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Abstract

There is a symbiotic relationship between melliferous plants and pollinating insects,
especially bees. They provide nectar rich in sugars, proteins, secondary compounds and
pollen rich in proteins in exchange for the pollination process. These metabolites can be
affected by many biotic and abiotic factors over time.

The focus of our investigation is to compare the amounts of biochemical principles across
the reproductive stage specifically flowering in the dominant plant Marrubium vulgare in the
study site. The follow-up was weekly with two daily periods, morning and afternoon. The
number of flowers that were open and floral stages were counted first. The nectar's sugars,
total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins were quantified. Flowers and anthers
were used for protein testin.

The results indicated that the kinetics of these metabolites show variation between daily
and weekly periods. The quantifications generally show that in the morning we have more
metabolites, especially at the start and end of the cycle. The weekly kinetics of some
metabolites shows fluctuations between the third and fourth week which may be due to many

external or plant-related factors.

Keywords : Horehound, phenology, plant metabolites, daily cycle, semi-arid.



Résumé

Il existe une relation symbiotique entre les plantes melliféres et les insectes pollinisateurs et
notamment les abeilles. Elles fournissent un nectar riche en sucres, en protéines, en composés
secondaires et un pollen riche en protéines en échange du processus de pollinisation. Ces
métabolites peuvent étre affectés par de nombreux facteurs biotiques et abiotiques dans le
temps.

Notre objectif dans cette étude est de comparer les teneurs de ces principes
biochimiques dans le temps a partir du stade reproducteur spécifiquement la floraison chez le
Marrubium vulgare plante dominante dans le site d’étude. Le suivi a été hebdomadaire avec
deux périodes journaliéres, le matin et I’aprés-midi. Dans un premier temps, une
quantification des étages floraux et le nombre de fleurs ouvertes, a été faite. Les dosages
effectués au niveau du nectar sont les sucres, les polyphénols totaux, les flavonoides et les
tanins condenseés. Le dosage des protéines a été fait dans les fleurs et dans les antheres.

Les résultats ont indiqué que la cinétique de ces metabolites montre une variation
entre les périodes journaliére et hebdomadaires. Les quantifications montrent en général que
le matin, nous avons plus de métabolites, notamment en deébut et fin de cycle. La cinétique
hebdomadaire de certains métabolites montre des fluctuations entre la troisieme et quatrieme

semaine pouvant étre dii a de nombreux facteurs externes ou liés a la plante.

Mots clés : Marrube, phénologie, principes actifs, cycle journalier, semi-aride.
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Introduction

Les plantes sont I'une des ressources naturelles les plus importantes pour les humains
et les autres animaux car, elles offrent de multiples avantages. Les graines, les fleurs et les
fruits des plantes peuvent étre utilisés directement par I'nomme, tandis que d'autres produits
tels que le nectar et le pollen peuvent étre utilisées par les insectes (Gonzalez-Suérez et al.,
2020). L'existence de relations physiques et chimiques entre les insectes et les plantes est
connue depuis le début du XXe siecle (Richardson, 1925). Des recherches intensives sur les
relations plantes-insectes ont commencé apres 1950, initialement sur le comportement
alimentaire (Thorsteinson, 1960 ; Beck, 1965 ; Fraenkel, 1959, 1969 ; Schoonhoven, 1968,
1981). Cette relation complexe est le résultat d’une longue évolution commune, 1’apparition
de plantes terrestres puis leur évolution ont fortement influencé 1’évolution des insectes, de
méme les pressions exercées par les insectes sur les plantes ont pris une forte part dans la
diversification des différentes lignées de plantes (Le Gall et Nel, 2013).

Les temperatures élevées et la secheresse sont particulierement fréquentes au
printemps et en été, periodes critiques pour la plupart des plantes pour fleurir, polliniser et se
reproduire. Bien qu'il puisse exister de nombreux mécanismes sous-jacents au déclin des
pollinisateurs en raison du changement climatique, les effets de l'interaction de la température
et du stress hydrique sur la quantité et la qualité des ressources en nectar floral et en pollen
restent peu étudiés (Descamps et al., 2021). Les interactions plantes-pollinisateurs dépendent
des caracteristiques et des ressources florales (Michener, 2007) et peuvent étre perturbées par
les réponses des plantes au stress. Etant donné que la plupart des angiospermes dépendent des
insectes pour leur reproduction (Ollerton et al., 2011), les changements climatiques dans les
interactions plantes-pollinisateurs serait un facteur écologique global important et pourrait
avoir des implications économiques (Potts et al., 2010 ; Settele et al., 2016).

Les principaux pollinisateurs sont les abeilles, qui dépendent exclusivement des
ressources en pollen et en nectar pour leur survie (Michener, 2007 ; Brodschneider et
Crailsheim, 2010 ; Nicolson, 2009 ; Vaudo et al., 2015). Environ 80% des plantes a fleurs et
75% des cultures dépendent des abeilles pour leurs pollinisations, une colonie de 40 000
abeilles (dont 30 000 butineuses) visite environ 21 millions de fleurs par jour, ce qui équivaut
a 700 fleurs par abeille. Les organes floraux visités sont parfois trés complexes et se
caractérisés par leurs couleurs et leurs odeurs pour que les abeilles puissent reconnaitre les
fleurs et retrouver facilement le chemin vers le nectar et le pollen qui s'y cachent (Bonté et
Desmouliere, 2013).

Ce travail vise a déterminer les variations dans les teneurs des métabolites présents

dans le nectar et le pollen des fleurs de M. vulgare au stade reproducteur notamment la
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floraison sous I’effet de nombreux facteurs biotiques et abiotiques. Cette étude est constituée
d’une introduction, d’une revue bibliographique basée sur :
- Des recherches sur les plantes melliferes et ses pollinisateurs
- Détermination des facteurs qui peuvent influencer les métabolites des plantes au stade
reproducteur
- Représentation de la plante étudiée "> Marrubium vulgare’’
D’une partie englobant le matériel et méthodes, utilises, d’une autre partie exposant les

résultats obtenus et enfin une discussion générale et une conclusion.
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Chapitre | Revue bibliographique

1 Les plantes melliféres
1.1 Définition

Le mot “’melliféere’” signifie toute substance recueillie par les abeilles pour produire
du miel (Kogyigit, 2014). La flore melliféere appelée également plantes apicoles (Simenel et
al., 2015) peut se définir comme I'ensemble des plantes a fleurs fréquemment butinées par les
abeilles pendant au moins trois minutes en prélevant des substances, notamment le nectar, le
pollen et le miellat ou la propolis pour se nourrir et élaborer ses produits divers (Nguemo et
al., 2004).
1.2 Classes des plantes melliferes

Selon Amakpe et al. (2015), les plantes melliferes ont été classées en fonction de ces

deux aliments principaux qu'elles fournissent pour les abeilles :

1.2.1 Plantes nectariféres

Les plantes nectariferes sont des especes végétales qui produisent principalement du
nectar (Amakpe et al., 2015), peuvent étre identifiées par le comportement de 1’abeille lors de
la visite, lorsqu’elle pénétre profondément dans la corolle de ces plantes (Nguemo et al.,
2004) , et y insere sa trompe pour aspirer leurs nectars (Yedomonhan et al., 2009). Elles sont
les plantes melliferes les plus importantes, car elles présentent une productivité nectarifere
trés élevée et réguliere (Rabiet, 1984). Les especes les plus nectariferes sont enregistrées dans
les familles des Lamiacées, Fabacées, Rosacées, Astéracées, Boraginacées, Renonculacées,

Fagaceées, Liliacées (Grozeva et Budakov, 2010).

1.2.2 Plantes polliniferes

Les plantes polliniféres sont des especes végétales qui produisent majoritairement du
pollen (Amakpe et al., 2015), peuvent étres distinguées des autres lorsque I’abeille s’arréte
juste au niveau des antheres de ses fleurs (Yedomonhan et al., 2009) et en repartait avec leur

pollen facilement visible sur les corbeilles de ses pattes postérieures (Nguemo et al., 2004).

1.2.3 Plantes nectariferes/polliniferes

Ce sont des plantes mixtes productrices de nectar et de pollens (Yedomonhan et al.,
2009) sur lesquelles les abeilles butinent nectar et pollen a la fois (Amakpe et al., 2015 ;
Ahouandjinou et al., 2017).
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1.3 Importance des plantes melliferes

L'identification des plantes productrices de nectar et de pollen est tres importants
pour l'apiculture, en identifiant les plantes, les apiculteurs reconnaissent le lieu et le moment
ou ils établissent leurs ruchers et connaissent l'origine botanique du miel (Fagindez et
Caccavari, 2006). Les plantes melliféeres jouent un réle capital dans la dynamique des
écosystemes grace aux insectes pollinisateurs (Koudegnan et al., 2012), fournissent aux
abeilles du nectar comme source de glucides et du pollen comme source de protéines
(Louveaux, 1980). Outre leur role dans la production de nectar et de pollen, ces plantes ont
une trés grande importance en termes de nutrition et de santé (Tchoundjeu et al., 2006), elles
ont de nombreuses utilisations et valeurs ethnologiques, telles que les médicaments, le bois,
les combustibles, les aliments pour le bétail, les légumes, les fruits et les fins ornementales
(Dongock et al., 2017).

1.3.1 Le nectar

1.3.1.1 Généralités

Virgile avait donné le nom de nectar au liquide que les abeilles sucent des fleurs
comme un élément énergétique (Beutler, 1953), il est dérive de la solution de phloeme qui a
les mémes caractéristiques (Barrera et Nobel, 2004). Le nectar est une exsudation sucrée plus
ou moins visqueuse, sa quantité dépend de nombreux facteurs dont la durée de floraison, la
structure des inflorescences, le moment de la journée et I’humidité de I’air (Bonté et
Desmouliere, 2013) sécrété par les nectaires depuis I'initiation de formation des bourgeons
floraux et se poursuit jusqu'a ce que le fruit mdrisse (Falcdo et al., 2003). Le nectar est la
ressource florale couramment recherchée par les visiteurs des plantes tels que les insectes, les
oiseaux et les petits mammiferes, en raison de son importance nutritionnelle (Baker et Baker,
1973; Kevan et Baker, 1983; Bobrowiec et Oliveira, 2012). Il joue donc un réle essentiel
dans l'attraction des pollinisateurs potentiels et dans la détermination du succeés reproducteur
des plantes (Leiss et al., 2004 ; Kudo et Harder, 2005).

1.3.1.2 Localisation

Les nectaires sont des glandes responsables de la synthése et de la sécrétion du nectar
et peuvent apparaitre presque n'importe ou sur la plante (Elias et Gelband, 1976; Vogel,
1998). Ils représentent I’'une des caractéristiques des fleurs pollinisées par les insectes ou les
oiseaux (Beutler, 1953). lls sont trouvés dans quelques fougeéres, quelques gymnospermes et

la plupart des angiospermes (Koptur et al., 1982 ; Pacini et al., 2003).
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Les nectaires floraux, peuvent étre localisés dans une variété de tissus floraux et
souvent a la base des organes floraux, sur les pétales, sépales, étamines, carpelles, corolles
(Schmid, 1988 ; Bonté et al., 2011). Chez les angiospermes ils peuvent étre trouvés pres de la
base intérieure de fleurs et sont généralement vascularisés par le phloéme (Razem et Davis,
1999 ; Elias et al., 1975), dont leur secrétions représentent le principal produit qui attire les
pollinisateurs (Roy et al., 2017). Tandis que les nectaires extra-floraux peuvent apparaitre
presque n'importe ou sur les tissus aériens, mais ils sont le plus souvent sur les bractées, les
feuilles, les pétioles, les stipules et les tiges (Vogel, 1998 ; Bonté et al., 2011). Chez les
angiospermes ils manquent souvent d'apport vasculaire direct mais, ils ont tendance a se
produire pres des faisceaux vasculaires et sont fréquemment associés a des organes en
développement (Elias et Gelband, 1976 ; Koptur et al., 1982), leurs secrétions assurent la
médiation des defenses indirectes par I'attraction d'insectes prédateurs mutualistes pour limiter
I'nerbivorie (Roy et al., 2017).

Le seul endroit ou les nectaires n'ont pas encore été trouvés est dans les racines, bien
qu'elles produisent des exsudats sucrés qui ont un impact sur les interactions biotiques dans la

rhizosphére (Balendres et al., 2016).

1.3.1.3 Composition biochimique

A l'exception de I'eau, le constituant du nectar le plus souvent est le sucre d’environ
90%, compose par le glucose, le fructose et le saccharose a des concentrations élevées par
contre le maltose, le mélibiose, le raffinose, le tréhalose et le melézitose sont a des
concentrations plus faibles (Beutler, 1953) dont les proportions de chacun d’entre eux sont
relativement stables pour une méme espéce végétale (Bonté et Desmouliére, 2013).

Autres que les sucres, d'autres substances contribuent a l'aréme et a la valeur
particuliere du nectar et du miel, notamment les acides organiques (acides fumarique,
succinique, maligue, oxalique, etc.) donnent a la solution sa réaction acide habituelle (Beutler,
1953), des protéines, des lipides, des enzymes, des acides aminés libres (acides glutamique et
aspartique, méthionine, serine, tyrosine, etc.), des composés huileux, des composes
inorganiques comme les phosphates et des substances bactéricides (Bonté et Desmouliere,
2013). Certains nectars peuvent contenir des alcaloides, des phénols, des substances
antioxydantes et des cations inorganiques tels que le potassium (Baker, 1977). Chaque espéce
végeétale fournit un nectar aux caractéristiques propres qui conferent au miel sa saveur et son

parfum (Bonté et Desmouliére, 2013).
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1.3.2 Lepollen
1.3.2.1 Généralités

L’appareil sexuel male des fleurs possede une ou plusieurs étamines, chacune étant
constituée de deux parties, le filet et ’anthére qui contient les grains de pollen représentant les
gametes males chez les plantes supérieures (Bonté et Desmouliere, 2013). Le pollen est la
source la plus importante de protéines pour la survie des abeilles (Almeida et al., 2005 ;
Eckhardt et al., 2014) contient des concentrations de composés photochimiques et de
nutriments riches en métabolites secondaires (Rebiai et al., 2014). |l est transporté d'une
fleur a l’autre par les abeilles, 10 a 30 mg sont ramassés lors d’un voyage (Bonté et
Desmouliere, 2013). Leur forme, couleur volume et composition différent selon les végétaux
(Mezziane, 2006). Le plus grand dépdt de pollen se produit dans les fleurs femelles plus agées

ayant des niveaux de nectar enrichis (Galen et Plowright, 1985).

1.3.2.2 Composition biochimique

Le pollen, en tant que produit naturel, trés abondant, est composé de substances
nutritionnellement essentielles telles que les protéines, les lipides, les hydrocarbures et les
vitamines (Louveaux, 1958). Des analyses plus fines ont montré la présence d’acides aminés
(histidine, isoleucines, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, valine, arginine,
asparagine, glutamine), les sucres des pentoses et des sucres réducteurs (lactose, fructose,
saccharose, raffinose et stachyose), et des quantités considerables de substances
polyphénoliques, des flavonoides, des caroténoides, des pollénines et une fraction acide
(Hugel, 1962). Ainsi que des constituants minéraux notamment le potassium, le magnésium,
le calcium, le cuivre, le fer, le silicium, le phosphore, le soufre et le chlore (Yang et al.,
2013). D’autres travaux ont indiqué la présence des acides gras, des acides nucléiques, des
stérols, des alcools, des hormones, des enzymes et des coenzymes (Komosinka-Vassev et al.,
2015).

2 Les facteurs influencant le métabolisme des plantes au stade reproducteur
2.1 Les facteurs environnementaux

Les plantes réagissent aux changements environnementaux qui sont le résultat d'une
activité biotique ou/et abiotique en augmentant les métabolites secondaires (Prinsloo et
Nogemane, 2018). La synthese de ces métabolites peut étre stimulée par I'influence directe ou

indirecte de ces changements sur divers paramétres (Sallas et al., 2001).
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2.1.1 Facteurs biotiques

Les plantes sont physiquement attaquées par de nombreux agents biologiques tels
que les champignons, les virus, les bactéries et les nématodes, provoquant un stress
biologique. De plus, les plantes, comme les animaux, ne sont pas immunisées, mais présentent
une résistance a ces agents pathogénes par le biais de métabolites secondaires. Certains
métabolites secondaires (phtyoalexines) ont une activité antibactérienne qui agit comme une
défense des systémes végétaux contre ces pathogenes (Verma et Shukla, 2015).

Les plantes développent un systeme immunitaire en réponse a une attaque pathogene
en activant diverses voies métaboliques. En conséquence, divers métabolites secondaires sont
synthétisés avec des concentrations élevées pour protéger les plantes et sont diminués plus
tard, tels que les composés phénoliques présentent des concentrations variables aux infections
fongiques (Wojakowska et al., 2013).

2.1.2 Facteurs abiotiques

Au cours de leur vie, les plantes interagissent avec leur environnement et entrent en
contact avec divers constituants abiotiques tels que l'eau, la lumiére, la température, le sol et
les produits chimiques (minéraux/engrais). Les plantes ont besoin de quantités suffisantes de
ces composants pour leur croissance et leur survie. Cependant, des quantités plus ou moins
importantes de ces composants abiotiques finiront par provoquer un stress chez la plante
(Verma et Shukla, 2015). L'effet des facteurs abiotiques a été bien étudié pour déterminer
I'impact sur le profil des métabolites secondaires, entrainant souvent une augmentation de la
production considérée comme de meilleure qualité (Selmar et Kleinwéchter, 2013). Les
métabolites secondaires n‘ont pas une concentration constante pendant toute la vie de la
plante, ils ont plutdét changé dans différentes conditions environnementales en fonction de
leurs besoins (Verma et Shukla, 2015).

2.1.2.1 Latempérature

La croissance des plantes dépend de la bonne température dont I’augmentation et la
diminution sont nocives pour les plantes, provoquant respectivement un stress da a la chaleur
et au froid (Yadav, 2010). Les températures élevées affectent la production de métabolites
secondaires, des nombreuses études ont montré une augmentation de la biosynthése des
métabolites secondaires en réponse a l'augmentation de la température, alors que certaines
études ont montré une diminution des métabolites secondaires (Jochum et al, 2007). Cette
augmentation de la température affecter la production de groupes de métabolites secondaires

dont, les phénols, les terpénes, les alcaloides, les cyanogenes glycosides et les glucosinolates
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(Selmar et Kleinwachter, 2013). Tandis que les tempeératures basses inhibent directement les

réactions métaboliques (Chinnusamy et al., 2007).

2.1.2.2 L’humidité

L'eau joue donc un rdle important dans l'activité physiologique des plantes et peut
modifier la concentration des métabolites secondaires et leur biosynthése (Verma et Shukla,
2015). Le manque d'eau augmente la quantité de métabolites secondaires et leur excés réduit
ces quantités (Zobayed et al., 2007). Pour les alcaloides, par exemple, le stress hydrique
augmente grandement la production d'alcaloides chez les especes productrices d'alcaloides
(Baricevic et al., 1999). La culture dans les régions pauvres en eau augmente les teneurs en
chlorophylle et en composés phénoliques totaux (Azhar et al., 2011) et la production des
flavonoides. Tandis que, I’exces d’eau augmente les glucides totaux, les huiles essentiels, la
proline, I'azote (N), le phosphore (P), le potassium (K), la teneur en protéines (Khalid, 2006).
Le métabolisme des glucides est trés sensible aux conditions hydriques des plantes. Pendant la
sécheresse, la teneur en amidon et en saccharose diminue fortement, alors que la teneur en

glucose et en fructose augmentent (Wargo, 1996).

2.1.2.3 La lumiére

La lumiére est tres importante en raison de son mécanisme d'action complexe sur le
métabolisme des plantes, dont I’intensit¢é lumineuse et la photopériode ont un impact
significatif sur l'accumulation des métabolites secondaires (Verma et Shukla, 2015), une
recherche a été menée pour étudier les variations des concentrations des coumarines lorsque
les plantes sont exposés au soleil indique qu’une courte photopériode réduit leurs niveaux
dans les feuilles, les tiges et les fleurs, tandis gqu'une longue photopériode les augmente

considérablement (Castro et al., 2007).

2.1.2.4 Lasalinité

Le stress salin peut augmenter ou réduire les niveaux de métabolites secondaires au
cours des différents stades des plantes (Akula et Ravishankar, 2011). Sous le stress salin, la
concentration en alcaloides augmente dans les bourgeons et diminue dans les racines de
certaines especes (Said-Al Ahl et Omer, 2011). L'accumulation de divers acides phénoliques
(acide protocatéchuique, acide chlorogénique, acide caféique) se produit avec l'augmentation
de la salinité (Kovacik et al., 2009). Certaines plantes montrent une diminution de la teneur en

huile essentielle dans des conditions de stress salin, tandis que certaines plantes montrent une
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augmentation (Said-Al Ahl et Omer, 2011). Le stress salin peut augmenter également la
teneur en proline, flavonoide et saponine (Haghighi et al., 2012).

Les plantes doivent répondre au stress salin par la synthése et I'accumulation de
solutés organiques osmoprotecteurs, principalement des composés aminés et des sucres. Une
salinité élevée dans le sol induit la production d'espéces réactives de l'oxygéne qui provoque
un stress oxydatif chez les plantes et l'atténuation du stress oxydatif peut étre obtenue gréace a
la production d'antioxydants. Les plantes doivent également répondre au stress osmotique
induit par la salinité en adoptant une stratégie osmotique consistant en la synthese de solutés
organiques osmoprotecteurs tels que la proline, la bétaine et certains sucres (Hanana et al.,
2011).

2.1.25 La région /I’emplacement

Dans certains endroits/régions, les plantes s'adaptent mieux que d'autres. Par
conséquent, dans différentes régions, la méme plante peut présenter des variations dans les
concentrations de métabolites secondaires en fonction de la disponibilité de conditions
climatiques favorables ou défavorables pour la plante dans cette région (Verma et Shukla,
2015). Différentes écorégions avec différentes latitudes et longitudes, températures moyennes
et conditions climatiques affectent l'activité antioxydant et les composés phenoliques totaux
(Asheesh et al, 2013).

2.2 Les variations saisonnieres

Les plantes répondant positivement et souvent négativement aux Vvariations
saisonnieres entrainant des changements sur les concentrations de certains métabolites
secondaires. Dans une méme plante, certains composes peuvent augmenter a certaines
périodes de l'année, tandis qu'un autre ensemble de composés peut diminuer dans les mémes
conditions (Prinsloo et Nogemane, 2018).

Certaines plantes ont une meilleure qualité et une meilleure bioactivité pendant les
saisons plus chaudes comme le printemps et I'été. Des études effectuées sur plusieurs especes
ont montré que les concentrations en acide rosmarinique, en carnosol, certains flavones et
flavonols variaient largement du printemps a l'automne, ainsi qu’une augmentation de
terpénes oxygénés en été, avec une variation des composes phénoliques au cours des
différentes saisons (Sarrou et et al., 2016). Autres études indiquent que la disponibilité de
l'eau dépend de l'impact des métabolites secondaires saisonniers, car l'eau varie

considérablement selon la saison. Les échantillons de la saison seche contenaient des niveaux
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moins d'alcaloides, de stéroides, d'acides complexes et de glucides, avec une bioactivité
variant avec la saison mais culminant au plus fort de la saison des pluies (Osadebe et al.,
2010).

2.3 Le rythme circadien

Les plantes sont exposées a un cycle lumiére-obscurité quotidien d'une durée
d'environ 24 heures (Graf et al., 2010 ; Farré et Weise, 2012) ce qui permet aux plantes
d'ajuster leur métabolisme, leur physiologie et leur comportement aux changements
quotidiens de I'environnement entre le jour et la nuit (McClung, 2006 ; Simon et Dodd, 2017)
et régule leur capacité a répondre aux stress biotique et abiotique (Yakir et al., 2007).

Les génes de I'horloge circadienne jouent un réle important chez les plantes,
impliqués dans de nombreux processus tels que le métabolisme interne et la signalisation
hormonale, de la régulation du métabolisme, de la croissance, du développement, de
l'ouverture des stomates aux processus métaboliques (McClung, 2008 ; Farré et Weise, 2012).
L'expression des génes biosynthétiques de la chlorophylle culmine en fin de nuit. Les genes
codant pour les protéines culminent pendant la journée. Les génes de synthese de lI'amidon
culminent a l'aube ou a midi, et les genes de dégradation de I'amidon culminent au crépuscule
et la plupart des genes anabolisants d'azote et de sulfate culminent la nuit ou a l'aube (Harmer
et al., 2000 ; Smith et al., 2004 ; Blasing et al., 2005 ; Khan et al., 2010).

Lorsque les plants sont exposes a une lumiere constante, le transfert d'azote
augmente pendant l'aube (Rufty et al., 1989). De plus, les niveaux d'acides linoléiques de
certaines plantes ont fluctue a des niveaux plus éleves pendant la nuit que pendant la journée
(Rikin et al., 1993). Les niveaux de protéines diminuent pendant la nuit et commencent a
augmenter vers la fin de la nuit (Barajas-Lopez et al., 2011). Les niveaux d'acides aminés
libres peuvent se rétablir et s'accumuler a nouveau dans les premiéeres heures de la nuit (Farré
et Weise, 2012). De nombreuses enzymes impliquées dans la biosynthese des lipides sont

régulées transcriptionnellement par I'horloge circadienne (Harmer et al., 2000).

2.4 Les facteurs liés a la plante

Des milliers de génes ont été trouvés dans les génomes des plantes, mais seuls 15 a
25 % d'entre eux contribueraient a la synthése de métabolites secondaires (Broun et al., 2006).
Ainsi, divers enzymes et facteurs de transcription peuvent entrainer une déstabilisation de

I'accumulation ou de la production de certains de ces métabolites (Verma et Shukla, 2015).
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Les différents stades ontogénétiques des plantes peuvent affecter les concentrations
des alcaloides (Ohnmeiss et Baldwin, 2000 ; Gregianini et al., 2004 ; Elger et al., 2009), des
composeés phénoliques (Donaldson et al., 2006 ; Neilson et al., 2006 ; Elger et al., 2009), des
terpénoides (Langenheim et al., 1986 ; Barton, 2007), des glycosides cyanogéniques
(Goodger et Woodrow, 2002 ; Goodger et al., 2006) et des protéines et enzymes défensives
(Van Dam et al., 2001 ; Doan et al., 2004) en réponse a la défense. De méme, la croissance et
le développement ont un impact significatif sur la qualité et la quantité de la production
d'huiles essentielles (Rowshan et al., 2012), leur contenu phénolique differe également a
différents stades ontogénétiques (Cirak et al., 2013). La composition de ces métabolites
secondaires change pendant la période de floraison dont le phytol est le composant principal
pendant la floraison, mais les docosanols, les hydrocarbures et les stérols sont également
présents en petites quantités (Verma et Shukla, 2015). La biosynthése des métabolites
secondaires est genéralement limitée a des tissus spécifiques (Pichersky et Gang, 2000). Les
organes reproducteurs accumulent plus d'alcaloides que la partie végétative de la plante
(Kutchan et al., 1983).

3 Relation des plantes melliféres et les insectes pollinisateurs

La relation entre les plantes et les pollinisateurs est peut-étre la classe d'interactions
plantes-animaux la plus importante sur le plan écologique : sans les pollinisateurs, de
nombreuses plantes ne peuvent pas produire de graines et se reproduire ; sans plantes pour
fournir du pollen, du nectar et d'autres récompenses, le nombre de nombreux animaux
diminuerait, avec des effets d'entrainement sur d'autres espéces (Kearns et al., 1998). Du coté
animal, les plantes a fleurs envahissantes influencent le régime alimentaire, le comportement,
la santé et la condition physique des pollinisateurs. Du cété de la plante, les pollinisateurs
indigenes, qui appartiennent souvent au méme groupe fonctionnel que les pollinisateurs
naturels de la plante, participent au processus d'invasion (Chittka et Schirkens, 2001 ; Emer et
al., 2015) . Les plantes et les insectes ont développé une variété d'interactions bénéfiques et
nuisibles car, l'insecte fertilise la plante, les plantes carnivores piégent les insectes dans des
organes spécialisés pour acquérir de l'azote et du phosphore supplémentaires dans des
environnements pauvres en nutriments (Stotz et al., 1999). Les fleurs peuvent également
servir les insectes de refuge contre la pluie, le vent ou le froid, les prédateurs et les
parasitoides (Kevan et Baker, 1983). D'autre part, les insectes pollinisateurs, par leur passage,
provoguent la libération de grains de pollen contenus dans les anthéres, qui sont transportés

via les poils d'une fleur a l'autre, provoquant la pollinisation de la plante (Abrol, 2012).
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La pollinisation des plantes a fleurs est principalement réalisée par le vent et les
insectes, beaucoup d’insectes floricoles se nourrissent de pollen et/ou de nectar sans intervenir
dans la pollinisation (Vaissiere, 2005). Les pollinisateurs les plus importants sont les abeilles
qui ont une relation indissociable avec les fleurs (Faegri et Van der pijil, 1971). En effet, la
morphologie de Il'abeille (présence de poils sur son corps), son régime alimentaire
(uniquement nectar et pollen), et son comportement de butinage (fidélité aux espéces
végétales lors du voyage) font des vecteurs pollinisateurs, particulierement efficaces et précis
(Michener, 2000). La pollinisation biotique est un facteur clé de diversification de grands
groupes de plantes et d’animaux (Dodd et al., 1999). Le mutualisme qui unit les abeilles et les
fleurs a conduit a la coévolution et a la biodiversité telle que nous la connaissons aujourd'hui
(Crepet, 1984). Plus de 20 000 especes d'abeilles dans le monde contribuent a la survie et au
développement de plus de 80% des espéces végétales (Burd, 1994 ; Buchmann et Nabhan
,1996 ; Allen-Wardell et al., 1998 ; Michener, 2000). De plus, les environnements riches en
especes végetales sont plus susceptibles de fournir des ressources florales aux pollinisateurs
sur de plus longues périodes, ce qui est important pour les espéces sociales avec des

communautés a longue durée de vie (Wray et Elle, 2015).

4  Les stratégies développées par les plantes pour attirer les insectes

Les plantes dépendent des stimuli chimiques complexes qu’ils agissent par olfaction
et gustation pour attirer ces insectes pollinisateurs (Robert, 1986). Les signaux olfactifs sont
des composés volatils captés par les insectes a l'aide de récepteurs situés sur les organes
olfactifs, notamment les antennes, les palpes labiaux et maxillaires et les ovipositeurs
(Touhara et Vosshall, 2009), ils peuvent étres le sous-produit respiratoire CO2 (Schumann et
al,. 2018), ou des melanges complexes de composés organiques volatils qui transmettent des
informations détaillées sur I'identité de la plante (Bruce et al., 2005), la teneur en nutriments
(Goff et Klee, 2006), I'état de défense ou le risque de la prédation par les ennemis naturels
(Low et al., 2014 ; Helms et al., 2019). Les signaux gustatifs sont des composes non volatils
détectés par les insectes a l'aide de récepteurs gustatifs situés sur des organes tels que les
antennes, les pieces buccales, les os du tarse et les ovipositeurs (Mitchell et al., 1999), ils
peuvent étres des métabolites secondaires défensifs des plantes (Nishida, 2014) ou des
nutriments végétaux tels que les sucres et les acides aminés (Walling, 2008).

Les plantes libérent également des phéromones qui aident a localiser ses endroits

(Webster et Cardé, 2017), des kairomones attractant les insectes et des allomones de défense
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(Pavis, 1987). Ainsi, des combinaisons d'indices visuels codés sous forme de traits physiques
de la plante tels que la taille, la forme, la texture, la réflectance ou la couleur peuvent
transmettre diverses informations sur I'emplacement de la plante (Irwin et al., 2003), sa

nutrition (Kozlov et al., 2018) et son état de défense (Karageorgou et Manetas, 2006).

5 Marrubium vulgare

Marrubium vulgare L. est un des 49 especes acceptées du genre Marrubium (Ahvazi
et al., 2018), appartient a la famille des Lamiacées, qui a une distribution de plus de 7 200
espéeces et environ 240 genres dans le monde (Bréauchler et al., 2010). C’est une plante a fort
potentiel bioactif (A¢imovi¢ et al., 2020), souvent introduite dans les pays comme plante
médicinale, mais peut également considérée comme une mauvaise herbe qui pousse largement

sur les paturages du beétail (Albuguerque et al., 2018).

5.1 Classification botanique

La position systématique de M. vulgare est indiquée dans le tableau 01 selon I’APG
[11 (2009) :
Tableau 01. Classification botanique de M. vulgare selon I’APG III (2009).

Reégne Végétal

Sous- regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophytes
Division Magnoliophytes
Classe Magnolipsides

Sous- classe Asterides

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceées

Genre Marrubium

Espéce Marrubium vulgare L
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5.2 Appellation internationale

Le nom latin Marrubium dérive du mot hébreu (marrob), qui fait référence au godt
amer de I'herbe, tandis que vulgare signifie «commun» ou « bien connu » (A¢imovi¢ et al.,
2020). En anglais, Marrubium, communément appelé horehound ou hoarhound, dont le mot "
hoar " référe au blanc pubescence recouvrant la plante (Simon et al., 1984).

Il est connu également avec plusieurs noms dans différentes régions du monde
comme indiqué dans le tableau 02 ci-dessous :
Tableau 02. Différentes appellations du M. vulgare en plusieurs régions du monde.

Région Appellation Référence

Algérie Merriout Meyer, 1881
Maroc Maroui, Marout, Baillon , 1891
Tunisie Oum erroubia, Marroubia Belahssen, 2007
Egypte Marruba Georges, 1914
France Marrube blanc Zahedi, 1997
Angleterre White horehound Zahedi, 1997
Allemagne Andorn Zahedi, 1997

Italie Marrobio bianco Meérat et Lens, 1832
Espagne Marrubio blanco Meérat et Lens, 1832
Portugal Marroio branco Meérat et Lens, 1832

5.3 Description morphologique

M. Vulgare est une plante herbacée vivace de 30 a 80 cm de hauteur, d’aspect
blanchatre, ressemble un peu a la menthe, a une forte odeur pénétrante, légérement musquée
et un godt a la fois chaud et amer (Quézel et Santa, 1963 ; Bouterfas et al., 2013). Leurs
surfaces et leurs organes reproducteurs sont densément recouverts de trichomes glandulaires
pelté ou capité (Ac¢imovic et al., 2020) et non glandulaires unicellulaires, multicellulaires ou
multicellulaires ramifiés (Dmitruk et Haratym, 2014).

Les racines sont pivotantes, coriaces, ligneuses, ramifiées ou a nombreuses racines

latérales fibreuses (Ac¢imovic et al., 2020).
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Les tiges sont feuillues et fleuris, quadrangulaire, recouvertes de poils duveteux
(Anton et Witchel, 2003) (Fig. 01). Elles sont dressées, trés duveteuses hautes de 20 a 100 cm
et se ramifient a partir de la base et le long de la plante (A¢imovi¢ et al., 2020).

Les feuilles sont recouvertes de poils blancs, fins et d’aspect laineux, ovales,
arrondies, souvent un peu cordées a la base, feutrées a la face intérieure (Rombi et
Dominique, 2007). Elles sont disposées par paires opposées sur une longue tige, a l'aisselle
des feuilles supérieures se forment les inflorescences (A¢imovi¢ et al., 2020 ).

Ces derniéres portent de nombreuses petites fleurs blanches de 12 a 15 mm de long
(Rombi et Dominique, 2007). Les fleurs sont présentes, en de nombreux verticilles axillaires,
elles sont compacts et espacés sur les tiges avec un calice tubulaire et lobé constitué des
sépales cotonneux et recourbés sont bordés de crénelures et accompagnés quelquefois
d’akénes noirs, triangulaires. (Anton et Witchel, 2003). Le calice contient plusieurs dents
courtes et crochues (Rombi et Dominique, 2007), non épineuses au nombre variant de 10 a
20 et plus rarement de 5 (Quezel et Santa, 1963). Une corolle de couleur blanche a lavande
pale, d’aspect tubulaire avec deux lévres (Ac¢imovic et al., 2020). Le tube de la corolle est
renfermé dans le calice présente une levre supérieure dressée, terminée par deux lobes et une
levre inférieure a 3 lobes dont, le médian est plus grand (Bonnier, 1909). La corolle comprend
le style, les étamines et les anthéres avec des sacs divergents (Yabrir, 2019), dont les étamines
sont enfermées dans le tube de la corolle, ont des filets paralleles, tous athées fertiles et les
loges sont opposées bout a bout (Bonnier, 1909). Les nectaires sont en forme de disque
situées sous I’ovaire (Belzung, 1990). La forme des grains de pollen est oblate-sphéroidale, a
symétrie radiale et iso polaire (A¢imovic et al., 2020).

Les fruits sont de tétrakenes, fruits schizocarpe se séparant en 4 noyaux (Botineau,
2010).

5.4 Distribution

M. vulgare est une espéce largement distribuée en Afrique du Nord, en Europe, en
Asie, et Amériques (Sahpaz et al., 2002 ; Meyre Silva et Cechinel Filho, 2010). Elle est tres
abondante dans la région méditerranéenne, notamment en Algérie ou elle est assez répandue
sur tout le territoire, trés commune au nord et quasi absente au sud (Bouterfas et al., 2013),
présente aussi dans l'ouest algérien, poussant dans les foréts, les montagnes, les plateaux, sur
les rochers, les cultures et divers paturages (Bouhadjar, 2022). Elle peut croitre sur les
champs arénacés, les bords des routes, les garrigues, les djebels et les friches (Damerdji et
Chekrouni, 2015).
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Figure 01. Parties botaniques de M. vulgare (Kdhler, 1897).
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5.5 Exigences écologiques

M. vulgare est une plante facile a cultiver, pousse sur des sols tempérés, alcalins et
calcaires (Sagliocco, 2000), on le trouve également dans les sols pauvres, secs et bien drainés
a pH compris entre 4,5 et 8,3 et des températures variant de 45 a 75°F (7-24°C) (Simon et al.,
1984). Il fleurit généralement aux saisons chaudes de juin a septembre (Appleton et al., 1967),
facilement butiné par les abeilles pour le nectar, mais il a aussi été rapporté qu’il avait un

potentiel d'autofécondation (Ahvazi et al., 2018).

5.6 Composition chimique

M. vulgare est considéré comme une bonne source de diterpéne de type labdane, en
particulier la marrubiine dans ses feuilles (Karioti et al., 2003). Des études phytochimiques
sur les parties aériennes au stade de développement ont révélé la présence de divers composes
tels que, les alcaloides, stéroides, lactones, terpenes et vitamine C (Meyre-Silva et Cechinel-
Filho, 2010), ainsi que des coumarines et des saponines (Kurbatova et al., 2003), des
proteines et des lipides (Ibrahim et al., 2014), du glucose, du cholestérols et des triglycerides
(Herrera-Arellano et al., 2004).

D’autres eétudes sur les feuilles ont conduit a la caractérisation de plusieurs
flavonoides dont la lutéoline, I'apigénine et leurs 7-glucosides et 7-lactates, vitexine (Nawwar
et al., 1989). D’autres études plus récentes ont montré qu’elles sont riches en composés
phénoliques dont, les principales classes étant les acides phénoliques, les acides
phénylpropanoides (cinnamiques), les esters et les dérivés de l'acide cinnamique et les tanins
condenseés. (Ghedadba et al., 2016).

M. vulgare produit des traces d'huile essentielle, généralement entre 0,03% et 0,06%
(Zawislak, 2009 ; El-Leithy et al., 2013) qui a démontré la présence de nombreux
monoterpenes, l'alpha-pinene, le camphene, le limonene, le sabinene, p-cymol, pfenchéne et
alpha-terpinoléne ( Meyre-Silva et Cechinel-Filho, 2010), oxyde de caryophyllene , trans-
caryophyllene, de germacrene D, macrene bicycloger et de transanéthole comme composés
principaux (Asadipour et al., 2005 ; Khanavi et al., 2005). Une analyse chimique détaillée a
identifié les acides gallique, gentisique, p-hydroxybenyoique, protocatéchuique et syringique,
des acides transcinnamique, férulique, o-coumarinique, p-coumarinique et sinapique, l'acide
chologénique (A¢imovi¢ et al., 2020) ainsi que la présence de I'acide rosmarinique dans tous
les organes (Ahmed et al., 2010 ; Boulila et al., 2015 ; Paunovic et al., 2016).
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5.7 Activités biologiques

Les diverses études ont montré la richesse de M. vulgare en composés bioactifs
notamment les polyphénols, les flavonoides, les tanins et les huiles essentielles. Ce qui justifie
la grande utilité de cette plante.

5.7.1 Activité antioxydante

Les parties aériennes et les sommités fleuris du M. vulgare possede une activité
antioxydante élevée, en effet la richesse de cette plante par des phénylpropanoides glycosides
a pu expliquer cette activité (Ghedadba et al., 2014), ainsi que la présence de marrubiine, de
composés phénoliques et de flavonoides qui ont un effet synergique (Yousefi et al., 2016).
Certaines études ont montré que I’huile essentiel de cette plante peut étre considérée comme

une source efficace d'antioxydants d'origine naturelle (Kadri et al., 2011).

5.7.2 Activité antimicrobienne

Divers recherches ont montré qu’il existe une relation étroite entre les composés
flavonoiques des parties aériennes et les activités antibactériennes (Biondi et al., 1993 ;
Jiménez et Garcia-Carmona, 1999). Les extraits flavonoiques de M. vulgare ont une activité
antimicrobienne satisfaisante envers la majorité des souches bactériennes (Djahra et al.,
2015). De méme, les composants de structure phénolique des huiles volatiles sont fortement
actifs contre les microorganismes et agissent comme des agents dénaturants les protéines
(Dorman et Deans, 2000), ainsi leurs tanins ont la capacité d’empécher le développement des
colonies bactériennes par la destruction de leurs parois cellulaires (Viljoen et al., 2003 ;
Erasto et al., 2004).

5.7.3 Activité anti-inflammatoire

Les études in vitro indiquent que l'effet anti-inflammatoire de M. vulgare est révélé
aux lutéoline-7-O-B-glucopyranoside, apigénine-7-O-B-glucopyranoside, acide oléanolique,
B-sitostérol, lutéoline-7-O -rutinoside, et acide rosmarinique, montrant que ces composés ont
la capacit¢ d’inhiber la formation d'hormones qui contribuent a la production des
intermédiaires inflammatoires (Neamah et al., 2018). De plus, des nombreuses études ont
indiqué que cette plante possede d’autres activités hémostatiques, anti hypertensives, hépato
protectrices, antiprolifératives, sédatives, antidiabétiques, gastro-protectrices, des activités
antivirales, antiparasitaires et antiprotozoaires, pouvant étre utilisés ainsi en médecine

vétérinaire et comme des pesticides (A¢imovié et al., 2020).
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1 Présentation de la zone d’étude
1.1 Situation géographique

La wilaya de Tébessa se situe au nord-est de I’ Algérie aux portes du désert. Elle se
rattache avec ces 13 878 km? a I’immense étendue steppique du pays entre 1’ Atlas Tellien et
I’Atlas Saharien. Elle est limitée au nord par la wilaya de Souk-Ahras, a I'ouest par les
wilayates d’Oum El Bouaghi et Khenchela, au sud par la wilaya d’El Oued et a I’est sur 300
km? de frontiéres par la Tunisie.

El Hammamet est une commune de la wilaya de Tébessa, sa superficie est d'environ
88 km?. Elle se situe & une latitude de 35° 26’ 54" nord et & une longitude de 7° 57’ 11" est

(Fig. 02).
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Figure 02. Localisation de la commune d’El Hammamet dans la wilaya de Tébessa (Google

Earth, 2023).
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Le site d’échantillonnage de M. vulgare & El Hammamet est localisé entre 35.42°N et
07.96°E, a une altitude de 865 m (Fig. 03).
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Figure 03. Localisation du site d’échantillonnage de M. vulgare a EI Hammamet (Google
Earth, 2023).

1.2 Données climatiques

La wilaya de Tébessa fait partie du haut plateau tellien de 1’étage bioclimatique semi-
aride caractérisée par un hiver froid et un été chaud. Elle est une zone de transition
météorologique composeée de quatre (04) étages bioclimatiques (Fig. 04) :

Le subhumide : il est trés peu étendu, limité aux sommets de quelques reliefs (djebel
Serdies et djebel Bouroumane) ou les précipitations sont trés importantes et comprises entre
400 et 500 mm par an.

Le semi-aride : Il concerne 585,625 hectares, soit 27% de I’ensemble de la wilaya. 11
est caractérisé par un climat frais, il couvre principalement la partie nord de la wilaya,
particulierement les lignes de hauteurs ou les précipitations sont relativement importantes et
comprises entre 350 et 400 mm par an.

Le subaride : 1l occupe 58% de la superficie de la wilaya. Il couvre la partie centrale
de la wilaya ou les plateaux steppiques d’Oum-Ali , Safsaf EI Ouesra , Thlidjene et Bir El-
Ater dont les précipitations sont comprises entre 200 et 300 mm par an.

L'aride ou saharien : doux, il occupe 15% de la superficie totale de la wilaya. Il
couvre la partie sud de la wilaya, commence et s'étend au-dela de L'Atlas saharien et couvre
les plateaux de Negrine et Ferkane. Il correspond essentiellement au piémont saharien ou les

précipitations ne dépassent pas les 200 mm par an.
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Figure 04. Carte climatologique de la wilaya de Tebessa (Aniref.dz, 2020)

La commune d’El Hammamet posséde un climat tempérée subtropical humide, les
étés sont courts, trés chauds, secs et les hivers sont longs, frisquets, venteux et partiellement
nuageux. Au cours de l'année, la température moyenne a EI Hammamet est de 16,3 °C et les
précipitations sont en moyenne de 371 mm.

En juin, les températures maximales quotidiennes augmentent de 5 °C, de 28 °C a 33
°C, rarement chutant en dessous de 21 °C ou dépassant 38 °C. Les températures minimales
quotidiennes augmentent de 4 °C, de 14 °Ca 18 °C, rarement en dessous de 10 °Cou
dépassant 22 °C.

La pluviométrie moyenne en juin a EI Hammamet diminue, commencant le mois
a 35 mm et rarement supérieure a 72 mm ou inférieure a 5 mm, et terminant le mois a 17

mm et peu supérieure a 39 mm ou inférieure a 1 mm.
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La figure 05 représente les températures maximales et minimales dans la commune
d’El Hammamet a Tébessa du 3 juin au 4 juillet 2022, la température ayant atteint un
maximum de 43 C° le 2 juillet et un minimum de 11 C° le 11 juin. La température a été en
début d’expérimentation de 38 C°, puis a commencé a diminuer pour atteindre la valeur de 11

C°1le 11 juin, puis a commencé a augmenter tout le long du reste de la période d’étude.

50 1 ———Températures Maximales
45 -
40 -
35 A
30 A
25 A
20 -
15 -
10 -

= Températures minimales

Températures en C°

jours

Figure 05. Températures maximales et minimales a EIl Hammamet a Tebessa du 3 juin au 4
juillet, 2022 (Accu.Weather.com).

2  Matériel vegétal

Les échantillons de M. vulgare sont collectés par I’entomologiste Dr Benarfa,N. de
I’Institut de Biologie, pendant la période de Floraison du 3 juin au 4 juillet 2022 dans le cadre
d’une étude corrélative plantes- insectes pollinisateurs. Les sorties ont été effectuées le matin
et I’apres-midi, chaque deux jours. Les dosages ont été faits sur la moyenne des échantillons
de chaque semaine par manque de produits (Tableau 03) et ils ont été numérotés selon la
semaine de collecte et la période journaliere. Les échantillons ont été conservés au

congélateur jusqu'a ce que nous décidions d'y travailler au laboratoire (Fig. 06).
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Tableau 03. Températures moyennes, minimales et maximales mesurées in situ et en

comparaison avec celles du site Accu.Weather.com selon les intervalles de notre étude du 03
juin au 04 juillet, 2022.

Semaine 1 2 3 4 5
Intervalle 03-07 09-12 19-23 27-30 01-04
Juin Juin Juin Juin Juillet

Températures Max 38.8+0.75 | 28.75+1.73 | 37.5+1.5 | 40.25+0.43 | 42.1+1
(Accu.Weather Min 19.4+3.01 | 13.25+1.92 | 18+1.87 | 22+2.12 21.5+2.5
.com) Moy 29.1 21 27.75 31.13 31.75
Températures Entre 7-9 h | 36 18.5 32 33 39
mesurées in situ du matin

17-19 h

Aprés-midi | 25 27 31 31 35

|

Figure 06. Les échantillons de M. vulgare congelés (photo personnelle)

3 Analyses quantitatives

3.1 Lescomposés présents dans le nectar

3.1.1 Les métabolites primaires

Selon Bonté et Desmouliére (2013) le nectar est une solution sucrée, principale

source des sucres pour les abeilles d’environ 90 % de sucres dont, les plus courants étant le

saccharose, le glucose et le fructose, comme il contient également des protéines, des enzymes,

des acides aminés. . .etc.
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3.1.1.1 Préparation des extraits

De chaque échantillon, 9 fleurs ont été prélevées (avec élimination des anthéres), et a
3 fleurs par tube est ajouté 10 ml de méthanol absolu. Les tubes ont été placés a l'obscurité, a
une temperature ambiante pendant 24 heures. Ensuite, les fleurs ont éliminé et les extraits

conservés a 4 °C pour les dosages.

3.1.1.2 Dosage des sucres solubles totaux
» Principe
Le dosage des sucres a été réalisé par I'utilisation de I’anthrone dans un milieu a
forte concentration en souffre selon la méthode colorimétrique dite d’anthrone (Dreywood,
1946). Le principe dépend de la condensation des produits de dégradation des oses neutres par
I’acide sulfurique (H,SO,4) concentré qui transforme par la chaleur les glucides en divers
acides furfuriques qui se condensent avec le réactif de I’anthrone (9,10 dihydro-9-oxo-

anthracene) pour donner une coloration bleu-verdéatre (Schields et Burnett, 1960).

» Mode opératoire

Les sucres totaux sont dosés selon la technique utilisée par Dreywood (1946) avec de
Iégeres modifications.

Dans des tubes a hémolyses en verre, chaque 1 ml d’extrait méthanoliques est
mélangés avec 2 ml de réactif a I’anthrone (0.2%). Aprés agitation les tubes sont visés et mis
dans un bain marie d’cau bouillant durant une durée précise de 7 minutes. Les tubes sont
ensuite refroidis pendant 20 minutes dans un bain d’eau glacée (pour bloquer la réaction) a
I’absence de lumicre. L absorbance est mesurée a laide d’un spectrophotometre a une densité
optique de 490 nm.

Les quantités des sucres totaux présentes dans les extraits sont déterminées par
référence a une courbe d’étalonnage établi a partir d’une solution mére de glucose (Img /ml) a
différentes concentrations (10-60 mg /ml) dans les mémes conditions que le dosage. La droite

de régression obtenue est : y = 23,15 x + 0,0156 avec R* = 0,991.

3.1.1.3 Dosage des protéines solubles totaux
» Principe
Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode colorimétrique décrite par
Bradford 1976, qui repose sur le principe qu’une solution d’acide de Bleu Brillant de

Coomassie G-250 est absorbée en maximum a 595 nm, lorsqu’elle fixe avec les protéines. Ce
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test est trés reproductible et rapide avec le processus de liaison de colorant pratiquement
complet en environ 2 min avec une bonne stabilité de la couleur pendant 1 h (Bradford, 1976).
Cette méthode utilise la propriété du BBC a se fixer sur les acides aminés basiques (lI'arginine
en particulier) et aromatiques (Adrian et al., 1998).

» Mode opératoire

Les protéines solubles sont dosées selon la technique utilisée par Bradford (1976).

Dans des tubes a hémolyses en verre, chaque 200 pl d’extrait méthanolique est
mélangé avec 2 ml de réactif de Bleu Brillant de Coomassie (BBC) G-250. Apres 5 minutes,
les absorbances sont lues au spectrophotométre a une longueur d’onde de 595 nm dans une
période qui ne dépasse pas une heure. La courbe d’étalonnage a été effectuée Avec une
solution de BSA 1 g/I.

Les quantités des protéines solubles présentes dans les extraits sont déterminées par
référence a un courbe d’étalonnage €tabli a partir d’une solution mere de bovine sérum
albumine BSA (1 mg/ml) a différentes concentrations (20-100 mg /ml) dans les mémes
conditions que le dosage. La droite de régression obtenue est : y = y=0,001x+0,000, avec R? =
0,997.

3.1.2 Les métabolites secondaires

Selon Wojakowska et al. (2013) les plantes produisent plus des métabolites
secondaires au cours d’une attaque par des agents pathogénes. Ilia et al. (2021) notent que le
miel posséde plusieurs propriétés (antioxydants, antifongiques antibactériens et antiseptiques).
Les abeilles transportent également de nombreux métabolites secondaires présents dans le
nectar et le pollen qui ont ces proprietés biologiques, qu'elles utilisent plus tard dans la

production du miel.

3.1.2.1 Préparations des extraits
» Extraits méthanoliques
Ces extraits alcooliques sont préparés a partir d’'un nombre de 9 fleurs sans anthéres
de chaque échantillon. A chaque 3 fleurs par échantillon est ajouté 5 ml de méthanol absolu.
Les tubes fermés sont conservés a ’abri de la lumiére a une température ambiante. Aprés 24

heures les fleurs ont été enlevées des tubes et les extraits sont gardés pour le dosage.
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» Extraits Hydriques
En suivant la méme procédure utilisée pour les extraits méthanoliques, les 5 ml de

méthanol sont remplacées par 5 ml d’eau distillée bouillante.

3.1.2.2 Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit des
1965 par Singleton et Rossi. Le réactif est constitué par un mélange d’acide phospho-
tunguistene (H3PW12040) et d’acide phospho-molybdene (H3PMO;1,040) utilisé pour le
dosage colorimétrique in vitro des antioxydants phénoliques et polyphénoliques, également
appelée méthode ‘‘GAE ©* d'équivalence de l'acide gallique (Singleton, 1999). Cette réaction
entraine la formation d'un nouveau complexe molybdene-tunguisténe de couleur bleu
(Ribereau-Gayon, 1968). La coloration produite, est proportionnelle a la quantité de
polyphénols presents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

» Mode opératoire

Les polyphénols totaux sont dosés par spectrophotométrie selon la technique utilisée
par Singleton et Rossi (1965) en y apportant quelques modifications.

Dans des tubes a essais, un volume de 200 ul de chagque extrait méthanolique et
hydrique de la plante a été mélangé avec 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Aprés 4
mn, un volume de 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (Na, Co3) a 7,5% est ajouté
au mélange. Les tubes sont ensuite agités puis conservés pendant 30 mn a 1’obscurité a
température ambiante. L’absorbance est lue par le spectrophotométre a 765 nm.

La quantification des polyphénols totaux dans les extraits se fait en fonction d’une
courbe d’étalonnage realisée par I’acide gallique (1mg/ml) a différentes concentrations (0-200
mg/ml) comme standard. La courbe a été effectuée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons. La droite de régression obtenue est : y= 11,161 x - 0,03,

avec R2=10,9.

3.1.2.3 Dosage des flavonoides totaux
» Principe
Le dosage des flavonoides a été determiné par spectrophotométrie en suivant la
méthode de Trichlorure d’aluminium AICl; (Lamaison et al., 1990). Un dosage
colorimétrique est basé sur la formation d’un complexe de couleur jaune résulte de la fixation

des ions Al3+ sur les atomes d’oxygéne, présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides
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(Ribereau-Gayan, 1968). Le chlorure d’aluminium forme ainsi des complexes acides labiles

avec les groupes orthodihydroxyl dans le cycle A ou B de flavonoides (Chang et al., 2002).

» Mode opératoire

Les flavonoides totaux sont doses selon la technique utilisée par Quettier-Deleu et al.
(2000).

Dans des tubes a essais, un volume de 1 ml de chaque extrait méthanolique et
hydrique a été mélangé avec 1 ml de trichlorure d’aluminium (AICl3) & 2% M. Les mélanges
sont laissés réagir pendant 10 min, a température ambiante et a 1’abri de la lumiere.
L’absorbance a été lue par le spectrophotometre a une longueur d’onde de 430 nm.

La quantification des flavonoides totaux dans les extraits se fait en fonction d’une
courbe d’étalonnage réalisée par la catéchine (01 mg/ml) a différentes concentrations (0-40
mg /ml) comme standard. La courbe a été effectuée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons. La droite de régression obtenue est : y= 0,0224 x - 0,0037,
avec R? = 0,992.

3.1.2.4 Dosage des tanins condensés
» Principe

Le dosage des tanins condensés a ete décrit par Broadhurst et Jones (1978), modifiée
par Heimler et al. (2006). Cette méethode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec
les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré dont
I’intensité est mesurée a 760 nm (Ba et al., 2010). Le principe de cette réaction dépend de la
fixation du groupement aldéhydique de vanilline avec le groupement flavonoide terminal et la
formation de complexes rouges, cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer en

anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline (Schofield et al., 2001).

» Mode opératoire
Les tanins condensés sont dosés selon la technique utilisée par Price et al. (1978).
Dans des tubes a essais, un volume de 200 ul de chaque extrait méthanolique et
hydrique a été mélangé avec 1,5 ml de vanilline et 700 ul d’acide de chlorure d'hydrogéne
concentré (HCL). Les mélanges sont conservés pendant 20 min, a température ambiante et a
I’obscurité. L’absorbance a été lue par le spectrophotométre a 500 nm.
La quantification des tanins condensés dans les extraits se fait en fonction d’une

courbe d’étalonnage réalisée par ’acide tannique (01 mg/ml) & différentes concentrations (10-
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60 mg /ml) comme standard. La courbe a été effectuée en parallele dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons. La droite de régression obtenue est : y = 0,4287 x + 0,0014,
avec R? = 0,995.

3.2 Les composes présents dans le pollen

3.2.1 Préparation des extraits
Pour chaque échantillon, 8 fleurs ont été prélevées, les anthéres de chaque fleur sont
mises dans un tube fermé contenant 4 ml d’éthanol absolu. Les tubes ont été laissés durant 24

heures a I’obscurité a une température ambiante avant leurs utilisations.

3.2.2 Dosage des protéines solubles totaux

Selon Bonté et Desmouliére (2013). Le pollen constitue la principale source de
protéines pour ’abeille par rapport aux ses autres composés (lipides, vitamines...).Un dosage
a ete fait pour déterminer les variations sur la teneur des protéines chez le M. vulgare au stade
reproducteur.

Ce dosage a été effectué selon la méthode décrite par Bradford (1976) en suivant les

mémes étapes utilisées precédemment pour les protéines du nectar (Paragraphe 3.1.1.3).

4 Analyses statistiques

Les valeurs des parameétres étudiés ont été exprimées sous forme de moyennes +
écart type. La comparaison entre les échantillons a été effectuée par ’analyse des variances
(ANOVA), suivie le test de Tukey au seuil 5% lorsque le résultat est significatif. Le logiciel
utilisé est STATISTICA version 10.
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5 Aspects morphologiques
5.1 Nombre d'étages floraux par ramification

La figure 07 présente le nombre d’étages floraux de M. vulgare au cours de la
période de floraison qui commence avec 3,83 + 0,75 et augmente jusqu'a la quatriéme
semaine pour atteindre 6,66 £ 1,21 puis diminue a 4 + 0,89 en fin de floraison par fanaison ou
diminution de formation des étages floraux, montrant un effet significatif avec Fu 15 = 3,097 ;
P = 0,048 mettant en évidence deux groupes homogeénes selon le test HSD de tukey, un

groupe pour la premiere et la cinquiéme semaine et un second pour le reste de I’essai.
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Figure 07. Nombre moyen d'étages floraux par ramification chez M. vulgare du 03 juin au 4
juillet.
Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.
5.2 Nombre de fleurs ouvertes par étage floral

D’aprés la figure 08 le nombre de fleurs ouvertes de M. vulgare par étage floral en
moyenne est de 3,33 + 1,36 a 5,66 + 1,96 de la premiere a la quatrieme semaine puis diminue
a 3 £ 1,67 en fin de période de floraison. L’analyse de la variance met en évidence un effet
hautement significatif pour les semaines avec : Fu 5 = 4,610 ; P = 0,006 avec 3 groupes

distincts, début de floraison, floraison maximale et fanaison.
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Figure 08. Nombre moyen de fleurs ouvertes par étages florales par ramification au cours de
chaque semaine chez M. vulgare du 03 juin au 4 juillet.
Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.

5.3 Nombre de fleurs ouvertes par étage floral entre matin et apres-midi

Selon la figure 09 le nombre de fleurs ouvertes de M. vulgare au cours des matins de
chaque semaine sont de 1,67 + 1,15 a 6,67 £ 2,51 avec une moyenne de 4,066 = 1,38, les
aprés-midis sont de 3,33 + 0,58 a 6 + 1,16 avec une moyenne de 4,732 £ 0,696. L’analyse
statistique montre un effet non significatif avec : F(2,15) = 0,308 ; P = 0,74 pour les périodes
journaliéres et Fg 15 = 0,878 ; P = 0,55 pour I’ensemble de test, par contre la comparaison des
semaines montre une signification avec : Fu 15 = 4,176 ; P = 0,018 avec 3 groupes homogénes

cités dans le paragraphe précédant.

6 Cinetique des métabolites dosés dans les fleurs

6.1 Metabolites primaires

6.1.1 Les sucres solubles totaux

Les concentrations des sucres totaux dans les extraits méthanoliques des fleurs du M.
vulgare sont exprimées en pg équivalent de glucose (Eq G) par fleur pour chaque période
journaliére et hebdomadaire.

D’apres la figure 10, a I’exception du matin de la premiere semaine ou la valeur des
sucres est en moyenne de 196,33 + 84,81 ug Eq G / fleur plus élevée, toutes les autres valeurs
périodes confondues sont inférieurs a cette valeur de 65,644 + 3,381 a 118,44 + 10,04 ug Eq

G / fleur. L analyse statistique montre une différence significative entre les deux
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Figure 09. Comparaison du nombre moyen de fleurs ouvertes par étages florales par
ramification entre matin et aprés-midi au cours des semaines de floraison chez M. vulgare du
03 juin au 4 juillet.

Moyenne + écart-type ; a et b groupes homogenes par test HSD de Tukey.
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Figure 10. Cinétique des teneurs moyennes en sucres solubles totaux dans les fleurs de M.
vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes journaliéres.
Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.
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périodes journaliéres avec : Fas0) = 4,892 ; P = 0,031, tres hautement significative entre les
semaines avec : F(4,50) = 16,702 ; P < 0,0001 avec deux groupes distincts séparant la
premiére semaine des autres et hautement significative pour ’ensemble de I’essai avec : F450)
= 4,421 ; P = 0,0039 avec deux groupes homogenes selon le test HSD de tukey, un groupe

pour le matin de la premiére semaine et ’autre pour le reste.

6.1.2 Les protéines solubles totaux

Les concentrations des protéines solubles dans les extraits méthanoliques des fleurs
du M. wvulgare sont exprimées en pg par fleur pour chaque période journaliére et
hebdomadaire.

Selon la figure 11, on note une augmentation des valeurs moyennes en protéines au
cours des matins et aprés-midis tout le long du cycle de floraison de 58,66 + 20,768 a 154,77
+ 46,86 pg / fleur. L’analyse statistique montre une différence non significative entre les deux
périodes journalieres avec : Fgs0) = 0,095 ; P = 0,75, trés hautement significative entre les
semaines avec : Fusg = 20,148 ; P < 0,0001 avec 2 groupes distincts dont un regroupe les
trois premicres semaines et l’autre regroupe les deux derniéres, et significative pour
I’ensemble de 1’essai avec : Fas0) = 3,439 ; P = 0,014 avec 6 groupes homogénes par le test
HSD de tukey.
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Figure 11. Cinétique des teneurs moyennes en protéines solubles totaux dans les fleurs de M.
vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes journalieres.
Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.
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6.2 Meétabolites secondaires
6.2.1 Les polyphénols totaux

6.2.1.1 Dans les extraits méthanoliques

Les concentrations des polyphénols dans les extraits méthanoliques et hydriques des
fleurs du M. vulgare sont exprimées en pg équivalent de 1’acide gallique (Eq ACG) par fleur
pour chaque période journaliere et hebdomadaire.

La figure 12 indique que les teneurs des polyphénols des échantillons des matins sont
de 27,56 + 12,12 a 42,42 + 25,67 ug Eq ACG / fleur et pour celles des aprés-midis sont de
21,92 +5,10 4 35,19 £ 9,42 ug Eq ACG / fleur, il est noté qu'a la derniere semaine les valeurs
des apres-midis sont supérieurs a celles des matins. L’Anova montre une différence
hautement significative entre les deux périodes journalieres avec : F g0 = 8,320 ; P = 0,005.

A Dexception de la premiére semaine, la courbe des matins montre des valeurs
proches a partir de la deuxieéme semaine jusqu'a la fin du cycle, pour les aprés-midis ceux-ci
montrent quelques variations. L’analyse de la variance met en évidence une différence non
significative entre les semaines avec : Fugoy = 1,598 ; P = 0,18 et significative pour
I’ensemble de I’essai avec : Fu go) = 3,453 ; P = 0,0117 met en évidence trois groupes

homogeénes selon le test HSD de tukey.
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Figure 12. Cinétique des teneurs moyennes en polyphénols totaux dans les fleurs des extraits
méthanoliques de M. vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes
journaliéres.

Moyenne + écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.
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6.2.1.2 Dans les extraits hydriques

La figure 13 présente les variations des teneurs des polyphénols totaux dans les
extraits hydriques semblent étre plus ou moins stables avec des valeurs de 25,187 + 3,49 a
35,66 + 5,81 pg Eq ACG /fleur pour les aprés-midis. 1l est de méme pour les échantillons des
matins qui varie de 47,78 + 13,22 a 49,20 + 24,24 ug Eq ACG /fleur a I’exception de la
quatrieme semaine avec 24,69 + 3,06. L’anova montre un effet trés hautement significatif
entre les deux périodes journaliéres avec : F(1,50) = 18,820 ; P < 0,0001
La comparaison des semaines montre que les teneurs des matins sont supérieurs a celles des
apres-midis sauf pour la quatriéme. L’analyse de la variance met en évidence une différence
non significative entre les semaines avec : Fuso) = 2,445 ; P = 0,058 et hautement significative
pour I’ensemble de ’essai avec : Fa50) = 4,338 ; P = 0,004 avec cing groupes homogeénes par
le test HSD de tukey.
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Figure 13. Cinétique des teneurs moyennes en polyphénols totaux dans les fleurs des extraits
hydriques de M. vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes
journaliéres.

Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.

6.2.2 Les flavonoides totaux

6.2.2.1 Dans les extraits méthanoliques
Les concentrations des flavonoides totaux dans les extraits méthanoliques et
hydriques des fleurs du M. vulgare sont exprimées en g équivalent de catchecine (Eq CAT)

par fleur pour chaque période journaliére et hebdomadaire.
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La figure 14 indique que les teneurs des flavonoides totaux des échantillons des
matins sont d’environ 14,54 + 4,26 a 17,185 + 11,32 ug Eq CAT / fleur au niveau des deux
premieres semaines puis chutent a 4,87 + 3,34 ug Eq CAT / fleur a partir de la troisieme
semaine jusqu'a la fin de la période de floraison. Par contre, au niveau des aprés-midis, les
teneurs sont stables pendant les quatre premieres semaines avec une légére chute en fin de
cycle de floraison.

L’analyse statistique montre des différences significatives a trés hautement
significatives avec : Fqs0) = 6,594 ; P = 0,013 pour les périodes, Fus0 = 7,509 ; P < 0,0001
pour les semaines avec quatre groupes distincts et Fa s = 5,126 ; P = 0,001 pour I’ensemble

de I’essai avec 4 groupes homogenes selon le test HSD de tukey.
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Figure 14. Cinétique des teneurs moyennes en flavonoides totaux dans les fleurs des extraits
méthanoliques de M. vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes
journaliéres.

Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.

6.2.2.2 Dans les extraits hydriques

La figure 15 présente les variations des teneurs des flavonoides totaux dans les
extraits hydriques semblent étre plus ou moins stables avec des valeurs de 4,51 + 1,44 a 8,40
+ 1,78 pg Eq CAT / fleur pour les matins. Il est de méme pour les échantillons des apres-
midis qui varie de 3,65 = 1,19 4 5,99 £ 1,94 ug Eq CAT / fleur a I’exception de la quatrieme
semaine avec 5,99 £ 1,95. L’Anova montre une différence trés hautement significative entre

les deux périodes journalieres avec : F( 50y = 15,770 ; P = 0,00023.
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La comparaison des semaines montre que les teneurs des matins sont supérieurs a
celles des aprés-midis sauf pour la quatrieme. L’analyse de la variance met en évidence une
différence significative entre les semaines avec : Fus0) = 3,048 ; P = 0,02 avec 3 groupes
distincts et une interaction hautement significative pour ’ensemble de I’essai avec : F(s50) =
4,124 ; P = 0,005 avec 5 groupes homogeénes selon le test HSD de tukey. Ce schéma a été

remarqué chez les polyphénols des extraits hydriques.
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Figure 15. Cinetique des teneurs moyennes en flavonoides totaux dans les fleurs des extraits
hydriques de M. vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes
journaliéres.

Moyenne + écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.

6.2.3 Les tanins condensés

6.2.3.1 Dans les extraits méthanoliques

Les concentrations des tanins condensés dans les extraits méthanoliques et hydriques
des fleurs du M. vulgare sont exprimées en ug équivalent de 1’acide tannique (Eq ACT) fleur
pour chague période journaliére et hebdomadaire.

La figure 16 indique que les teneurs des tanins condensés dans les échantillons des
matins montre une valeur de 0,29 + 0,039 ug Eq ACT / fleur dans la premiére semaine, puis
diminue jusqu'a arrivée a 0,17 £ 0,073 ug Eq ACT / fleur dans la quatrieme semaine et
augmente a 0,21 + 0,038 ug Eq ACT / fleur dans la fin de cycle de suivie. Par contre, les
échantillons des apres-midis montrent des variations entre les semaines de 0,15 + 0,041 4 0,24
+ 0,054 ug Eq ACT / fleur.
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L’analyse statistique montre une différence non significative entre les deux périodes
journaliéres avec : Fgs0) = 2,949 ; P = 0,09, trés hautement significative entre les semaines
avec : Fus0) = 6,057 ; P = 0,000470 avec 2 groupes distincts dont un regroupe seulement la
premiere semaine et significative pour I’ensemble de 1’essai avec : Fas0) = 3,305 ; P = 0,0176
avec 5 groupes homogenes selon le test HSD de tukey.
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Figure 16. Cinétique des teneurs moyennes en tanins condensés dans les fleurs des extraits

méthanoliques de M. vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes
journaliéres.

Moyenne + écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.

6.2.3.2 Dans les extraits hydriques

La figure 17 présente les variations des teneurs des tanins condensés dans les extraits
hydriques. Les teneurs des échantillons des matins sont d’environs 0,094 + 0,018 a 0,12 *
0,033 ug Eq ACT / fleur, ceux-ci sont supérieurs a celles des apres-midis d’environs 0,11 *

0,02 a 0,069 £ 0,027 g Eq ACT / fleur sauf au cours de la premiére semaine ou ils semblent
étre égaux.

L’analyse statistique montre une différence hautement significative entre les deux
periodes journaliéres avec : Fus0) = 9,706 ; P = 0,003 et non significative entre les semaines

avec : Fas0) = 0,950 ; P = 0,44 et pour ’ensemble de ’essai avec : Fs50= 1,590 ; P = 0,19.

38

——
| —



Chapitre 111 Résultats

0,18 - .
== Matin
0,16 - == Aprés-midi
0,14 - -
S =
23 012 - - a
U w
eF 014 .
S
(8]
0,08 -
[7,) ’
c g - b
g gn 0,06 -
= -
0,04 -
0,02 -
0 T T T T 1
semaine 1 semaine 2 semaine 3 semaine 4 semaine 5

Figure 17. Cinétique des teneurs moyennes en tanins condensés dans les fleurs des extraits
hydriques de M. vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes
journaliéres.

Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.

7  Cinetique des métabolites dosés dans les antheres
7.1 Les protéines solubles

Les concentrations des protéines solubles dans les extraits éthanoliques des antheres
des fleurs du M. vulgare sont exprimées en g par anthére pour chaque période journaliere et
hebdomadaire.

D’apres la figure 18 les deux courbes montrent des réactions inverses depuis le déebut
jusqu'a la quatrieme semaine et une légére diminution a la fin de cycle de suivie, avec des
moyennes de 75,79 £ 1,070 a 77,91 £ 1,85 g / anthére pour les matins et de 74,48 £ 2,16 a
79,57 + 2,20 pg / anthére pour les aprés-midis. L’analyse statistique montre une différence
significative entre les périodes journalieres avec : Fuso) = 5,97 ; P = 0,018, tres hautement
significative entre les semaines avec : Fs0) = 8,95 ; P < 0,0001 avec 2 groupes distincts dont
un regroupe seulement la premiére semaine et hautement significative pour I’ensemble de

’essai avec : Fas0) = 4,94 ; P = 0,0019 avec 5 groupes homogenes selon le test HSD de tukey.
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Figure 18. Cinétique des teneurs moyennes en protéines solubles dans les antheres de M.
vulgare au cours du stade reproducteur (en semaines) en deux périodes journalieres.
Moyenne * écart-type ; a et b groupes homogeénes par test HSD de Tukey.
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Discussion générale et conclusion

Notre travail est complémentaire a un suivi entomologique qui met en relation les
plantes et insectes pollinisateurs dans la commune d’El Hammamet de la wilaya de Tébessa.
Le site d’étude a pour plante dominante le Marrubium vulgare, connue sous le nom de
Marrube blanc appartenant & la famille des lamiacecae. Nous pouvons imaginer que les
insectes pollinisateurs, dont les abeilles, dépendent de cette plante, a la quéte de nourriture ou
autres. Les périodes monoflorales obligent ces derniéres a se rabattre sur ce qui est présent.
Dans notre cas, cette espece attire beaucoup de pollinisateurs potentiels, d’ou la curiosité
d’étudier le contenu en principes actifs des fleurs en paralléle au volet entomologique par nos
collegues écologues.

M. vulgare est une plante vivace, dotée d’un feuillage aromatique d’une odeur assez
prononcée. Sa floraison nectarifere et mellifere s’étale de mai a septembre en général, mais
dans notre cas, cette période de floraison a été notée de juin jusqu’au début de juillet. Cette
phase parait trés courte en comparaison de ce qui est cité précédemment, ceci peut étre
expliqué par les fortes chaleurs notées 1’été de 2022 qui a accéléré ou raccourcit cette phase
florifére en plus de la rareté des pluies.

Le nombre d’étages floraux et le nombre de fleurs épanouies peuvent jouer un role
important dans la quantité de visiteurs tels que les abeilles. Au cours de notre étude, on note
que le nombre d’étages floraux chez M. vulgare est compris entre 3,83 + 0,75 et 6,66 £ 1,21
par tige tandis que le nombre de fleurs par étage est entre 1,67 + 1,15 et 6 £ 1,16 qui varient
au cours du stade reproducteur. Ces résultats corroborent avec ceux annonces par Lunca
(2008) qui note que chaque tige a en moyenne 7 étages floraux au maximum la floraison,
composeés de neuf fleurs avec un cycle de vie moyen de deux jours. Le nombre de fleurs
ouvertes/étages commencent a augmenter jusqu’a atteindre un maximum entre la deuxiéme et
la quatrieme semaine de floraison, puis diminue. Cet état de fait du cycle de début et fin de
floraison est noté chez la plupart des plantes, comme I’indiquent les travaux de Helenurm et
Barrett (1987) sur 12 espéces florales. Le nombre d’étages avec des fleurs ouvertes peut
augmenter le nombre d’insectes pollinisateurs au nivau de ces semaines de floraison, tandis
que leur diminution peut amener les insectes a visiter d'autres plantes ou sites.

M. vulgare est I’'une des plantes melliféres visitées par les abeilles et les insectes
pollinisateurs pour leur nectar riche en sucres et d'autres métabolites et leur pollen riche en
protéines (Louveaux, 1980 ; Bonté et Desmouliere, 2013). Au stade reproducteur, il est
possible que la plante modifie la production et la concentration de certains métabolites pour
favoriser la pollinisation ou la protection des organes reproducteurs. Aussi, pour faire face au

stress environnemental, les plantes synthétisent un grand nombre de métabolites secondaires
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(Croteau et al., 2000). Elles dérivent de métabolites primaires qui ont une fonction vitale pour
les organismes vivants tels que les glucides, protéines et lipides (lIriti et Faoro, 2009). Ils
protégent les plantes contre les attaques des herbivores et d’agents pathogénes, ils servent
comme phytohormones ou encore comme substances stimulantes pour les pollinisateurs
(Kimura et al., 2001).

Le suivi des métabolites a été au cours des cing semaines de floraison a raison de
deux périodes journaliéres matin et apres-midis. Notre étude sur la cinétiqgue hebdomadaire
des sucres indique une légere diminution en fin de cycle reproducteur avec des valeurs
comprises entre 65,64 + 3,38 et 196,34 + 84,81 ug Eq G /fleur. Les recherches de Sood et al.
(2006) sur les fleurs de deux especes montrent que la teneur en sucres a diminué lorsque la
fleur a atteint son stade de pleine floraison. Tandis que Shahri et al. (2011) indique une
augmentation des sucres pendant l'ouverture des fleurs et diminution en cours de sénescence.
Les résultats de Chabert et al. (2020) sur le nectar de tournesol indique que les quantités des
sucres du nectar augmentent avec la température jusqu’a un optimum de 32 °C et baissaient si
elle dépasse cette valeur. 1l indique aussi que I’humidité de I’air peut contrdler également ces
quantités. Ces résultats sont opposés a ceux de Petanidou et Smets (1996) sur les plantes
méditerranéennes, ceux-ci montrent que toutes les valeurs de nectar, notamment le volume
par fleur, la teneur en sucre et la concentration, ont augmenté avec la température jusqu'a 38
°C, tant que les plantes n'étaient pas stressees par I'eau. Tandis que Azhar et al. (2011) note
que le métabolisme des glucides est tres sensible aux conditions hydriques des plantes. Nos
résultats montrent des quantités de sucres plus ou moins constantes, on peut s’attend a la
présence de la méme quantité de visiteurs au niveau de cette plante en corrélation avec le
nombre de fleurs ouvertes.

Le deuxiéme métabolite suivi est les protéines, nous montrent une augmentation des
teneurs en protéines dans les fleurs du M . vulgare au cours de la floraison avec des valeurs
comprises entre 58,66 + 20,77 et 159,77 + 46,02 pg/fleur. Cette augmentation est constatée
aussi bien le matin que I’aprés-midi. Gell et al. (1986) au cours de leurs études sur les fleurs
de Nicotiana alata montrent que la quantité totale et la concentration de protéines dans le
stigmate augmentent au cours du développement de la fleur.

Les quantités en protéines dans le nectar et dans le pollen étaient respectivement
entre 58,66 + 20,77 et 159,77 + 46,02 ug/fleur et entre 74,48 + 2,16 et 79,57 £ 2,20
pg/anthére. Furuyama et Dzelzkalns (1999), trouvent que les niveaux de protéine observés
dans les pistils des fleurs ouvertes sont plus élevés, par contre dans les anthéres sont plus

faibles. VVan Herpen (1981) lors de son étude sur les fleurs de Petunia hybrida a conclu que

43

——
| —



Discussion générale et conclusion

la température affecte les teneurs en protéines dans les styles et les antheres. La cinétique des
protéines du pollen montre une diminution au cours de ce stade ainsi qu’un pic en milieu du
stade en aprés-midis que matin.

Les abeilles transportent les métabolites secondaires présents dans le nectar et le
pollen qui ont certaines propriétés biologiques, qu'elles utilisent plus tard dans la production
du miel. Les quantités de ces métabolites secondaires pour certains sont dans les extraits
méthanoliques plus élevées que celles dans les extraits aqueux. Les teneurs moyennes en
polyphénols totaux sont entre 21,07 et 42,42 ug Eq ACG/fleur dans les extraits méthanoliques
et entre 24,69 et 49,20 ug Eq ACG /fleur dans les extraits aqueux. Les flavonoides sont entre
2,93 et 17,185 pg Eq CAT /fleur dans les extraits méthanoliques et entre 3,65 et 8,40 ug Eq
CAT /fleur dans les extraits aqueux, et les tannins sont entre 0,07 et 0,12 pg Eq ACT/fleur
dans les extraits méthanoliques et 0,07 et 0,12 ug Eq ACT /fleur dans les extraits aqueux. Nos
résultats sont similaires a ceux de Mittal et Nanda (2016) ou la plupart des constituants des
plantes sont solubles dans 1’alcool avec 8,66% tandis que dans I’eau, ils sont de 5,90%.
Stankovic (2011) a trouve que la solubilité élevée des polyphénols dans les solvants polaires
donne la concentration élevée de ces composés dans les extraits obtenus. Les valeurs
moyennes en polyphénols et tannins semblent plus ou moins stables au cours de la période de
floraison, tandis que les flavonoides montrent une diminution. Jia et al. (2016) au cours d’une
étude sur les feuilles et les fleurs de thé indique que la plupart des flavonoides ont diminué au
cours du développement de la fleur.

Wojakowska et al. (2013), montre que 1’augmentation des concentrations des
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques au cours d’une infection par agent
pathogeéne est pour protéger les plantes puis diminue. Verma et Shukla (2015) lient ces
variations aux changements des conditions environnementales au cours de la vie de la plante
en fonction de leurs besoins. Ebrahimi et al. (2008) montre ainsi ’effet de plusieurs facteurs
extrinseques tels que les facteurs géographiques, climatiques et environnementaux sur la
teneur des composés phénoliques. On note une cinétique identique des flavonoides et tanins
des extraits hydriques, en particulier la diminution des valeurs au cours de la quatriéme
semaine, ce qui nous suppose qu’une substance n’est pas soluble pas dans I’eau tant que la
température est élevée au cours de cette semaine ou elle était en moyenne de 40 °C. On trouve
que le M. vulgare a des quantités de flavonoides plus élevées a ceux des tanins. Bouterfas et
al. (2013) a exposé des résultats différents indiquant que les extraits méthanoliques des fleurs

accumulent plus des tannins condensés que des flavonoides, il montre que I'utilisation de
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différentes méthodes de quantification et d’extraction, réduisent la fiabilité des comparaisons
entre les études.

Plusieurs études sur différentes especes mettent en évidence I’effet des paramétres
biotiques et abiotiques par une augmentation ou diminution des métabolites secondaires
notamment, les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins, on peut citer les hautes
températures (Barani et al., 2021), le manque d’eau (Zobayed et al., 2007 ; Azhar et al.,
2011), la lumiere (Verma et Shukla, 2015), le stress salin (Akula et Ravishankar, 2011), la
durée du jour et les périodes journaliéres (Benarfa et al., 2019), les variations saisonnieres
(Prinsloo et Nogemane, 2018). McClung (2006) présente I’effet de cycle jour et nuit et les
variations des conditions climatiques entre ces deux périodes sur le métabolisme des plantes,
ceux qui peuvent expliquer les concentrations plus élevées de la plupart des métabolites des
fleurs de M. vulgare les matins que les aprés-midis.

Les variations dans les teneurs des metabolites du nectar et du pollen sont
dépendantes de facteurs mentionnés précédemment representés par les conditions climatiques
qui varient entre les semaines et les heures du jour en corrélation avec les tempeératures et la
biologie de la plante. Tous ces changements peuvent diminuer la pollinisation et affecter le
taux de visite des pollinisateurs et avoir des répercussions sur la reproduction de cette plante.
En effet, la diminution de la quantité de sucre au cours du temps affecte négativement les
performances de vol des abeilles (Hendriksma et al., 2014). D'autres auteurs ont également
indiqué que le taux de sécrétion de nectar, la concentration en sucre et la teneur en énergie
sont déterminants dans la relation plante/pollinisateur (Cruden et al., 1983 ; Pacini et Nepi,
2007 ; Galetto et Bernardello, 2004). Par conséquent, la sécrétion de nectar est essentielle aux
plantes dépendantes de la pollinisation par les insectes pour leur reproduction (Shuel, 1992).

Au cours de cette étude, nous avons constaté que certains métabolites sont plus
sensibles que d’autres vis-a-vis des fluctuations biotiques et abiotiques qui peut se répercuter
sur la quantité du nectar et de pollen pris a différents moments du cycle de floraison et du jour
par les pollinisateurs et dela sur le miel pour les abeilles. On suppose que la composition
chimique du nectar et de pollen peut varier en fonction de la plante, de son stade de
développement, de I'neure de la journée et méme, de facteurs environnementaux tels que la
température et I'numidité. Ces variations peuvent influencer la préférence des abeilles pour
certaines plantes et affecter leur comportement de butinage.

Cette contribution est loin d’avancer des confirmations, il est recommandé d’utiliser

des techniques plus adéquates et un suivi plus précis.
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