3.1.2. Essential oil yield
Average oil yields, based on 1000g of fresh plant material treated were 0.46% + 0.026, 0.72 % + 0.015, 0.61 % *
0.01 and 0.51% =+ 0.01for Messidrom, Local Red, Germidour and Mocpta Bulguar garlic varieties, respectively ;
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and 0.64% + 0.032, 0.40% + 0.015 and 0.52% =+ 0.01 for local Red onion , Yellow Spain, Red Amposta onion
varieties, respectively.

3.1.3. Analytical study of the essential oil

3.1.3.1 Organoleptic characteristics of essential oils extracted

A part from spicy flavor and liquid mobile appearance of the essential oils which are the same in both species,
color is different from one variety to the other whereas odor is different from one species to another (table 4).

Table 4: Organoleptic characteristics of essential oils extracted

Varieties Color Odor

Garlic local Red Yellow very pale Strong, unpleasant ,Alliaceous
Garlic Messidrom Yellow edge ( Brownish) Strong, unpleasant ,Alliaceous
Garlic Germidour Yellow edge ( Brownish) Strong, unpleasant ,Alliaceous
Garlic Mocpta Bulgare | Yellow edge (dark) Strong, unpleasant, Alliaceous
Onion Local Red Yellow edge degraded clear | Strong,unpleasant, sulfur odor
Onion Yellow Spain Yellow edge degraded clear | Strong, unpleasant, sulfur odor
Onion Red Amposta Pale Yellow Strong, unpleasant, sulfur odor

3.1.3.2 Analytical study of the essential oil

The main physicochemical characteristics of garlic and onion varieties essential oil are summarized in table 5.
The results of the physicochemical analyzes indicated that the characteristics of essential oils were in the range of
the AFNOR standards.Except Messidrom variety wich had a high acid index value compared to other varieties.

Table 5: Physical and chemical characteristics of garlic and onion varieties essential oil

Garlic varieties Onion varieties

Parameters LRD* GER MES MOB YSP RAM LRD
Acid index 6.63 6.78 10.35 7.68 5.13 4.18 8.28
Ester index 86.24 86.21 94.96 113.55 125.98 103.25 137.01
Saponification index 92.87 92.99 105.31 121.23 131.11 107.43 145.29
Peroxide index 7.97 7.13 7.13 7.15 7.12 7.11 7.14
Refractive index 1.4650 1.4640 |1.4691 1.4640 1.4691 1.4651 1.4700
Specific Gravity: at 20°C 1.026 1.025 1.028 1.029 1.028 1.029 1.030
Miscibility in Ethanol 70 ° 2.75 2.75 2.75 3.0 3.0 3.0 2.95

*LRD = Local red, GER = Germidor, MES = Messidrom, MOB= Mocpta Bulgar, YSP= Yellow Spain, RAM=
Red Amposta, LRD= Local red.

3.2. Discussion
Results of phytochemical analyzes are consistent with those of Manganbu et al.[1] and Chitra Shenoy et al.[13].

The tests used show the presence of alkaloids in all varieties studied. However, tannins, flavonoids, sterols and
triterpenes , are present in onion varieties and absent in garlic varieties. For saponins, the test is positive for garlic
varieties. According to the results of the tests, glycosides (reducing sugars) content differs from one variety to
another we notice an important presence in two varieties one for garlic (*LRD) and another for onion (RAM);
however there had been a weak presence in the other two varieties of onion (LRD) and (YSP). Essential oils yield
differs significantly between varieties of both species, being high in Red local variety of each species, and low in
Yellow Spain onion variety and Messidrom garlic variety. Oil yields found in the present study are higher

2366




J. Mater. Environ. Sci. 7 (7) (2016) 2362-2368 Boukeria et al.
ISSN : 2028-2508
CODEN: JMESC

compared to those reported in the literature. Richard [14] and Block [15] mentioned that, in onion, traces of
volatile oils are found: the simple distillation of 5000g of onion is needed to obtain 233g (0.005%) of essential oil.

By vacuum distillation of onion bulbs, essential oil yield found by Burdock and Fenaroli [16] and Block [15]
varied from 0.005% to 0.02%, while Fabrice [17] obtained a low yield of 0.04% through simple distillation of
onion bulbs. According to Amagase et al. [18], garlic contains approximately 0.1% to 0.3% volatile oil, in some
cases up to 0.2- 0.5%, while Haciseferogullari et al. [19] found a yield of 0.14%. The results obtained by Emad
Shalaby et al. [20] were as the following of (0.073% = 0.1) for Allium sativum and (0.59% + 0.0) for Allium cepa.
We can say that variation observed in essential oils yield, between varieties of each species, may be explained by
the differences in genetic background of the targeted plant and/or to the extraction protocol followed during the
experiment.

Aberchane et al. [21] and Bourkhiss et al.[22] mentioned that many factors may influence yield, content,
physicochemical characteristics and chemical composition of essential oils, Among these factors the species,
environmental conditions, plant organ used, drying method, extraction technique, period of harvest, cultural
practices and growth age of the plant material.

The results of the physicochemical tests of the essential oils are consistent with those of AFNOR standards.
Specific gravity is a characteristic used in the classification of essential oils. Specific gravity of the oil is defined
as the mass ratio of a volume of oil to that of an equal volume of distilled water, both held at 20 °C [12].
Measuring the Specific gravity of different essential oils showed a higher density than water allowing them to be
below the water during extraction.

The acid index gives an idea about the content of free acids. Our results obtained of this index appear according to
AFNOR standards, but it’s somehow higher; this can be explained by the degradation of the essential oils by
hydrolysis of the esters during their storage, in contrast to an acid number less than 2 which indicates proper
preservation of these oils weak quantity of free acid [23].

The refractive index depends on the chemical composition of the sample and varies essentially with the
oxygenates content and monoterpenes, of which a high level of the latter gives a high index. According to Caree
[24], a low refractive index of essential oils indicates low refraction of light which could promote their use in
cosmetic products. Refractive index and miscibility with ethanol are in agreement with AFNOR’s standards [12].

Conclusions

The extraction results revealed a low variation of the content and the chemical composition of the essential oils of
the two species tested. The phytochemical study shows, however, considerable variation among varieties of both
species. This variation is explained by difference in the genetic background of the plant material tested, rather
than by differences in the extraction protocol and environmental conditions which are the same. Determination of
physico-chemical properties is a necessary step to identify and obtain data on the composition and purity of
essential oils. This study remains unfortunately insufficient for characterization of essential oils, which need to be
completed by a qualitative analysis.
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