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Résumé

L’objectif des travaux de cette these concerne la caractérisation du germoplasme marocain du cactus Opuntia. Les
études réalisées pour atteindre cet objectif ont portées sur le comportement phénologique, les caractéristiques
génétiques et la composition physicochimique du cactus, ainsi que sur les molécules a fort potentiel thérapeutique,
susceptibles d’avoir des effets bénéfiques pour les cellules du systéme nerveux central, dans les extraits de cactus
(fruit, fleur, graine, huile, raquette et épine) et ceci en comparaison avec I’huile d’ Argan. Les travaux ont été réalisés
dans quatre laboratoires partenaires partageant des compétences dans les domaines d’analyses agronomique,
biochimique et moléculaire. Les résultats de nos travaux sont présentés dans trois volets : (i) la caractérisation
agronomique du cactus, (ii) la purification et la caractérisation des extraits et des molécules naturelles et (iii)
I’évaluation des effets biologiques de ces molécules sur un modéle cellulaire. L’étude phénologique sur des écotypes
agées de 4 ans, issus du site expérimental de I’INRA d’Ain Nezagh, nous a permis de les classer selon le taux de
fructification ou la production de biomasse de maniére a mieux orienter leur utilisation en fonction de 1’origine
géographique et de I’espéce. L’étude de la diversité génétique, basée sur les traits morphologiques et les marqueurs
moléculaires, a permis d’identifier sur le site d’Ain Nezagh sept especes de cactus dont deux n’avait jamais été
décrites au Maroc, O. leucotricha et O. inermis. Les analyses morpho-anatomique et physico-chimique de la fleur, du
jus, du fruit et de la raquette d’écotypes agées de 10 ans provenant du site de I'INRA de Jemaat Riah ont démontré la
présence de deux espeéces différentes de cactus du genre Opuntia, comportant quatre variétés non identifiées
auparavant sur ce site. Nos travaux montrent donc I’existence d’une grande diversité génétique intra-especes
(variétés) et inter-espéces chez le cactus au Maroc. Paraléllement a ces études, les compositions chimiques des huiles
essentielles de raquette et de graine de cactus ainsi que celle d’huile d’argan ont été déterminées. A partir de ces
analyses, nous avons choisi d’étudier les effets de deux stérols, le spinastérol et le schotténol, ainsi que d’extraits de
stérols sur 1’activation du récepteur nucléaire LXR (Liver X receptor, impliqué dans la régulation du métabolisme du
cholestérol) dans les cellules cérébrales de la microglie (lignée murine BV-2). Nos résultats montrent que le
spinastérol et le schotténol, sans étre cytotoxiques, peuvent moduler les expressions des deux isoformes de LXR,
LXR-a et LXR-B, ainsi que de leurs génes cibles ABCA1 et ABCGI. De plus, le schotténol provoque une activation
specifique de LXR-B. Ces résultats suggérent que ces deux phytostérols pourraient avoir un réle protecteur dans la

modulation du métabolisme du cholestérol dans la microglie.



Abstract

The objective of this PhD thesis is to characterize the Moroccan germplasm of the cactus Opuntia collected from
different regions in Morocco, by studying the phenologic behavior, the genetic features and physicochemical
composition, along with the molecules of high therapeutic potential which may have beneficial effects on the central
nervous system cells from cactus extracts (fruit, flower, seed, oil, cladodes and spine) and compared to Argan oil.
This work has been conducted in fours different laboratories sharing complementary analyses skills at agronomic,
biochemistry, molecular levels. Our results are presented in three parts : (i) cactus agronomic characteristics, (ii)
purification and characterization of natural extracts and molecules and (iii) the evalution of biological effects of these
molecules using a cell model. Initially, the first experimental INRA site of cactus culture, located in Ain Nezagh and
containing ecotypes older than 4 years, allowed us to achieve a phenological study with the classification of the
ecotypes according to fruiting rate and to the biomass production in order to better guide their use according to
geographical origin and species. The genetic diversity study based on morphological traits and molecular markers
permited the identification, on the site of Ain Nezagh, of the presence of seven species of cactus among which two
have never been described in Morocco: O. leucotricha and O. inermis. The morpho-anatomical and physicochemical
analyses of cactus flower, juice, fruit and cladodes of 10 years old ecotypes issued from the Jemaat Riah INRA site,
demonstrated the presence of two different species of the genus Opuntia including four varieties not previously
identified on this site. Thus, our work indicates the existence of a large intra-species (varieties) and inter-species
genetic diversity. Secondly, the chemical compositions of cladode essential oils or cactus seeds as well as argan oil
were determined. From these analyzes, we have chosen to study the effects of two sterols, spinasterol and schottenol
and also sterol extracts on the activation of the nuclear receptor LXR (Liver X receptor, involved in the regulation of
cholesterol metabolism) in microglia brain cells (BV-2 murine cell line). Our results show that spinasterol and
schottenol, without being cytotoxics, can modulate the expression of the two isoforms of LXR, LXR-a and LXR-f, as
well as of their target genes ABCAL and ABCGL. In addition, the schottenol causes LXR-f3 specific activation. These
results suggest that these two phytosterols could have a protective role in the modulation of cholesterol metabolism in
microglia.
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I. INTRODUCTION

Au Maroc, le cactus est en train de connaitre un intérét grandissant et une extension sans precédent, surtout dans le
cadre du Plan Maroc Vert. En effet, son extension est en pleine croissance dans les provinces des Rhamna, Tiznit,
Guelmime et bient6t a Settat et Khouribga. Ses roles socio-économiques et environnementaux dans les zones a faible
pluviométrie et a hauts risques climatiques. Cependant le germoplasme national en cette culture reste peu caractérisé
de point de vue agronomique, systématique et physico-chimique afin de mieux cibler son exploitation et son
utilisation. Malgré la grande importance du cactus au Maroc, sa diversité génétique est a peine étudiée. En effet, dans
les derniéres années, plusieurs études ont été menées sur la diversité génétique de cactus. Par exemple, VValadez-
Moctezuma et al. (2014) ont étudié la diversité génétique au sein et entre les especes d'Opuntia mexicains en
utilisant des marqueurs RAPD et ISSR. En ltalie, Labra et al. (2003) ont évalué la diversité génétique des especes
Opuntia avec des marqueurs cpSSR et AFLP. Zoghlami et al. (2007) ont évalué la diversité génétique d’Opuntia
ficus indica L. Plus récemment, Bendhifi et al. (2013) ont publié un autre ouvrage sur la diversité généetique de la

méme espece en Tunisie a l'aide des descripteurs morphologiques et marqueurs RAPD.

Cependant, la recherche de nouvelles sources de molécules naturelles a potentiel antioxydant, présente un intérét
grandissant vis-a-vis les industriels. Au Maroc, le cactus nécessite, d’identifier non seulement les espéces de cactus
cultivées mais également des biomarqueurs spécifiques permettant d’identifier d'une part, 1’origine des huiles de
graines et huiles essentielles dans les extraits de cactus en fonction de I’espece et de la partie de la plante utilisée et
d'autre part d'identifier les principales molécules d’intéréts. Par contre 1’huile d’argan, est mieux connue que le
cactus, en particulier pour la prévention des maladies cardiovasculaires. Cette huile est riche en polyphénols (comme
I’acide férulique) et en tocophérols (qui ont un pouvoir antioxydant) et sa composition en acides gras mono- et

polyinsaturés est plus équilibrée que les autres huiles alimentaires (huiles d’olive et de tournesol par exemple).

Le but principal de cette thése est la caractérisation du germoplasme national de cactus a fruits afin de mieux orienter
les différents types d’utilisations de cette culture en fonction de ces caractéristiques agronomique et de son profil
chimique selon chaque espéce et selon les différentes formes d’exploitations, d’utilisations et de valorisations des
produits du cactus, et la recherche de molécules a fort potentiel thérapeutique susceptibles d’avoir des effets

bénéfiques pour le systeme nerveux central.
Dans le cadre de cette étude cing objectifs ont été fixés a savoir :

« Le premier objectif, est I’étude du comportement phénologique de ces écotypes en fonction de leur
appartenance a différentes espéces, en fonction de leur origine géographique et en fonction de I’influence des
conditions édapho-climatique, dans le but d'une part de classer et selectionner les écotypes qui ont un taux de

production élevée en raquette (biomasse) et qui vont servir comme source de fourrage pour le bétail, et d’autre
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part voir les especes qui ont un taux de fructifications élevés (production de fruit) et qui vont servir pour la
production agro-industriel, cosmétique et pharmaceutique.

Le deuxieme objectif concerne 1’évaluation de la diversité génétique au sein et entre les écotypes d’Opuntia
spp. a partir de différentes régions du Maroc, a l'aide des descripteurs morphologiques ainsi que des
marqueurs ISSR et RAPD.

Le troisieme objectif consiste en a la caractérisation physico-chimique des différentes parties de la plante de
cactus (jus de fruit, fleur, raquette, épine) afin de cibler les parties riches en molécules bioactives et les
orienter selon I’espece et la partie de la plante pour usage médicinale et pharmaceutique.

Le quatrieme objectif, est d’étudier la composition physico-chimique des huiles d’argan et de graine de
cactus en comparaison a I’huile d’olive comme huile référence bien documentée et objet de nombreuses
¢tudes scientifiques, ainsi cibler des biomarqueurs spécifiques permettant d’identifier 1’origine des huiles et
huiles essentielles dans les extraits de cactus en fonction de 1’espéce et de la partie de la plante utilisée. le
résultat de ces travaux sera utile pour établir de nouvelles normes en particulier pour les produits issus du
cactus.

Le cinquiéme objectif est I’évaluation de ’activité biologique in vitro des phytostérols issue de cactus et de

I’huile d’argan, et voir leurs effets sur le métabolisme lipidique au niveau cérébrale chez la souris.

Le travail objet de la présente these a éte réalise en trois parties a savoir : la caractérisation agronomique du cactus, la

purification et la caractérisation des extraits et des molécules naturelles et I’évaluation des effets biologiques de ces

molécules sur des modeéles cellulaires bien établis dans les laboratoires partenaires. Les quatre laboratoires associés

dans cette étude partagent des compétences dans différents domaines d’analyses agronomique, biochimique et

chimique, de biologie moléculaire et de physiopathologie :

De la bio-analyse, la caractérisation agronomique, la purification et la caractérisation de molécules naturelles
et I’évaluation sur des modeéles cellulaires (Institut National de la Recherche Agronomique de Settat : INRA,
Laboratoire de Biochimie et Neuroscience : LBN, Laboratoire Biochimie du Peroxysome, Inflammation et
Métabolisme Lipidique: BioPeroxIL);

De I’analyse biochimique et chimique de 1’huile d’Argan et du cactus et leurs effets biologique (Laboratoire
Biochimie du Peroxysome, Inflammation et Métabolisme Lipidique: BioPeroxIL, Laboratoire Officiel
d'Analyse et de Recherche Chimique: LOARC);

Evaluation des effets biologiques des phytostérols issues de I'huile d'argan et de cactus sur les activités de la
chaine respiratoire, au niveau cérébrale (Laboratoire BioPeroxIL, Laboratoire de Biochimie et Biologie
Moléculaire, Hormonologie-Métabolisme-Nutrition-Oncologie (CBP) Centre de Biologie et Pathologie Centre

Hospitalier Universitaire de Lille CHU).
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IL. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
A. Plantes médicinales et molécules bioactives
1. Plantes médicinales
a) Cactus (Opuntia spp)

(1) Description systématique des différentes parties de la plante (raquette,

fleur et épine)
Opuntia spp communément appelées figuier de Barbarie ou cactus Nopal, appartient a la famille des cactacées. C’est
une famille qui comprend environ 1500 espéces de cactus genre Opuntia. C’est une plante tropicale et subtropicale,
dicotylédone caractérisée par ces feuilles réduites en €pines, qui présente une grande capacit¢ d’adaptation aux
conditions les plus hostiles et produit une biomasse importante d'une maniére tres efficiente. Le genre Opuntia est
intégré a la famille des Cactaceae, 1’ordre des Caryophyllales et a la sous-classe des Caryophyllidae. Les Cactaceae
appartiennent a des espéces succulentes caulinaires subdivisées dans les tribus des Pereskieae, Opuntieae et Cereae.
La tribu des Opuntieae comprend le genre Opuntia, subdivisé a son tour en quatre sous-genres: Platyopuntia,
Cylindropuntia, Tephrocactus et Brasiliopuntia. Les sous genres d’Opuntia les plus largement présents au Maroc
sont les Cylindropuntia, comportant des articles qui sont des portions d'organe qui se séparant d'elle-méme, a une
certaine époque, du reste de l'organe en un point nommeé articulation. Ces derniers sont cylindriques portant des
épines (4 espéces au Maroc) et les Platyopuntia arborant des articles aplatis en raquettes, feuilles petites et caduques

et épines non grainées (au moins 21 espéces au Maroc) (Arba, 2000).

(a) Laraquette
Les espéces d’Opuntia sont des plantes vivaces. Elles ont une hauteur de quelques centimetres a plus de 6 m, un
systeme radiculaire charnu, superficiel et a dispersion horizontale (Sudzuki, 1995) et une tige charnue ou ligneuse
couverte d’'un épiderme. Cet épiderme est formé des cellules minces avec une paroi externe imprégnée d’une
substance lipidique appelée cutine recouverte de cires. La tige et les rameaux sont divisés en longueur pour donner
des raquettes cylindriques ou aplatis ayant une longueur moyenne de 30 a 50 cm et une largeur moyenne de 15 a 30

cm. La couleur des raquettes est verte (Scheinvar, 1995) (Figure 1).

(b) Lafeuille
Les feuilles des especes d’Opuntia sont réduites en épines et il est parfois difficile de les identifier ou de retrouver
leurs cicatrices. Les aréoles qui sont de petite protubérance a la surface des cactées d’ou émergent les aiguillons ou
les soies, portent des épines et des poils spéciaux appelés les glochides. Ces épines sont blanchatres, sclérifiées,
solidement implantées, avec une longueur de 1 & 2 cm. Il existe des variétés inermes (sans épines) (Figure 1). A partir

des tissus méristématiques des aréoles se développent les nouvelles cladodes, racines et fleurs (Sudzuki, 1995).
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(c) Lafleur
Les fleurs sont hermaphrodites, solitaires et de différentes couleurs selon les espéces avec des sépales, des pétales et
des étamines en nombre indéfini et en disposition spiralée. Leur gynécée est formé par un ovaire inféré constitue de 5

carpelles soudées qui se transforme a maturité en un fruit comestible (Nerd et al., 1991; Sudzuki, 1995) (Figure 1).

Différentes parties

de la plante de

Figure 1 : Présentation des différentes parties de la plante de cactus. A : Raquette d’Opuntia Spp, B : Aréoles d’Opuntia ficus
indica (inerme), C: Aréoles d'Opuntia munies d'épines D : Glochides d’Opuntia aciculata, E : Aiguille d’Opuntia leucotricha,

F : Fleurs d’Opuntia ficus indica, G : Fruits d’Opuntia spp.
(2)  Répartition géographique et divers utilisations scio-économiques

Cette plante a été adoptée par I'nomme pour différentes fins comme : fruit consommé frais ou conservé, fourrage sur
pied (raquette), Iégumes (jeune raquette = "Nopalitos™), plante pharmaceutique (fleurs, cladodes), plante industrielles
(confiture, jus, colorants naturels, boisson alcoolisée, produits cosmétiques), plante apicole, outil de contréle contre
I'érosion en agroforesterie et en amélioration pastorale et plante cléture/haie. Elle peut pousser dans des climats arides
et semi-arides avec une répartition géographique englobant le Mexique, I'Amérique latine, I'Afrique du Sud et les
pays de la Méditerranée (\VValente et al., 2010). Elle a été plantée dans de nombreux périmetre dans le cadre des
projets de developpement agricole et dans des programmes de lutte contre la sécheresse dans des terrains collectifs ou
privés. Le Maroc, qui a connu des années de sécheresses successives, gagnerait a développer la culture de cette plante
et & intensifier la vulgarisation de son usage en tant que source de fourrage et méme son industrialisation. Au Maroc,

il y a une diversité spécifique des espéces d’Opuntia les plus répandues dans le Royaume étant O. ficus indica, O.
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dillenii, O. vulgaris, O. compressa (\Walali, 1997 ; Arba et al., 2000). Dans la plupart des régions, surtout dans le
sud, les espéces les plus rencontrées sont : O. ficus indica et O. megacantha Slam-Dyck. Aux alentours de la ville
d’Essaouira c’est I’espece O. Shumannii weber qui est rencontrée. Au nord ouest du pays, quatre especes ont eté
identifiées : O. Dillenii, O. robusta wendl, O. cochenellifera (L.) Mill et d’O. microdasys. O. cochenellifera (L.) Mill
est une espéce épineuse avec des cladodes trés allongées et trés épaisses et qui se caractérise par des fruits tres
allongés par rapport aux fruits des autres especes. Ses fruits présentent la particularité de se détacher des cladodes
meéres a maturité mais ce phénomene n’est remarqué que dans les conditions environnementales de Foum El Oued a
Laayoune. Il y a aussi la présence d’O. microdasys, une espéce qui se caractérise par sa croissance et son
développement trés rapide. Méme si elle ne présente pas un vrai intérét agronomique pour la production du fruit, elle
peut étre utilisée dans la lutte contre 1’érosion (Boujghagh, 2011). En Algérie, certaines nouvelles especes ont éte
citées et identifiées du point de vue phénologique et morphologique, comme les especes Opuntia engelmanii et
Opuntia scheerii qui sont genétiquement tres différents (Hadjkouider et al., 2010). La liste des differentes especes

d’Opuntia identifiées au niveau mondial est présentée dans le tablaeu 2 ( voir I’annexe).
(3) Exigence écologique

(a) Latempérature

Le figuier de Barbarie est cultivé dans les zones arides subtropicales avec des hivers doux (température moyenne de
l'air > 10°C), des étes chauds, une gamme de précipitations annuelles de 100 a 600 mm et une saison séche bien
définie qui peut durer 2 a 5 mois. Il possede une grande adaptation aux conditions les plus hostiles (aridité du climat,
salinité des sols, terrains de faible potentiel agricole). Son extension est surtout limitée par les basses températures
hivernales, son seuil de tolérance étant de -10°C. Dans les pays méditerranéens, certaines espéces comme Opuntia
compressa vr. Helvetica, O. dillenii et O. ficus indica peuvent résisté a des températures moin de 10°C,. Par exemple
en lItalie, I'espece est cultivée pour la production de fruits en Sicile ou le climat est méditerranéen, avec des hivers
doux et pluvieux et des étés chauds et secs. La température annuelle moyenne est de 16°C (25°C en Juillet/Aodt et
15°C en Octobre/Novembre, périodes de développement du fruit). Les précipitations annuelles sont comprises entre
400 et 600 mm, avec une saison seche de 4 mois (Juin-Septembre). Un autre exemple, en Israél I'espece est cultivée
dans le désert du Néguev, ou la température mensuelle moyenne la plus basse est de 13°C au mois de Janvier et les
températures les plus élevées (25°C) se produisent de Juin a Octobre. La pluviometrie annuelle varie de 40 a 200 mm.
Enfin, en Afrique du Sud, la période des précipitations dépend de la région, en été pour le Cap oriental et la province
du Nord et en hiver dans le Cap occidental. La province du Nord et la région Ciskey sont les zones les plus
importantes pour les plantations spécialisées tandis que les cultures fruitieres premiéres sont situées dans les zones
subtropicales prés du tropique du Capricorne au nord du pays. Ces provinces présentent des étés longs et chauds et

des hivers doux, avec une pluviométrie extrémement inégale survenant principalement en hiver avec moins de 500
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mm par an (Brutsch et Zimmermann 1993; Brutsch 1997). Dans tous les domaines, la température annuelle
moyenne est supérieure a 15°C, la moyenne des plages de températures mensuelles s’étend de 10°C en hiver a 26°C
en été et de 14°C a 25°C pendant le développement et la maturation des fruits. Au Maroc, la limite thermique du
développement du cactus est de moins de 1000 m d’altitude (\Walali, 1997). La sensibilité aux basses températures
varie d’une espéce a une autre et parfois ce facteur peut limiter leur extension. Par contre, ’espéce O. humifusa qui
est une espece endémique dans 25 états des Etats Unis et a Ontario au Canada, résiste jusqu’a -24°C (Nobel et Loik,
1990). Au Canada, Opuntia fragilis peut résister jusqu’a -40°C (Loik et Nobel, 1993). Cette résistance est du a la
quantité d’eau contenue dans les raquettes, car plus la teneur en eau est faible plus 1’espéce est résistante au froid
(Nobel, 1988). La différenciation des bourgeons et la réduction de la formation des bourgeons de fleurs procedent des
températures élevées (Nerd et al 1991;. Nobel et Castafieda 1998). En effet, les plantations de cactus a fruit, pour la
production de fruits, existent dans les Tles Canaries et dans la vallée de Catamarca en au nord-ouest de 1’ Argentine ou

moins de 200 heures de refroidissement sont observées pendant I'hiver.

(b)  Nature des sols
Le métabolisme de type crassulacéen de la figue de Barbarie autorise son développement dans des zones ou les
précipitations ne dépassent pas 200 a 300 mm/an. Le cactus s’accommode mal des sols hydromorphes et asphyxiants.
Les sols préférés par le cactus sont les sols légers, sablonneux-limoneux et caillouteux ayant des pH moyennement
acides (5,1-6,7) et un teneur en argile inférieure a 20%. Il s’agit des sols généralement pauvres en matiére organique
(0,1-1,8%). 1l peut aussi résister a des sols de natures acide et saline avec moins de 70 moles de sel par m*® (Inglese,
1995) et au sol gypseux et légérement salin a condition qu’ils soient drainés (\Walali, 1997). Pour plusieurs espéces
d’Opuntia le pH du sol est un facteur limitant, mais 1’espéce Opuntia ficus-indica est rencontrée méme sur des sols
calcaires. Afin d’avoir une production de fruit de bonne qualité, il est préférable que le sol contienne des taux élevées
en potassium et en calcium (Wessels, 1988, Inglese, 1995). L'espéce est présente sur une large gamme de sols. Une
profondeur de 60 a 70 cm du sol assure le développement du systéme racinaire superficiel. Les sols mal drainés, une
nappe phréatique élevée, ou une couche imperméable superficielle ou carapace ne devraient pas étre utilisés pour la
plantation. La teneur en argile ne doit pas dépasser 20% pour éviter la pourriture des racines et le développement de
la canopée. Le cactus n’est pas tolérant au sel et 50-70 mM de NaCl devraient étre considéré comme le seuil

supérieur pour la culture.

(c)  Les précipitations
Dans les hautes terres indigenes du Mexique, le cactus est cultivé dans les zones semi-arides, ou la pluviométrie
annuelle est concentrée dans I'été pendant la période de développement du fruit. Dans le bassin méditerranéen, au
Moyen-Orient, Afrique du Nord et de I'Est, Argentine, Californie, et le Chili, la saison séche coincide avec un été
long et chaud. Par exemple au Chili, le cactus a fruit est cultivé dans la région métropolitaine de Santiago, ou la

température moyenne mensuelle de l'air est de 22°C en été (Janvier) et de 10°C en hiver (Ao(t). La saison séche dure
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de quatre a cinq mois avec des moyennes annuelles des précipitations de 350 mm (Sudzuki et al., 1993). Des
experiences ont montré que les moutons gardés dans des enclos peuvent se passer d'eau pendant plus de 500 jours
s'ils ont un acces quotidien a des quantités suffisantes de cactus inerme et plus précisement la raquette (Potgieter,
2004). Au niveau écologique, les figues de Barbarie peuvent étre considérées comme des cultures qui pourraient
tolérer les changements climatiques et permettent donc de mettre en valeur des terres marginales infertiles et seches.
Ils sont connus par leur tolérance a la sécheresse et leur adaptation aux conditions désertiques. Au Mexique, la région
de Milpa Alta connait de faibles précipitations, ce qui a provoqué d’enorme perte vis-a-vis ’introduction des cultures
fourrageres comme le mais. Les Opuntia spp., en association avec d’autres espéces ligneuses, ont été utilisés avec
succes dans un programme de fixation des dunes en Somalie et contre I’érosion des sols dans plusieurs autre pays.
Dans la région de Sidi-Ifni au Sud du Maroc, les plantations d’Opuntia jouent un réle écologique important, car elles

permettent de lutter contre I’érosion et donc a conserver le sol.

(4) Métabolisme et physiologie de la plante
L’Opuntia est une plante succulente, qui a la capacité a emmagasiner 1’eau dans leurs racines ou tiges et feuilles de
maniere a limiter la transpiration, cette faculté lui rend bien adapté a la sécheresse. L unique différence entre le cactus
et les autres plantes succulentes, est due a la présence des aréoles. La plante Opuntia est une plante de type CAM
(Crassulacean Acid Métabolism) capables de diminuer leur transpiration par la fermeture des stomates pendant les
heures ensoleillées et chaudes et leur ouvrerture pendant la nuit (Noble, 1995). Elle présente des adaptations
morphologiques et physiologiques lui permettant de résister a la sécheresse, aux chaleurs torrides, aux vents violents
et aux tempétes de sable (Sudzuki, 1995 ; Mulas, 2004). Le métabolisme de photosynthése CAM peut étre 4 a 5 fois
plus efficient en matiere de fixation de CO2 par la photosynthése que les graminées les plus efficientes (Kluge et
Ting, 1978; Russel et Felker ,1987). Les Opuntia arrivent & produire entre 8 et 12 t/ha/an de fruits frais et entre 20
a 50 t/ha/an de matiere végétative fraiche (Russel et Felker, 1987). Les jeunes plantations peuvent entrer en floraison
a partir de la deuxiéeme ou la troisieme année. La durée et la période du cycle annuel dépendent de I'écotype et de la
zone géographique. Le figuier de Barbarie a la particularité de fixer le dioxyde de carbone et de libérer 1’oxygene
pendant la nuit et de fermer ses stomates pendant le jour. Ce dispositif permet une moindre perte d’eau par évapo-
transpiration pendant les heures les plus chaudes. La pénétration de I’air par les stomates ouverts s’effectue pendant
la nuit et ¢’est a ce moment-la que le dioxyde de carbone est fixé dans les tissus de chloroplaste par réaction avec le
phosphoénolpyruvate (PEP), résultant du métabolisme des sucres via la glycolyse, pour donner 1’oxaloacétate. Cet
élément est a son tour transformé en malate pour étre stocké dans la vacuole. Pendant le jour, le malate se décompose
en pyruvate et libére le dioxyde de carbone et I’eau directement au niveau des tissus chlorophylliens qui s’en servent

pour la suite de la photosynthése selon le cycle de Calvin (voir la figure 2).
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Figure 2: Cycle photosynthétique des plantes de type CAM

C’est une différence fondamentale avec les plantes ordinaires (mésophytes), pour qui la photosynthése s’effectue le
jour a partir du dioxyde de carbone fraichement importé de 1’atmospheére (Leuttge1993 ; Sudzuki, 1995). Du point
de vue physiologique, plusieurs travaux de fertilisation phospho-azotée ont montré des réponses considérables des
taux de croissance des raquettes et des fruits par rapport au témoin (Esteban-Velasco et Gallardo-Lara, 1994 ;
Nobel et al., 1987). Le cactus est multiplié végétativement par bouturage des raquettes en laissant sécher au préalable
les sélections pendant 14 a 30 jours durant I'automne ou le printemps, mais cette technique prend beaucoup de temps
avant l'installation des racines et présente un risque de pourriture de la plante en cas de pluies excessives
(Alberghina, 1984). L'utilisation des régulateurs de croissance pour accélérer l'initiation et la croissance racinaire
ainsi que pour faciliter la réussite de l'installation du verger a été testée et a donnée des résultats tres prometteurs
(Mulas et al., 1992; Nieddu et Chessa, 1997).

(5) Caractéristique chimique et biochimique et différentes molécules bioactives

(a)  Evaluation de la valeur nutritionnelle

Dans le genre Opuntia, I’espéce O. ficus-indica est la plus importante du point de vue agronomique pour la
production de fruits comestibles et raquettes. Ces derniers peuvent étre utilisés comme un légume et comme des
ressources fourrageres de valeur dans les zones arides et semi-arides pendant les périodes de sécheresse (Khalafalla,
2007). Au Maroc la teneur la plus élevée de la matiére minérale a été observée chez I’espéce O. ficus indica du
Moyen Atlas, tandis que la valeur la plus faible était dans O. ficus indica de Rhamna (E! Kharrassi et al., 2015). Les
travaux de (Malainine et al., 2003) ont montré que la teneur en matiére minérale des raquettes des écotypes

provenant de I’espéce O. ficus indica originaire de Marrakech, était de 19,6 g / 100g, cette teneur est similaire au
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résultat rapporté par Ramirez-Moreno et al. 2013 avec une teneur de 18,23 g / 100g de matiere séche. Pour des
raquettes agées de 2 ans, cette teneur atteint plus de 25% de la matiere seche (Nefzaoui et Chermiti, 1991). La teneur
en cellulose brute (fibres) peut atteindre 8,55% par rapport a la matiére seche (Nefzaoui et Ben Salem, 2000), ces
valeurs sont comparables a celles des cladodes de moins d'un an étudiées par Nefzaoui et Chermiti (1991), mais
restent supérieures a celle de la laitue et de I'épinard qui en contiennent moins de 3%. Les sucres totaux augmentent
de facon significative en fonction du stade de croissance passant de 1,66 au stade 1 & 8,8% au stade 5. lls sont
indicateurs d'une valeur énergétique élevée des cladodes. Quand aux sucres réducteurs, ils varient de fagon moins
marquée au cours de la croissance. Leur teneur augmente de 1,1% au stade 1 a 4 % au stade 5. Cette faible teneur
notamment pour les trois premiers stades limite les risques de brunissement lors des traitements thermiques. La teneur
en azote reste faible au niveau des jeunes cladodes, comme dans la plupart des légumes et fruits. Elle varie de 2,4 a
3,7%. D'autres auteurs ont observé que cette teneur diminue apres un an et dépend de la nature des sols et de la
fumure apportée (Nefzaoui et Ben Salem, 1995; Lehouerou, 1996). L'acidité titrable des cladodes qui correspond a
un titrage qui est un dosage volumétrique de 1’acide citrique dans le jus par le NAOH qui est un réactif standard, varie
de 0,21 a 0,52% et qui reste faible aux trois premiers stades (pH<4,7). Elle est proche de celle observée par
Rodriguez-Felix et Cantwell (1988). La raquette de cactus est caractérisée par sa forte appétence c'est-a-dire son
désir d’usage, et son attirance au tant que produit consommable, et sa digestibilité élevée, avec une teneur élevée en
eau, glucides solubles, cendres, Ca, K et vitamine A (Ben Salem and Nefzaoui, 2003). La composition chimique des
raquettes de cactus en comparaison avec d’autres éléments fourragers est représentée par Chriyaa (1998). En effet les
teneurs en protéines et en phosphore sont relativement faibles, mais elles peuvent étre augmentées par fertilisation des
plants. De ce fait, les raquettes des Opuntia spp. ne peuvent donc pas constituer la seule composante de la ration des
animaux (Le Houerou, 2000). L'age des cladodes est un facteur important pour la valeur nutritionnelle. Les jeunes
cladodes d'Opuntia ficus-indica cultivés en Espagne ont un pourcentage de protéines allant de 10,6 a 15,0 %, tandis
que les cladodes matures varient de 4,4% et 11,3% (Retamal et al, 1987). Cela a été attribué par 1’age et a l'activité
métabolique plus hautes chez les jeunes cladodes (Nobel, 1983). Les concentrations en protéines (15,3%) et
phosphore (0,3%) ont été annoncées dans une publication au sujet de plantations de I’espéce Opuntia ficus-indica en
Californie (Nobel, 1983). Par contre, le chlorenchyme a un contenu en protéines et en phosphore de respectivement
9,6 % et 0,12 % pour des plantations de 5 ans et de 7,8 % et 0,09 % pour des plantations d’Opuntia chiliennes agées
de 12 ans. Au contraire, Gregory et Felker (1992) ont annoncé qu’O. ficus-indica avait un contenu en protéine
semblable dans toutes les classes d'age. Leurs résultats sont inhabituels car généralement les jeunes cladodes ont une
meilleure qualité nutritionnelle que les vieux cladodes. Cela est attribué a I'épaississement de la cuticule des cladodes
les plus agés, a l'augmentation de I'épaisseur du parenchyme (qui est trés lentement degradable) en raison de
I'expansion du stockage d'eau et a la charge du contenu cellulaire (Rodriguez-Felix et Cantwell, 1988). La
composition chimique pour 100 g de cladodes a donné comme résultat : 91.7g d’eau, 1.1g de protéines, 0.2g de

lipides et 1.3g de cendre (13.3, 2.4, 15.7 % sur une base de Matiére Séche, respectivement). Il a été observé que des
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glucides totaux ont augmenté considérablement pendant la croissance des cladodes, tandis que les protéines ont

diminué (Rodriguez-Felix et Cantwell, 1988).

(b)  Evaluation de la teneur des molécules d’intérét dans les différentes

parties de la plante

(i) Les Vitamines

Chez I’espece O. ficus indica le fruit, en particulier sa peau, est riche en vitamine E avec des quantités allant jusqu'a
17,6 g/kg d'a-tocophérol (tableau 1). En revanche, I'huile extraite de graines du fruit a une faible teneur en vitamine
E : 0,403 g/kg et la dans la majorité des cas il s’agit d’y-tocophérol (0,330 g/kg) (Ramadan et al., 2003). Une telle
quantité est tres faible par rapport au contenu huile d'argan (7.6 a 8.6 g/kg) (Cayuela et al., 2008, Khallouki et al.,
2003). L'huile essentielle extraite a partir de la pulpe du fruit est riche en o-tocophérol avec 4,220 g/kg (tableau 1). Le
fruit de cactus contient 180 a 300 mg/kg de vitamine C. Ce contenu est plus élevé que dans d'autres fruits communs
comme la pomme, la banane, ou de raisin (Piga, 2004). La vitamine K1 est présent dans toutes les parties du fruit,
allant de 0,5 a 1 g/kg (Ramadan et al., 2003). La vitamine B est uniquement présente dans la raquette dans laquelle
elle se trouve dans I'état de traces (Feugang et al., 2006). A notre connaissance, le contenu précis de vitamines dans

les fleurs et plus précisément 1’espéce O. ficus indica reste encore a élucider.

(ii)  Les phytostérols

Les travaux de Ramadan et Morsel (2003), ont montré que le B-sitostérol extrait de différentes parties des huiles de
fruits : la pulpe, la peau et les graines, avec une teneur allant de 6,75 a 21,1 g/kg (Ramadan et al., 2003). Le
campestérol est présent dans la graine et la peau avec une quantité de 1,66 a 8,76 g/kg (Tableau 2). Un contenu
similaires en campestérol se retrouve dans d'autres huiles alimentaires telles que I'huile d'argan (4 g/kg) (Gharby et
al., 2011), tandis que des teneurs plus élevées ont été mesurées dans I'huile de soja (entre 19 et 23 g/kg) (Gharby et
al., 2011). D’autres stérols se retrouve en petites quantités, notamment le stigmastérol, le lanostérol, le A5
avenastérol, le A7 avenastérol et 1’ergostérol. Jusqu'a présent, la composition en stérols des huiles essentielles de
fleurs et cladode et méme d’épines, reste a déterminer. En comparaison avec 'huile d'argan, certains phytostérols tels

que spinasterol et schotténol ont été identifiés (Gharby et al., 2011).

(iii)  Les composés minéraux

Les graines issues de fruits de cactus sont riches en minéraux avec une prédominance de potassium et de phosphore
avec respectivement 163 et 152 mg/100 g. 1l y a aussi une présence remarquable de grandes quantités (donnéees en
mg/100 g), de magnésium (74,8), de sodium (67,6) et de calcium (16,2) (EI Kossori et al., 1998. Medina et al.,
2007). Dans la raquette, les principaux minéraux sont le calcium et le potassium, avec des quantités allant de 235 a

5520 mg/100 g (Feugang et al., 2006; Ayadi et al., 2009; Trachtenberg et al., 1982). Dans la pulpe le potassium est
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présent a 161 mg/100 g dépassant la concentration d'autres minéraux comme le calcium et le magnésium (tableau 3)
(Medina et al., 2007; Sawaya et al., 1983).

(iv)  Les acides aminées

Au niveau de la raquette, le principal acide aminé détecté est la glutamine, suivie par la leucine, la lysine, la valine,
l'arginine, la phénylalanine et I'isoleucine. En revanche, dans la graine 1’acide aminé majeur est l'acide glutamique
avec un pourcentage variant de 15,73% a 20,27%, suivie par l'arginine, (4,81% a 14,62%) (Voir le Tableau 4)
(Nassar et al., 2008; Uchoa et al., 1998). Le fait intéressant est que dans le fruit, les deux acides aminés
prédominants sont la proline et de la taurine, qui représentent respectivement 46% et 15,78% de la teneur totale en
acides aminés. Les protéines totaux dans les graines de fruits (13,62%) sont plus élevées que dans la raquette (4% -
10%) (Tableau 4) (Nassar et al., 2008; Uchoa et al., 1998). Cepandant plusieurs études ont rapporté que la pulpe du
fruit a une teneur en proteine qui est comprise entre (0,21-1.6) g/100g (Askar and El-Samahy (1981); Mufoz de
Chavez et al. (1995); Sawaya et al. (1983); Sepulveda and Séenz (1990); Rodriguez et al. (1996)).Les graines et
la pulpe de fruits peuvent étre considérées comme trés bonnes sources d'acides aminés et des protéines (Nassar et al.,
2008, Zito et al., 2013). Cependant ¢a teneur reste faible par rapport a celui du raisin de corinthe qui a une teneur en
proteine totaux de 3,07 g/100g et de I’abricot sec qui a une teneur en protéine comprise entre 1,4-3,39 g/100g (FDA,
1996 ; USDA, 2001).

(v)  Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement distribuées dans le regne végétal.
Comme leur nom l'indique, leurs structures chimiques sont caractérisées par la présence de plusieurs groupes
phénoliques qui peuvent étre associés a des groupements chimiques plus ou moins complexes, genéralement de haut
poids moléculaire. Ces composes sont généralement des sous-produits du métabolisme de la plante. L'intérét croissant
pour les polyphénols porte sur leur potentiel antioxydant, qui est impliqué dans les prestations de santé telle que la
prévention contre l'inflammation (Laughton et al., 1991), la dérégulation cardiovasculaire et les maladies
neurodégénératives. Il a été également montré qu’ils ont une activité anticancéreuse (EI-Mostafa et al., 2014). Toutes
les parties de la plante de cactus sont riches en différents membres de la famille des composés phénoliques tels que

les flavonoides et les acides phénoliques.

Dans la fleur, I'acide gallique et le 6-isorhamnétine 3-O-robinobioside sont les principaux composés, avec des teneurs
respectives de 4,9 et 4,269 mg/100 g de matiére seche (De Leo et al., 2010, Ahmed et al., 2005, Clark et al., 1980).

D'autres molécules phénoligques sont présentes en petites quantités ne dépassant pas 10 mg/g (tableau 5).
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Dans la pulpe de fruits la teneur en phénols totaux est de 218,8 mg/100 g (Fernandez et al., 2010), avec une teneur
élevée en glycosides isorhamnétines (50,6 mg / 100 g) par rapport a d'autres flavonoides (Galati et al., 2003,
Bensadon et al., 2010, Tesoriere et al., 2005).

Les graines de fruits contiennent des quantités élevées de composeés phénoliques allant de 48 a 89 mg/100 g et
notamment les dérivés de féruloyl, tannins et sinapoyl diglucoside (Chougui et al., 2013) (Tableau 5). Le fait
intéressant, et que 1’écorces de fruits a une trés haute teneur en composés phénolique de 45,7 g/100 g. Plusieurs de
ces phénols sont des molécules bioactives, notamment les dérivés de flavonoides tels que kaemphérol et la
quercétine, dont les contenus sont respectivement de 0,22 et 4,32 mg/100 g (Kuti et al., 2004, Moussa et al., 2011,
Jorge et al., 2013).

Les fleurs de cactus semblent étre la source la plus importante en polyphénols et en flavonoides. Certains polyphénols
ne sont produits que par les raquettes de certaines variétés de cactus. Cette plante présente de grandes quantités de
composés flavonoides inhabituels tels que la nicotiflorine (146,5 mg/100 g) et la narcissin (137,1 mg/100 g) (Tableau
5) avec des valeurs de teneur élevée trouvées pour isoquercétine et lI'acide férulique, respectivement 39,67 et 34,77
mg/100 g, (Valente et al., 2010, Bensadon et al., 2010, Gallegos et al., 2009, Guevara et al., 2010). L’age de la
raquette, I'environnement, le type sol et le climat pourraient expliquer ces variations dans le contenu en polyphénols
dans le cactus. Par exemple, l'acide gallique, en grande partie trouvé dans les fleurs de cactus, a une forte activité
antioxydante susceptible de réduire les dommages de I'ADN (Khan et al., 2000). A une concentration de 4,17 mM, il
peut neutraliser 44% des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl et 60% du peroxyde d'hydrogéne dans des
conditions expérimentales données. L'acide gallique exerce également une activité cytotoxique contre des cellules
tumorales de leucémie origines cancéreuses, du poumon et de la prostate (You et al., 2010). Les raquettes de 1’espéce
d’Opuntia ficus-indica sont riches en nicotiflorine qui, par des mécanismes anti-inflammatoires et neuroprotecteurs,
permis de réduire la taille de l'infarctus cérébral, d'atténuer des déficits neurologiques induits par une ischémie et a
réguler a la hausse la synthase endothéliale d'oxyde nitrique dans les cellules endothéliales vasculaires de cerveau de
rat en culture (Li et al., 2006). La nicotiflorine est un neuroprotecteur contre I'nypoxie, le glutamate ou le stress
oxydant induit la mort des cellules ganglionnaires de la rétine a des concentrations en nanomolaires (Nakayama et
al., 2011). Dans un modéle murin de la démence par infarctus multiple, le nicotiflorine préserve les performances de
la mémoire spatiale mesurées dans les tests de labyrinthe d'eau de Morris. En outre, cet effet protecteur sur le
dysfonctionnement de la mémoire, le nicotiflorine protéege également contre les défaillances du métabolisme
énergétique et le stress oxydatif. Dans les cerveaux ischémiques, ces effets bénéefiques ont été associés a une
atténuation de hausses de l'acide lactique et le malondialdéhyde (MDA) et a la prévention de gouttes dans le lactate
déshydrogénase (LDH), de Na* K* ATPase, Ca** Mg®" ATPase et les activités du superoxyde dismutase (SOD)
(Huang et al., 2007). Comme mentionne ci-dessus, la peau des fruits contient de grandes quantités d'isorhamnétine.

L’isorhamnétine (3'-méthoxy-3,4 ', 5,7-tetrahydroxyflavone) exerce une action anti-cancéreuse par l'inhibition de la
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transformation cellulaire néoplasique induite par le facteur de croissance épidermique (EGF). Cette action est due a
I’inhibition de la kinase MEK1 (MAP/ ERK kinase 1) et de la phosphoinositol 3-kinase (Kim et al., 2011) par
l'isorhamnétine. L isorhamnétine présente des effets cardioprotecteurs en améliorant la viabilité in vitro des myocytes
ventriculaires de rat nouveau-nés soumis a une ischémie/reperfusion (I/R) via l'inhibition du lactate déshydrogénase
(LDH) et de la prévention de l'apoptose (Zhang et al., 2011). L’isorhamnétine améliore la fonction barriére de la
peau parallélement a l'activation du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes alpha (PPARa) et la
suppression de la production de cytokines inflammatoires (Kim et al., 2014). Il inhibe également la différenciation
adipocytaire des fibroblastes 3T3 murins par une diminution de I'expression et de la sécrétion d'adiponectine et par la
régulation négative des ARNm de PPAR-y et C/EBP-o, les principaux récepteurs nucléaires adipogénes (Lee et al.,
2009). En revanche, I’isorhamnétine augmente significativement 1'expression de PPAR-y dans les tissus tumoraux
obtenus a partir de xénogreffe de cellules de cancer gastrique et potentialise 1’effet apoptotiques de médicaments
chimiothérapeutiques sur les cellules GC (Ramachandran et al., 2012). Ces effets, tres différents pour un méme
ligand de PPAR, s’expliquent par le fait qu’un ligand d'un récepteur nucléaire peut exercer des activités biologiques

différentes via le recrutement de co-régulateurs spécifiques lié au contexte du type de cellule étudié.

(vi) Les acides gras

Les analyses chromatographiques des lipides totaux extraits de raquette de cactus (tableau 6) (Abidi et al., 2009)
montrent que l'acide palmitique (C16:0), 1'acide oléique (C18:1), I’acide linoléique (C18:2) et l'acide linolénique
(C18: 3) contribuent respectivement a 13,87 ; 11,16 ; 34,87 et 32,83% de la teneur en acides gras totaux (tableau 6).
Ces quatre acides gras représentent ainsi plus de 90% des acides gras totaux, les acides linoléiques et linolénique,
principaux acides gras polyinsaturés, représentant a eux seuls a 67,7%. La teneur en acide linoléique dans la raquette,
34,87% , est proche de celle de I'huile d'argan (29% a 40,41%) (Charouf et al., 2007). Il est toutefois plus faible que
dans les extraits d’orge (51,26%) et de soja (53,0%), respectivement (tableau 6) (Abidi et al., 2009). Plusieurs études
ont indiqué que le cactus, et plus particulierement les fruits, la pulpe, les graines et I’écorce, €taient riches en acides
linolénique, oléique et palmitique (Ennouri et al., 2005, Ramadan et al., 2003). Un niveau élevé d'acides gras
oméga-6 (acide linoléique) a été rapporté dans I'huile de graines de cactus (53,5% a 70,29%) (Tableau 6), niveau
supérieur a celui de I'huile de tournesol (Filip et al., 2011), de I'huile de pépins de raisin ou de I'nuile de sésame. En
tant que précurseur de l'acide arachidonique, l'acide linoléique a longtemps été considéré comme ayant un effet
hypocholestérolémiant avec des propriétés inhibitrices contre le cancer du c6lon dans les cellules métastatiques (Soel
et al., 2007). L’acide linolénique (omeéga-3) est connu pour étre bénefique pour la santé, les maladies

cardiovasculaires, les affections inflammatoires, les troubles auto-immunes et le diabéte.
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Tableau 1 : Distribution et teneur en vitamines des différentes parties de la plante de cactus de I’espece O. ficus-

indica (fruit et raquette, I’expression de la teneur en vitamines est en mg/100 g de tissu).

Pulpe Graines Peau Raquette Source
Vitamine K1 53.2 52.5 109
Vitamine C 34-40 7-22 )
Vitamine Bl N N N 0.14 (KUU et al'r 2004’
Vitamine B2 0.60 Eamadzn etLaI., 20236: ’
Vitamine B3 0.46 ernandez-L-opez e al.,
a-Tocophérol 84.9 56 1760 2010, S_allm et al., 2009,
, Tesoriere et al., 2005,

B-Tocophe,zrol 12.6 12 222 Ramadan et al., 2003b,
y-Tocophe,roI 79 33 174 Sawaya et al., 1982)
o-Tocophérol 422 5 26

Vitamine E totale  527.4 106 2182

Tableau 2 : Distribution et teneur en phytostérols des différentes parties du fruit de I’espéce O. ficus-indica (pulpe, graines et
peau, les teneurs en stérol sont exprimées en g/kg).

Principaux composeés identifiés Pulpe graines Peau Références
Campesterol 8.74 1.66 8.76 Ramad
Stigmasterol 0.73 0.30 212 art”al an,
Lanosterol 0.76 0.28 1.66 26006;.8;
B-Sitosterol 11.2 6.75 21.1 ’

5 ; Ramadan,
A°-Avenasterol, A’-Avenasterol 1.43 0.29 2.71 ot al

7 E
A'-Avenasterol 0.05 2003b)
Ergosterol 0.68

Tableau 3 : Répartition et teneur en composés minéraux dans les différentes parties de la plante de I'espece O. ficus indica. Les
composés minéraux sont exprimés en mg/100 g.

Principaux composés

dentifiés Pulpe Graines Raquette Références
Calcium 27.6 16.2 5.64-17.95
Calcium oxalate 115t04.3
Magnésium 21.7 74.8 8.80 (Feugang et al., 2006,
Sodium 0.8 67.6 0.3-0.4 Sawaya et al., 1982,
Potassium 161 163 2.35-55.20 Medina et al., 2007,
Fer 15 9.45 0.09 Trachtenberg el al.,
Phosphore 152 0.15-2.59 1982, Contreras-Padilla
Zinc 1.45 0.08 etal., 2011)
Cuivre 0.32
Manganese Trace 0.19-0.29
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Tableau 4 : Distribution et teneur en acides amines dans la graine, la raquette et le jus de fruits obtenu a partir d’O. ficus-indica.

Les teneurs en acides aminés sont exprimés en g/100 g.

Les acides aminés Raquette Fruit Graines Références

Alanine 1.25 3.17 4.75
Arginine 5.01 111 6.63
Asparagine 3.13 151 Trace
Acide aspartique 4.38 Trace 10.42
Acide glutamique 5.43 2.40 21.68
Glutamine 36.12 12.59 Trace
Cysteine 1.04 041 0.37
Histidine 418 1.64 3.11
Isoleucine 3.97 1.13 6.20
Leucine 2.71 0.75 9.94

Lysine 5.22 0.63 6.79 (Feugang et al.,

Méthionine 2.92 2.01 0.70 2006, Sawaya et

Phénylalanine 3.55 0.85 5.5 al., 1983)

Sérine 6.68 6.34 8.46
Thréonine 418 0.48 1.53
Tyrosine 1.46 0.45 3.09
Tryptophane 1.04 0.46 Trace
Valine 7.72 1.43 6.02
Acide a-aminobutyrique Trace 0.04 Trace
Carnosine Trace 0.21 Trace
Citrulline Trace 0.59 Trace
Ornithine Trace Trace Trace
Proline Trace 46.00 Trace
Taurine Trace 15.79 Trace
Glycine Trace Trace 5.06
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de I’espéce O. ficus-indica.

Tableau 5: Distribution et teneur en composes phénoliques : polyphénols et flavonoides dans les différentes parties de la plante

Pa;:ﬂf: la Principaux composés identifiés Teneur en mg/100 g Références
Acide gallique 1630-4900
Quercetin 3-O-Rutinoside 709
4 Kaempferol 3-O-Rutinoside 400
5 Quercetin 3-O-Glucoside 447 (De Leoetal, 2010,
Fleur . L. Ahmed et al., 2005-
6 Isorhamnetin 3-O-Robinobioside 4269 Clark et al., 1980)
7 Isorhamnetin 3-O-Galactoside 979 h
8 Isorhamnetin 3-O-Glucoside 724
9 Kaempferol 3-O-Arabinoside 324
Acides phénoliques totaux 218.8 (Galati et al., 2003,
Quercétine 9 Fernandez-Lopez et
Isorhamnétine 494 al., 2010, Bensadon
Pulpe Kaempférol 0.78 et al., 2010, Salim et
Lutéolin 0.84 al., 2009, Tesoriere et
Isorhamnétine glycosides 50.6 al., 2005, Khatabi et
Kaempfeérol 2.7 al., 2011)
Acides phénoliques totaux 48-89
Feruloyl-sucrose isomer 1 7.36-17.62
. Feruloyl-sucrose isomer 2 29-17.1 :
Graine Sinapoyl-diglucoside 12.6-23.4 (Chouguretal, 2013)
Flavonoides totaux 15-2.6-
Tannins totaux 41-6.6 -
. . - 3
,:\Iudes Qhenollques totaux 45.7 x 10 (Kuti et al., 2004,
avonoides totaux 6.95
Peau du fruit Kaempférol 0.22 Moussa-Ayoub et al
- ., 2011, Jorge et al.,
Quercetine 4.32 2013)
Isorhamnétine 241-91
Acide gallique 0.64-2.37
Acide coumarique 14.08-16.18
Acide 3,4- dihydroxybenzoique 0.06-5.02
Acide 4-hydroxybenzoique 0.5-4.72 (Valente et al., 2010,
Acide férulique 0.56-34.77 Bensadon et al.,
Raquette  Acide salicylique 0.58-3.54 2010, Gallegos et al.,
Isoquercétine 2.29-39.67 2009, Guevara et al.,
Isorhamnetin-3-O—glucoside 459-32.21 2010)
Nicotiflorine 2.89-146.5
Rutine 2.36-26.17
Narcissine 14.69-137.1

49



Tableau 6 : Comparaison de la composition en acides gras dans les différentes parties de la plante de I’espéce O. ficus-indica et

d'autres huiles comestibles (compositions sont exprimées en g/100 g d'acides gras).

Acides gras Cl12: Ci14: Ci16: Cl6: C18: C18: C18: C18: C20: C22: C22: C24: Référen
0 0 0 1 0 1 2 3 0 0 1 0 ces
232 (Abidi
Raquette 133 196 1387 024 333 1116 34.87 ' - - - - etal.,
3
2009)
Huile de (Ramad
grainede - - 201 180 272 183 535 258 - - - - a; ot
cactus 2003b)
Huile de (Ennou
graine de - - 932 142 311 16.77 7029 nd - - - - rietal,
cactus 2005)
(Ramad
Hullede 15 544 162 237 108 37 B¢ . . . . e
pulpe de fruit 8 al.,
2003)
(Ramad
Peaudufruit 071 195 231 248 267 241 323 927 nd 05 - 041 a; ot
2003a)
(Marfil
Huile d’argan - 010 117 014 49 366 313 009 033 0.12 - 0.06 etal,
2008)
(Ollivie
Huile d’olive - 115 0.9 14 619 3.8 11 0.23 - - - - ret al.,
2003)
Huile de (Rubio,
pépin de - 0.06 8.3 0.1 3 12 676 03 02 01 0.02 001 etal,
raisin 2009)
(Ayorin
Huiledesoja - - 6 04 22 261 501 145 - - - - (fft
2000 )
Trace (Karoui
Huile de mais - - 134 S 15 274 56 09 0.2 - - - etal.,
2010)
. (Filip et
Hullede 08 74 009 456 2517 6015 03 - - - 034 al,
tournesol 2011)
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(6) Role etimportance des différentes parties de la plante

Le cactus Nopal est employé dans les domaines nutritionnel, de la santé et la cosmétiques sous différentes formes :
thé, confiture, jus et huile extraite de graines de figues de Barbarie. D'une part il est utilis¢ comme un remede pour
les divers problemes de santé dans différents pays : par exemple, dans la médecine traditionnelle subsaharienne, la
fleur de cactus et les fruits sont donnés comme agents anti-ulcérogénes ou antidiarrhéiques. Les fleurs étaient
également administrées par voie orale en tant que médicament anti-hémorroidique et la seve de cladode comme un
traitement contre la coqueluche. D'autre part, les populations autochtones le consomment en quantités importantes
sous forme de fruits frais ou sec. Dans ces populations, la raquette de cactus, les fruits et les fleurs sont consomés
pour leurs contenus intéressants en antioxydants, polysaccharides pectiques et fibres. Des rapports scientifiques
récents ont mis en évidence que des molécules de cactus naturel peuvent avoir un intérét potentiel élevé en santé
humaine et en médecine (Alimi et al., 2010, Valente et al., 2010). En regle générale, en médecine a base de plantes,
I’extraction de composés bioactifs a partir de matériaux perméables végétales solides utilisant des solvants constitue
une étape clé dans la fabrication de produits phytochimiques riche. L’espéce O. ficus indica est connue pour sa haute
teneur en polyphénols présentant des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires (Butera et al., 2002, Kuti et
al., 2004). D’intéressantes molécules, a savoir les alcaloides, indicaxanthine, néeobétanine et divers flavonoides ont
été isolés a partir de cactus (Valente et al., 2007). Les polysaccharides, qui sont abondants dans les extraits de
cladode, sont doté d’effets antidiabétique et hypoglycémiant (Yang et al., 2008). En médecine traditionnelle, elle est
utilisée comme une source de nutriments végétaux dans de nombreux pays. Il est prétendu étre une excellente source
d'oligo-éléments naturels qui peuvent améliorer la santé humaine (Stintzing et Carle, 2005). L’extrait de cactus a
montré  des activités anti-tumorales (Zou et al, 2005) et des activites anti-oxydantes
(Budinsky et al, 2001; Tesoriere et al, 2004). En effet, le jus de cladode contient une grande variété de composés
antioxydants comme les polyphénols (en particulier certains flavonoides et proanthocyanidines), la vitamine C et E,
b-caroténe (provitamine A), le glutathion, etc (Gaby, 1999; Betancourt-Dominguez et al, 2006; Tesoriere et al,
2005). Par ailleurs, la consommation reguliere du jus de cactus réduit le cholestérol sanguin et la glycémie
(Wolfram et al, 2002; Fernandez et al, 1994). La raquette intervient dans le processus de cicatrisation (Galati et
al., 2003) et il a une activite anti-inflammatoire (Panico et al., 2007). Le cactus est considéré comme une réserve
fourragére, il peut constituer un appoint alimentaire pour les périodes de transition en été et en automne et lors des
années de sécheresse. Sa capacité a emmagasiner I’eau offre des possibilités exceptionnelles pour la production de

grandes quantités de biomasse utiles pour nourrir le betail.

(7)  Activité biologique et utilisation médicale

Les composées des extraits issus du cactus ont été utilisées comme traitement sur de nombreux modéles
expérimentaux, de maniére a 1’évaluer le potentiel de leurs composés a traiter différentes maladies. L’ensemble de

ces ¢tudes permet d’avoir une base scientifique sur ’utilisation médicinale de cette plante. Ces études montrent que le
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cactus a un potentiel thérapeutique pour le syndrome métabolique (y compris le diabéte de type 2 et I'obésité), la
stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD), les rhumatismes, l'ischémie cérébrale, les cancers, et les infections
bactériennes et virales (Ahmed et al.,, 1996, Lee et al., 2012). Cette plante pourrait méme exercer des effets
préventifs et thérapeutiques pour l'alcoolisme et la dépendance a l'alcool (Tomczyk et al., 2012). Des auteurs ont
rapporté que 1’utilisation de la poudre de raquette, ainsi que la poudre de graine et 1’huile, sur des souris et des rats,
ont un effet hypolipidémique et hypocholestérolémique (Galati et al., 2003, Oh et al., 2006, Ennouri et al., 2005).
Les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de la raquette, ainsi que I’extrait hexanique de la fleur, in vivo et in
vitro sur des modéles de bactérie comme Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Vibrio cholerae, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis ont présentés une
activité antimicrobienne (Castillo et al., 2011, Sanchez et al., 2010, Ennouri et al., 2014, Yasmeen et al., 2012).
Dans les cellules humaines épithéliales intestinales cancéreuses (Caco-2) stimulées par I'lL-1p, le co-traitement avec
indicaxanthine (un pigment obtenu a partir du fruit comestible de I’espéce d'O. ficus-indica) empéche les activations
de NOX-1 et NF-kB et atténue l'augmentation de la NO synthase inductible (Tesoriere et al., 2014). Ces données
suggerent que les pigments de cactus peuvent influer directement les mécanismes inflammatoires de I'intestin
(Tesoriere et al., 2014). Dans les cultures de chondrocytes humains stimulés avec IL-1p, les extraits lyophilisés de
raquettes d’O. ficus-indica réduit la production de molécules clés genéralement liberés aprés une inflammation
chronique telle que I'oxyde nitrique (NO), les glycosaminoglycanes et la prostaglandine-E2 (PGE-2) (Panico et al.,
2007). Pour cette raison, les extraits lyophilisés de la raquette pourraient avoir un intérét pharmacologique pour
prévenir les altérations du cartilage et dans le traitement des maladies articulaires. Sur la lignée cellulaire microgliale
murine (BV-2) activées par le LPS, une fraction butanol (obtenu a partir d'extraits d'éthanol 50% d'Opuntia ficus
indica et des produits d’hydrolyse) inhibe la production de NO par répression de I’expression de I'ARNm et de la
protéine iINOS, inhibe la dégradation de IkB-a et présente une forte activité de piégage du peroxynitrite (Lee et al.,
2006). En outre, dans les cellules corticales de souris en culture, la fraction butanolique de I’espéce d'O. ficus indica
réduit de maniére significative les Iésions neuronales induites par le N-méthyl-D-aspartate, le kainate et la privation
d’oxygéne et de glucose (Kim et al., 2006). Ces résultats confirment que I’espece Opuntia ficus indica pourrait

atténuer les dommages neuronaux résultant ou non de l'activation de la microglie.

(8) Relation biodiversité d’Opuntia et molécules d’'intéreét

thérapeutique/biomédicale

La valeur nutritionnelle du cactus a fruits repose principalement sur sa composition en acide ascorbique, tocophérols,
caroténoides, fibres, acides aminés et sur de grandes quantités de glucose et de fructose. Les figues de Barbarie sont
également riches en phénols, flavonoides, bétaxanthines et bétacyanines (Tableau 7), qui favorisent un bon état de
santé a travers des actions hypoglycémiante et hypolipémiante ainsi que des propriétés antioxydantes (\Valente et al.,

2010, Osorio et al.,, 2011, Schaffer et al., 2005). Les pigments naturels comme les bétalaines existent avec une
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teneur trés élevée dans le cactus. Dans le cadre de I'augmentation de l'aversion des consommateurs pour les colorants
synthetiques, les colorants naturels, tels que le rouge des bétacyanines et le jaune des bétaxanthines, représentent une
bonne alternative naturelle pour répondre a la croissance et a la demande de l'industrie alimentaire. Les propriétés
antioxydantes des pigments de type bétalaine représentent un argument supplémentaire en faveur du développement
de leur utilisation dans la nutrition et la santé (Castellanos et al., 2008, Fernandez et al., 2002). Dans la médecine
traditionnelle, ’espéce Opuntia ficus indica a été utilisée pour le traitement des brhlures, des cedémes, de
I'nyperlipidémie, de I'obésité et de la gastrite catarrhale. Les extraits alcooliques sont indiqués pour des effets anti-
inflammatoire, hypoglycémiant et antiviral (Kaur et al., 2012). Pour I’espéce Opuntia reticulata il a été rapporté
qu’elle a un effet purgatif et anthélminthique. L’emploi de son suc « acre et caustique » est réservé surtout aux
animaux. Leurs racines sont également employées contre les maux de dents. L’Opuntia dillenii (KerGawl.) Haw.
comme toutes les Opuntia, est employée en tisanes émollientes et pectorales dans le cas des bronchites. Les fruits
sont utilisés dans le traitement de I’asthme et de la coqueluche comme cholagogue. Ce serait de plus un

antivenimeux. (Soulaire, 1947).

Tableau 7: Noms de bétaxanthines et bétacyanines présents dans les especes Opuntia spp.

Composé nom radical Espéce Opuntia Références

[Castellanos-S et

Portulacaxanthine | R3 = hydroxyproline 0. ficus-indica
al., 2008]
[Castellanos-S et
Portulacaxanthine 111 R3 =glycine 0. ficus-indica al., 2008, Strack
etal., 2003]
[Castellanos-S et
al., 2008,
Muscaaurine R3 = histidine O. robusta, O. ficus-indica, O. megacantha

Stintzing et al.,
2005]
[Stintzing et al

O. robusta Wendl, O. robusta, O. streptacantha Lemaire, O. ficus-
2001

Indicaxanthine R3 = proline indica, O. megacantha,
Castellanos-S et
O. albi-carpa
Bétaxanthines al., 2008]
[Castellanos-S et
(S)-sérine-bétaxanthine R3 = sérine O. ficus-indica al., 2008, Strack
etal., 2003]
[Stracketal.,
(S)-valine-bétaxanthine R3 = valine O. ficus-indica
2003]
[Stracketal.,
(S)-isoleucine-bétaxanthine R3 =isoleucine O. ficus-indica
2003]
[Stintzing et al
Acide y-aminobutyrique -bétaxanthine R = butyric acid O.spp
2005]
[Stintzing et al
Méthionine-bétaxanthine R3 = méthionine O.spp
2005]
(S)- Phénylalaine-bétaxanthine R3 = phénylalaine O. ficus-indica [Stracketal.,
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Vulgaxanthing |

Vulgaxantiné I

Vulgaxantine 111

Vulgaxanthine IV

Miraxanthine 11

R3 = glutamine

R = acide glutamique

R = asparagine

R3 =leucine

R3 = acide aspartique

O. robusta Wendl, O. ficus-indica

O. streptacantha; O. beta vulgaris L.spp. V. Pablo; O. bergeriana; O.
ficus indica; O.alba-carba;

O. robusta and O. Spp

O. streptacantha; O. beta vulgaris L.spp. V. Pablo; O. alba-carba; O.

robusta and O. Spp

O. streptacantha; O. beta vulgaris; O. alba-carba; O. robusta Wendl,

O. ficus-indica

O. bergeriana; O. ficus indica

2003]
[Stracketal.,

2003]

[Stintzing et al.,

2005]

[Stintzing et al.,
2005]
[Castellanos-S et
al., 2008, Strack
etal., 2003]
[Stintzing et al.,

2001]

Bétanine

iso-Bétanine

Bétacyanines

Bétanidine

Gomphréninei

Phyllocactine

R1=R2=H

R1=R2=H

R1=R2=H

R1= malonyl R2=H

O. robusta Wendl, O. robusta, O. streptacantha Lemaire, O. ficus-
indica, O. megacantha,

O. albi-carpa, O. xoconostle

O. robusta Wendl, O. robusta, O. streptacantha Lemaire, O. ficus-

indica, O. xoconostle

O. robusta Wendl, O. robusta, O. streptacantha Lemaire, O. ficus-
indica, O. megacantha,

O. xoconostle

O. robusta Wendl, O. robusta, O. ficus-indica

O. xoconostle

[Osorio-Esquivel
etal., 2011,
Stintzing etal.,
2001,
Castellanos-S et
al., 2008,
Stintzinget al .,
2005]
[Osorio-Esquivel
etal., 2011,
Castellanos-S et
al., 2008,
Stintzinget al .,
2005]
[Osorio-Esquivel
etal., 2011,
Stintzingetal .,
2001,
Castellanos-S et
al., 2008,
Stintzing et al .,
2005]
[Castellanos-S et
al., 2008,
Stintzing et al.,
2005]
[Osorio-Esquivel
etal., 2011,
Stintzinget al .,
2001, Stracket
al., 2003,
Stintzingetal .,

2005]
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b) L’huile de graine de cactus (Opuntia spp)

(1) Lesdifférents modes d’extraction de I’huile

Plusieurs facteurs contribuent a 1’altération de la qualité des fruits de cactus qui sont considérés comme une ressource
agrobiologique et ceci par plusieurs phenomenes microbiologique, chimique et physique. Cette altération est due a la
période estivale de récolte avec une température trés élevée. Ainsi, la localisation des lieux de production, qui se
trouvent ¢éloignés des lieux de vente, engendre d'énormes pertes pour les producteurs. La quantité d’huile extraite des
graines dépend de la taille des graines. L’huile végétale issue de cactus est principalement obtenue par pression a
froid suivie d’une extraction par solvant. Il ne faut pas la confondre avec une huile essentielle car 1’huile végétale
contient des corps gras et possede une texture huileuse, contrairement a une huile essentielle, cette derniére résultant
de I’extraction de 1’essence des composés aromatiques volatiles contenues dans les différents organes d’une plante.
D’apres Mohamed Fawzy Ramadan 2003, les fractions volatiles des graines broyées sont extraites par
hydrodistillation suivie d’une extraction liquide-liquide avec trois types de solvants : éther, dichlorométhane et
hexane. Cette méthode ne donne pas lieu & une huile vegétale car seules les substances aromatiques sont obtenues. El
Mannoubi et al., 2008 ont comparé les taux de lipides, acides gras et stérols entre les graines et la pulpe. Apres
formation de lyophilisat, les lipides sont extraits avec un mélange méthanol/chloroforme. Il s’avére que ce sont les

graines qui contiennent la quantité la plus importante d’huile.

(2) Composition chimique

La composition de 1’huile de graine de cactus contient plusieurs fraction de molécules ce qu’il lui confére un aspect
trés riche et nutritif. Au niveau des acides gras, elle contient une teneur tres élevée en C18:3n-6, allant de 49.7 a
56.1%, et en C18:3n-6 entre 15.6 & 62.1% (Nizar Yeddes et al., 2012; Ramadan et al., 2003; Matthaus et al.,
2011; Ennouri et al., 2006; Ennouri et al., 2005; Ennouri et al., 2005; Ennouri et al., 2006; Labuschagne and
Hugo, 2010; Sawaya et al., 1982; Chougui et al., 2013). Certains composés volatiles ont été identifiés comme
I’acide hexadécanoique avec une teneur de 28.5 a 65.7mg/100mg (Zito et al., 2013). La composition phénolique
s’aveérent trés riche en féruloyl-sucrose isomer 3 ¢a concentration s’exprime par rapport a une échelle standard
d’acide gallique, (une teneur qui peut aller de 105 a 717 mg d’acide gallique/100 g), et la teneur moyenne des dérivés
du feruloyl de s’étale de 51.7 a 233 mg d’acide gallique/100 g. D’autres composés phénoliques ont été cités dans la
littérature comme les flavonoides et les tanins (Chougui et al., 2013). Sa composition minérale est tres riche en
potassium, phosphore, sodium et magnésium (Tesoriere et al., 2005, Soel et al., 2007), ses compositions en fibres et
en sucres peuvent atteindre jusqu’a 9.23% et 51.11% respectivement (Chougui et al., 2013). Quatre types de
polysaccharides sont rencontrés comme 1’arabinane et les résidus a-(1/5)-linked arabinofuranosyl, arabinose,
rhamnogalacturonane (Habibi et al., 2005b). La vitamine K représente 0.525 g/kg, la vitamine E 0.403 g/kg et en
particulier le y-tocophérol avec 0.330 g/kg (Matthaus et al., .2011; Ramadan and Morsel, 2003a). Au niveau des
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phytostérols, Ramadan and Morsel, 2003a ont montré la présence d’une teneur tres élevée en B-sitosterol et en
campesterol avec respectivement 6.75 et 1.66 g/kg. Des études ont montré que 1’huile de graine de cactus contient
cinq fois plus de stérols que ’huile d’argan. Certaines études ont rapporté que 1’extrait de chloroforme contenant la
fraction de stérol issues de I’huile de graine de cactus présentent une teneur tres élevés en phytostérols totaux par
rapport 1’huile d’argan et ’huile d’olive marocaine(El Kharrassi et al ., 2014). Le fait intéressant, c’est que I’huile
d’argan contient principalement deux phyotostérols et qui sont majoritaire, le schotténol (56,97%) et le spinastérol
(43,03%) (El Kharrassi et al ., 2014; Khallouki et al., 2003). Cependant, pour I’huile d’argan, I’origine et le
procédé d'extraction peuvent influer sur les caractéristiques physico-chimiques de I'analyse en composantes (Ahmed
et al., 2005). Cela peut expliquer la faible teneur en stérols totaux dans cette huile. En revanche, les extraits de stérols
a la fois d'huile d'olive (OOSE) et I'huile de cactus ont montré plus de 80% de sitostérol comme le phytostérol
majeur. En outre, le campestérol a été trouvé en faible teneur dans les huiles d'olive et de cactus. Le sitostanol et
campestanol, les deux formes saturées du sitostérol et du campestérol, ont été détectés dans une moindre mesure dans
I’OOSE et dans le COSE (El Kharrassi et al ., 2014). Pour les acides aminés, leur teneur peut atteindre jusqu’a
106.23 g/protéine avec 1’acide glutamique comme acide aminé le plus représenté (15,73-20,27%) et avec une teneur

moyenne de la leucine et I’acide aspartique (Nakayama et al., 2011, Chougui et al., 2013).

(3) Intéréts pharmacologiques

La composition de 1’huile de graine cactus lui confére plusieurs propriétés intéressantes, vu qu’elle contient de grande
quantité d’acide gras polyinsaturée (Sawaya et al., 1982), ca teneur en tocophérol est bien plus supérieur aux autres
huiles car elle peut atteindre jusqu’a (946 mg/kg) et plus au moins proche de I’huile d’argan (850 mg/kg) (Zine et al.,
2013). Elle est moins résistant a 1’oxydation par rapport a I’huile de sésame (Garby et al., 2015). Elle tres utile dans
la gestion du diabéte sucré (Chougui et al., 2013). L’étude comparative entre la graine et I’huile réalisé in vivo sur
des souris par Ennouri et al., 2007 a montré que I'enrichissement de l'alimentation avec les graines du fruit de cactus
avait un effet hypolipémiant trés marquée par rapport a l'alimentation I’huile de graine. Il pourrait réduire de manicre
significative les niveaux de triglycérides dans le sérum et les lipides totaux dans le foie. Il a été rapporté que 1’huile
de graine de la figue de barbarie a des effets hypocholestérolémiants et hypoglycémique (Ennouri et al., 2006a.
Ennouri et al., 2006b). Une étude in vivo mené sur des souris ayant regu 1’alloxane a montré que le traitement avec
cette huile provenant de 1’espece O. ficus indica a une concentration de (2 mL/kg) donne un effet antidiabétique (Al
Berraaouan et al., 2015). En ce qui concerne la graine du fruit, Chougui et al., 2013 ont montré que les extraits de
graine de cactus contenant la plus grande teneur phénoliques, tanins et flavonoides et qu’ils présentent les activités
antioxydantes. Dans la littérature, plusieurs auteurs ont confirmé que les extraits de graine de couleur vert et jaune
provenant de variété mexicaine, ont la meilleur activité anti-radicalaire par rapport aux fruit de couleur rouge

(Cardador-Martinez et al., 2011). L’étude réalisé par Morales et al., 2012 sur le fruit acide appelé xoconostle
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provenant de deux especes Opuntia (O. joconostle F.A.C. Weber ex Diguet et O. matudae Scheinvar) qui se trouve en
Amerique latine, a montré que la pulpe avait une quantité appréciable de fibres solubles et en composés antioxydants
tels que l'acide ascorbique, tandis que les graines sont une source de fibres, de composés phénoliques, flavonoides,
acides gras polyinsaturés et de tocophérols (spécialement y-tocophérol), ce qui peuvent fournir des propriétés
nutritionnelles et antioxydantes. Par contre, la pulpe présente des propriétés anti-oxydante, anti-inflammatoires et
anti-ulcérogenes (Ahmed et al., 2005; Galati et al., 2001; Livrea & tesoriere, 2006 ; Maataoui et al., 2006).

Toutes ces nombreuses qualités sont expoloitées et utlisées dans I’industrie agroalimentaire et cosmétique.
c) L’arganier (Argania spinosa)

(1) Origine et répartition géographique

L'arganier (Argania spinosa) est une plante endémique du sud-ouest du Maroc, ou ses foréts couvrent une superficie
de 8300 km? et qui constitue ainsi un biotope unique, nommé « la forét d’argan ». Il est considéré comme un cas
emblématique du patrimoine génétique marocain. C’est une plante oléagineuse appartenant a I'embranchement des
angiospermes, plante a fleurs qui se reproduit par graines, appartenant a la classe des dicotylédones, de sous-classe
les gametopetales, et de I’ordre des ebenales de la famille des Sapotaceae. Il est I'une des especes végétales les plus
remarquables d’Afrique du Nord en raison de son intérét botanique et bioécologique ainsi que sa valeur sociale, vu
ces utilités multiples : intérét écologique et vocation fruitiére, pastorale et forestiére. C’est un arbre qui a joué un role
essentiel dans la micro-économie du sud-ouest marocain (EI Monfalouti et al., 2010). En fournissant de la nourriture
pour les étres humains et les animaux, il a joué un réle clé pour les populations indigenes de ces régions depuis des
siecles. Parmi ses caractéristiques botaniques, 1’arganier est le deuxiéme arbre le plus répandu au Maroc aprés le
cedre. Il pousse de fagon sauvage et en abondance dans la région s’étendant de Safi aux confins du Sahara et
délimitée par lI'océan Atlantique a l'ouest et les montagnes de I'Atlas a I'est. Sa répartition géographique est limitée;
situé de 29°15' a 31°20" N et de 8°10 ' a 10°25' W. Dans la zone ou pousse l'arganier, il y a environ 21 millions
d'arbres qui jouent un réle vital dans la chaine alimentaire et I'environnement, mais leur nombre est actuellement en
baisse (Batanouny, 2011). Il est consideré comme des piliers de la richesse nationale, les autorités tentent de mener
des actions de préservation et de développement du « systéme arganier ». Cette préoccupation coincide avec les
recommandations internationales dans le domaine de la conservation de la biodiversité. Cette plante recele plusieurs
avantages, vu qu’elle protége 1I’environnement (protection du sol contre 1’érosion), et constitue une source de revenus
supplémentaires pour les citoyens locaux en particulier chez les femmes, et ceci par la création de plusieurs
coopératives qui servent a la valorisation des produits de 1’arganier du point de vue socioéconomique. Le commerce
d’Arganier constitue de nos jours un vrai paradigme économique, du fait de la croissante demande par le marché
extérieur. C’est un produit actuellement trés sollicités par les industries agroalimentaires et cosmétiques européennes
(Hawa, 2007).
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(2) L’huile d’argan

(a)  Réle socioéconomique

L’huile d’argan est un produit traditionnel et typique du terroir. Il représente une source de richesse pour les
populations locales. Le Maroc étant le producteur de référence de ce produit. Il est traditionnellement bien connu
pour ses propriétés cardioprotectrices et il est également utilisé dans le traitement des infections de la peau. En raison
de ses propriétés organoleptiques uniques associées a ses propriétés cardioprotectrices, elle a actuellement trouvé une
grande place dans le marché trés concurrentiel de 1’huile comestible internationale. Elle fait 1’objet d’une forte
médiatisation de ces bienfaits sur la santé et en cosmétologie. En outre, les coopératives productrices de cette huile,
jouent un roéle important dans le développement socio-économique, puisqu’elles représentent une des composantes de
I’économie sociale et solidaire, du faite qu’elles ont un impact direct sur les petits agriculteurs et plus précisément sur
les femmes dans les zones pauvres puisqu’ils lui ont assuré I’opportunité d’autonomisation, ainsi I’offre d’emploie
indirecte. Elles sont aussi guider et orienter par la production de fiches techniques en différentes langues (arabe,
berbeére) sur les bonnes pratiques de production et de transformation ce qui a un impacte important dans le processus
d’une bonne qualité de I’huile d’argan. (Actes du 2eme Congres International de I’Arganier, Agadir, 9 - 11
décembre 2013).

(b)  Mode d’extraction
11 existe plusieurs procédés pour extraire 1’huile d’argan, a savoir :
% La méthode traditionnelle

Ce procédé nécessite d’écarter minuticusement la pulpe des fruits mirs, puis briser les noix avec des pierres, ensuite
sécher et les grains ou « amandons » a l'air dans des récipients en argile et les torréfiés dans des plaques d’argile en
chauffant 1égérement. Les grains torréfiés sont refroidis puis broyés 1‘aide d’une meule manuelle : trituration, pour
donner une pate brunatre. Cette derniere est finalement mélangée avec de I'eau chaude pendant plusieurs minutes par
la main. L’étape suivante correspond au malaxage manuel de la pate jusqu’a ce qu’elle se solidifie et quune émulsion
brune soit obtenue. Aprés décantation, 1’huile est recueillie. Cette huile limpide présente un gotit de noisette. En plus,
pour assurer sa préservation, le sel est ajouté. Parmi les inconvénients de cette méthode, c’est ¢a mauvaise
conservation, 1’absence des normes de qualité et d’hygiéne et que la préparation de I’huile demande beaucoup de
temps environ de 20h. Cependant cette technique permet d’avoir une teneur d’acidité plus €levé par rapport a celle

obtenue par la presse mécanique, vu que I’acidité ne dépasse pas le 0,8% (Charrouf et Guillaume, 1999).
¢+ La presse mécanique

L'utilisation cette méthode a permis de remplacer la mouture et le malaxage traditionnel et ne nécessite pas le

mélange de la pate et de l'eau. Le rendement de I'huile a connu une augmentation avec un rendement qui peut
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atteindre 43% et qui est du & la récupération de 10% de 1‘huile qui reste dans le tourteau. L’avantage de cette
technique c’est qu’elle nécessite seulement deux heures pour obtenir un litre d'huile. Elle offre aussi une meilleure
conservation de I’huile. Cette technique d’extraction permet 1’obtention de deux types d’huile : alimentaire et

cosmeétique.
¢ L'extraction par solvant

A travers ce procédé d’extraction, I’huile d'argan obtenue est de nature cosmétique, elle peut étre extraite a partir des
amandons en utilisant un solvant lipophile volatile. Ce mode d’extraction s’aveére intéressant vu que le rendement de
I’huile peut varier de 50 a 55%. Cette technique présente certain inconvénient, car par rapport au procédé d’extraction
traditionnelle, 1’huile obtenue posseéde des propriétés organoleptiques insatisfaisantes, et que la teneur c¢a fraction

insaponifiable est trois fois plus faible par rapport a I’huile extraite par presse (Charrouf et Guillaume, 1999).

(c)  Classification
La classification qualitative et quantitative de I’huile d’argan repose sur plusieurs parameétres qui sont soumis a la
norme Marocaine (N.M. 08.5.090) (SNIMA, 2003). Cependant plusieurs paramétres a savoir 1’analyse sensorielle
qui est trés apprécié par ¢a savour et ses aromes, se basent essentiellement sur les caractéristiques organoleptiques
(odeur, couleur, ou avec des senteurs soit : positives avec des golts noisettes, grillé, amande ou cacahouéte, ou des
senteurs négatives qui se distinguent par des gouts vineux, chomé ou rance). Ce parametre s’avere nécessaire comme
critére indispensable a la commercialisation réussie des produits alimentaires et qui est considéré comme une partie
intégrante de 1’évaluation des huiles d’argan, il depend surtout du procédé de fabrication ainsi le mode de
conservation. En outre d’autres parametres tel que les caractéristiques physicochimiques participent a la
dénomination et la classification comme 1’acidité qui est exprimé en pourcentage d’acide oléique, I’indice du
peroxyde (IP) exprimé en Meq O2/Kg, qui permet I’évaluation de la teneur de I’huile en produits d’oxydation
primaires (Marmesat et al., 2009), et le coefficient d’extinction spécifique des absorbances UV a 232 nm et 270 nm
qui donne une idée sur le stade d’oxydation de I’huile a partir de I’absorbance de certain molécules peroxydes comme
les cétones insaturés ( Harhar et al., 2010). Ils existent différents types d’huiles d’argan et qui sont classés en
fonction de leur acidité, ce paramétre nous donne une idée sur 1’état d’altération de 1’huile (Gharby et al., 2014).
Différents noms ont été attribué a cette huile a la base de son utilisation comme I'huile d'argan vierge, I'huile d'argan

cosmetique, I'huile d'argan pressée froid, etc. (Charrouf et Guillaume, 2010).
o Les huiles d’argan (vierge extra, vierge fine, vierge courante, lampante)

Selon la norme marocaine N.M. 08.5.090 (SNIMA, 2003), I’huile d’argan vierge extra possedent une acidité
inférieure a 0,8 par contre I’huile d’argan vierge fine a une acidité qui est comprise entre 0,8 et 1,5%. La troiseéme

classe concerne I’huile d’argan vierge courante qui a une acidité comprise entre 1,5 et 2,5%. Ces trois trois classes

59



sont consommables en état. Pour la derniére classe, nous avons 1’huile lampante qui est impropre a la consommation

avec une acidité inférieure a 2,5%.
o L'huile d'argan comestible

Cette huile est préparée a partir de grains torréfiés, elle est le constituant principal de « I’ Amlou » (EI Monfalouti et
al., 2010). Elle a de golt de noisette avec une senteur olfactive gustative typique des huiles obtenues des amendons
torréfiés, la durée de la torréfaction a peu d’influence sur I’acidit¢ (Harhar et al., 2013). Cette huile possede

beaucoup de qualités avec une faible humidité et une teneur élevée en molécules bioactives.
o L'huile d'argan cosmétique

Cette huile est préparée par extraction au solvant a partir des noyaux non torréfiées (EI Monfalouti et al., 2010). Les
amandons passent directement au broyage sans subir 1’opération de torréfaction. (Hachmi et al., 2011). L'huile
d'argan cosmétique a un profil aromatique qui est riche en alcools et en cétones. Son profil olfacto-métrique est
composé essentiellement des notes fruité/vert/herbeuse, son arome est dominé par les alcools (Zahar et al., 2011).
Elle est directement utilisée pour l'application cutanée ou sous forme de lotion capillaire. Ca composition chimique
lui confére des propriétés anti-sébum et dermo cosmétique (Devrev, 2007 ; Guillaume et Charrouf, 2011). Sa teneur
en constituants volatiles est inférieure a celle de I'nuile d'argan alimentaire (Pauly et al., 2001) et sa durée de vie est
aussi plus court (EI Monfalouti et al, 2010; Harhar et al, 2010). Ca fraction insaponifiable représente 1% de ¢a

composition (Guillaume et Charrouf, 2011).
o L’huile d'argan de beauté

La préparation de cette huile nécessite la cueillette et le pelage des fruits, ainsi la rupture de 1’écrou et le pressage du
noyau non torréfié, ce qui offre un rendement d’huile de 45% (Guillaume et Charrouf, 2011). Elle est produite par
pressage a froid a partir des amandons non torréfiés (Charrouf et Guillaume 2007; Guillaume et Charrouf, 2011b;
Faezet al., 2012; Harhar et al., 2011).

o L’huile essentielle (pulpe, feuille)

Peu d’étude ont montré I’intérét nutritionnel et médicinal des huiles essentielles issues de [’arganier, et
particulierement la pulpe du fruit et les feuilles. L’étude mené par Harhar et coll., 2011 a ciblé I’identification de la
composition chimique de ces huiles, dans le but d’avoir une idée sur les molécules majoritaire considéré comme
principes actifs, tester leur activité biologique et d’évaluer leur valeur commerciale. Cependant les techniques les plus
utilisées pour ce genre d’extraction sont soit I’hydrodistillation, le CO2 supercritique ou 1’extraction aux micro-ondes
(Gomez et al., 2001). Le rendement en huile essentielle de la pulpe et des feuilles d’arganier est faible : 0.5% et
0.1%, respectivement, avec 1’identification des dérivés terpéniques oxygénés comme un principal constituant de la

pulpe, et le 1,10-di-épi-cubénol comme principe actif de la feuille. Il a été démontré que I’huile essentielle issues des
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feuilles de 1’arganier présente un effet inhibiteur vis a- vis plusieurs microorganismes, et que I’huile essentielle issues

de la pulpe possede des propriétés insecticides (Harhar et al., 2011).

(d)  Mode d’Altération

La classification de I’huile est I'un des facteurs informatifs sur le mode d’altération par hydrolyse. Les acides gras
naturels sont essentiellement présents sous forme de triglycérides 98-99%, (Rahmani et al., 2005). L hydrolyse de
ces derniers libere les acides gras et leur dosage permet d’obtenir 1’information sur 1’état d’avancement de la
dégradation de I’huile. Depuis la récolte des amandes jusqu’au stockage de I’huile, nous devons prendre en
considération ’acidification et ’oxydation de I’huile d’argan qui peuvent conduire a des phénoménes néfastes
d’altération. Ainsi, il est conseiller que le stockage du produit fini doit a I’abri de la lumiére, de I’air et de la chaleur.
La conservation est évaluée par la stabilité oxydative qui est représentée par le nombre de jours de stockage des
huiles placees a température de 35 °C et a I’obscurité, correspondant a un indice de peroxyde égal ou supérieur a
20 meq d’O/kg d’huile (Link, 1974). La durée de cette période de stockage est influencée par le type de processus
technologique de trituration des amandes qui se fait au moment de I’extration et avant le malaxage de la pate obtenue
avec ajouts successifs de petites quantités d’eau tiede (Hachmi et al., 2011),ainsi que par les antioxydants
naturellement présents (comme les composés phénoliques en particulier I’acide férrulique, tocophérols et -caroténe).
Ces antioxydants peuvent passer dans les huiles lors de leur extraction en fonction de la nature de leur structure. A
certaines concentrations et en tenant compte de I’effet de synergie, ces composés ont un potentiel antioxydant et se
comportent comme des antioxydants naturels qui protégent 1’huile contre 1’oxydation. Les périodes de conservation
pour les huiles d’argan extraites traditionnellement et industriellement sont respectivement de 200 et 270 jours. Au-
dela de la valeur caractéristique de la qualité de 20 meq d’Oy/kg d’huile a température de 35 °C et a 1’obscurité,
établie par le Conseil oléicole international (COIl), les huiles produites perdent leur fraicheur et sont considérées
impropres a la consommation. Les teneurs en polyphénols totaux exprimés en quantité d’acide caféique sont de
56,3 mg/kg, celles des tocophérols totaux sont de 620,0 mg/kg (Chimi, 1988). Nous remarquons que cette huile a une

teneur élevée en tocophérols, ce qui est intéressant pour sa conservation (Boukhobza, 1988).

(e)  Composition et caractéristique physico-chimique
La variation de l'origine géographique des huiles comestibles affecte considérablement les proportions des
composants de I'huile. La qualite d'une huile comestible peut étre reflétée par la qualité sensorielle, sa valeur
nutritionnelle et son effet pharmacologique. Dans I'évaluation de la qualité nutritionnelle de I'huile, la composition en
acides gras occupe une place particuliére. En effet, les acides gras polyinsaturés sont des nutriments essentiels car ils
sont les précurseurs biologiques des leucotrienes et des prostaglandines, deux types de composés agissant comme des
messagers cellulaires. Cependant, la simple présence d'une grande quantité d'acide linoléique n’implique pas une

huile de haute valeur nutritive comme c’est le cas pour 1'huile de pépins de raisin (Matthaus et al., 2008). L’huile
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d'argan contient des niveaux élevés d'acide oléique et d'acide linoléique (qui est le deuxiéme principal acide gras
insaturé). Les principaux acides gras saturés sont les acides palmitique et stéarique et par consequent les qualités
nutritionnelles générales de I’huile d’argan sont identiques a celles de 1’huile d’olive. Par contre, la composition en
acides gras de 1'huile d'argan est beaucoup plus homogéne par rapport a I’huile d’olive et, par conséquent, sa valeur
nutritionnelle est moins variable. L’huile d’olive présente une grande variabilit¢ chimique liée a ses multiples
origines géographiques et sa composition en acide gras : sa quantité en acide linoléique peut varier de 3,5 a 21% et
celle en acide oléique de 55 a 83%. Cependant la teneur moyenne en acide gras de I’huile d’argan se compose de
45% d'acides gras monoinsaturés, 35% d'acides gras polyinsaturés, et 20% d'acides gras saturés (Sour et al., 2012).
Le profil de composante mineure de I'huile d'argan a peu de variation et est susceptible d'étre responsable d'un profil
pharmacologique plus reproductible. L'huile d'argan vierge contient une fraction insaponifiable trés particuliere, avec
des quantités plus élevés en comparaison avec toute autre huile comestible, par la présence des tocophérols : alpha,
béta, gamma ( la plus dominant qui peut atteindre jusqu’a 85,1% (Afia et al., 2014)) et delta et quatre tocotrienols
alpha, béta, gamma et delta), les polyphénols : I'acide férulique (' avec une teneur de 3147 ug/kg) et des caroténoides :
la béta-carotene (Khallouki et al, 2003; Matthaus et al, 2010), ainsi les phystostérols (EI Kharrassi et al, 2014).
Ces fruits contiennent aussi une grande teneur de composés polyphénoliques a potentiel antioxydant avec une
concentration importante de 15,4 g / kg (Khallouki et al, 2015). Au niveau des phytosterols, le spinastérol et le
schotténol sont les plus représentés, leur teneur peut atteindre jusqu’a 68,92 -91,24 mg/100g d’huile respectivement
(El Kharrassi et al, 2014). En outre, une étude récente a permis d’évaluer pour la premicre fois leur activité
biologique sur des cellules microgliales murines BV2, les résultats montrent que le traitement avec ces deux
phytostérols ne présentent aucune toxicité, toutefois ils impactent le potentiel membranaire mitochondriale, et
peuvent moduler 1’expression des genes de deux récepteurs nucléaire LXR a et b et loeur géne cible ABCA1L et
ABCG1, ils peuvent aussi jouer un role de protection par modulation du métabolisme du cholesterol (El Kharrassi et
al, 2014). Ces biomolécules sont performantes aussi bien dans le domaine de la revitalisation et de la protection anti-
radicalaire (Gharby et al., 2011). Elles sont aussi utilisées pour vérifier I’authenticité de 1’huile d’argan (Gharby et
al., 2011). Deux stérols minoritaires rentrent aussi dans la composition de la fraction stéroliques de 1’huile d’argan :
le stigmast-8,22-diéne et le stigmasta-7,24-28-diéne (ou A-7-avenastérol). Leurs proportions varient entre 3,2% et 7%
du mélange des stérols totaux. Ces fruits contiennent une grande teneur de composés polyphénoliques antioxydantes
a une concentration importante de 15,4 g / kg avec une dominance de la catéchines (39%) (Khallouki et al,. 2015).
En outre, la pulpe du fruit de I’arganier et ses feuilles contiennent des huiles essentielles intéressantes. Les produits
majoritaires de la pulpe sont le camphre suivi du 1,8 cinéole et du bornéol, il a été démontré qu’elle contient des
composees a effet insecticide (Hachmi et al., 2011). Au niveau de la feuille, son huile essentielle peut atteindre un
rendement de 0.05 % de la matiére seche (Hicham et al., 2011). Certain travaux mené par des chercheurs ont montré

la présence de stérols et tritepenes ainsi les sesquiterpenes oxygénés notamment le 1,10-diépi-cubénol (Chahboun,
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1993 ; Hichamet al., 2011); de polyphénols, et de saponosides (EI Kabouss, 2002). Hicham et coll suggérent qu’elle

présente une activité antimicrobienne.

(f)  Intéréts Pharmacologique

L'huile d'argan a été utilisée comme aliment et comme ingrédient alimentaire et a été appliquée sur la peau pendant
des siecles. Par conséquent, ses toxicités aigué et chronique sont supposées étre nulles, en particulier lorsqu'il est
administré par voie orale a des doses ordinaires. Initialement, ces propriétés pharmacologiques ont tout simplement
été déduites en prenant en considération les propriétés de ses constituants, qui ont été isolés et évalués sur le plan
pharmacologique. Elle est impliqué dans la prévention de [l'athérosclérose grace a ses propriétés
hypocholestérolémiantes, hypolipidémiants, et antihypertenseurs (Charrouf et al.,, 2010) et antithrombotique (
Mekhfi et al., 2012) et antidiabétique (Samane et al., 2009 ; Samane et al., 2006 ) . Elle se caractérise aussi par la
réduction des effets métabolique de 1’obésité (Sour et al., 2015). Actuellement, plusieurs études realisées sur des
modeéles animaux ou des étude cliniques sont en cours pour faire une évaluation scientifique des avantages avancés
traditionnellement pour la consommation de cette huile. Son effet alimentaire sur le systeme immunitaire a été évalué
sur des rats. (Benzaria et al., 2006). Ces études ont conclu que ces effets sur les cellules immunitaires sont similaires
par rapport a I’huile d’olive, et que l'huile d'argan n'a pas d'effets marqués sur la fonction des cellules immunitaires.
(Benzaria et al., 2006). L’effet antiprolifératives des tocophérols et saponine issues de 1’huile d’argan sur le cancer
de la prostate humain a été aussi démontré par Drissi et coll. (Drissi et al., 2006). D’autre étude in vitro réalisé sur
des cellules de fibroblaste ont montré que son utilisation chez les patients atteints de la maladie Pseudo-neonatal
adrenoleukodystrophy (P-NALD) a un role thérapeutique potentielle, puisqu’on absence d’activation de PPAR a et
PGC 1a I’huile d’argan est capable de stimuler la prolifération des peroxysomes dans les cellules de fibroblastes de
patient atteint la P-NALD (EI Kebbaj et al., 2012). Il a été aussi rapporté dans une étude in vitro sur des cellules
cancéreuse que les extraits de fruit ont un effet antiproliférative, antioxydante et antipaludique (E! Babili et al.,
2010). Un seul cas d’allergie a cette huile a été cité par Astier et coll. (Astier et al., 2010). Les hormones
thyroidiennes et le métabolisme des acides gras sont étroitement liés et les acides gras insaturés ont été montrés pour
empécher I’hypothyroidie (Cherki et al., 2006). L’effet 'sur ’activité thyroidienne de 1'huile d'argan a été évalué dans
une étude de cohorte réalisée sur 149 volontaires euthyroidiens consommant du sel non iodé en mesurant les
concentrations plasmatiques de triiodothyronine libre (FT3), tétraiodothyronine (FT4) et I'hormone stimulant la
thyroide. Cette étude a montré qu’on ne peut pas s'attendre a une activité de I'huile d'argan sur I'hypothyroidisme. En
outre, une étude récente in vivo réalisé sur des souris montre que I’huile d’argan peut ajouter de nouvelles
potentialités thérapeutique, puisqu’elle offre une protection préventive contre la baisse de I’expression de genes
impligués dans la gluconéogénése hépatique FAOX, et qui est liée a la reprise des expressions de génes des récepteurs
nucléaires PPARa et ERRa ainsi que de leur co-activateur PGC-1a (E| Kebbaj et al., 2016).
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2. Molécules bioactives

a) Les phytostérols
Les sterols sont des constituants des lipides qui se trouvent dans la partie appelée "l'insaponifiable" de 1’huile, c'est a
dire la fraction qui est insoluble dans I'eau mais soluble dans les solvants organiques, aprés saponification des lipides.
Ils constituent la fraction la plus importante de I’insaponifiable et en représentent environ de 30 a 60%. La teneur en
"insaponifiable” des matieres grasses (huiles et graisses) est de I'ordre de 0,5 & 2 % en général; il s'agit d'un mélange
complexe, qui a coté des stérols, contient des hydrocarbures (squaléne, etc), des alcools gras (cires), des pigments
liposolubles (caroténe, etc.) et des vitamines. Les stérols sont des constituants complexes dont le réle biologique est
important et leur distribution dans les matiéres grasses est trés étudiée. Ils sont les principaux constituants des
membranes cellulaires, leur principale fonction au niveau de la membrane, est d’assurer leur perméabilité appropriée,
la fluidité, la rigidité, la durabilité et réduisent la liberté de mouvement des phospholipides (Yeagle, 1985; Boesze-
Battaglia and Schimmel, 1999 ; Maxfield et Tabas, 2005; Hac-Wydro et al., 2007). En outre, ils sont utiliseés pour
l'analyse des denrées alimentaires. La détermination de la composition stérolique d’une huile végétale constitue un
critére important d’identification de son origine botanique : généralement, des plantes appartenant 4 une méme
famille botanique présentent la méme composition qualitative pour les stérols. Par contre, 1’espéce et la race sont
différenciées par des compositions quantitatives différentes. (COI / T.20 / Doc. n° 10 / Rev. 1). lls se trouvent en
grande quantité dans les huiles et les graisses et en particulier chez I’huile de germe de blé et ’huile de mais avec une
teneur de 919 et 909 mg/100g respectivement, 1’huile de colza présente lui aussi une grande teneur avec une valeur de
668 mg/100g (Marangon F. i, Poli A., 2010). La figure 3 présente un exemple de phytostérols avec leur structure

chimique.

(a)  Structures
Les stérols ont une structure chimique analogue a celle du cholestérol. lls sont structurellement liée au cholestérol et
sont principalement les carbones C-28 et C-29 des alcools steroides (Otaegui-Arrazola et al., 2010). Ce sont des
composes tétracycliques comportant les plus souvent 27, 28 ou 29 atomes de carbone. Ils different de leurs
précurseurs biosynthétique, les alcools tritérpéniques tétracycliques et les 4-méthyl stérols par I’absence de groupe
méthyle en position 4. Une mise en point détaillée sur la biosynthese des stérols a été réalisée par Benveniste en 1986
(Benveniste, 1986). Le noyau tétracyclique possede le plus souvent une double liaison localisée fréquemment en 5,
mais que I’on peut rencontrer en 7 et beaucoup plus rarement en 8 (9), en 8 (14) ou en 9 (11). Le noyau
cyclopropanique en 9-10-19 subsiste trés rarement (stérols de pollens principalement). Les groupes méthyles 18 et 19,
la fonction alcool en 3 et la chaine latérale en 17 sont en configuration béta. Le groupe méthyle 14 alpha subsiste trés
rarement. La chaine latérale posséde 8, 9 ou 10 atomes de carbone, elle peut étre saturée ou comporter en 22, 24 (55),
24 (28) ou 25 (27) une ou 2 doubles liaisons qui ne sont jamais conjuguées. Lorsque 1’atome de carbone 24 est saturé,

il peut etre de configuration R ou S, une double liaison en 24 (28) peut étre Z ou E, une double liaison en 22(23) est
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toujours E, enfin, la structure de la chaine latérale des stérols d’algues et d’animaux marins infé€rieurs peut étre trés
particuliére. (A. Karleskino). Ils ont un systeme cyclopentano-perhydrophénanthréne avec fonction alcool secondaire
en position 3, estérifiée par un acide gras en position 17, genéralement avec une double liaison en position 5 et/ou 7
de la chaine latérale de structure spécifique. lls sont classés ont deux catégories, la premiére avec les zoo-stérols
(origine animale) avec pratiguement un seul représentant, mais tres important le cholestérol (il existe aussi le
lanostérol, moins important, intermédiaire dans la biosynthese du cholestérol) et la seconde avec les phytostérols
(origine végétale), nombreux, différenciés par la chaine en position 17 et/ou la position de la double liaison (5 et/ou
7). Ses principaux dérivés sont : les acides biliaires, émulsifiants qui jouent un réle important dans la digestion des
lipides (émulsification des matiéres grasses au niveau de l'intestin), les hormones du cortex surrénale (cortisone, etc.)
et gonadiques (testostérone, oestrone) et la vitamine D. Leurs interactions avec les phospholipides ont été étudiées
dans des monocouches de Langmuir mixtes utilisé en tant qu'un modéle de membrane. Il a été rapporté que
I'incorporation de phytostérols particulierement les b-Sitostérol et stigmastérol dans des monocouches de
phospholipides augmente leur condensation et révelent une plus grande affinité envers les phosphatidylcholines par
rapport a phosphatidylethanolamines. Ils interagissent plus fortement avec les phospholipides possédant des chaines
plus longues et saturés (Hac-Wydro et al., 2007). Aprés saponification des lipides, on obtient du savon, qui, suivi
d’une extraction par I’éther diéthylique, donne deux phases : la phase aqueuse qui contient uniqguement le savon et la
phase organique qui contient la partie insaponifiable. Cette fraction de stérols va étre purifiée par chromatographie
sur couche mince puis mélangé avec des dérivés silylés pour qu’ils soient détecter en chromatographie en phase

gazeuse (capillaire) (COI / T.20 /Doc. n° 10 / Rev. 1).
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Figure 3: Présentation des différentes structures stérolique (E! Kharrassi et al., 2014 ; Marangoni et al., 2010; Hovenkamp
et al 2008, IUPAC-1UB 1976).

(2)  Activité biologique
Les phytostérols pourraient avoir certains avantages dans la prévention des maladies cardio-vasculaires, et ils
pourraient également contribuer a la prévention du cancer et des maladies inflammatoires (Jones et al., 2009 ; Vejux
et al., 2012). Certains de ces molécules ont le pouvoir de traverser la barriere hémato-encéphalique (\Vanmierlo et
al., 2012) et de moduler I’amyloidogénése chez la souris in vivo (Burg et al., 2013). L’étude menée par Badreddine
et al., 2015 a permis d’évaluer les activités biologiques de certains phytostérols comme le (spinastérol et schotténol)
les deux stérols majoritaire dans I’huile d’argan, sur des cellules du systéme nerveux central (cellules 158N
oligodendrocytes murines, des cellules de gliome de rat C6), ces derniers ont montré qui n’ont aucun effet sur la
croissance cellulaire, mais qu’ils diminuent I’activité mitochondriale . Dans la littérature, plusieurs auteurs ont montré
que la b-sitostérol a des effets trés bénéfique sur la santé humaine, puisqu’il abaisse le taux du cholestérol et renforce
I’immunité (Pegel, 1997 ; Nieman, 1994), elle présente aussi des effets anti-inflammatoire, antipyrétique et anti-
cancérigéne et en particulier chez la prostate (Klippell, 1997; Kritchevsky et Shirley, 2005). La b-sitostérol est trés
abondant dans I’huile de graine de sésame qui constitue un peu pres de 60%, ainsi que dans le soja, le tournesol et
I'huile d'olive (Garby et al., 2015 ; Zine et al., 2013). Un renforcement de 1’auto-immunité a été également démontré
(Bouic P. et al., 1999). Les phystostérols diminuent I'absorption intestinale du cholestérol (Plat J, Mensink RP,

2005). Leur absorption au niveau du tractus intestinal est dix fois plus faible par rapport a celui du cholestérol (De
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Jong et al., 2003; Von Bergmann et al., 2005). Néanmoins, d’autre étude ont rapporté qu’ils ont un effet
hypocholestérolémiant en réduisant le taux du LDL, et antiathérogéne, et participe a la prévention des maladies
coronaire (Berger et al., 2004). Cependant lorsqu’ils sont présents a des concentrations supérieures a la normale
accompagné d’une absorption accrue au niveau intestinale (phytostérolémie, sitostérolémie), ce qui est synonyme de
la présence d’une maladie héréditaire rare et donc peuvent fortement affecter les propriétés membranaires.
(Kritchevsky et Chen, 2005). En outre, cette famille de molécule bioactive, peuvent affecter le taux de cholestérol
grace a la régulation positive de 1’ATP-binding cassette transporteurs ABCG-5 et ABCG-8, situées a la surface
apicale de l'entérocyte (Marangoni, Poli, 2010). Certains stérols présenteraient des activités anti-cancéreuses et
permettraient une inhibition des cancers du colon, du rectum et du poumon (Mendilaharsu et al., 1998, Normen et
al., 1999). Des études ont montré qu’une supplémentation en phytostérols aurait un effet hypocholestérolémiant et
limiterait ainsi le risque de maladies cardiovasculaires (Jones et al., 1999, Vissers et al., 2000). Du fait de leur nature
hydrophobe, il faut éthoxyler les stérols afin de les incorporer dans de nombreux produits cosmétiques. Enfin, les
stérols interviennent dans de nombreux produits présentant des activités anti-inflammatoires ou réparatrices de

dommages cutanés et dans des shampooings (\Wachter et al., 1995).

b) Les acides gras
Les acides gras (AG) représentent les constituants majeurs de la bicouche lipidique des membranes cellulaires au sein
d’un glycérophospholipide ou d’un sphingolipide (Arterburn et al., 2006). Ils participent & la formation des esters
de cholestérol (Johnson et al., 2006). Ils se subdivisent, selon qu’ils contiennent ou non des doubles liaisons, en AG
saturés (AGS), et en AG insaturés (AGI), eux-mémes répartis, selon le nombre d’insaturations, en 2 SOUS-Qroupes :
les acides gras mono-insaturés (AGM) et les acides gras poly-insaturés (AGPI) (Savary et al., 2012). Les travaux de
Gardner et et al., (1995) ont montré que les acides mono ou polyinsaturés (w6) pouvaient réduire significativement
le taux de LDL-cholestérol. Un fort apport alimentaire en acides gras mono-insaturés va augmenter la proportion de
ces acides dans les LDL ce qui va protéger ces derniers de 1’oxydation puisqu’ils jouent un réle prépondérant dans la
protection des maladies cardiovasculaires (Kris-Etherton et al., 1999; Kratzet al., 2002; Reaven et al., 1996). En
outre, beaucoup d’étude ont cibler les activités biologique des AGPI, prenant par exemple l'acide docosahexaénoique
(DHA, C22: 6 n-3) sont essentiels pour les fonctions cérébrales (Crupi et al., 2013), vu qu’il peut agir contre les
effets cytotoxique des oxystérols en améliorant les effets protecteurs de la vitamine E et en particulier 1’alpha
tocophérol (Nury et al., 2015). En plus, il a été démontré in vitro sur des cellules humaines SK-N-BE, que le DHA
les proteégent contre les acides gras de types C22: 0, C24: 0 et C26:0 qui provoquent les dysfonctionnements
mitochondriaux et le stress oxydatif (Zarrouk et al., 2015). D’autres études in vitro ont montrées que le DHA
pouvait activer les PPARa en protégeant les cellules des tubules rénaux de I'apoptose induite par la doxorubicine
(Lin et al., 2007). Ca diminution a été observée dans le cerveau et le foie des patients atteint de la maladie

d’Alzheimer (Astarita et al., 2010). Les AGPI a longue chaine comme (acide éicosapentaenoique (EPA) pourrait
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améliorer la mémoire et donc réduire le risque de maladie d’Alzheimer (Taepavarapruk et al., 2010). D’autres
études ont mis en relation la présence de DHA et d’EPA dans la structure cérébrale et apparition de depressions
nerveuses (Logan, 2004). D’autre AGPI présentent un effet protecteur vis-a-vis certaine maladie, comme I’acide
arachidonique et 1’acide linoléique qui exercent un effet hypocholestérolémiant et des propriétés inhibitrices de la
prolifération des cellules métastasiques du cancer du colon (Soel et al., 2007). De toute évidence, leur accumulation
suite a une défiance de la beta oxydation peroxysomale du a une mutation de géne ABCD1 peut provoquer la maladie
X-ALD (Trompier et al., 2014). Plusieurs travaux ont mentionné que I’acides oléique (présent en grande quantité
chez I’huile d’olive) était capable de ralentir la pénétration des acides gras dans les parois des cellules artérielles, or la
pénétration puis 1’oxydation de ces acides gras est a I’origine de la formation de la plaque d’athérome dans I’intima
des vaisseaux sanguins (Charbonnier et al., 1982), et que I’acide linolénique oméga-3 se trouvent pourcentage éleve
chez le cactus (en particulier dans le fruit, la pulpe et la graine) (El-Mostafa et al., 2014), ce dernier possede des

effets bénéfiques dans les maladies cardiovasculaires, et les diabétes (Kim et al., 2014).

c) Les tocophérols

Les tocophérols sont reconnus pour leur double action bénéfique. En effet ils ont tout d’abord I’atout d’étre une
vitamine (vitamine E) et ils ont également une forte activité antioxygene (Burton et al., 1986). Ils sont rencontrés
dans les huiles végétales sous quatre formes, 1’a-tocophérol (vitamine E), le a-tocophérol, le b-tocophérol et le s-
tocophérol. Certain plante médicinale contiennent des teneur importante en vitamine E, par exemple 1’huile d’argan
semble étre la plus riche y-tocophérol comme principal tocophérol (Ramadan and Morsel, 2003 ; EI-Mostafa et al.,
2014), par rapport au cactus genre Opuntia, qui est riche en a-tocophérol avec une teneur de (17,6 g/kg) au niveau de
la peau du fruit, alors que la graine contient un taux plus faible, principalement du y-tocophérol (Ramadan and
Morsel, 2003 ; El-Mostafa et al., 2014). La teneur totale en tocophérols dans les huiles d’olive est trés variable
puisqu’elle a été reportée dans une gamme allant de quelques mg a 450 mg/kg d’huile (Grigoriadou, 2007 ; Boskou,
2006 ; Gutierrez et al., 1999). L’alpha-tocophérol représente a lui seul 90% de la totalité des tocophérols (Sherwin
et al.,, 1976), mais on trouve également un peu de beta et gamma tocophérols, alors que le delta tocophérol n’est
présent qu’a 1’état de traces (Psomiadou et al., 2000). Par contre chez I’huile d’argan, il est deux fois plus riche en
tocophérol que I’huile d’olive, en particulier le y -tocophérol qui représente la partie majoritaire avec plus que 75%
des tocophérols totaux (Khallouki et al., 2003). Leur teneurs varient en fonction de 1’origine géographique, le mode
de conservation des fruits ainsi le procédé d’extraction des huiles. Les tocophérols sont liposolubles et leur présence
dans les huiles les protége du rancissement. Dans 1’organisme humain, les principaux systémes antioxydants
endogenes agissent dans les parties aqueuses de la cellule. L’alpha-tocophérol (90 % des tocophérols dans 1’huile
d’olive) va s’insérer dans les membranes cellulaires ainsi que dans les lipoprotéines en stabilisant les radicaux
peroxyls (Serbinova et al., 1991). L’alpha-tocophérol est en effet connu pour étre 1’antioxydant lipophile le plus

puissant pour limiter le processus d’oxydation radicalaire. Elle est actuellement la molécule la plus efficace capable
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de contrecarrer 7KC- et 7b- OHC- qui induisent la mort cellulaire sur divers types de cellules (Miguet, et al., 2002 ;
Ragot et al., 2013). Son effet protecteur peut étre améliorer par la présence du DHA (Nury et al., 2015). Une
déficience en tocopherol dans les membranes cellulaires peut augmenter la perméabilité des cellules et donc les
rendre plus vulnérables a la dégradation. Il est aussi I’antioxydant le plus important dans les LDL et pourrait donc
jouer un role clé en inhibant leur oxydation. Une fois oxydé, 1’alpha-tocophérol peut étre régénéré par 1’acide
ascorbique (vitamine C) ou I’ubiquinol (Gille et al., 2008 ; Pincemail et al., 2003, Bascetta et al., 1983). En plus
de leur activité antioxydante, les tocophérols ont été associés a un ralentissement de la propagation cellulaire, de
I’agrégation plaquettaire et de I’adhésion des monocytes dans les vaisseaux sanguins. Zingg (2004) suggérait que ces

effets pourraient étre dus a des interactions entre 1’alpha-tocophérol, certaines enzymes et des protéines structurales.

d) Les composés phénoliques

Les composes phéenolique est particulierement les polyphénols sont des molécules naturelles dotées de nombreuses
propriétés physiologiques, vu leur capacité a protéger les cellules contre les dommages causes par les radicaux libres
(Zheng et al., 2010 ; Sies, 2010), ils peuvent également agir contre l'athérosclérose et les maladies dégenératives
(Del Rio et al., 2010), ainsi la progression du cancer (Clement et al., 2009). Du point de vue alimentaire, leur apport
agit de facon bénéfique sur la santé humaine sur I'amélioration de I'inflammation intestinale (Romier et al., 2009,
Biasi et al., 2011), et en interférant indirectement avec les protéines de signalisation spécifique, qui permettent la
médiation de la régulation des genes en réponse a un stress oxydatif et de I'inflammation (Fraga et al., 2010 ; Covas
et al., 2010). Les quantités de composés phénoliques sont trés variables d’une huile a une autre, tant sur le plan
quantitatif que qualitatif. Il est généralement admis que I’activité phénolique se situe entre 200 et 600 mg
d’équivalents d’acide gallique par litre d’huile. Si la composition phénolique peut servir de marqueur pour
I’identification des huiles c’est parce que 1’origine géographique a une forte influence sur la synthése de certains
phénols (Vinha et al., 2005). En effet, un stress hydrique engendrera une plus grande richesse des huiles en
composés phénoliques. Par exemple chez I’olivier, le facteur le plus déterminant est le type de variétés cultivées. De
nombreuses études ont montré que certaines variétés d’olives étaient plus riches en composés phénoliques que
d’autres (Gomez et al., 2008 ; Tura et al., 2008 ; Turaet al., 2007 ; Vinha et al., 2005). En effet, au sein de
I’huile I’activité antioxydante des polyphénols présentent deux effets principaux : tout d’abord ils protégent I’huile de
I’oxydation (donc augmentent sa durée de vie) mais ils vont également augmenter le potentiel antioxydant de
I’organisme et ainsi prévenir le développement de certaines maladies. Une étude sur le cancer du colon a également
montré que des extraits phénoliques issus de 1’huile d’olive semblaient réduire la capacité d’adhésion des cellules
cancéreuses, ce qui ralentirait la prolifération du cancer du célon (Hashim et al., 2005). Manna et al., 1999, ont
souligné un effet protecteur des phénols vis-a-vis de ’oxydation des érythrocytes sanguins. L’oxydation des
érythrocytes peut entrainer des déformations de ceux-ci et donc des défauts de transport d’oxygene dans le sang et a

plus grande échelle une hémolyse (\Van Dyke et al., 1996). Cela est particuliérement vrai lorsque les érythrocytes

69



sont exposés a du peroxyde d’hydrogéne. Individuellement, des composés tels que 1’hydroxytyrosol et 1’acide
vanillique (a moindre échelle le tyrosol) ont démontré de fortes activites antioxydantes (Owen et al., 2000). lls ont
aussi été associés a certains effets bénéfiques dans la protection de certaines maladies. Ainsi I’hydroxytyrosol exerce
une action inhibitrice sur les lipooxygénases ce qui va protéger les acides gras de 1’oxydation et donc in vivo réduire
le dép6t des LDL dans les parois artérielles (Visioli, 1998). L’hydroxytyrosol est capable de donner un hydrogéne
aux formes radicalaires des lipides hydroperoxylés (radicaux LOQ") et ainsi de les stabiliser. En ce qui concerne la
prévention des maladies cardio-vasculaires, il a été rapporté que ces molécules sont associé a une réduction de
I’agrégation plaquettaire tout comme la lutéoline et ’apigénine (Petroni et al., 1995). La présence de quelques
polyphénols et de 1’hydroxytyrosol est également corrélée a une réduction de la formation de molécules pro-
inflammatoires comme le thromboxane et les leucotrienes (Rotondo et al., 2000 ; Kohyama et al., 1997). De leur
coté, ’acide caféique et 1’acide férulique ont un effet cytoprotecteur sur les cellules endothéliales en bloquant
I’augmentation de la concentration de Ca?* en réponse a I’oxydation des LDL (Viera et al., 1998). L’acide caféique,
I’acide férulique ainsi que I’hydroxytyrosol sont donc tous impliqués dans la protection contre les maladies
cardiovasculaires. Il a été démontré in vivo sur des rats de type Wistar que 1’administration chronique des
polyphénols issues du vin rouge présente un réle préventif en empéchant la dysfonction endothéliale induite par le

vieillissement et le déclin de la performance physique: (Dal-Ros et al., 2011).

B. Les récepteurs nucléaires LXR et leur role dans la régulation du métabolisme du
cholestérol et de I'inflammation

Les recepteurs LXRs (Liver X Receptor) sont des facteurs de transcription régulateurs pivots de I'noméostasie des
lipides chez les mammiféres. Ils contrélent I'expression de nombreux génes impliqués dans I'absorption, le transport,
I'efflux et de I'excrétion du cholestérol d'une maniére tissu-dépendante (Cynthia et al., 2014 ). lls appartiennent a la
superfamille des récepteurs nucléaires (Peet et al., 1998) qui sont des facteurs de transcription activés par des signaux
lipophiles (stéroides ; hormones thyroidiennes ; dérivés vitaminiques : acide rétinoique et vitamine D3 ; métabolites
lipidiques : acides gras et dérivés hydroxylés du cholestérol). 1l existe deux isotypes de LXR : LXRa (également
décrit dans la nomenclature par NR1H3) et LXRBX(NR1H2). Ils appartiennent a une superfamille de 48 facteurs de
transcription activés par des ligands et qui régulent le développement, le métabolisme, la croissance et I'homéostasie
cellulaires (Yang et al., 2007). LXRa et  sont parmi les principaux récepteurs nucléaires régulateurs du métabolisme
des lipides et 'noméostasie du cholestérol par 1'induction de I’expression de plusieurs genes cibles, tels que ABCAI,
ABCG1, ApoE, SREBP-1c, qui a leur tour régulent I'efflux de cholestérol et des acides gras et la synthése des
triglycérides (Kalaany et al., 2006). lls participent également a la régulation du métabolisme du glucose (Mitro et
al., 2007). LXRp est exprimé de fagon ubiquitaire alors que LXRa a été détecté dans le foie, le tissu adipeux, les
glandes surrénales, les intestins, les poumons et les cellules de la lignée myélomonocytaire (Repa et al., 2000). Les

deux LXRs sont également exprimés dans le cerveau (Wang L. et al., 2002). Les ligands naturels de LXRa et de
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LXRp sont des dérivés de cholestérol appelés oxystérols (Peet et al., 1998). LXRa et LXRBX fonctionnent comme
des hétérodimeres avec le Récepteur a 1’acide rétinoique (Rétinoide X Receptor, RXR), un partenaire commun a
plusieurs récepteurs nucléaires. L héttérodimere LXR/RXR se lie a un élément de réponse a LXR (LXRE) dans la
région du promoteur du gene cible et régule I'expression de ce géne par différents mécanismes, tels que 1’activation

directe, indépendante du ligand, de la répression ligand-dépendante, et la trans-répression (Glass et al., 2000).
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Figure 4 : Les voies de signalisation LXR dans le cerveau. LXR active le gene codant le transporteur ABC 1 (ABCAL)
impliqué dans le transport des lipides, ce qui conduit & un enrichissement en lipides de I'apolipoprotéine E (APOE). APOE est
associée a ’augmentation de la dégradation de 1'amyloide-p et a la réduction du développement pathologique ressemblant la
maladie d'Alzheimer, dans le modéle de souris RXR. D’apres (Hong C. et Tontonoz P. 2014)

1. LXR comme cible thérapeutique

La compréhension du role d’LXR dans la signalisation et dans I'homéostasie du cholestérol dans divers types de
cellules a sucité l'intérét pour le développement de thérapies ciblant LXR. Bien que la premiére génération des
agonistes synthétiques de LXR tels que T0901317 et GW3965 se sont révélés étre maladaptés pour le développement
clinique en raison de leurs effets pléiotropiques, ces composés ont néanmoins restent des outils précieux pour la
compréhension des roles métabolique de LXRs. Leur utilisation préclinique a permis d’obtenir des avancées trés
importantes sur le métabolime du cholestérol et d’orienter les recherches cliniques. Le développement d'agonistes de
LXR synthétiques a commencé au debut des années 2000 avec la découverte des deux premiers agonistes, T0901317

et GW3965. Ces composeés sont des agonistes entiers pour les deux LXRa et LXRB et induisent l'expression de génes
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cibles d’LXR in vitro et in vivo. En effet, I'analyse de la régulation génique de ces composés a conduit a
I'identification d'un grand nombre de cibles de LXR (Collins et al., 2002; Schultz et al., 2000).

2. LXR: facteurs de transcription, mécanisme moléculaire et mode d’action

Les LXR - a savoir LXRa et LXR - sont des facteurs de transcription activés par les stérols et régulés par la liaison
de ligands physiologiques, tels que les oxysterols (Peet et al., 1998, Peet et Janowski, 1998) et certains
intermédiaires dans la voie de biosynthése du cholestérol, tels que desmostérol (Collins et al., 2002, Yang et al.,
2006). Curieusement, les stérols endogénes qui activent fortement LXR peuvent également inhiber I'activation de la
voie SREBP (Sterol Response Element Binding Protein) (Frolov et al., 2003, Spencer et al, 1985). Ceci souligne
que les voies de signalisation impliquant a la fois LXR et SREBP sont fortement interconnectées dans le controle de
I’homéostasie du cholestérol. La plupart des agonistes synthétiques de LXR n’inhibent pas la maturation of SREBP.

Ce qui démontre que les deux voies peuvent étre ciblées pharmacologiquement indépendamment I’une de 1’autre.

a Basal state b Activated state

Co-repressors Co-activators
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Figure 5: Hétérodimérisation LXR-RXR et activation de géne cibles. LXR et RXR forment un hétérodimére -obligatoire- qui se
lie a I’élément de réponse LXRE formé d’un motif du type direct repeat 4 (DR4) et présent dans les régions régulatrices des
geénes cibles. La séquence consensus du motif DR4 est « AGGTCAnnnnAGGTCA » ('n' représente un des 4 nucleotides). (a) A
I’état basal, les co-représseurs, comme NCOR1 (nuclear co-repressor 1) et SMRT (silencing mediator of retinoic acid and
thyroid hormone receptor) sont liés a 1’hétérodimere LXR-RXR, inhibant ainsi I’activation de la transcription des genes cibles.
(b) Quand RXR est activé par des rétinoides (ligands), et/ou LXR est activé par des oxystérols ou des ligands synthétiques, les
co-activateurs comme NCOAL (nuclear receptor co-activator 1) et ASC2 (activating signal co-integrator 2) sont recrutés et
I’activité transcriptionnelle est initiée. Les ligands de LXR seuls sont également capables d’initier la transcription en présence de
LXR. Alors qu’en présence des deux lignds de LXR et de RXR, il y a un effet synérgique sur 1’activation des genes cibles.
ABC, ATP-binding cassette; APOE, apolipoprotein E; IDOL, inducible degrader of the LDL receptor. D’aprés (Hong C. et
Tontonoz P. 2014).

La figure 5 montre respectivement les mécanismes impliqués dans 1’inhibition et 1’activation transcriptionnelle des

genes cibles de LXR. En I'absence d'un ligand lié, I'nétérodimére RXR-LXR est censé rester lié a la région promotrice
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des genes cibles dans un complexe avec des co-répresseurs, inhibant ainsi I’activation du géne cible (Svensson et al.,
2003). En effet, la suppression de LXR dans certains types de cellules a été associée a une expression élevee de
I'ARNmM (dé-répression) de certains génes cibles, tels que ABCA1l (\Wagner et al., 2003). Lors de la liaison
d’agoniste, la conformation de I’hétérodimere LXR-RXR est altérée, ce qui conduit & la libération de co-répresseurs
SMRT et NCoR1, suivie du recrutement de co-activateurs EP300 (protéine E1A associéa a p300) et du ASC2 (aussi
connu comme NCOAG) (Hu et al., 2003, Son et al., 2009). La liaison de I'nétérodimére RXR-LXR a I'ADN est
specifique agrace I'élément de réponse a LXRE, qui est une répétition directe de la séquence AGGTCA. L'analyse du
génome a confirmé la présence de I'élément de réponse DR4 dans les régions régulatrices de nombreuses cibles de
LXR (Boergesen et al., 2012, Quack et al., 2002). En plus de l'activation de genes, l'activation LXR peut étre
associée a la répression de certains genes, notamment ceux liés aux réponses inflammatoires. L’expression
différentielle d’LXR offre des possibilités de ciblages spécifiques de certains types cellulaires avec des agonistes

sélectifs.

3. Les Oxystérols
Les oxystérols peuvent varier dans le type (hydroperoxy, hydroxy, céto, époxy), le nombre et la position des
fonctions oxygéneées et introduites dans la nature de leur stéréochimie (Zarrouk et al., 2014). Parmi les oxystérols
résultant de 1’auto-oxydation du cholestérol (oxydation non enzymatique du cholestérol) ont trouve le 7-
hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol, et le cholestérol-5, 6 -epoxideare principaux (Vejux et al., 2011). Les autres
oxystérols, 24S-hydroxycholestérol, 25-hydroxycholestérol, 27-hydroxycholestérol, et 4 —hydroxycholesterol
résultent de I'oxydation enzymatique du cholestérol via les enzymes du cholestérol 24-hydroxylase (CYP46A1), le
cholestérol 25-hydroxylase (Ch25h), le cholestérol 27-hydroxylase (CYP27A1), et le cholestérol 4-hydroxylase
(CYP3A4), respectivement. lls sont largement présents dans les aliments riches en cholestérol. certains dérivés de
I'oxyde de cholestérol soit par voix enzymatique ou non enzymatique (luliano et al., 2011) formées de maniere
endogene ou présents dans divers produits alimentaires ont été montré a jouer un réle important dans le métabolisme,
I'équilibre redox et le statu inflammatoire de certaines cellules, notamment les cellules vasculaires et les cellules
nerveuses, qui sont fortement touchés par le processus de vieillissement, et sont associes aux principales maladies
liges a I'age telles que les maladies cardiovasculaires et la démence (Lordan et al, 2009;. Vejux et Lizard, 2009;
Leoni et Caccia, 2011; Poli et al, 2013). lls peuvent affecter les principaux organes come le cerveau et la prostate,
ainsi la contribution au développement de maladies liées a I'age (Schroepfer, 2000), et jouant un role critique dans le
vieillissement et dans la pathophysiologie de plusieurs maladies liées a I'age telles que l'athérosclérose, le diabéte
type 2, la maladie d'Alzheimer et la cataracte, I'ostéoporose, et certaines formes de cancers (de carcinome du cblon et
le cancer de la prostate) (Zarrouk et al., 2014). Plusieurs formes d'oxystérols ont été rapportées pour étre
particulierement impliquée dans la pathogenese des maladies dégénératives caractérisées par une inflammation

chronique, tels que la maladie d'Alzheimer et I'athérosclérose (Otaegui-A et al., 2010). Elles jouent un role en tant
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qu'intermédiaires dans la biosynthese des stérols et du catabolisme de cholestérol, et sont aussi nécessaires a la
synthése d'acides biliaire (luliano, 2011; Otaegui-A et al., 2010). Certains exercent leur cytotoxicité par la NADPH
oxydase dans l'activation des macrophages et des cellules vasculaires (Rosenblat et al., 2002. Leonarduzzi et al.,
2006). In vitro le 7KC et le 7OHC qui résultent de 1’auto-oxydation du cholestérol (luliano, 2011) ont montré étre
toxique a une gamme de concentration comprise entre 25-50uM, sur plusieurs lignée cellulaire (neuronal comme la
microglie : BV2, les oligodendrocyte : 158N et SKNBE, les cellules vasculaire, et celle de la moelle osseuse)
(Lizard et al., 1996 ; Ragot et al., 2013. Nury et al., 2013; El Kharrassi et al., 2014; Badreddine et al., 2015).
Une autre étude récente in vitro réalisé sur les cellules d’oligodendrocytes murin 158N a montré que le traitement
avec certain oxystérols comme7 ketocholesterol (7KC), 7b-hydroxycholestérol (7b-OHC) et 24 (S)
hydroxycholestérol (24S-OHC) (uniquement formé dans les neurones du cerveau a partir du cholestérol par
I'intermédiaire de I'enzyme 24-hydroxylase cholestérol (CYP46A1)) (Lund et al., 1999), peuvent provoquer des
lésions cerébrales en declenchant un mode de mort cellulaire trées complexe définie comme oxiapoptophagy,
impliquant simultanément le stress oxydatif, I'apoptose et I'autophagie, et que leur effets cytotoxique ont été atténué
par I’administration de I’alpha tocophérol et de 1’acide decohexanoique (Nury et al., 2015). Cependant, le 7KC et 7b-
OHC peuvent déclencher au niveau des cellules 158N oligodendrocytes murins, un mode apoptotique de la mort
cellulaire associée a une perte de potentiel membranaire mitochondriale conduisant a l'activation de la caspase-3
(Ragot et al., 2011; Ragot et al., 2013). In vitro, le traitement des macrophages THP-1 avec le 25-
hydroxycholestérol et le 7K ont montré une augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoire tel que
I'lL-1b, IL-6, IL-8 ainsi la sécrétion du TNFa sécrétion et une expression accrue de NADPH oxydase et la production
de ROS (Palozza et al., 2011). Bien que certain étude in vitro sur un modéle cellulaire humaine d’enthérocyte CaCo-
2 ont montré que leur action peuvent é&tre moduler par I’intervention des composés phénolique qui peuvent freiner la

production des cytokines inflammatoire induit par les oxystérols (Fiorelle et al., 2013).
4. La lignée microgliale

a) Description des cellules microgliales
Les cellules microgliale ou microglie ont été découverts par Pio del Rio Hortega (1882-1945), appelée auparavant
cellule Hortega, ce sont des macrophages résidents, et les médiateurs clé de la neuro-inflammation (Schnegg et al.,
2012), elles font partic des cellules gliales, d’origine mésodermique, elles sont présentes a tous les stades du
développement du cerveau, (Ginhoux and Prinz, 2015), constituent un réseau de cellule immunocompétente, leur
activation est synonyme d’une agression ou une maladie neurologique (Lawson et al., 1990; Kreutzberg, 1996), ou
suite d’une infection, une ischémie, un traumatisme, une maladie neurodégenératives Gonzalez-Scarano et al.,
1999). Elles sont considérées des cellules phagocytaires avec des ramifications courtes, située dans le parenchyme
nerveux, a l’exclusion de la lame basale des vaisseaux sanguins (Del Rio-Hortega, 2012; lglesias-Rozas et

Garrosa, 2012; Lassmann, 2012; Donnou, 2007) qui exercent dans le systeme nerveux central (SNC) une fonction
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analogue a celle des macrophages dans la périphérie et contribuent a I'homéostasie du cerveau (Rafael et al., 2015) .
Elles ont un réle physiologique dans le développement du SNC, et contribuent au développement des circuits
neuronaux du cerveau (Ginhoux and Prinz, 2015), et assure la défense immunitaire du cerveau et sont tres mobiles
et polymorphes. Parmi c’est principales fonction, ¢’est qu’elles interviennent dans 1’homéostasie du systéme nerveux
centrale (Pfrieger et al., 2003). Ces cellules possédent des capacités régénératrices et un potentiel
immunorégulatrice, faisant d'eux des cibles attrayantes pour la manipulation thérapeutique. (Ginhoux and Prinz,
2015). Les travaux de Butovsky et al. 2012, ont montré que L’expression du géne CD39 (ectonucleoside

triphosphate diphosphohydrolase), permet la distinction de la microglie.

b) Facteurs d’activation

Leur activation ainsi leur prolifération se produit dans presque toute pathologie unique affectant le systéme nerveux
central. Elles peuvent subir la voie d'activation alternative exprimer des marqueurs de type M2 et contribuer a la
neuroprotection (Rafael et al., 2015). Elles sont aussi activés au cours de la pathogénie de la maladie de Parkinson en
réponse a différents stimulis proinflammatoires (Zhang et al., 2005). Des médicaments ont été suggerées pour
empécher l'activation de la microglie vu que certain 1’ont considéré comme un probléme (Aisen, 2002; Block et
Hong, 2005; Gao et al., 2003; Rock and Peterson, 2006). Les microglies sont étroitement liées a la maladie la
pathologie d'Alzheimer, car leur accumulation permet 1’expression du CMH-II dans les zones entourant les plaques
séniles (McGeer et al., 1987).

c) Relations Microglie et maladies peroxysomales
Les cellules de la microglie sont étroitement liées dans développement de la plupart des maladies neurodégénératives,
dont la maladie de Parkinson (Zhang et al, 2005; Rogers et al, 2007; Doorn et al. 2012)la maladie d'Alzheimer
(Rogers et al, 2007; Solito et Sastre, 2012; Mosher et Wyss-Coray, 2014), et d'AVC (Patel et al, 2013), la maladie
de Huntington , la sclérose latérale amyotrophique, le syndrome de Shy-Drager, la sclérose en plaques et
I'encéphalopathie du SIDA (McGeer et al., 1988). En outre, quand elles sont hyperactives, la neuroinflammation et la
neurotoxicité augmentent de fagon significative en produisant plusieurs médiateurs pro-inflammatoires, comme dans
les maladies cérébrales chroniques telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose en
plaques (Glezer et al., 2007). Certains auteurs ont rapporté que la secretion eleves des médiateurs pro-inflammatoires
responsable des processus neurodégénératifs tel que la Prostaglandine E2 (PGE2), I'oxyde nitrique (NO), et le facteur
de nécrose tumorale-a (TNFa) sont du a une aberration au niveau des cellules microgliales au cours de leur activation
(Choi et al, 2009; Nam et al, 2008; Wang et al, 2010). Elles peuvent étre stimuler par les Lipopolysacharides, le
glutamate, I'arachidonate et b-amyloide (Brown et Neher, 2010; Hammond et al., 1999). L’étude menée par C.-H.
Kang et al. (2012) a montré que I'expression de médiateurs pro-inflammatoires dans les cellules microgliales BV2
stimulés par LPS utilis¢é comme un inflammagen pour créer I’inflammation dans le cerveau (Lehnardt et al., 2003),

est atténuée par la caféine. Cependant certain travaux réalisé in vitro ont montré qu’aprés activation par TNFa ou de
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I’'IL-1, les cellules microgliales produisent Le TGFb 1’isoforme 1 (transforming growth factor) acteurs majeurs de
cette immunosuppression contribuent généralement a inhiber les réponses inflammatoires (da Cunha et al., 1993;
Chao et al., 1995; da Cunha et al., 1997, Pratt et McPherson, 1997). In vitro il a été démontré que I’exposition des
BV2 a I’acrylamide peut réduire la viabilité cellulaire, ainsi 1’induction de 1’apoptose (Zhigang et al., 2015).
Récemment d’autres travaux in vitro sur les cellules BV2 de rat traité par le LPS, ont montré que 1’utilisation d’un
nouveau composé tel que N-adamantyl-4-méthylthiazol-2-amine (KHG26693) qui est un dérivé du thiazole, présente
des effets anti-inflammatoires / anti-oxydantes contre I'inflammation induite par le LPS en supprimant plusieurs
réponses inflammatoires par réduction des taux de facteur de nécrose tumorale-o (TNF-a), l'interleukine-1p (IL-1p),
le peroxyde d'hydrogéne (H202), les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), lI'oxyde nitrique (NO), et la peroxydation
lipidique (Eun-A et al., 2014).

5. La mitochondrie

a) La chaine respiratoire
Il est constitué de cing complexes a savoir le complexe |1 : NADH Coenzyme Q oxydoréductase, complexe Il :
Succinate désydrogénase, complexe Il : Ubiquinol Cytochrome C Réductase, complexe 1V : Cytochrome Oxydase,
et le complexe V : ATP synthase, en catalysant la phosphorylation de I'ADP en ATP par le transfert des électrons
entre ces cing complexes intégrés (Chen et al., 2005; Ghezzi et al., 2012). Elle génére également des seconds
messagers tels que H202 et NO, la médiation des signaux inflammatoires et la survie / mort de la cellule (Yin et al.,
2013). Elle est considéré comme le siege de nombreuses réactions du métabolisme énergétique comme la béta-
oxydation des acides gras, les oxydations phosphorylantes, le cycle de Krebs et une partie de la néoglucogenése et du

cycle de I'urée (Nouette-Gaulain et al., 2007).

b) Le potentiel membranaire mitochondriale: : role dans le fonctionnement

cellulaire et conséquences de son dysfonctionnement au niveau cérébrale vis-a-vis les

maladies neurodégénératives
Le potentiel de la membrane interne mitochondriale (A%¥m) sert a caractériser la capacité métaboliques et la mort
cellulaire a un stade précoce (Chen, 1988). En effet, il est nécessaire pour le maintien de la fonction physiologique de
la chaine respiratoire (production d'ATP/phosphorylation oxydative). Il est mesuré par coloration au DIOC6(3) (3,3'-
dihexyloxacarbocyanine iodide) par cytométrie en flux (Schlattner et al., 2001). Il est engendré a travers la
membrane mitochondriale interne, du au mouvement des protons expulsé de la matrice mitochondriale vers 1’espace
inter-membranaire, au moment du transfert des électrons, cependant ce potentiel peut étre en baisse au moment de
I’ouverture du canal potassique ATP-dépendant mitochondrial conduisant a une entrée d’ions potassium dans la

matrice mitochondriale (Nouette-Gaulain et al., 2007). Les pompes a protons créant une différence de potentiel qui
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existe de part et d'autre de la membrane interne mitochondriale, et réalisent un gradient électrochimique (A¥Ym) entre
I'espace intermembranaire et la matrice, provoquant une polarisation entre les deux faces de la membrane interne.
Celle du c6té matriciel étant négative par rapport a l'autre (plus de 100 mV). Ce gradient assurera le Fonctionnement
de I'ATP synthase (Huttemann et al., 2008). La dissipation de ce gradient permet la rentrée de protons et libére
I'énergie nécessaire a la phosphorylation de I'ADP en ATP. En effet, une hyperpolarisation du potentiel membranaire
mitochondriale (A¥Ym) peut étre expliqué comme une caractéristique de développement et de progression tumorale,
qui est associée a des altérations de la phosphorylation oxydative, mise en évidence par une diminution de la
respiration cellulaire avec une stimulation concomitante de la glycolyse dans le but de maintenir la production d'ATP
(Heerdt et al., 2006; Forkink et al., 2014; Sanchez-Cenizo et al., 2010). Par exemple, 1’étude in vitro mené sur des
cellules épithéliales hépatique de rat exposé au Benzo[a]pyréne, a montré que ce composé€ provoque 1’¢élévation du
(A¥m) qui dépend de I’oxyde nitrique (NO) vu qu’il joue le role d’un régulateur (Kévin et al., 2015; Beltran et al.,
2002; Nagy et al., 2003). En outre, I’incorporation du B-sitostérol dans la membrane mitochondriale favorise la
fluidité de la membrane intérieure et, par consequent conduit a l'augmentation du potentiel de membrane
mitochondriale et qui peut étre hydroxylé dans la mitochondrie (Aringer et al., 1976; Shi et al., 2013 ). Cependant
certain travaux in vivo sur un modele cellulaire tel que la microglie (BV2) ont montré que les phytostérols issues de
I’huile d’argan et du cactus tel que le spinastérol et le schotténol, peuvent impacter le potentiel membranaire
mitochondriale (EI Kharrassi et al., 2014). Les travaux de Badreddine et al., 2015 suggérent que ces deux
phytostérols moduler l'activité mitochondriale et donc pourraient influencer métabolisme cellulaire. En outre, le
métabolisme énergétique peut étre influencé au niveau cérébrale par I’effet causer de 'acrylamide qui peut se traduire
par I’inhibition de la succinate déshydrogénase, un gonflement mitochondrial, ainsi la diminution de I’état de
respiration (Husain et al., 1986; Chen et al., 2013; Medrano et al., 1988). Un dysfonctionnement mitochondrial
peut étre déclencher a travers 1’action des oxystérols (Vejux et al., 2009 ; Zarrouk et al., 2014). Une étude in vitro
réalisé sur des cellules de la épithélium pigmentaire rétinien a démontré que le 27-OHC ainsi que le 7-KC peuvent
induire une réduction du potentiel membranaire mitochondriale, Ce dernier peut étre effondré le cas d’une ouverture
du pore de transition de perméabilité mitochondriale qui est un canal non spécifique et situé a la membrane interne et
qui est du a une surcharge calcique (Bo Li, 2009 ; Dasari et al., 2010 ; Gramajo et al., 2010). Le 7-KC et le 7TbOHC
ont un grand impact sur ’activité mitochondriale vu que son dysfonctionnement et ¢a dépolarisation peuvent étre du a
la production excessive du ROS (Galea et al., 2012), et qui sont impliqué dans les voies métaboliques tel que
PDK1/PKB (Akt)/GSK3 (Ragot et al., 2011; Ragot et al., 2013). Cependant ce changement du potentiel peut
conduire a des altérations de la fonction mitochondriale et jouent un réle dans le pore de transition de la permeabilité
et sa régulation par les membres de la famille Bcl-2 : protéine anti-apoptotique dans la voie intrinséque de 1’apoptose
(Kluck et al., 1997; Ly et al., 2003). Certaines maladies mitochondriales peuvent manifester des anomalies de la
substance blanche et baisse épisodique. Une baisse progressive peut également survenir suite a l'infection dans les

leucodystrophies liées Pol 11l (Bernard et al., 1993) ou AGS (Crow et al., 2015), et aprés un traumatisme créanien
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dans X-ALD (Raymond et al., 2010). Ca diminution peut aussi étre observé chez les patients en sepsis, vu qu’il est
considéré comme marqueur de sévérité (Adrie et al., 2001).

Elle constitue une cible potentielle directe ou indirecte de phytostérols (Lizard et al., 2011). En effet, une étude
récente in vitro sur des cellules microgliale de BV2 a montré que leur exposition a I’acrylamide peut altérée le
métabolisme énergétique de la cellule, et ceci par diminution de la respiration mitochondriale, une glycolyse aérobie,
et l'abaissement de I'expression complexe I, Ill, et 1V, des sous-unités, ainsi la diminution du potentiel de la
membrane mitochondriale et le rapport de Bcl-2 / Bax, et l'activation de la voie apoptotique intrinséque et des

réponses inflammatoires. (Zhigang et al., 2015).
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III. MATERIEL ET METHODE

A. Caractérisation phénologique, génétique, morpho-anatomique et physico-
chimique du germoplasme national cactus genre Opuntia Spp

1. Matériel végétal : origine et conduite technique

Notre étude est réalisée au niveau du cactétum d’Ain Nzagh, installé au CRRA-INRA de Settat. Ce site se trouve
dans les environs de la ville de Settat a 7 km sur la route de Tnine Ouled Bouziri, a 400 m d’altitude, une latitude de
32.95° et une longitude de 7.62°. Le cactétum contient 126 accessions agées de 4 ans, plantées en 16 lignes et chaque
accession est représentée par 4 €cotypes a I’exception la derniére accession 772 qui est représentée par 3 €cotypes.
Les écotypes installés au cactétum d’Ain Nzagh ont été collectés dans différentes régions du Maroc. Ces régions sont

représentées dans le tableau suivent :

Tableau 8 : Les regions de collecte des écotypes installés dans le cactétum

Régions N° d’accession

les plaines de la Chaouia cétiére entre El Jadida et Mohammedia : Al jusqu'a K3
Jamaat Riah.
Rhamna et Jbillette. 111 jusqu'a 1101
Le plateau des Phosphates et la zone d’Ouardigha. 211 jusqu'a 275
Le moyen Atlas entre Béni Mellal et Séfrou. 311 jusqua 371
Les plaines des Angades et les montagnes des Horst et Beni 411 jusqua 471
Znassen de I’oriental : Maroc oriental.
Le Pré rif occidental. 611 jusqu'a 651
le Sousse et les Montagne de Ait Badmrane : Agadir et haut Atlas. 711 jusqu'a 772

a) Période de collecte

Le cactus Opuntia a été collecté en 2011 est installé a (CRRA-INRA Settat) entre les mois de janvier et mars dans

plusieurs régions du Maroc.
b) Conduite de la culture

La plantation a été effectuée a partir de grandes boutures de raquettes récoltées, séchées avant d’étre directement
plantées dans le sol prépare. La partie basale des raquettes a été placées horizontalement avec une Iégére inclinaison
afin d’augmenter la surface de contact avec le sol. Ce site, au regard du nombre élevé d’accession, servira a une etude

a différents niveaux : morpho-anatomique, phénologique, physico-chimique et génétique.
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C) Description et localisation du site expérimentale numéro 2: Jamaat Riah

Le matériel végétal étudié est le genre Opuntia Spp qui comprend deux espéces : Opuntia ficus indica Mill et Opuntia
Megacantha Slam Dyk. Chacune des plantes étudiées est agée de 10 ans et manifestement saine, vigoureuse. Sur ce
site, I’age des plantes nous a donné I’opportunité de récolter les fruits dans le mois de juillet a partir du cactétum qui
contient 33 écotypes provenant de différentes région du Maroc, et installé au site expérimentale de I'INRA Jamaat

Riah-Settat de la région cotiére des plaines de la Chaouia entre El Jadida et Mohammedia.

2. Etude phénologique des écotypes de cactus issue de différentes région du Maroc

Afin de comprendre le comportement physiologique des écotypes de cactus genre Opuntia, nous avons réalisée une
étude phénologique. Donc nous avons déterminé le nombre des raquettes totales pour une premiere évaluation de
I’état initial des écotypes du cactétum, c'est-a-dire qu’on va essayer de retracer la phénologie durant I’année 2012
(figure 6) en sachant que la plante mere donne plus de raquette que de fruit a son jeune age. La production de la
saison au cours du printemps pour le cactus se deroule entre les mois Mars a Juin et une autre production au cours de
I’automne (hors saison) se déroule durant les mois de Septembre a Décembre. Puis un suivie de 1’apparition des
bourgeons indéterminés et leur évolution en bourgeons végétatifs (biomasse : production de raquette) et fructiferes ou
florale (fleur = fruit= taux de fructification) produits aux différents niveaux hiérarchiques de la plante : raquette mere,
raquette de la premiere année, raquette de la deuxiéme année. Pour les écotypes qui ont donné des fruits, nous avons
suivi la croissance et le développement de quelque fruit en marquant des derniers et en mesurant la longueur et la
largeur durant six observations a partir la derniére semaine du mois de Mai. L’objectif est déterminé les écotypes en
fonction de leur origine et espéces ceux qui ont un taux élevée de production en biomasse (production de bourgeons
végétatif = absence de situation de stress), et ceux qui ont un taux élevée de production fructifére (production de fruit
= situation de stress = en cours d’adaptation édaphoclimatique). Les écotypes donnant des bourgeons, sont considérés
comme précoces ou  moyennement précoce. Par contre les écotypes qui n’ont pas donné de bourgeons sont
considérés comme tardifs. La méthode d’analyse statistique utilisée dans notre étude est ’ANOVA (Analysis Of
Variance) qui est une technique statistique permettant de comparer les moyennes de plus de deux populations. Son
but est en fait de proceder a une sorte de généralisation de la comparaison des moyennes lorsqu'il y a plus de deux
valeurs a comparer.

- Le taux de bourgeonnement global est le suivent :

Taux de bourgeonnement =100* [Nbre Rqt Brg/Nbre Tot Rqt]

- Nbre Rqt Brg : Nombre raquettes bourgeonnées

- Nbre Tot Rgt : Nombre total de raquettes.
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o
4. Bourgeons

Figure 8 : Croissance de bourgeons fructiferes /florale ou nouvelles fruits

d) La croissance et le développement de raquettes

Dans cette étude, nous avons suivit la croissance et le développement de nouvelles raquettes au cours du temps.
L’observation est faite sur deux plantes parmi les quatre de chaque écotype en excluant les écotypes non

bourgeonnées et en mentionnant les raquettes concernées par cette étude (figure 9).
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Figure 9 : Croissance de bourgeons végétatifs ou nouvelles raquettes chez 1’espéce Opuntia Megacantha

e) Croissance et Développement du fruit

Pour les écotypes qui ont donné des fruits, nous avons suivi la croissance et le développement de quelques fruits en
marquant ces derniers et en mesurant la longueur et la largeur en six observations a partir la derniére semaine du mois
de Mai (figure 10).

Figure 10 : Croissance de bourgeons fructiferes ou nouvelles fruits de ’espéce O. Ficus Indica
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3. Etude de la diversité génétique du cactus marocain par les descripteurs

morphologiques et les marqueurs moléculaires

a) Polymorphisme morphologique

Dans cette étude, dix traits morphologiques quantitative de la plante comprenant la hauteur, le diametre, le nombre
moyen de raquettes, la hauteur des cladodes, la largeur des cladodes, I'indice de forme de cladode (pour chaque
raquette c’est le rapport de la longueur divisé par leur largeur), épaisseur des cladodes, la distance moyenne entre les
aréoles, nombre moyen d'épines par aréole. Les données ont été enregistrées a partir de quatre plantes choisies au
hasard (2 ans) pour chaque adhésion. Les données morphologiques ont été soumises a une analyse de variance
(ANOVA) et des moyens ont été sépares avec le test de Student-Newman-Keuls pour une probabilité < 0,05. Une
matrice de proximité a été générée en utilisant la distance euclidienne au carré puis regroupement des écotypes a été
réalisé en utlisant la méthode Ward. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel SPSS v 16,0
(IBM, Chicago, IL, USA).

b) Polymorphisme moléculaire
(1) Extraction de 'ADN

Aprés avoir prélevé les raquettes des écotypes sélectionnés, nous avons isolés uniquement 1’épiderme des cladodes
qui a été lyophilisé, broyé puis congeler (en parallele avec les épines). Dans un premier temps nous avons utilisé le
protocole MATAB (mixed alkyltrimethylammonium bromide) pour extraire I’ADN, ensuite nous avons appliqué un
nouveau protocole CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) sur 1’épiderme de la raquette, vu que la méthode
MATAB présente des difficultés d’extraction d’ADN. Selon le protocole modifié du CTAB pour I’extraction d’ADN,
nous avons prélevé 1g de matiére fraiche lyophilisé ensuite on ajouter 10 ml de tampon d’extraction CTAB puis
agitation sur vortex pendant 15 secondes, incubation a 65°C dans un bain marie pendant 1h, avec agitation tout les 10
minutes par retournement de tube, et laisser refroidir pour avoir une petite pelote blanche, suivie de deux extractions
(V/IV) de chloroforme : agitation 15 secondes sur vortex et centrifugation pendant 20 minutes a 25000 g a 4°C. Le
surnageant est transféré dans un nouveau tube et ajout d’un volume égal d’isopropanol (le cas ou il n y a pas de
précipitation placé a -20°C minimum 1h). Ensuite une centrifugation a 25000 g pendant 3minutes (pelote ADN
blanche). Le culot est repris avec 1ml d’éthanol (75%) dans un tube eppendorf, centrifugation a 25000 g pendant 3
minutes a 4°C. Le culot de I’ADN est repris dans 500 pl de TE (10mM Tris-HCL, pH 8 1mM EDTA)et le conserver
a-20°C.
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(2) Amplification des fragments d’ADN

(a)  Réalisation de la PCR par les techniques microsatellites-1SSR (inter-

simple sequence repeat)

(i)  Amorces microsatellites utilisées

Nous avons testé 14 amorces ISSR en utilisant la technique simple PCR, afin de sélectionner les amorces de type
microsatellites-simple ISSR compatibles sur les écotypes de cactus sélectionnées, et nous n’avons retenues que les
amorces compatibles (Sedra et al, 1998). Le volume réactionnel pour une PCR est de 25 ul composé de : 3ul d’ADN
(20pg/ml), 0,2 ul du Taq (Su/ pl), 2,5 pl de I'amorce (10 mM), 1 ul de d’NTP (10 Mm), 2,5 pl du tampon de la Taq,
3,5 ul de MgCL2 (25 mM), 12,3 ul de I’eau distillée stérile

(ii)  Les étapes de 'amplification

L’amplification de I’ADN est réalisée dans un thermocycleur, selon le programme suivant : une pré dénaturation
pendant 5 minutes a 94 °C. Une étape de 45 cycles d’amplification : dénaturation pendant 15 secondes a 94°C,
hybridation des amorces sur I’ADN pendant 30 secondes a 51°C , élongation pendant 1 minute a 72°C Et élongation

supplémentaire pendant 7 minutes a 72°C.

(b)  Réalisation de la PCR par la technique RAPD (random amplified
polymorphic DNA)

(i)  Amorces RAPD

Nous avons testé 34 amorces RAPD (séquences de 10 bases nucléaires) en utilisant la technique de PCR, afin de
sélectionner les amorces de type RAPD compatibles sur les écotypes de cactus sélectionnées.Le volume réactionnel
est de 25 pl composé de : Sul d’ADN (20ug/ml), 0,2 ul du Taq (5u/ ul), 0,4 ul de I’amorce (10 mM), 0,4 ul de
d’NTP (10 Mm), 5 pul du tampon de la Taq, 3,5 ul de MgCL2 (25 mM), 10,5 ul de I’eau distillée stérile.

(ii)  Les étapes de 'amplification

L’amplification de I’ADN est réalisée dans un thermocycleur, selon le programme suivant(Sedra et al, 1998) : une
pré dénaturation pendant 5 minutes a 94 °C et une étape de 30 cycles d’amplification : dénaturation pendant 1 minute
a 94°C, hybridation des amorces sur I’ADN pendant 1 minute a 36°C, élongation pendant 1 minute et 30 secondes a
72°C et élongation supplémentaire pendant 15 minutes a 72°C. Une fois I’amplification est terminée, on ajoute 5 pl
de Bleu de Bromophénol aux produits amplifiés. Ci-joint le tableau 9 qui présente les différentes séquences d’amorce
utilisée pour ISSR et RAPD.
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Tableau 9 : Liste et caractéristiques des amorces utilisées pour évaluer la variabilité génétique dans et entre Opuntia spp du

Maroc
Type Code Séquence amorce 5°- 3’ Températur  Nombre total Nombre de Gamme de taille PIC
d’amorc  d’amorce ede de bandes bandes (bp)
e recuit(°C) polymorphhe
S
ISSR ISSR-8 ATCAATCAATCAATCA 30 7 7 234-1966 0.9
7
ISSR-17 ATCATCATCATCATC 54 4 4 225-1268 0.9
3
ISSR-29 TGTATGTATGTATGTATGTACG 54 6 6 258-731 0.6
2
ISSR-31 GACAGACAGACAGACAGACA 54 9 9 125-1047 0.9
0
ISSR-34 CCTGGGTTCC 71 7 7 920-2077 0.8
6
ISSR-38 GGTGGCGGGA 71 8 7 391-1275 0.8
0
ISSR-42 ATCATCATCATCATCATCATC 60 - - - -
ISSR-46 ATCATCATCATCATC 60 8 7 158-2127 0.8
4
ISSR-48 CATCAGAAGTGCGTTCGTAGG 60 3 3 400-900 0.7
8
ISSR-49 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG 60 - - - -
ISSR-50 AGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGG 73 7 7 271-889 0.8
TC 0
ISSR-51 TCCTCCTCCTCCTCCAG 60 - - - -
ISSR-53 TCTCTCTCTCTCTCTCTCTC 71 - - - -
ISSR-54 TCCTCCTCCTCCTCCG 52 7 7 191-1047 0.7
7
Total 14 66 64
Mean 6.6 6.4 0.8
2
RAPD UBC- GGGGGCCTCA 36 - - - -
515
UBC- TGCTGGTCCA 36 - - - -
518
UBC- ACAGGCAGAC 36 - - - -
523
UBC- GGATCTATGC 36 - - - -
528
UBC- CACTCCTACA 36 - - - -
529
UBC- GCTCACTGTT 36 - - - -
531
UBC- GCATCTACGC 36 - - - -
533
UBC- GCCCCTCGTC 36 - - - -
536
UBC- TATGACCTGG 36 - - - -
547
UBC- GTACATGGGC 36 - - - -
548
UBC- GGAAGTCCAC 36 - - - -
551
UBC- CAAAGTAGCC 36 - - - -
562
UBC- GGTCGATTTC 36 - - - -
565
UBC- CCACATGCGA 36 - - - -
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566

UBC- AGACACCTGA 36 - - - -
567

UBC- ACCTGTTCTC 36 - - - -
568

UBC- CGAATTGCTG 36 - - - -
569

UBC- GGCCGCTAAT 36 - - - -
570

UBC- GCGCGGCACT 36 6 6 464-1375 0.7
571 6
UBC- TTCGACCATC 36 - - - -
572

UBC- CCCTAATCAG 36 - - - -
573

UBC- GCCAGACAAG 36 - - - -
574

UBC- GTCTGATGTG 36 - - - -
577

UBC- GCGGGCAGGA 36 - - - -
584

UBC- GCTACTAACC 36 - - - -
587

UBC- CAGAGGTTGG 36 - - - -
588

UBC- GACGGAGGTC 36 - - - -
589

UBC- TCCCTCGTGG 36 - - - -
591

UBC- GGGCGAGTGC 36 - - - -
592

UBC- CGAGCTTTGA 36 - - - -
593

UBC- CCCCTCGAAT 36 - - - -
596

UBC- ACGGGCGCTC 36 - - - -
598

UBC- CAAGAACCGC 36 - - - -
599

UBC- GAAGAACCGC 36 - - - -
600

Total 34 6 6
Mean 6 6 0.7

(c)  Electrophoreése en gel d’agarose
Pour la préparation du gel, on pése 0,8 g d’agarose pour la migration d’ADN génomique et 1,8 g pour la migration
des bandes amplifiées par PCR. On ajouter 100 ml de TBE 1X (voir annexe), on chauffe jusqu’a 1I’ébullition pendant
2 minutes dans une micro-onde et on laisser refroidir, puis on ajoute 6,6 pl de BET pour visualiser les bandes sous les
ultraviolets. Ensuite on coule le gel et on le laisse refroidir a température ambiante. Une fois le gel est refroidi, les
¢chantillons d’ADN sont déposés les puits. L’ADN est visualisé par coloration a I’aide d’une solution de Bromure

d'éthidium et les bandes sont notées par amorce et par génotype du cactus.
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(d)  Détermination de la taille des bandes

(i) Analyses statistiques des résultats

Les résultats obtenus a partir des bandes polymorphes de microsatellites ISSR et RAPD sont rassemblés dans des
matrices, et pour chaque gel, on a enregistré la présence (1) ou lI'absence (0) de bande pour chaque piste sur le gel
d’agarose; par conséquent, une matrice de données binaires a été crée. Pour chaque marqueur, nous avons calculé la
teneur de l'information polymorphe (PIC) en utilisant la formule développée par Botstein et al. (1980): PIC =1 —

nopiz =2yt T_i+1 Pi? pj?, ol pi et pj sont les fréquences des alleles i et j'" et n est le nombre total de ces
alleles. Les coefficients ont été calculés et un dendrogramme a été généré sur la base de la matrice de similitude et a
l'aide du module SAHN, Procédé pair non pondéré-groupe d'analyse arithmétique (UPGMA): ce genre de
programme est spécifique dans 1’étude de la biologie moléculaire vis-a-vis la diversité géenétique, afin de déterminer
un dendogramme. Par la suite, une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée, cette analyse sert a
visualiser la disposition et la distribution entre les écotypes par rapport aux facteurs les plus dominants, afin de
montrer leur répartition dans deux et trois dimensions. Toutes ces analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel

NTSYSpc v 2.1 (Rohlf, 2000).

7

100 ki

../\umlir Dl-‘,asteru Rif .Jnnm:‘n Riah . Middle Atlas
-\orlheasl Morocco .()lmrdighn .Rllanum .\\'eslern Rif

Figure 11: Carte du Maroc montrant l'origine géographique des 124 accessions d'Opuntia spp. Utilisées appartenant au

cactétum AIN Nezagh (1% site expérimentale comportant des écotypes agés de 4ans). D’aprés EI Kharrassi et al., 2015.
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Figure 12 : Carte du Maroc montrant les origines géographiques des accessions appartenant a deux especes O. ficus indica et O.
de megacantha utilisées dans cette étude appartenant au deuxiéme site expérimentale Jamaéat Riah, comportant 33 écotypes

agées de 10 ans. D’apres E| Kharrassi et al., 2016.

4, Etude morpho-anatomique de cactus genre (Opuntia spp) marocain

Toutes les observations sont effectuées sur des cladodes arrivées a maturité et dgées d’'un an a deux ans. Les
caractéeres liés aux cladodes nous ont permis de faire une classification plus approfondie. Il s’agit de la détermination
de la longueur des raquettes (en cm) qui elle est mesurée de la base au sommet le long de la médiane, la largeur des
raquettes (en cm) qui est mesurée sur la partie la plus large et la forme : le rapport longueur/ largeur a permis de

classer les cladodes selon différentes formes par la formule suivante X= A/B (Figure 14).

Figure 13: Mesure biométrique de la raquette, A= longueur, B= largeur
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e SiX >3, laforme est elliptique étroite

e Si2<X<3, la forme est elliptique moyenne
e Sil1<X<2, la forme est elliptique large

e Si X=l, la forme est circulaire (figure 14)

Forme des cladodes

Elliptique étroit Elliptique moven Elliptique large Circulaire

Figure 14 : Présentation des différentes formes de raquette de cactus genre Opuntia

L’épaisseur des raquettes : elle est mesurée au milieu de la marge de la raquette. Le nombre d'aréole par raquette et
les distances entre les aréoles a différentes positions. Le nombre d’épines par aréole : elle est déterminée au sommet,
au milieu et a la base. Pour les épines : les observations des épines sont effectuées pour déceler la forme d’aiguillon

selon les formes (figure 16).

Figure 15 : Présentation des différentes distances mesurées entre les aréoles
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Erigé Demi- érigé Horizontal

Figure 16 : Aiguillon central : port Erigé, demi- érigé et horizontal

Absente Présente

Figure 17: Aiguillon central : courbure absente ou présente et Torsion absente ou présente
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(3) Etude Agronomique

(a)  Mesure de la plante entiére exhaustive

Les observations et les mesures réalisés sont effectuées sur des plantes agées de quatre ans qui nous a permet de
classer les pieds selon : le nombre totaux des raquettes qui est le nombre de toutes les raquettes de la plante et le

nombre de raquettes de 1’année qui est le nombre des raquettes qu’ont développés cette année.
(b)  Mesure Agronomique sur la raquette

(i)  Non destructive exhaustive

Toutes les observations sont effectuées sur des cladodes arrivées a maturité et agées d’un a deux ans. Il s’agit de la
détermination de: la longueur des raquettes (en cm) qui est mesurée de la base au sommet le long de la médiane, la
largeur des raquettes (en cm) qui est mesurée a la partie la plus large et I’épaisseur des raquettes qui est mesurée au

milieu de la marge de la raquette.

(ii)  Destructive 2/4:

Dans cette étude les mesures sont apportées sur des raquettes saines vigoureuses agées de un a deux ans. Les
caractéres mesurés sont : la longueur (en cm), le largueur (en cm), I’hauteur (en cm), épaisseur (en cm) et poids frais
(en g). Les mesures sont congues de telle sorte que 1’on puisse prélever des parties de plantes pour effectuer des
mesures ou des dénombrements sans nuire aux observations ultérieures qu’on veut poursuivre jusqu’a la fin de la
période de végétation. La matiére séche des raquettes récoltées (pesées au champ) est déterminée apres coupage de

ces derniéres en petits morceaux (1la 2 cm) puis une dessiccation a 1’étuve a une température de 60C° pendant 48h.

a)Les échantillons coupés dans des boites

b) Les échantillons dans 1’étuve

(c)  Figure 18 : Présentation de quelques étapes lors d'une mesure Destructive
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(c)  Mesure agronomique sur le fruit

Pour chaque écotype nous avons prélevé trois fruits a partir du deusieme site expérimentale (Jemaat Riah), avec un
total de 99 fruits pour tous les écotypes. Les fruits ont été prélevé avec un petit morceau de raquette (au stade mature
déterminé par visuellement) afin de garder un métabolisme stable durant la saison d’été. Les échantillons ont été
conservés a une température ambiante au laboratoire. Aprés observation, nous avons remarqué la présence de cing
types de fruits distingués par leur couleur. Des fruits de couleur rose (R), vert (V), rose/rouge (RR), jaune orangé (JO)
et orange (O). Chaque type de fruit a été épluché, broyé puis filtré sur un tamis ordinaire, afin de séparer les graines et
obtenir le jus correspondant. Les jus obtenus ont été mis en aliquotes stockés a -28°C jusqu’a utilisation. La durée du

stockage varie entre cing et six mois. Pour chagque analyse effectuée, le nombre de répétitions a été fixé a deux.

(i)  Non destructive exhaustive

Les observations sont effectuées depuis 1’appariation des fruits jusqu’au la maturité on consiste ici de faire des
mesures chaque 6 jours pour suivi I’évolution de la taille en fonction de temps. Il s’agit de la détermination de: la
longueur des fruits (en cm) qui est mesurée de la base au sommet le long de la médiane. Et le diametre des fruits qui

est mesurée au milieu de la marge du fruit.

(ii)  Destructive 2/4

Nous avons étudié certain caractéres, a savoir le poids et la composition du fruit, le diamétre (D), la taille du fruit
(Pf), la teneur en eaux de la chaire (TE), et le pourcentage de la chaire (%P), la relation poids frais : (matiére fraiche

& matiére seche, part du jus), et la pulpe.

(d)  Saisie et analyses des données

Toutes les mesures qui sont prise ont été saisies dans les tableaux Excel ont été soumises a une analyse de variance
(Anova) Test par paire n'a été effectuée que lorsque le test de F dans la variance s'est révélé significatif au p = 0,05.
Afin de déterminer les différences entre les traitements a l'aide de la méthodologie de conception asymétrique, des
moyens de traitement n'ont pas été comparées en utilisant le test de différence significative moins standard, mais

plutét des différences de t probabilité sur les différences sages paire.
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5. Caractérisation physico-chimique des différentes parties de la plante de cactus

v" Raquette

a) Teneur en eau

Un échantillon de raquette, de poids détermine, est placé dans une étuve a une température voisine de 52°C. Il est
pesé a des intervalles de temps réguliers jusqu'a I'obtention d'un poids constant. Apres dessiccation et refroidissement,

I’échantillon est pesé a nouveau et la teneur en eau est ainsi calculée.
b) Teneur en cendres brutes

L’échantillon (2+0,0003g) de raquette est placé dans un creuset, préalablement calciné et taré, a 550°C dans un four a
moufle & chauffage électrique pendant 4 heures jusqu’a incinération totale. Aprés refroidissement, le résidu obtenu est
pesé et la teneur en cendres est alors déterminée. Pour chaque analyse effectuée, le nombre de répétitions a été fixé a

deux.
C) Dosage de protéines totales

Le principe est la détermination de l'azote total, il est réalisé par la méthode (Kjeldhal, 1883) qui s'effectue en trois
étapes : Minéralisation de la matiére organique par l'acide sulfurique en présence d'un catalyseur ; Distillation ;
Titration de I'ammoniac libéré. Le principe consiste a hydrolyser la matiére séche par ébullition en présence d'acide
sulfurique concentré. Dans ces conditions, I'azote est transformé en ammoniaque fixée par I'acide sulfurique sous la
forme de sulfate d'ammonium. Cette solution est titrée par de la soude et dosé, aprés étre recue dans une solution
d’acide borique. La teneur en protéine exprimée en pourcentage est obtenue en multipliant la teneur en azote par un

coefficient de 6,25.

Etape 1 : La minéralisation, on préléve 0,25 +/- 0,0003 grammes de chaque échantillon (matiere seche) de raquette
dans des tubes d’hydrolyse avec 3 grammes de catalyseur a partir d’'un mélange composé de : 10 grammes de cuivre
et 100 grammes de sulfate de potassium. Ces produits doivent étre meélangés et broyés. Ajouter 6 ml d’acide
sulfurique concentré (H,SO,) et porter a ébullition pendant 30 minutes a 320 °C, apres on augmente la température a
420 °C pendant une heure, 1’extrait doit étre clair. Sinon nous continuons 1’hydrolyse jusqu’a ce que cette condition
soit acquise. Laisser refroidir sous la hotte, jauger a 100 ml avec de I’eau distillée et mélanger au vortex. Cette étape a
pour but la dégradation de la maticre organique azotée et sa transformation en sel d’ammonium. Etape 2: La
distillation, 1’appareil de distillation est capable de mélanger 50 ml d’cau distillée, 40 ml d’hydroxyde de sodium
(NaOH) et 10 ml d’acide borique (H3BO3). Son principe est de transformer ’ammonium sous sa forme volatile,
I’ammoniaque. La soude est ajoutée en excés afin de changer le pH acide en un pH basique, ce qui a pour effet

d'obtenir de I'ammoniaque. L'ammoniaque (NHs) est entrainé par la vapeur d'eau par distillation. Les vapeurs
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d’ammoniaque sont condensées au contact d’un réfrigérant et recueillies dans une solution contenant de l'acide
borique. L'acide borique va retenir I'ammoniaque sous sa forme acide. Etape 3: La titration, on titre, avec de I’acide

sulfurique 0,05N, la solution jusqu'a équivalence par le virage de I'indicateur coloré.
d) Dosage des sucres totaux

La détermination du sucre total est effectué par la méthode Dubois et al., (1956) ou méthode phénol /acide sulfurique
passant par trois étapes: Hydrolyse acide, filtration et lecture de 1’absorbance. En présence d'acide sulfurique
concentré, les produits se condensent avec le phénol pour donner des complexes de couleur jaune—orangée,

l'apparition de ces complexes est suivie par mesure de 1’absorbance a la longueur d’onde de 490 nm.

Etape 1 : Hydrolyse acide de la liaison glycosidique dans le polyose. Peser, dans un bécher, 0,5 g d'échantillon sec de

raquette. Ajouter 20 ml d'acide sulfurique 0.5 M. Placer dans une étuve pendant 3h a 105°c.

Etape 2 : Filtration, on transvase quantitativement le contenant du bécher dans une fiole de 500 ml. Ajuster le volume

par I'eau distillée. Filtrer la solution.

Etape 3 : Lecture de I’absorbance, on dépose avec précaution, dans un tube en pyrex, 1 ml de filtrat dilué 1/10.
Ajouter 1ml de phénol et 5 ml d'acide sulfurique concentré. Maintenir les tubes 5 min a 100°C. Aprés 30 minutes, la
lecture de I’absorbance est effectuée a 490 nm a I’aide d’un spectrophotometre et la coloration reste stable pendant 3
a 4 heures. Pour chaque série de détermination, une gamme d'étalonnage est nécessaire. Une solution de glucose est

utilisée, différentes dilutions sont préparées allant de 0 a 100 pg/ml.

Conditions d'applications : L'étape d'addition de l'acide sulfurique dans la solution phénolique aqueuse doit étre
réalisée avec précaution sous la hotte en raison d'un dégagement important de chaleur et de vapeur toxique lors de

I'addition d'acide sulfurique.

v Raquette, épine, fleur

e) Dosage des Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a éte effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC) :100 ul d’extrait de la
poudre de (raquette, fleur, épine) sont mélangées avec 500 pl du réactif FC et 400 ul de carbonate de sodium Na,COj3
a 7,5 % (m/v). Le mélange est agité et incubé a température ambiante dans I’obscurité pendant dix minutes et
I’absorbance est mesurée a 760 nm par un spectrophotometre UV (Perkin Elmer). Les résultats sont exprimés en mg

équivalent acide gallique/g de matiére végétale seche en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Courbe d’étalonnage : Un standard de calibration a été préparé en utilisant des solutions d’acide gallique de
différentes concentrations de 0.03 jusqu'a 0.3 g/l. 100ul de la solution diluée est oxydée par le réactif de Folin-

Ciocalteu (Dilué 10 fois), laissé 5 minutes et puis neutralisée avec 2 ml de carbonate de sodium 20% puis les
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solutions ont €té agitées immédiatement et maintenues a température ambiante dans I’obscurité pendant 30 minutes.

L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm.
f) Dosage des Flavonoides totaux

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par Dehpeur et al., (2009). Cing
cent pul d’extrait méthanoique, comprenant les polyphénols, issus de la raquette, de la fleur ou de 1I’épine sont ajoutés
a 1500 pl de méthanol a 95 %, 100 pl de chlorure d’ammonium AICl3 a 10 % (m/v) ,100 pul d’acétate de sodium 1 M
et 2,8 ml d’eau distillée. Le mélange est agité puis incubé a température ambiante dans 1’obscurité pendant 30 min.
Le blanc est réalisé en remplagant ’extrait par du méthanol a 95 % et I’absorbance est mesurée a 415 nm en utilisant
un spectrophotomeétre UV (Perkin Elmer). Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine/g de matiére

végétale séche en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine.

Courbe d’étalonnage: Un standard de calibration a été préparé en utilisant des solutions de quercétine a différentes
concentrations de 0,03 jusqu'a 0,3 g/l. 0,5 ml de la solution diluée a été mélangé avec 1,5 ml de éthanol 95%, est mis
a réagir avec 0,1 ml de chlorure aluminium 10%, 0.1 ml d’acétate de sodium 1M et 2,8 ml d’eau distillée puis laissé
30 minutes dans I’obscurité. L’absorbance a été déterminée a 415 nm. En utilisant les valeurs des absorbances

obtenues pour les différentes solutions de quercétine.

9) Dosage du phosphore lipidique

L’extraction des phospholipides a été réalisée par la méthode de Folch et al., (1975). Dix g de fleur en poudre sont
placés dans un bécher broyées en présence de 5 volume du mélange chloroforme/méthanol (2/1 ; v/v). Pour accélérer
la séparation des 2 phases, nous ajoutons 0,2 v/v de solution aqueuse de chlorure de potassium 0,8%. Mettre sous
agitation pendant 1 heure. Aprés décantation, la phase chloroformique est filtrée puis évaporée au rota vapeur. Le
résidu obtenu de lipides totaux est dissout dans 3 ml de solvant d’extraction puis conservé a -28°C jusqu’a utilisation.

(1) Minéralisation

Il s’agit de minéraliser la mati¢re organique. Le phosphore lipidique est libéré par chauffage en présence de 0,45 ml
d’acide perchlorique 70%, I’opération est effectuée sous une hotte, par chauffage dans un bain a sable pendant
environ 1h jusqu’a la libération de carbone sous forme de CO2, I’azote sous forme de NH4", I’hydrogéne sous forme

de H20 et le phosphore sous forme de H3PO4™ .
(2) Dosage du phosphore

Le phosphate en présence d’un excés de molybdate d’ammonium donne un complexe phosphomolybdeux-
molybdique de couleur bleue. Une gamme d’étalon allant de 0,5 a 3pg de phosphore est réalisée avec une solution de

phosphore inorganique (KH,PO4) a 2ug/ml. Nous ajoutons successivement apres refroidissement 3,5ml d’eau
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distillée ; 0,5ml de molybdate d’ammonium a 2.5% p/v ; 0,5ml d’acide ascorbique a 10% p/v. (Tableau 12, voir

annexe)
v Jus du fruit
h) Dosage des Caroténoides

La determination des caroténoides a été réalisee sur une aliquote de 1’hexane par la méthode spectrophotométrique
(Lee & Castle, 2001). 2 ml du jus ont été mélangés avec 5 ml de solvant d’extraction (hexane : acétone : éthanol, 50 :
25 : 25, v/ v/ v), agité et centrifugé pendant 5min a 6500 rpm a 5°C. La couche supérieure de I’hexane contenant des
caroténoides est récupérée et ajusté a 25 ml avec de I’hexane et ensuite mesurée en utilisant un spectrophotométre a
450 nm. La teneur des caroténoides totaux on été calculées en mg B-caroténe par litre en utilisant un coefficient
d’extinction de 2505 (De Ritter et Purcell, 1981). Les concentrations en pigments-étalons sont calculées d'apres la

formule générale reprise de Bidigare (1991) :

Concentration en pigment (mg /1) dans P’extrait : (DO*1000) / a*L
DO : densité optique

o : coefficient spécifique d’extinction (1 g cm™)

L : longueur du trajet optique en cm

)] Dosage de la Vitamine C (Acide ascorbique)

La méthode de titrage redox indirect a été utilisée pour quantifier la vitamine C dans le jus de fruit. Une portion
aliquote de 10 ml de jus de fruit a été mélangée avec un exceés d'une solution d'iode. La vitamine C réagit avec l'iode

et I'iode a été titre en exces avec du thiosulfate de sodium (Farrington, Jagota & Slater, 1994)

)i Mesure de acidité

Les échantillons du jus de fruits d’Opuntia de volume connu, ont été titrés par une solution d’hydroxyde de sodium
(NaOH) 0,01N, en présence de phénolphtaléine. A la zone de virage de I’indicateur a été alors déterminée. Elle est

exprimée en milliéquivalents d’acide par litre de jus (Montana et al., 1994).
K) Mesure du pH

La mesure de la valeur du pH des jus étudiés a été effectuée par un pH-metre, préalablement étalonné par des

solutions tampons de pH égal a4 eta 7.

)} Dosage des Sucres réducteurs
La concentration de sucres réducteurs a été mesurée dans 100 ml de jus de fruit selon la méthode Nelsone Somogyi
(Somogyi, 1952).
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m)  Détermination de la matiére seche solubles
La teneur en solides solubles de la figue de Barbarie jus de fruits a été mesurée avec un réfractometre a main (Erma,

Tokyo, Japon) a 20 ° C et exprimée en ° Brix.

B. Caractérisation physico-chimique des huiles

1. Matériel végétal utilisé

Dans cette étude nous avons utilisées comme matériel végétal, des huiles alimentaires a savoir 1’huile d’olive, I’huile
d’argan, I’huile de graine de cactus a partir de 1’espéce O. megacantha slam Dyck, et I’huile essentielle de la raquette
de cactus especes O. megacantha slam Dyck d'origine marocaine. Ce travail a été réalisé au Laboratoire Officiel
D'Analyses Et De Recherches Chimigues De Casablanca (LORAC) du ministére de I'Agriculture et de la Péche
Maritime au Maroc.

a) Préparation de I'extrait de la raquette

Le matériel utilisé est de la poudre de raquette cactus Opuntia megacantha Slam Dyck agés de 5 ans, nous avons
utilisé deux méthodes d'extraction, I'extraction Soxhlet utilisant de I'hexane, et I'extraction sous vide dans lequel la
poudre de cactus est filtrée dans un ballon avec 100 ml d'éther de pétrole suivie d’évaporation a froid. Le ballon,
contenant de la graisse de la poudre, est récupéré puis 3 ml d'isooctane et 3 ml de KOH sont ajoutés, puis on ajoute le

monohydrate de bisulfate, sous agitation et on laisse décanter.
2. Mesures qualitatives et quantitatives

a) Mesure qualitatifs

Les critéres physico-chimiques pour la classification qualitative des huiles sont lI'acidité libre (% en poids, exprimeée
en acide oléique) sur AOCS (American de la société des chimistes du pétrole), le peroxyde sur (ISO 3960), et
l'ultraviolet d'absorbance par spectrophotométre (COI /T 0,20 / Doc. n® 19/ rév. 2).

(1) Mesure de 'acidité

L’acidité d’une huile, est la quantité d’acides gras libres exprimée en pourcentage % d’acide oléique. Elle est détectée
par la mise en solution d'une prise d'essai dans un mélange de solvants d’éthanol et éther diethylique préalablement
neutralisés par 1’hydroxyde de potassium en présence de phénolphtaléine. Puis titrage des acides gras libres par la

solution d’hydroxyde de potassium (0,1N).

98



(2) Mesure de l'indice de peroxyde

En présence de I'oxygéne de l'air, les acides gras insaturés entrant dans la composition des corps gras s'oxydent en
donnant des peroxydes. Ce phénoméne a lieu au cours du stockage des corps gras : c’est le rancissement. La
détermination de la quantité des peroxydes d'un corps gras montre son altération par oxydation. On définit I'indice de
peroxyde comme étant le nombre de milliéquivalent d'oxygene par kilogramme de corps gras. Elle exprime le taux
des produits d’oxydation présent dans I’huile. Il est déterminé par traitement de I’huile en solution dans 1’acide

acétique et isooctane par une solution d’iodure de potassium puis 1’iode libéré est titré par une solution de thiosulfate

de sodium (0.01N).

IP=TBxNx1000/PE (méqO,/kg)

(3) Détermination du coefficient d’extinction spécifique

L'extinction spécifique d'une huile d'olive refléte 1'oxydation de l'huile. En effet I’huile d'olive vierge, de bonne
qualité est bien conservée contient trés peu de produits d'oxydation en majorité de nature peroxydique. Ces matieres
présentent un maximum d'absorption au voisinage de 270 nm. L'extinction spécifique est déeterminée en solubilisant
une prise d’essais dans du cyclohexane et la mesure est réalisée par un spectrophotométrie UV aux longueurs

d’onde : 270/ 266/ 274 nm :
AE=E% (271nm)-([(266nm)+E%(274nm)]/2)
E% * Extinction spécifique
b) Mesures quantitatifs

(1) Partie saponifiable

(a) Dosage des acides gras

Dans un tube a essai sont ajoutés 0,3 g d’échantillon, 3 ml d’isooctane et 3 ml de KOH (2 Normal préparé avec le
méthanol). Ajouter du bisulfate monohydrate (pour séparer les deux phases) et aprés agitation, laisser décanter.
Ensuite on préléve la phase supérieure environ 1,5 ml. Aprées dilution avec I’isooctane dans des vials, 1’analyse est
réalisée par injection d ans un chromatographe en phase gazeuse (CPG), Brand HP 6890. colonne de I’injecteur.

(COI /T .20/Doc. n °© 24).
(2) Partie insaponifiable

(a)  Dosage des stérols totaux

Les extraits de stérols sont obtenus par chromatographie sur couche mince (CCM). Les spots CCM sont repris

chacun dans 500 pl du réactif de silylation constitué d'un mélange de pyridine-hexaméthyldisilazane-

99



triméthylchlorosilane 9 :3 :1 (v/v/v). L’échantillon est évaporé a nouveau sous atmosphere d'azote avant d'étre
analysé par CPG. La Chromatographie est effectuée en utilisant une colonne HP-5 (5% phénylméthyl siloxane,
diametre: 320um, longueur: 15 m), capillaire en silice fondue, de 0,25 microns épaisseur du film, de la flamme

détecteur a ionisation (FID), le procédé (COI / T.20 / Doc. n° 10 / Rev. 1).

(b)  Dosage des tocophérols

La teneur en vitamine E a été déterminée par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) (HP
1050 marque Détecteur: réfractomeétre différentiel Marque HP 1047A, Maroc) (ISO 9936) Colonne: tube en acier
inoxydable de 280 mm de long et 4,6 mm de diamétre intérieur rempli de greffé par des groupes d’octodécylsilane de
silice (C18) de 5 uM de diamétre des particules de Enregistreur et/ ou intégrateur Marque SP427. En utilisant comme

éluant un mélange d'isooctane (99%) et d'alcool isopropylique (1%).

(c) Dosage du Spinastérol et Schotténol dans les extraits de stérol et des

huiles par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(GC-SM)

Les analyses de 7 échantillons d’huile et 4 extraits chloroformique d’huile on été réalisées par la plateforme
Lipidomique de 1’Universit¢ de Bourgogne. Briévement, pour les huiles, nous avons pesé une goutte, alors que
I’analyse des extraits est faite a sec. Ensuite, 20 pL Epicoprostanol/Ethanol 1 mg/ml (51,5 nM), 1 ml Ethanol, 60 pl
KOH 10M ont été ajoutés et le mélangé a été incubé 45 mn a 56°. Puis, 2 ml hexane et 1 ml H,O sont ajoutés.
L’échantillon est agité puis centrifugé. Nous obtenons une phase hexanique + 100 uL. BSTFA/TMCS (N,O-
bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide/ Triméthylchlorosilane) 4/1 v/iv 45 mn & 80°A + 100 pl hexaneGC-EIMS

(Impact électronique).

Pour I’analyse quantitative, nous avons analysé le Spinasterol et Schottenol mode SIM (selected ion monitoring), ions
sélectionnés : Epicoprostanol m/z 370, Spinasterol m/z 343, Schottenol m/z 386. Calcul : rapport surface du pic de
I’ion de quantification/surface du pic de I’ion 370. Ratio rapporté a une courbe de calibration établie a partir de
standards purs. Les analyses du Campesterol et du Sitosterol ont été réalisées en mode SCAN. Le rapport de surface
des pics est multiplié¢ par la quantité d’Epicoprostanol mise dans les tubes (51 nM). Pour I’analyse qualitative : en
mode Scan, les essais pour la caractérisation des différents stérols est difficile sans avoir les standards a cause de
nombreux isomeres et des spectres trés proches. 1l faudrait donc des standards pour séparer les isomeres selon leur

temps de rétention.
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C. Evaluation de l'activité biologique in vitro des phytostérols issues de I'huile
d’argan et de cactus sur le métabolisme du cholestérol au niveau cellules microgliales
BV-2

1. Les STEROLS

a) Synthese des stérols

Les syntheses chimiques du Schotténol et du Spinastérol ont été réalisées par le Dr. Mohammad Samadi du
département de chimie du P6le Chimie Physique Moléculaire de I'Université de Lorraine Lorraine, Metz, France. Le
Schotténol [(3-beta,5-alpha)-Stigmast-7-en-3-0l] et le Spinasterol [(3-beta,5-alpha,22E)-Stigmasta-7,22-dien-3-ol]
ont été synthétisés a partir du stigmastérol 90% (TCI) et sitostérol 70% (Sigma-Aldrich) qui ont été utilisés en tant
que tel sans autre purification (Badreddine et al., 2015). Toutes les réactions ont été effectuées sous une atmosphere
d'argon. Une Chromatographie a été effectuée en utilisant du gel de silice (Merck Kieselgel 60, 230-400 mesh) avec
des mélanges d'acétate d'éthyle et d'éther de pétrole comme éluant. Les analyses ont été effectuées sur couche mince
60 F254 (Merck).

b) Extraction des stérols

Peser dans un ballon de 100 ml 2,5 a 3 g d’échantillon. Ajouter 30 ml du KOH (2N), puis chauffer (a reflux) pendant
30 minutes. Apres ébullition, ajouter 25 ml d’eau distillé et laisser refroidir. Mettre dans une ampoule a décanter
(rincer avec ’acétone technique), ajouter 75 ml d’éther de pétrole, le mélange est agiter dans I’ampoule et dégazé.
Aprés séparation des 2 phases (phase organique qui contient la partie insaponifiable les stérols et la phase aqueuse. Si
apparition de la mousse, ajouter 4 ml de 1’alcool). Eliminer la phase aqueuse et garder la phase organique. Puis
effectuer 5 lavages successifs avec de 1’eau distillée, jusqu’a €limination du savon et vérifier avec le phénophtaléine.
Apreés, récupérer la phase organique et évaporer a sec le contenue sur rota vapeur. Ajouter 1 ml d’hexane et déposer
250 pl a 300 pl du contenue du ballon a 1’aide d’une seringue sur une plaque CCM. Apres une 1 h de migration
(solvant de migration: 66% hexane ,34% éther di éthylique), pulvériser a 1’aide d’un pulvérisateur (2,7
dichlorofleurise 0,2 % dans 1I’éthanol) sur la plaque CCM et gratter la bande contenant les stérols. Dans un ballon a
100 ml, ajouter le spot gratté avec 10 ml du chloroforme et filtrer, sur papier filtre, dans un tube a essaie le contenue
du ballon. Evaporer sous courant d’azote a sec. L’extrait obtenu des stérols est sous la forme de poudre blanche.

(COI/T.20/ Doc. n® 10 / Rev. 1).

2. Culture cellulaire des cellules microgliales BV-2

Les cellules BV-2 derivent des cellules murines microgliales immortalisées par 1’oncogéne v-raf/v-myc et sont

fréquemment utilisée pour se substituer a la culture de cellules microgliales primaires. Elles sont cultivées en milieu
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RPMI 1640 supplémenté avec 10% de SVF, 1% d’antibiotiques et 2mM de Glutamate. Le SVF a été décomplémenté

pendant 30 minutes au bain marie a 56°C pour tous les milieux de culture.

a) Mesure la viabilité cellulaire

Le test MTT sert & évaluer de I’activité succinate déshydrogénase, il a été effectué sur des cellules BV2 comme décrit
précédemment (Nury et al., 2013), dans le but d'évaluer la prolifération cellulaire et / ou viabilité. Apres une
cinétique de traitement 24h et 48h par différents phytostérols : Spinastérol, Schotténol, ou par un mélange des deux
phytostérols, ou encore par des extraits de stérols issus de ’huile d’argan, ou de 1’huile de la graine de cactus ou de
I’acide férulique avec des concentrations de (2, 5, 10, 20, 40, 80, 155 uM). Pour ce test MTT, nous avons utilisé
comme control négatif le 4 alpha hydroxycholésterol et comme control positif le 7-cétocholésterol avec des
concentrations de 20uM. Les cellules ont été lavées au DPBS puis incubées pendant 3h a 37°C avec le sel de
tétrazolium MTT (Sigma Ref: M2128) dilués dans le milieu de culture approprié a chaque type cellulaire pour une
concentration finale de 5 mg/ml. Les cellules ont ensuite été lavées au PBS puis incubées a temperature ambiante
pendant 10 minutes avec du diméthylsulfoxyde (DMSO) et sous agitation. Les plagques ont été lues a 570 nm avec un

lecteur de microplaque.

b) Mesure de la mort cellulaire par coloration a l'iodure de propidium (IP)

La viabilité cellulaire et I’intégrité membranaire sont évaluées par coloration a I’iodure de propidium (IP) et analyser
par cytométrie en flux. L’IP (A Excitation a 538 nm ; A Emission a 617 nm) est un fluochrome qui s’intercale dans les
acides nucléiques en émettant une fluorescence rouge. Il diffuse a travers une membrane dégradée est exclu par une
membrane intacte. L’IP ne colore que les cellules mortes (nécrose primaire ou secondaire). Les cellules BV-2 ont été
cultivées sur des plaques de 12 puits et traitées de maniere cinétique 24h et 48h. Traitement de 24h : avec 40J-
hydroxycholesterol (41-KC), 7-cétocholesterol (7-KC), Spinastérol (spina) et Schotténol (Schott.) a 1,5, 6,25, 12,5,
25 et 50 uM. Le DMSO et I’éthanol ont été utilisés comme controles. Traitement de 48h : avec 40 Tr, 7-KC, Spina,
Schott, ou les extraits de stérols des huiles d’argan ou de graine de cactus, a 12,5, 25 et 50 uM. Le milieu de culture
est récuperé dans un tube de 15 ml, puis rincer au PBS 1x et récupérer dans un tube de 15ml. 300pL de trypsine 1x
par puits a été ajouté, puis incuber 5 minutes a 37°C. Les cellules ont été récupéré dans un tube de 15ml et centrifuger
5 minutes a 200g. Le surnageant est éliminé et les cellules sont repris dans 1ml de PBS1x. Les cellules sont ensuite
transférées dans des tubes pour cytométrie et 1uL d’IP a 1mg /ml (1pg/ml) est ajouté juste avant de passer les tubes

au cytometre (Fluorescence rouge FL3).

c) Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial Diocé6 (3)

Le potentiel de la membrane interne mitochondriale (A%¥m) est essentiel pour maintenir la fonction physiologique de

la chaine respiratoire (production d'ATP/phosphorylation oxydative). La détermination de son état est largement
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utilisée pour caractériser la capacité métaboliques et la mort cellulaire a un stade précoce (Chen, 1988). Une
différence de potentiel existe de part et d'autre de la membrane interne mitochondriale. Elle est créée par les pompes a
protons qui réalisent un gradient électrochimique (A¥m) entre 1'espace intermembranaire et la matrice, provoquant
une polarisation entre les deux faces de la membrane interne. Celle du c6té matriciel étant négative par rapport a
l'autre (plus de 100 mV). Ce gradient assurera le Fonctionnement de I'ATP synthase (Huttemann et al., 2008). La
dissipation de ce gradient permet la rentrée de protons et libére I'énergie nécessaire a la phosphorylation de I'ADP en
ATP. Le potentiel de la membrane mitochondrial (A¥m) peut étre mesuré par coloration au DIOC6(3) (3,3'-
dihexyloxacarbocyanine iodide) par cytométrie en flux (Schlattner et al., 2001). Le DIOC6(3) (AExcitation Max=
488 nm ; AEmission Max= 501 nm) est un fluochrome cationique, lipophile, son accumulation dans la mitochondrie
dépend du A¥Wm et I’intensité de sa fluorescence est proportionnelle au A¥m (Bunting et al., 1989). Les cellules BV-
2 ont été cultivées en plaques de 12 puits. Apres traitement de 24 h et 48h par différents phytostérols ou extraits avec
une gamme de concentration: 12.5, 25, 50uM. Nous avons ensemencé 500uL 60 000 cellules par ml. La
dépolarisation mitochondriale est indiquée par une diminution de la fluorescence verte recueillie a travers un filtre de
bande passante de 520/10 nm. Le DiOC6 (3) a été utilisé a 40 nM de (Nury et al., 2013). Les analyses par cytométrie
en flux ont été effectuées avec un cytometre Galaxy cytometre (Partec). Dix mille cellules ont été analysées pour
chaque échantillon. Les donnees ont eté analysées avec le logiciel Flomax (Partec) ou logiciel FlowJo (arbre Star

Inc.) (Nury et al., 2013). Les mesures ont été réalisées trois fois.

d) Etude de l'effet des phytostérols issus de cactus et de I'huile d’argan sur le

métabolisme mitochondrial de la lignée microgliale BV-2

(1) Préparation des cellules de la microglie

Les cellules microgliales BV-2 ont été préparées pour 1’étude totale de la chaine respiratoire c'est-a-dire 1’exploration

des complexes I, I1, 111, 1V et la citrate Synthase. Nous avons trois conditions :

o Cellules BV2 contr6le avec un véhicule de DMSO a 0.13%
o Cellules BV2 traité 24H par le Spinastérol a 10 uM
o Cellules BV2 traité 24H par le Schotténol a 10 uM

Donc pour chaque échantillon nous avons décongelé deux culots, soit 6 millions de cellules, a température ambiante,
puis chaque culot a été repris par 150 pl de tampon A (Saccharose 250 Mm, Tris 20 mM, EDTA 2 mM, BSA
Img/ml, H20 Qsp 50 ml). Rassembler les culots ainsi repris dans un seul eppendorf, et congeler les cellules dans
’azote liquide 3 min, au laboratoire dans un container type Voyageur 2. Décongeler rapidement a 37°C, et a giter

doucement. Séparation des suspensions cellulaires en deux eppendorfs.
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1 100 pl (2 millions de cellules) 200 ]l (4 millions de cellules)

Centrifuger les deux eppendorfs 30 sees a 16000 g

Eliminet les suwnageants.

300 pl tampon A

Eppendorf 1 Eppendorfl

Doszage des CI =t CS Doszage CII. CITI. CIV, CS8

Aprés passage au ultrasons directement sans passage au ultrasons

Figure 19: Préparation des cellules de la microglie BV-2 pour I’étude totale de la chaine respiratoire.

Ensuite nous conservons les suspensions cellulaires dans la glace durant la manipulation.

(2) Mesure de I'activité mitochondriale

Nous avons effectué le dosage des complexes isolées : complexe I, II, Ill, IV et la citrate synthase (CS) par
Spectrophotométre UV/ visible de marque SAFAS (Monaco) type UV mc2 avec logiciel de pilotage et acquisition de
données SAFAS SP2000.

e) Détection des lysosomes a membrane déstabilisée par coloration a I'Acridine

Orange (AO)

La déstabilisation de membrane lysosomale peut étre étudiée par coloration a I’acridine orange (AO) et analysée par
cytométrie en flux (Yuan et al., 2002). L’AO (AExcitation Max = 502 nm, AEmission Max = 525 nm) est une sonde
lipophile, cationique, capable de traverser la membrane cytoplasmique et celle des organites cellulaires (Han et
Burgess, 2010). L’AO est un colorant métachromatique qui se caractérise par sa capacité a émettre une fluorescence
verte en milieu basique et une fluorescence orange/rouge en milieu acide. La quantité de fluorescence orange/rouge
sera donc proportionnelle au volume et a la quantité de compartiments acides dans la cellule. La perméabilisation de

la membrane lysosomale se caractérise par une diminution de la fluorescence orange/rouge (Malvitte et al., 2008;
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Nylandsted et al., 2004). Les cellules BV-2 ont été cultivées en plaques de 12 puits. Aprés 24 h par différents
phytostérols ou extraits, avec une gamme de concentration : 1.51, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50uM. Nous ajoutons 500puL
de la solution de traitement aux 500uL du milieu qui contient les cellules, ce qui fait un volume totale de 1 ml donc
60 000 cellules par ml. Les plaques ont été récupérées, le milieu a été écarté, et 300uL de la trypsine ont été ajoutés
puis les cellules sont incubées pendant 5 minutes. Ensuite, les cellules ont été récupérées dans le flacon qui contient le
milieu, centrifugé a 300g pendant 5 minutes. Le surnageant est éliminé et les cellules adhérentes et non adhérentes
ont été récupérées dans 1 ml de PBS. Afin d’évaluer la perméabilité de la membrane lysosomale, la suspension
cellulaire a été incubée en présence de 1 pg/ml d’AO (2uL) (Sigma) pendant 15 min a 37°C. L’analyse a été réalisée
par un cytométre en flux Galaxy ; les signaux fluorescents rouge et vert ont été sélectionnés respectivement par des
filtres de bande passante a 630 nm et 520 + 20 nm. Pour chaque échantillon, la fluorescence a été quantifiée pour 10
000 cellules sur une échelle logarithmique. Les données sont analysées avec le logiciel FloMax. Les mesures ont été

réalisées en triplet.
1) Quantification des ARN messagers par RT-qPCR

(1) Extraction des ARN totaux

L’extraction de ’ARN a partir des cellules de BV2 se fait par le Kit d’extraction RNeasy de Qiagen. Apres
incubation des cellules de BV2 ensemencé pour 24h et 48h avec le Schotténol, le Spinastérol, ou le TO (901317), un
ligand synthetique de LXR utilisé comme control positif, avec des concentrations de 2.5 et 10 uM et le DMSO
comme contr6le. Le traitement a été réalisé dans des plaques de 6 puits qui contiennent chacune 300 000 cellules par
ml. A la fin du traitement, le milieu est écarté et 2 ml de trypsine sont ajoutés puis une incubation a 37°C pendant 3
minutes est réalisée. Apres ’arrét de I’action de la trypsine par addition du milieu complet, les suspensions cellulaires
sont centrifugées a 350g pendant 5 minute et le surnageant est éliminé. Le culot est remis en suspension dans 350 ul
de tampon de lyse (RTL) du Kit RNasy. La purification des ARNSs totaux est réalisée suivant le protocole de Kit
RNasy. L’éluat des ARNs est immédiatement traité a la DNAase (RNase-free DNase Set, Qiagen). Chaque
¢chantillon est traité par un mélange de 10 pl de DNase et 70 ul de RDD (RNase-free DNA Digest Buffer) pendant
20 minutes. Les ARN sont lavés une seconde fois avec 350 pl de tampon RW 1 puis centrifugés a 10 000 g pendant
15 secondes a 4°C, suivi de deux autres lavages avec le tampon RPE. Ils sont enfin élués avec 30 a 50 ul de I’eau

exempte d’ ARNases (RNase-free).

(2) Dosage des ARN totaux

L’absorbance des solutions d’ARN totaux extraits est dosée avec un spectrophotométre UV1800 Shimadzu. La
mesure de 1’absorbance est effectuée a 260, a 280 et a 320 nm de longueur d’onde avec 260 nm correspondant a
I’absorption maximale des acides nucléiques. Une unité d’absorbance a 260 nm correspond a 40 pg d’ARN

totaux/ml.
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(3) Transcription inverse (RT)

La reaction est réalisée avec un kit SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) dans un volume total de
10uL. Le mélange contient 1 pg d’ARN, 1 pl de Random Primers (Promega) 50 pg/ml, et le volume est complété a
I’aide d’eau distillée pour avoir un volume total de 15 pL. Le mélange est chauffé a 70°C pendant 5 minutes puis mis
pendant au moins une minute sur la glace. Nous ajoutons a ce mélange 10 pl du MIX RT comprenant 5 pl du M-
MLV 5X Buffer, 1,25 ul ANTP 10mM, 0,625 pl de Rnasin Plus (Rnase OUT) (Invitrogen), 1 pl de la M-MLV RT, et
complété avec H,O-Nuclease Free pour avoir un volume totale de 10ul. La réaction de transcription inverse est
réalisée selon le protocole suivant : incubation 37°C pendant 60 minutes. Ensuite on compléte le volume dans chaque
tube a 100 pl avec de I'eau milliQ (ajout de 75 pl). Les produits de RT sont ensuite conservés a -20°C jusqu’a leur

utilisation.

(a)  Préparation des échantillons

La réaction de transcription inverse est réalisée dans un volume final de 20 pl auquel 80 ul de H,O ont été ajoutés
pour obtenir un volume final de 100 pl. A partir de ces échantillons, une gamme de dilution a été réalisée pour servir
de standard pour la réaction de qPCR. Un volume de 25 pl de chacun des échantillons est prélevé et mélangé pour
constituer le premier point de gamme, nommeé arbitrairement « 64 ». Les points suivants seront réalisés par dilutions
au %2 en cascade et donneront les points « 32 », « 16 », « 8 », « 4 » et « 2 ». Les 75 pl de produit de RT restant sont

complété avec de I’eau distillée a 200 pl.

(4) Amplification génique quantitative ou qPCR (quantitative polymerase chain

reaction)

Le principe de la réaction de la PCR quantitative repose sur la quantification du taux d’ARNm, aprés transcription
reverse en ADNc par une reverse transcriptase, grace a la fluorescence émise par fluorophore qui s’intercale entre les
brins de I’ADN néosynthétisé au cours de la réaction de PCR. La PCR quantitative de I’ADN complémentaire est
réalisée a I’aide du kit Go Taq qPCR Master Mix (Promega). Chaque échantillon est analysé en triplet sur des plaques
de 96 puits (Applied Biosystems). Les réactions de PCR sont réalisées en double dans un volume final de 12,5 pl
contenant 6,25 ul du Go Taq Master Mix 2X, 2,5 ul d'ADNc et 0.02 ul d’amorces sens et anti-sens, gsp H,O millQ
20pl. la PCR débute par P’activation de 1'enzyme PCR (Taq ADN polymerase) par la chaleur a 95 ° C pendant 10
min, suivie d’une étape de dénaturation ou I’ADN est amplifié pendant 40 cycles a 95°C pendant 15 s, 60°C pendant
30 s et 72°C pendant 30 s (hybridation-élongation), suivie d'une analyse de la courbe de fusion pour contréler
I'absence de produits non spécifiques. Pour chaque produit de transcription, le rendement d'amplification a été
déterminé par la pente de la courbe d’étalon généré a partir de deux dilutions en série d'ADNc, c'est-a-dire que la
linéarité de la gamme doit étre retrouvée par la quantification et I’efficacité d’amplification calculée grace a la pente

de la régression linéaire obtenue qui doit étre assez proche de celle des amorces utilisées pour I’amplification. Les
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séquences d’amorces spécifiques ont été choisies en utilisant le logiciel Designer Beacon (Bio-Rad). L’expression des
génes a été quantifiée en utilisant le cycle de seuil (Ct) et de valeurs normalisée par le géne de réference, RPL27
codant pour la protéine ribosomique. A cette fin, I'expression génique quantitative a été déterminée selon deux AACT

avec ACt = (Ct du gene étudié) (Ct du gene de RPL27). (Voir le Tableau 10).

Tableau 10: Présentation des amorces utilisees pour la RT-qPCR

Amorces spécifiques des genes

cibles

ABCAl

ABCG1

ABCG5

LXR alpha

LXR beta

L27: gene de référence

g) Analyse de I'activation du LXR alpha et LXR beta par transfection des cellules
HEK293

Afin d’évaluer le potentiel effet des stérols (Schotténol et Spinastérol) sur l'activation de LXRa et LXR[ . Les
cellules HEK293 ont été co-transfectées avec un gene rapporteur de luciférase, sous le contréle de I'élément de
réponse de LXRE (LXR Response Element) ou élément de réponse a LXR, et les vecteurs d'expression de LXRa. ou
LXRp. Les cellules ont ensuite été incubées soit avec le véhicule (DMSO), le ligand synthétique LXR T0901317
agoniste de LXR, le 4aHC ou 4BHC (comme témoins), le Schotténol ou le Spinastérol aux concentrations 1,5 ou 10
nM. L'activité luciférase du gene rapporteur a été normalisée a l'activité -galactosidase et exprimeée par rapport au
véhicule. (Nury et al., 2013). Les cellules HEK293T ont été ensemenceées en triplet dans des plagques a 96 puits. La
Lipofectamine 2000 (Invitrogen-Life Technologies) a été utiliste comme agent de transfection. Pour I'essai
d'activation LXRa, les cellules dans chaque puits ont été transfectées avec 60 ng de plasmide rapporteur (TkpGL3
LXRE), 60 ng de pPCMV-B-Galactosidase comme plasmide de référence, et 60 ng de pSG5-LXRa humain pour une

quantité totale en ADN de 180 ng. Pour l'essai d'activation LXR[, chaque puits a été transfectée avec 110 ng de
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plasmide rapporteur (TkpGL3 LXRE-RAR), 50 ng de pCMV -galactosidase en tant que plasmide de référence, et
160 ng de pCMX-LXRp pour une quantité totale en ADN de 320 ng par puits. (Nury et al., 2013). Les cellules ont
été traitées pendant 24 h, puis lysées en utilisant 20 pl de tampon de lyse (Promega) par puits pour le dosage
d'activation LXRa et 50 pl de tampon de lyse (Thermo Scientific) par puits pour le dosage d'activation LXR].
L'activité de luciférase a éte évaluée dans 10 pl de chaque lysat avec 100 pl de solution reconstituée de tampon
d'essai de luciférase (Promega) pour le dosage d'activation LXRa ,30 pul de chaque lysat avec 50 pl de solution
reconstituée de tampon d'essai de luciférase (Thermo Scientific) pour le dosage d'activation LXR[. L'activité de la
luciférase a été¢ déterminée en utilisant un Luminometre (Wallac 1420 Multilabel compteur; Perkin Elmer). L’activité
B-galactosidase a été déterminée dans 10 pl ou 20 pl (pour I'essai d'activation LXRa et LXR[ respectivement) de
chaque lysat en mesurant I’hydrolyse de Chlorophenolred-B-DGalactopyranoside (CPRG; Roche Diagnostics) a 560
nm a l'aide d'un spectrophotométre (Wallac 1420 Multilabel Compteur ; Perkin Elmer). Les valeurs ont été
normalisées par rapport au contrdle et ont été considérées comme statistiquement significatives (test-t de Student) a P
<0,05.
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IV. Résultats et discussion

A. Identification des especes de cactus a I’échelle nationale et évaluation de leurs
caracteres agrochimique

1. Evaluation du comportement phénologique

L’étude de la phénologie proprement dite des especes Marocaine est rare voire absente. Les études réalisées par des
chercheurs marocains sont focalisées seulement sur la période de la floraison et la maturation du fruit pour déterminer
la précocité et la tardivité des especes d’Opuntia (Opuntia ficus indica). Dans notre étude nous sommes focalisés sur
la détermination des bourgeons végétatifs et floraux, afin d’avoir une idée sur la biomasse des jeunes cladodes du
catétum ainsi de distinguer d’une part les écotypes au sein des especes selon les régions qui ont un taux de production
élevée de raquette (biomasse) et qui vont servir comme source de fourrage pour le bétail, et d’autre part voir les
especes qui un taux de fructifications élevés (production de fruit) et qui vont servir pour la production agro-industriel,
cosmétique et pharmaceutique. Dans cette partie, nous avons pour objectif, la caractérisation du comportement
phénologique de ces ecotypes en fonction de leur appartenance a différentes espéces, et aussi en fonction de leur

origine et I’influence des conditions édapho-climatique.
v Observation phénologiques

Les observations phénologiques ont été faites selon I'échelle étendue BBCH (Hack et al., 1992) et le systeme

national de surveillance de la phénologie (Thomas et al., 2010):
Phase 4: Développement des organes a multiplication végétative

Les bourgeons végétatifs sont apparus au cours de la premiére semaine de mai (Figure 20) pour toutes les espéces,
sauf O. robusta. Le nombre moyen de bourgeons végétatifs par adhésion varie de 0,25 d’O. leucotricha originaire du
Moyen Atlas a 12,35 d’O. ficus indica provenant d'Agadir (tableau 11). Les bourgeons végétatifs ont été développés
pour cladodes (figure 20 B), et nous avons observé les cing phases suivantes: les bourgeons végétatifs ont commencé
a développer (figure 20 A); cladodes atteint 30% de leur taille finale (figure 20 B); les cladodes atteint 50% de leur

taille finale; les cladodes atteint 70% de leur taille finale; les raquettes ont atteint leur taille finale.
Phase 5: Les bourgeons floraux

Les bourgeons floraux sont apparus sur la premiére semaine de mai. Cependant, ils ont été observés dans seulement
sept accesions: O. ficus indica du Jamaat Riah, O. ficus indica du Moyen Atlas, O. ficus indica d'Agadir, O.
megacantha du Jamaat Riah, O. megacantha d’Ouardigha, O. megacantha provenant du Rif oriental et O. dillenii
d’Ouardigha. Le nombre moyen de bourgeons floraux par écotype/espece variait significativement dans les écotypes
et variait de 0,05 d’O. ficus indica et O. megacantha du Jamaat Riah a 13,75 chez I’espéce O. dillenii provenant de la

région d’Ouardigha (tableau 11).
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Phase 6: Floraison

La période de floraison est a partir de la moitié du mois de mai dans les sept espéces: O. ficus indica du Jamaat Riah,
O. ficus indica du Moyen Atlas, O. ficus indica d'Agadir, O. megacantha du Jamaat Riah, O. megacantha
d’Ouardigha, O. megacantha du Rif oriental et O.dillenii d’Ouardigha. Nous avons observé les cing phases de
floraison: I’ouverture des premieres fleurs; début de la floraison (10% des fleurs sont ouvertes); la pleine floraison
(50% des fleurs sont ouvertes); la finition de floraison (la majorité des pétales sont tombés); fin de la floraison

(apparition du fruit).
Phase 7: développement du fruit

La formation des fruits a commencé sur la quatriéme semaine de mai (Figure 20) chez 1’espéce O. ficus indica du
Jamaat Riah, O. ficus indica du Moyen Atlas, O. ficus indica d'Agadir, O. megacantha du Jamaat Riah, O.
megacantha appartenant a la région d’Ouardigha, O. megacantha du Rif oriental et O. dillenii de la région
d’Ouardigha, et la croissance de fruits continue pendant quatre semaines, jusqu’ils atteingnent leur tailles finales. La
longueur et le diametre de fruits ont été enregistrés a pleine maturité, et nos observations indiguent que les

dimensions de fruits dépendent des espéces étudiées (tableau 11).
Phase 8: maturité des fruits

Aprés avoir atteint la taille finale, les fruits ont commencé a maturité avec une coloration et tous les écotypes d’O.
ficus indica et O. megacantha ont donné des fruits exposés avec une couleur de peau-jaune-orange a pleine maturité,
cependant tout les ecotypes de I’espéce O. dillenii ont donné des fruits & couleur rouge pourpre. Nous avons observé
les trois phases de maturité des fruits suivants: début de la maturation des fruits et leur coloration; maturation avancée

et coloration des fruits; fruits a pleine maturité montrant la couleur en pleine maturité (E! Kharrassi et al., 2015).
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Figure 20: présentation des exemples de certains stades phénologique d’Opuntia ficus-indica. Panneaux A, B, de la phase 4
développement des organes a multiplication végétative. Panneau A, bourgeon végétatif commence a se développer. Panneau B,

cladode a 30% de sa taille finale. Panneau C, phase 5 bourgeon floral. Panneau D, Phase 6 : floraison. Les barres d'échelle =2

cm (El Kharrassi et al., 2015).
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Tableau 11: Production des bourgeons végétative et floraux et longueur et le diametre des fruits des jeunes plantations de sept espéces d'Opuntia provenant de

différentes régions du Maroc.

Espéces Origine Nombre de Nombre de Nombre de Nombre Longueur de Diametre de
géographique plante par bourgeons bourgeons de plantes fruits a pleine fruits a pleine
échantillon végétatifs floraux qui maturité (cm) maturité (cm)
produisent
des fruits
0. ficus indica Jamaat Riah 20 7.40 +5.60 4" 0.05+0.22, 1 6.40+0.0 3.90 +0.00
1. Rhamna 20 10.65 + 8.64
1. Ouardigha 20 4.20 + 3.09 4
V. Middle Atlas 16 2.69 + 2.50 4 0.56 +1.36 5 3 4.90 +0.20 3.00 +0.10
V. Northeast Morocco 8 0.63 + 1.06 4
VI. Eastern Rif 16 1.44 +1.55
VII. Western Rif 8 6.88 + 7.02 4
5 4.98 +0.43 2.84+0.19
VIII. Agadir 20 12.35+11.72 1.10+2.25,
O. megacantha Jamaat Riah 20 10.55 + 10.83 4, 0.05+0.22, 1 4.20 +0.00 2.40 +0.00
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IX. Rhamna 20 5.50 + 5.87 4 -
4,10 +0.00 2.70 +0.00
X. Ouardigha 8 5.50 + 5.15 4 1.75+4.95,
XI. Middle Atlas 12 0.75+1.54 4
XI1I. Northeast Morocco 20 2.00 +2.13 4
5.10 + 0.17 3.20 +0.30
X111 Eastern Rif 20 0.55 +0.83 & 0.20 +0.52 ,
XIV. Western Rif 8 0.63+0.74 4
XV. Agadir 8 1.75+4.95 4
O. aequatorialis Rhamna 4 10.00 + 2.58 4 - - -
O. inermis Rhamna 4 5.50 + 3.79 4 - - -
O. dillenii Ouardigha 4 10.75 + 2.22 13.75 + 13.87 3.40 +0.17 1.93 +0.05
O. robusta Northeast Morocco 4 - - - -
O. leucotricha Middle Atlas 4 0.25+0.50 , - - -
XVI. Western Rif 8

1.38 + 2.07 &

T Les résultats sont présentés en moyenne + écart-type. Les valeurs suivies par les mémes lettres minuscules ne sont pas significativement différentes (P> 0,05) par le test de
Student-Newman-Keuls.
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Analyse statistique

Toutes les expériences ont été effectuées en utilisant un dispositif completement aléatoire. Les données ont été
soumises a une analyse de la variance et des moyens ont été séparés par test Student Newman-Keuls (SNK) a P =
0,05. Avant l'analyse, les données de pourcentage ont été transformées arcsinus. Toutes les analyses statistiques ont
été effectuées en utilisant SPSS v. 16.0 pour Windows (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

v' Discussion des traits phénologiques :

La floraison et la fructification critére de la phénologie ont été a peine étudié chez les especes d'Opuntia. Au meilleur
de notre connaissance, c’est le premier rapport sur la phénologie des espéces d'Opuntia cultivés au Maroc. Comme
indiqué précédemment sur I’espéce O. monacantha du sud du Brésil par Lenzi et Orth (2012), nos résultats ont
montré que les raquettes d’O. ficus indica, O. megacantha et O. dillenii produits des bourgeons végétatifs et floraux.
Selon nos observations, le développement du bourgeon floral a la floraison a eu lieu entre mai et Juin. Chez I’espéce
O. ficus indica en provenance du Mexique, Pimienta Barrios et al. (2000) ont signalé que le développement de la
fleur a duré a partir du début du mois de Mars jusqu’a fin Avril. Dans une revue de la littérature, Reyes-Aguero et al.
(2006) ont rapporté que le développement du bourgeon floral a la floraison nécessite entre 21 et 75 jours selon les
especes, et peut avoir lieu a des moments différents en fonction de la zone géographique. Nos résultats montrent
également que la période de floraison varie du mi-mai jusqu’a début Juin. Lenzi et Orth (2012) ont rapporté des
périodes de floraison chez I’espéce O. monacantha, qui commence a partir de la fin de Septembre jusqu’a la mi-
Janvier, alors qu'il était en Avril-mai chez I’espeéce O. diploursina de I'Arizona (Stock et al., 2014). Selon Reyes-
Aguero et al. (2006), la période de floraison des espéces d’Opuntia en général commence a la fin de I'hiver et peut
durer jusqu'au debut de l'automne. Nerd et Mizrahi (2001) ont indiqué que, chez O. ficus indica, la floraison a
continué pendant un certain nombre de semaines et peut eu lieu simultanément comme la formation des jeunes fruits,

ce qui est cohérent avec nos observations.

La production de fruits a été observée entre mai et Juin. Cet est en bon accord avec Reyes-Aguero et al. (2006) qui
ont déclaré que les fruits de I'némisphere nord sont produits entre Avril et Novembre. Nos résultats indiquent
également que la croissance et la maturation des fruits dépendent de I'espéce. En effet, les espéces O. ficus indica et
O. megacantha ont montré des dimensions plus élevés de fruits avec la couleur de peau jaune-orange en comparaison
avec I’espece O. dillenii qui a montré des fruits plus petits avec une couleur rouge pourpre. Chez I’espéce O. ficus
indica en provenance du Mexique, le développement des fruits a commencé a la mi-Avril et s’est terminée a la fin
d’Aott (Pimienta Barrios et al., 2000). Chez I’espéce O. diploursina de la région d'Arizona, les fruits marissent a la
fin mai-Juin (Stock et al., 2014). Selon Kuti (1992), la maturation des fruits présente une gamme de 45 a 154 jours
chez les especes O. ficus indica, O. inermis, O. hyptiacantha et O. lindheimeri. Chez I’espéce O. joconostle de San
Martin de las Piramides, au Mexique, la maturation des fruits requis 224 jours aprés la floraison (Sanchez et al.,

1991). Chez I’espece O. monacantha du sud du Breésil, il a été rapporté que la croissance et le développement des

115



fruits peut durer 120 jours avant le début de la maturation tandis que la maturation compléte a été observée apres 240
jours (Lenzi et Orth, 2012). Ces résultats contradictoires indiquent que la phénologie d’ Opuntia varie
considérablement entre les especes et les conditions environnementales. En effet, il a été signalé que la phénologie
des plantes dépend de nombreux facteurs tels que les variables climatiques (température, précipitations), les
conditions de croissance, des espéces et des sites géographiques (Carl et al, 2013;. Schwendenmann et al, 2010;.
\Woog, 2014). En outre, Reyes-Aglero et al. (2006) ont rapporté que la maturation des fruits en especes d'Opuntia

est asynchrone.

2. Etude de la diversité génétique : polymorphisme morphologique et nucléaire

Au Maroc, la diversité génétique est a peine étudié, le but étudié dans ce chapitre, et 1’évaluation de la diversité
génétique entre et au sein des écotypes d’Opuntia spp. Provenant de différentes régions du Maroc a 1’aide des

descripteurs morphologiques et les marqueurs moléculaires ISSR et RAPD.
a) Evaluation de la variabilité génétique par les caractéres morphologiques
» La variabilité génétique au sein d’Opuntia ficus indica

Notre enquéte a montré que I’espeéce Opuntia ficus indica est présente dans tous les domaines étudiés. Cependant, nos
résultats ont démontré des différences claires entre les 78 accessions a I'égard de descripteurs morphologiques. Par
exemple, la hauteur de la plante varie entre 21,33 cm d’Ofi-531 (issue du Rif oriental) a 48,25 cm d’Ofi-762 (Agadir)
et le diamétre de la plante varie de 16,43 cm d” Ofi-275 (issue d’Ouardigha) a 71.38 chez Ofi-163 (issue de Rhamna).
Dans certains cas, les accessions du méme site géographique présentaient significativement des mesures différentes
des traits morphologiques; par exemple, lors des adhésions de Rhamna, la longueur de cladode été de 16.30 cm d’Ofi-
141 2 29.13 cm d’Ofi-163 (tableau 12). Les écotypes d’O. ficus indica ont montré des coefficients de similarité allant
de 0,00 a 1,00 (matrice de proximité non représenté). Le coefficient de similarité le plus faible a été observée entre les
écotypes d’Ofi-212 et Ofi-262 provenant de la région d’Ouardigha et entre les écotypes d’Ofi-771 et Ofi-772
d'Agadir tandis que le coefficient de similarité la plus élevée a été observée entre les écotypes d’Ofi-163 (issue de
Rhamna) et Ofi-275 (issue de Ouardigha). Dans certains cas, les écotypes de différentes régions indiquent un tres
faible coefficient de similitude (par exemple Ofi-C3 du Jamaat Riah et Ofi-561 du Rif oriental affichent un
coefficient de similarité de 0,001). Le dendrogramme présenté dans la figure 21 suggéré 3 grands poles. Le premier
groupe contient 30 écotypes (38,46% du total des écotypes); le deuxieme groupe contient 5 écotypes (6,41% du total
des entrées) et le troisiéme groupe est composé de 43 écotypes (55.13% du total des écotypes). Etonnamment, les

trois groupes contiennent les écotypes recueillis aupres de différents sites géographiques.
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» 1.1.2. Variabilité génétique au sein de I’espéce d’Opuntia megacantha

La hauteur de la plante des accessions de I’espece d’O. megacantha (Om) variait de 24,67 cm a 40.33 cm, le
diametre de la plante varie a partir de 21,65 cm a 65,38 cm, le nombre moyen des raquettes par plante est de 1,00 a
4,25, la hauteur de cladode est de 17.30 cm a 37.00 cm, la largeur de cladode est de 9,40 cm a 14,67 cm, l'indice de
forme de cladode varie de 0,33 a 0,70, I'épaisseur de cladode varie de 0,53 cm a 1,40 cm, la distance moyenne entre
les aréoles est de 2,05 cm a 3,15 cm, le nombre moyen d'épines par aréole varie de 3,00 a 5,00 et la moyenne de la
longueur de la plus longue épine par aréole est de 1,70 cm a 3,80 cm. La encore, certaines accessions de la méme
région affichent sensiblement différentes mesures de traits morphologiques (tableau 12). La gamme de coefficients de
similarité était de 0,00 a 1,00 (matrice de proximité non représenté). La similitude était entre Om-B1 et Om-A3, du
Jamaat Riah, tandis que la plus forte similarité était entre I'Om t-K1 et Om-K3, du Jamaat Riah. Le dendrogramme
(Figure 22) montre 3 groupes, le premier groupe était composé de 11 écotypes (28,95% du total des écotypes); le
deuxieme groupe contient 20 écotypes (52,63% du total des écotypes), tandis que le troisieme groupe composé de 7
écotypes (18,42% du total des écotypes). Le fait intéressant, est que les écotypes recueillis auprés de différentes
régions pourraient étre trouvés dans le méme cluster.

» 1.1.3. Lavariabilité génétique parmi Opuntia spp.

Prenant en considération toutes les écotypes étudiées d'Opuntia spp., la hauteur de la plante varie de 19,85 cm de
’ecotype OD-242 appartenant a 1’espece O. dillenii a 48,25 cm de 1’écotype Ofi-762, le nombre moyen de raquettes
par plante est de 1,00 a 7,75 chez I’écotype OD-242, avec des raquettes de différentes hauteurs (de 13.70 d’0Ofi-331 a
37.00 d’Om-181) et les largeurs (de 6,25 cm d’OD-242 a 20,23 chez Ofi-713). L’épaisseur de cladode varie de 0.47
cm de I’écotype Ofi-264 a 1,40 cm de I’écotype Om-K2 (Tableau 12). Parmi les espéces étudiées, O. ficus indica, O.
dillenii (DO) et O. inermis sont inerme. Les coefficients de similarité varie de 0,00 & 1,00. Le dendrogramme montre
trois groupes différents (Figure 23), et les écotypes provenant de différentes especes ou origines géographiques
pourraient étre recueillies dans le méme cluster. Cela montre que les grappes obtenues ne correspondent pas avec les

especes ou sites géographiques évalués.

b) Evaluation de la diversité génétique par les marqueurs moléculaires
Apreés criblage de 14 amorces ISSR et 34 amorces RAPD, 10 amorces ISSR et une amorce RAPD ont été choisis pour

produire des bandes claires, reproductibles et intenses. Les amorces ISSR ont généré un total de 66 bandes, 64
(96,9%) étaient polymorphes. Le nombre de bandes observées par locus variait de 4 a 9, avec une moyenne de 6,6.
L'amorce RAPD (UBC-571) a donné 6 bandes, tout polymorphe (tableau 9). Sur la base des valeurs de PIC, les
marqueurs ont été tres instructif. En effet, les valeurs de PIC variaient de 0,62 a 0,97, avec une moyenne de 0,82. La
valeur PIC élevée a été observée dans I’amorce ISSR-8 tandis que la valeur la plus faible a été observée dans

I’amorce ISSR-29 (tableau 9). Le dendrogramme affiché 7 pdles a une similitude de 0,76 (Figure 26). O. inermis a été
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séparée de toutes les autres espéces. Les deux accessions de O. leucotricha (OI-361 et Ol-611) ont été placées dans
deux groupes différents, tandis que les écotypes d’Or-412 (O. robusta) et d’Oa-171 (O. aequatorialis) ont été réunis
dans le méme cluster. Le fait intéressant, et que 14 accessions appartenant a O. ficus indica et O. megacantha ont été
réunies dans le méme groupe. Cela a été confirmé par I'APC (Figure 27), dont les résultats ont été similaires a ceux

obtenus par le dendrogramme.

c) Discussion des résultats du polymorphisme morphologique et moléculaire
Dans la présente étude, la diversité génétique de 124 écotypes d'Opuntia spp. ont été évaluée sur la base de 10
descripteurs morphologiques. L'utilisation de descripteurs morphologiques pour déterminer la diversité génétique au
sein des populations de plantes est simple, peu colteuse et rapide (Bretting et Widrlechner, 1995). Ainsi, ces
descripteurs ont été utilisés dans de nombreuses especes végétales telles que le palmier dattier (Elhoumaizi et al.,
2002), de l'avoine hexaploide (Diederichsen, 2008) et le riz indigene (Yawen et al., 2003). Au meilleur de notre
connaissance, c'est la premiére étude pour évaluer la variabilité génétique au sein et entre les populations d'Opuntia
au Maroc a l'aide des descripteurs morphologiques. Les études sur la variabilité génétique des espéces d'Opuntia a
l'aide des descripteurs morphologiques sont rare. Pefia-Valdivia et al. (2007) ont évalué la diversité génétique au
sein de 55 accessions d’Opuntia spp. Aux Mexique basé sur 65 descripteurs morphologiques; ils ont indiqué que
seulement quelques traits morphologiques ont montré de maniére significative des mesures différentes dans les
populations étudiées. Dans une étude plus récente Helesen et al. (2009) ont souligné une nette différenciation entre
les espéces d'Opuntia a l'aide des descripteurs a base de fruits, fleurs, graines, et les caractéristiques des épines. Dans
notre cas, les 124 écotypes ont montré des différences significatives dans les paramétres mesurés et ont été répartis en
trois principaux groupes distincts en fonction de la méthode de Ward, contenant 56, 45 et 23 accessions. Les
accessions sont classés dans la méme espece peuvent étre situés dans différents groupes, et vice versa, méme si
certaines especes contiennent des épines tandis que d'autres non. Cela peut s'expliquer par plusieurs facteurs,
notamment les effets environnementaux et le changement évolutif (Chapman et al, 2002;. West-Eberhard, 1989).
Nos résultats sont en bon accord avec Valadez-Moctezuma et al. (2014) qui ont soutenu I'hypothése de I'existence
d'un petit nombre d'espéces d'Opuntia par rapport a ceux décrits actuellement, mais avec une grande variation
génétique intraspécifique. Labra et al. (2003) qui suggére que la présence d'épines ne doit pas étre considéree
comme un parametre dans la taxonomie Opuntia. L'utilisation de marqueurs morphologiques pour evaluer la diversité
génétique au sein des populations est simple et peu colteuse. Cependant, de tels marqueurs peuvent étre affectés par
I'environnement (Andersen et Lubberstedt, 2003). Par conséquent, ces derniéres années, les marqueurs moléculaires
ont éte largement utilisés pour évaluer la diversité génétique au sein des populations de plantes. En effet, il a été
signalé que les marqueurs moléculaires couvrent une plus grande proportion du génome que celles des marqueurs
morphologiques et sont moins influencées par I'environnement, car la variabilité génétique est évaluée en fonction du

génotype plutét que phénotype (Kdlliker et al, 2001;. Talebi et Fayyaz 2012). En outre, les marqueurs moléculaires
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ont été prouvés puissant pour détecter la variabilit¢ quand il ne serait pas possible avec des marqueurs
morphologiques; c'est a dire un marqueur morphologique donné peut affecter d'autres caracteristiques et l'utilité des
marqueurs morphologiques est limitée par leur nombre limité (Andersen et Lubberstedt, 2003). le long de cette
ligne, des marqueurs moléculaires ont été appliqués seuls ou en association avec des descripteurs morphologiques
pour évaluer la variabilité génétique dans nombreuses especes végétales; comme Phoenix dactylifera L. egin (Sedra
et al., 1998), Olea europaea L. (Brake et al., 2014), et Citrus sinensis L. (Malik et al., 2012). En ce qui concerne la
cactus, Labra et al. (2003) ont évalué la diversité génétique de 11 espéces d’Opuntia de I'ltalie en utilisant la
répétition chloroplastique simple séquence (cpSSR) et les marqueurs(AFLP) : la longueur du polymorphisme des
fragments amplifiés, et une similarité génétique élevée entre O. ficus indica et O. megacantha a été révélé. En effet,
ces auteurs suggéré que I’espéce O. ficus indica devrait étre considéré comme une forme domestiquée d’O.
megacantha. Caruso et al. (2010) ont évalué la diversité génétique entre 62 accessions appartenant a 16 especes
d'Opuntia d'origines différentes, en utilisant les amorces (SSR) : répétitions de séquences simples, et ont constaté que
les accessions O. ficus indica ne se regroupent séparément des especes de certain Opuntia, y compris O. megacantha.
Dans une étude plus récente, VValadez-Moctezuma et al. (2014) ont évalué la variabilité génétique parmi 12 especes
Mexican Opuntia (52 cultivars) avec des marqueurs ISSR et RAPD, et ont indiqué que O. ficus indica et O.
megacantha ont une puissance ascendance. Nos résultats sont compatibles courantes avec tous ces auteurs, depuis
une similarité génétique élevée a été observée entre O.ficus indica et O. megacantha. D'autre part, VValadez-
Moctezuma et al. (2014) projeté 120 amorces RAPD, dont cing ont été en mesure de générer des bandes (4.16%).
Dans notre cas, seule une amorce RAPD sur 34 (2,94%) a généré les bandes. Nos résultats indique que les marqueurs
ISSR sont les plus efficaces et informatif des espéces d’Opuntia. Récemment, les marqueurs ISSR ont été utilisés
pour évaluer les relations génétiques et phylogénétiques de 15 espéces d’Opuntia issue de 1'Argentine, la Bolivie, le
Brésil, le Paraguay et I'Uruguay (Realini et al., 2014). Nos résultats sont en contraste avec ceux de Valadez-
Moctezuma et al. (2014), qui ont indiqué que I'évaluation de la diversité génétique avec des marqueurs RAPD a été
relativement plus efficace que des marqueurs ISSR. Dans notre €tude, le nombre total de bandes polymorphes est
(64) et les valeurs de PIC est de (0,62 a 0,97) de marqueurs ISSR étaient différents de ceux trouves par Valadez-
Moctezuma et al. (2014), dans lequel le nombre de bandes polymorphes était 70 et le PIC varie de 0,21 a 0,27. Cette
différence dans le nombre de bandes et les valeurs polymorphes PIC pourrait s'expliquer par les difféerentes amorces
ISSR employés (différentes séquences), la différence entre les accessions et la haute distance entre les sites
géographiques (Mexique et Maroc). En ce qui concerne I'espece Opuntia ficus indica, Zoghlami et al. (2007) ont
utilisé 8 amorces RAPD (plus de 22 blindé) pour évaluer la variabilité génétique dans les 36 accessions tunisiennes,
et une grande diversité genétique a été détectée. Au Maroc, la diversité génétique au sein des ecotypes O. ficus indica
a été évaluée a l'aide de marqueurs RAPD (EI Finti et al., 2013), et I'effet de I'origine géographique a été révélé.
Dans notre cas, les résultats ont montré la similarité génétique élevée chez les accessions étudiées d’O. ficus indica,

méme si elles ont été collectées a partir de différentes régions du Maroc.
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Nous pouvons conclure que cette étude est le premier rapport pour évaluer la diversité génétique au sein et entre les
especes d'Opuntia au Maroc a l'aide des descripteurs morphologiques et des marqueurs moléculaires. Un niveau de
diversité génétique faible a été observé chez les accessions analysées et une grande similitude qui a été soulignée
entre les accessions des deux espéces O. ficus indica et O. de megacantha. Nos résultats montrent également que les
marqueurs ISSR sont trés efficaces et informatif chez les espéces d'Opuntia. Nos résultats devraient étre pris en

considération pour les programmes de conservation des ressources génétiques de sélection végétale.

120



Tableau 11 : Moyennes (+ SD) des traits morphologiques des différents accessions d’ Opuntia spp. au Maroc.

Especes Origine Ecotype Hauteur de la Diamétre de la Nombre moyen Hauteur de raquette Largeur de Indice de la Epaisseur de Distance Nombre Longueur moyenne

géographique plante (cm) plante (cm) de raquettes par (cm) raquette (cm) forme de raquette (cm) moyenne entre moyen des de la plus longue
plante raquette (cm) les aréoles (cm) épines par épine par aréole
aréole (cm)

0. ficus indica Jamaat Riah Ofi-B2 36.80 +3.16 5500 45.08 +1.92 hogerghi 3.00 +2.16 cgef 26.63+2.36 pogergnie  13.63 2,41 051+ 0.09cer  0.83+0.22p 270 +0.36pceery - -
Jamaéat Riah Ofi-B3 37.10 +2.68 ypeq 47.13 +9.91 spcdefgni 2.75 +0.96 cqef 21.98 +5.54 4efghiii 10.93 +2.44 ey 0.50 +0.06 peger 0.68+0.214  2.58 +0.15 gery - -
Jamaéat Riah Ofi-C2 33.38 +8.84 ypeq 37.93 +16.12 shcdefghi 3.00 +0.82 ¢gef 21.80 +0.98 gefghiiii 13.10 +0.33 ¢ 0.59 +0.01 peger 0.98+0.055 290 +0.08pceery - -
Jamaat Riah Ofi-C3 36.25 +9.81 ypeq 37.00 +6.77 apcdefghi 1.75 +0.50 24.88 +1.84 egefghiik 13.25 +1.56 ¢ 0.56 +0.02 peger 0.73+0.13,5c  2.93+050pcqery - -
Jamaat Riah Ofi-D1 29.50 +4.55 4o 28.38 +5.76 tgni 2.50 +0.58 cger 20.08 +1.05 efgniiki 11.35+0.29pg 057 +0.02pcer ~ 1.10+0.00p  2.45 +0.10 gerq - -
Jamaat Riah Ofi-D2 3013 +14.77oeg~ 32.38 +14.51 cgeigni 2.00 +0.824ef 28.90 +3.53 poger 13.19 +3.05, 0.47 +0.05pcger ~ 1.20 #0.0045;  2.68 +0.49pcqer; - -
Jamaét Riah Ofi-D3 36.38 +3.42 ¢4 51.38 +7.61 abodefghi 3.75 +0.50pcgef 26.63 +3.38 bedefghijk 13.85+1.64, 0.52 +0.03 pegef 0.90 +0.47 ¢ 2.68 +0.31 bedefg - -
Jamaét Riah Ofi-E1 37.10 +10.54 4peq 43.33 +4.19 spcdefghi 2.25 +1.504ef 25.13 +2.78 pegefghiik 13.30 +1.72 0.62 +0.16pcqe 0.80+0.294  3.05+0.33pcaery - -
Jamaat Riah Ofi-E2 42.75 +4.86 4 52.25+25.16 poerni 375 #1.8%0caer 2743 +1.92 pogergni 13.80 +0.68 ¢ 050+0.05peger 07540410 2.90 +0.29poher; - -
Jamaat Riah Ofi-F1 274541212, 51.95432.28apcerni 350 +1.73pcaer  28.25 +3.77 poger 14.28 +1.81 0.49 +0.04peger 0754041,  3.75+0.294 - -
Jamaat Riah Ofi-F2 37.25 +7.58 5 66.00 +12.93 4 400 +1.15pcqer  28.15 +4.60pcqefn 14.25 +1.94 5, 0.51+0.04peger  0.78 #0.3945c  3.18 +0.62pcqer; - -
Jamaét Riah Ofi-F3 31.88 +1.89 zpcq 34.00 +5.58 cdefghi 2.25 +0.504¢ 22.10 12.68defghijk| 12.50 +0.71pcq 0.55 +0.05 pegef 0.60 +0.18 ;¢ 2.78 +0.26 bodefg - -
Jamaét Riah Ofi-G1 41.25 +14.31 4peq 37.28 +25.85 apcdefghi 3.50 +2.08 peget 27.55 +0.90 pedefghij 10.13 +2.25¢4 0.41 +0.084¢ 1.05+0.12 5 3.05 +0.29 ety - -
Jamaét Riah Ofi-G2 32.63 +1.70 apg 30.13 +4.01 cdefghi 1.50 +0.58¢¢ 23.75 +3.77 cqefghijul 13.15+2.21 0.55 +0.02 peger 0.63 +0.13 ¢ 2.80 +0.24 pedery - -
Jamaat Riah Ofi-H1 39.38 +6.63 apd 39.68 +1.89 abedefghi 2.50 +0.58 ¢gef 26.45 +4.79 bedefghijk 13.73 +1.39,¢ 0.52 +0.08 peger 0.98 +0.32 4¢ 3.10 +0.20 bedefy - -
Jamaat Riah Ofi-H2 30.00 +7.67 s 35.75 +5. 74 pegerchi 1.50 +0.58 ¢ 24.00 +2.04 cgeniik 12.85 +0.53 ¢ 053+0.02pcger 110 +0.1645c  2.65+0.04pcger; - -
Jamaat Riah Ofi-H3 26.30 +6.53 3509 37.25 +2.33 apogefghi 2.00 +0.00gef 21.60 +1.96 gefgniid 10.60 +1.55pg 048 +0.03peger 120 #0.0845c  2.60 +0.24cgery - -
Jamaat Riah Ofi-12 29.88 +1.03 309 29.00 +11.05 ¢fgni 1.75+0.96 ¢ 18.17 +6.18 guija 11.60 +#1.10p,g  0.72 +0.25, 07040245  2.80+0.43pc0ery - -
Jamaat Riah Ofi-J1 30.93 +2.69 apeg 33.00 +8.77 cdefghi 2.50 +1.00 cgef 21.33 il‘43defqhiikl 10.43 +1.25 0.49 +0.04 peger 0.70 +£0.22 4 2.73+0.19 bedefy - -
Jamaét Riah Ofi-J2 24.90 +10.25 peqg 27.23 +11.98 ggpi 3.00 +0.82 ¢gef 19.50 +0.41 typijia 10.50 +1.22¢4 0.53 +0.05 peger 0.90 +0.08 4y 2.50 +0.41 gefq - -
Jamaét Riah Ofi-J3 22.83 +4.28 o4 30.50 +3.67 cgefghi 2.75 +0.50¢gef 18.83 +1.09 tgpiji 9.88 +2.29 0.53 +0.14 peger 0.98 +0.22 ¢ 2.55 +0.13 cgery - -
Rhamna Ofi-113 35.00 +3.34 4peq 62.88 +15.93 apcger 4.25 +1.50 pegef 25.95 +3.09 pedefahiik 13.33 +1.48 0.51 +0.03 peger 0.75+0.41,;  275+0.31pedery - -
Rhamna ofi-121 29.83 +2.17 g 46.75 +10.20 pogeigni~~ 6.25 +1.715p 25.28 +3.05 pogergnic ~ 12.58 #1.26pcg 050 +0.02pcqer  0.88+0.43c 290 +0.22pcery - -
Rhamna Ofi-141 25.50 +0.00 peq 26.50 +3.27 gy 1.00 +0.00¢ 16.30 +0.24 4 9.50 +0.41¢4 0.57 +0.05 peger 0.90+0.085c  2.60 +0.16 cgerg - -
Rhamna Ofi-142 24.75 +6.50 peg 28.03 +4.01 i 1.00 +0.00¢ 22.60 +1.96 cgefghiju 12.85+2.16, 0.56 +0.05 peger 1.15 +0.04 4 2.65 +0.53 pcery - -
Rhamna Ofi-151 33.93 +3.99 45.45 +3.32 abedefghi 2.25 +1.264e¢ 26.70 +2.52 bedefghijk 12.00 +1.36 g 0.45 +0.08 pegef 0.78 +0.22 5 3.00+0.14 bedefy - -
Rhamna Ofi-152 31.48 +5.12 4peq 29.93 +1.34 geggni 1.50 +0.58¢ 24.50 +3.39 pedefahiik 11.30 +2.43 ey 0.45 +0.04 peger 0.80+0.38,p;  2.83 +0.46pcdery - -
Rhamna Ofi-153 27.10 +8.23 g 32.78 +20.66 cgerghi 2.00 +0.824ef 22.14 +3.60 gerghia 11.2942.47pg 047 +0.05peger 100 +0.244  3.23+0.66pc0ery - -
Rhamna Ofi-161 26.28 +5.33 g 31.33 +4.49 geqni 1.25 +0.50; 20.43 +3.81 ¢ggnija 11.60 +2.05pq 057 +0.06pcser 078 +0.36a; 278 +0.32pc0ery - -
Rhamna Ofi-162 27.25 +2.30 4o 43.05 +11.40 spoeighi 250 +0.584ef 22.37 +1.69 cemnin. 12.77 +0.38 ¢ 057 +0.03pcger  0.80 #0.2845c  2.80 +0.14pcger; - -
Rhamna Ofi-163 42.13 +5.39 45 71.38 +5.02 , 4.75 +1.8%qe 29.13 +4.21 peger 14.53 +1.75, 050 +0.05pcger  0.88 #0.1755c  2.85 +0.87pegery - -
Rhamna Ofi-1101  38.00 +4.32 3peg 36.50 +7.08 pegerghi 2.25 +0.504ef 27.70 +2.95 pegetgni 13.48 +1.19, 0.49+0.04pcger 09540334  3.00 +056pcher; - -
Ouardigha ofi-211 25.38 +9.62 g 24.98 +9.72 gy 1.00 +0.00; 22.25 +1.02 gorgnia 12.0040.00pg  0.54+0.02pcger 11540124 240 +0.08 4, - -
Ouardigha Ofi-212 26.63 +3.68 shca 36.00 +6.16 pegefghi 1.50 +0.58 ¢ 24.40 +2.57 pegefghiik 12,17 +1.03 ey 0.50 +0.05 peger 1134017 2934045004y - -
Ouardigha Ofi-231 29.60 +3.93 spcq 42.13 +12.68 apcgeghi 2.50 +0.58 ¢qef 21.10 +4.66 gerghij 11.05 +3.14 peq 0.52 +0.04 peger 058 +0.214  2.53 +0.62 gefq - -
Ouardigha Ofi-232 28.25 +3.97 4o 31.00 +4.32 cgeni 2.00 +0.824ef 18.00 +1.63 gnij 10.30 +0.24g 0.57 +0.06peger ~ 0.70 #0.16 45 2.80 +0.16poger; - -
Ouardigha Ofi-233 24.13 +9.08 29.00 +5.55 efgni 1.75 +0.96 ¢ 18,57 +1.41 gnija 9.10 +0.65.4 049 +0.02pcger 073401245,  257+049cgey - -
Ouardigha Ofi-261 22.30+3.19 29.45 +6.44 geggni 1.00 +0.00¢ 19.60 +3.59 ghij 10.65 +1.67 pea 0.54 +0.02 peger 08540124 270 #0.16pcdery - -
Ouardigha Ofi-262 26.70 +3.85 apd 35.63 +4.17 bedefghi 1.50 +0.58¢¢ 22.81 13.350defghiik| 11.43 +0.52 ¢ 0.49 +0.03 peger 0.97 +0.34 4 2.73+0.21 bedefy - -
Ouardigha Ofi-263 39.13 +4.21 jpq 44.60 +4.33 apcdefghi 1.75 +0.50¢¢ 30.45 +1.56,pcde 13.50 +0.71 0.50 +0.12 peger 0.93 +0.46 ¢ 3.15 +0.24 pegery - -
Ouardigha Ofi-264 28.33 + 4.44 36.88 + 9.19 spoqeni 2.50 +1.00 cgef 23.90 +1.34 cgeiik 11.27 40.56p,g  0.47 +0.03pcse ~ 0.47+0.10 ¢ 2.40 + 0.26 o1, - -
Ouardigha Ofi-265 24.25 +0.61 oy 35.25 +5.92 pegeghi 3.00 +0.82 ¢ gef 23.20 +0.16 cgefghijui 10.20 +0.164 0.43 +0.08qef 1.10 +0.08 4c 2.90 +0.73 pcefy - -
Ouardigha Ofi-266 29.88 + 5.02 40 27.75 +1.32gni 1.50 +0.58 ¢ 27.23 +6.65 pegergii 13.77 +1.45,, 0.52 +0.06peger ~ 0.77 #0.09,5c  3.33 +0.24pges - -
Ouardigha Ofi-271 27.17 +7.71 pg 28.83 +8.66 efgni 1.50 +0.58 ¢ 26.20 +0.82 pegefghiik 12.45 +0.37 peg 0.47 +0.00 peger 1.05 +0.04 a5 3.00 +0.00 pedety - -
Ouardigha Ofi-272 35.88 +11.35 4p¢q 30.75 +8.07 cdefghi 2.00 +0.82e¢ 22.48 13‘260defghiik| 12.18 +0.96 g 0.54 +0.06 peget 1.03 +0.10 4p¢ 2.68 +0.28 bedefy - -
Ouardigha Ofi-273 24.33 +5.09 pog 27.38 +12.15 tgpi 1.50 +0.58¢¢ 17.53 +2.50 pij 9.87 +0.264 0.57 +0.10 peger 0.63 +0.05 ¢ 2.47 +0.39 gery - -
Ouardigha Ofi-274 28.38 +6.80 4509 35.00 +9.70 pegerghi 2.00 +0.82gef 19.73 +6.88 thija 10.25 +1.19 056 +0.18pcger ~ 0.73+0.105,c  2.43 +0.40 - -
Ouardigha Ofi-275 21.55 + 8.86 ¢ 16.43 +3.51 ; 1.50 +0.58 ¢ 18.55 +3.23 thija 12.30 40.90p;g  0.67 +0.07pcq 1154004 270 +024peery - -
Middle atlas Ofi-311 35.68 +7.92 450 50.88 +3.45 spogemghi 2.25 +0.50gef 24.15 +6.68pegergnix ~ 11.65+1.085cq  0.50 £0.08pcqer  0.65+0.10, 253 +0.10 e - -
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0. megacantha

Middle atlas
Middle atlas
Midd e atlas
Midd e atlas
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Eastern Rif
Eastern Rif
Eastern Rif
Eastern Rif
Eastern Rif
Western Rif
Western Rif
Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Agadir

Jamaat Riah
Jamaét Riah
Jamaét Riah
Jamaét Riah
Jamaat Riah
Jamaat Riah
Jamaét Riah
Rhamna

Rhamna

Rhamna

Rhamna

Rhamna

Rhamna
Ouardigha
Ouardigha

Midd e atlas
Midd e atlas
Midd e atlas
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Northeast Morocco
Eastern Rif
Eastern Rif

Ofi-321
Ofi-331
Ofi-341
Ofi-351
Ofi-421
Ofi-451
Ofi-521
Ofi-531
Ofi-533
Ofi-542
Ofi-561
Ofi-612
Ofi-631
Ofi-711
Ofi-712
Ofi-713
Ofi-714
Ofi-723
Ofi-731
Ofi-732
Ofi-733
Ofi-742
Ofi-743
Ofi-751
Ofi-752
Ofi-761
Ofi-762
Ofi-771
Ofi-772
Om-Al

Oom-A2

Om-A3

Om-B1

Om-K1

Om-K2

Om-K3

Om-111
Om-112
Om-122
Om-131
Om-143
Om-181
Om-221
Om-251
Om-267
Om-352
Om-371
Om-411
Om-422
Om-431
Om-441
Om-442
Om-461
Om-471
Om-511
Om-532

38.50 +19.07 ghcq
31.88 +8.23 ahed
30.63 +6.94 jpeq
31.00 +8.13 jpeq
31.00 +7.43 jpeq
24.50 +1.78 oy
21.88 +6.51 ¢4
21.33 +6.55 ¢4
32.40 +14.02 gpcq
26.38 +15.21 gpeq
37.25 +5.84 ;nq
36.25 +8.87 gpeq
30.20 +9.41 gpeq
41.70 +5.77 apea
40.17 +6.54 gpcq
45.43 +4.64 4
35.78 +6.63 1pg
39.03+11.53 gped
36.85 +4.98
42.68 +8.01 4
38.25 + 10.44 zpcq
42.93 +9.94 ;¢
39.75 +10.43 apca
45.75 42.72 4
46.18 +3.94 4,
40.00 +10.58 apcq
48.25+5.12,
33.38 +3.25 3pc
33.93 +3.00 gpeq
30.43 +3.54 jpeq
32.15 + 2.83 yhed
29.03 +5.85 4pqg
29.03 +5.85 4p
25.00 +10.39 peq
33.93 +9.72 apey
32.63 +7.87 abeg
29.50 + 3.27 apeg
26.38 +2.06 apeq
28.90 +5.32 3pcq
37.75 +3.88 gpea
24.67 +0.62 pog
27.28 +4.30 apqg
25.13 +8.13 g
29.03 + 4.45 gpy
31.63 +2.17 ey
31.88 +6.76 apca
32.50 +6.54 apeq
39.73 +8.94 e
30.63 +2.02 3pcq
38.85 +7.35 3pca
36.63 + 7.23 spd
35.25 +3.57 gped
29.80 +12.09 apeq
35.00 +5.72 3pcq
28.13 +8.93 pc
36.50 +6.16 gpcq

29.13 +12.80efghi
22.25 +1.66 gy
31.38 +7.06 cgefghi
30.13 +10.01 cdefghi
32.68 +9.46 cgefghi
39.63 +12.96 abcdefghi
21.50 +10.01 y;
23.3347.32 gy
42.30 +23.93 apcdefohi
29.75 +21.63 gefghi
34.93 +14.14 pegetghi
33.63 +9.32 cgefyhi
33.88 +13.14 cdefghi
50.80 +9.72 apcdefyhi
57.50 +20.00 apcdefgn
38.75 +8.21 apcdefghi
47.43 +8.25 abedefghi
43.88 +15.29 abcdefghi
48.38 +7.62 apcdefghi
40.58 +8.39 ahcdefyhi
42.65 +16.01 spcgefi
56.25 +23.09 abcdefgh
69.88 +26.42 4
50.88 +19.84 apcqefghi
64.63 +6.42 4pcde
55.38 +19.74 gpcdefsh
45.00 +13.20 apcgefgni
46.00 +5.07 apcdefghi
47.07 +12.40 apcgefghi
42.05 +15.92 apcgefghi
43.05 +13.93 apcqefhi
36.60 +6.13 pcgefghi
36.60 +6.13 bedefghi
21.65+12.88 p;
41.88 +10.36 apcdefghi
65.38 +14.10 speq
50.05 +3.23 apcdefghi
30.13+7.88 cdefghi
42.58 +8.63 ahcdemhi
55.38 +20.27 apcdefgh
34.07 +3.35 caogni
32.88 +5.42 cgefyhi
39.25+7.71 abedefghi
37.75+11.26 abedefghi
43.38 +8.36 apcdemhi
42.15 +13.78 spcdefhi
42.38 +12.26 apcgefghi
58.50 +7.93 abcgety
44.63 +7.38 ahogefghi
40.95 +19.31 spcgefi
43.35 +10.61 spcgefni
54.50 +7.33 abcdefgh
34.15 +15.09 cgefghi
33.00 +8.16 cgefghi
30.20 +10.41 cgefgni
45.40 +20.76 shcdefhi

3.75 +0.96 pegef
1.00 +0.00¢
1.50 +0.58 ¢
1.75 +0.50
1.50 +0.58 ¢
2.50 +0.58 et
1.00 +0.00¢
1.00 +0.00¢
3.75 +2.36 peger
2.00 +0.82¢¢
1.75 +0.96 ¢
2.75 +0.50 et
3.50 +0.58 peget
2.75 +1.26 cger
4.25 +2.63 oger
2.25 +1.264¢¢
2.50 +0.58 et
2.25 +0.96es
2.00 +0.82qes
2.50 +0.58 cgef
2.25 +0.504¢¢
3.75 + 171 peger
4.25 +3.30 pcef
4.00 +1.63 pcder
5.25 +0.50p04
3.50 +1.29 peger
3.00 +1.41 cgef
3.00 +1.41 cger
2.00 +0.824¢¢
2.75 +0.96 ¢gef
2.00 +0.00gef
2.75 +0.96 et
1.75 +0.50 ¢
1.00 +0.00¢
3.50 +1.00 peger
4.25 +0.96 pogef
2.50 +0.58 et
1.50 +0.58 ¢
3.00 +1.41 cger
3.75 +2.36 peger
2.50 +1.73 cger
1.00 +0.00¢
2.00 +0.824ef
2.50 +0.58 et
2.75 +2.36 cger
2.75 +0.50 ggef
2.25 +1.264¢¢
3.25 +0.50 cger
2.50 +1.73cqer
3.00 +0.82 ;gef
1.75 +0.96 ¢
2.00 +0.00qef
2.50 +0.58 ¢ger
1.00 +0.00¢
3.50 +0.58 hegef
3.00 +1.15 ;gef

23.47 +2.17 cgemhiiui
13.70 +0.00,

19.27 i6.73fqhijk|
21.07 +2.08 gefghijui
23.48 +1.07 cgetghiju
23.60 +1.31 cgefghiju
17.00 il.e?:m
22.50 i0.4lcdefghi]kl
26.93 +1.37 pedefghii
29.05 +1.02 pegef
26.20 +6.49 pegefghiik
23.10 +2.21 cgetghiju
21.00 + 0.41 defghijkl
28.38 +2.84 pegery
26.03 +2.53 pcgerghiik
34.00 +3.58,,
25.15 +9.11 pegerghiik
28.45 +2.19 pegery
27.43 +1.54 pcgetghij
29.00 +3.24 pegef
27.65 +8.00 pedefghi
27.00 +2.27 pedefghij
25.98 +4.29 pegetghiik
32.68 +10.79 4p¢
31.15 +2.56 4p
22.45 +6.94 cgefhiiki
23.65 +3.49 cqefhiju
25.83 +1.72 pegefghiik
25.73 +1.46 pegetghiik
25.38 +3.50 pegetghijk
25.15 +1.65 pegefghiik
25.40 +1.55 pegefghiik
25.25 +1.56 pedefghijk
23.53 +0.38 cgefghijui
26.30 +3.50 pedefghijk
26.28 +1.21 bedefghijk
24.85 +1.51 pegefghiik
19.83 +4.19 tghiji
23.17 +2.05 cgefghiiui
23.75 +4.17 cgefghiiui
22.70 +3.84 cgefghiju
37.00 +1.63,

20.63 +1.25 gefghiju
21.70 +0.73 gefghijia
20.93 +2.81 gefghiiui
22.83 +2.25 cdefhiiki
25.50 +3.97 cqefghiju
25.30 +2.89 hedefghiik
22.88 +1.11 cgefghiju
23.67 +1.43 cgeniiui
26.25 +4.52 pcdefghiik
26.43 +2.32 pedefghijk
22.55 +2.59 cgefghiiu
23.75 +1.84 cgemghiiu
24.25 +3.06 pegetghijk
20.98 +3.81 gefghiiui

12.87 +1.62
10.70 +0.00 g
13.00 +0.50 ¢
11.93 +0.99 g
11.53 +1.02 g
11.30 +0.41 eq
12.00 +1.63 g
12.00 +1.63 g
12.90 +0.51 ¢
14.85 +0.78 ¢
12.75 +3.52 ¢
11.57 +1.05pcq
12.25 +0.20pcq
12.90 +2.37 ¢
15.47 +2.17 ¢
20.23 +10.73,
15.78 +3.26 ¢
15.08 +0.87 pc
14.13 +1.26 ¢
14.80 +0.99 ¢
13.48 +2.67 ¢
13.33 +1.68 ¢
12.95 +1.32¢
13.13+1.11
15.63 +0.75p
13.43 +3.06 ¢
13.25 +1.46 ¢
12.05 +1.46 pcq
12.80 +1.12
12.38 +0.48 ey
14.67 +1.31 ¢
12.80 +0.98 ¢
12.35+1.11 ey
13.00 +1.63 ¢
12.83 +2.42
14.05 +1.17 ¢
11.00 +0.00 g
9.40 +1.04¢4
14.33 +3.52 ¢
13.30 +2.03 ¢
9.75 +0.20.4
12.50 +0.41 cq
10.88 +0.75cq
12.50 +0.82 g
11.15 +1.35p¢4
12.70 +0.92 ¢
12.75 +1.85,
13.95 +2.42
11.85 +2.28cq
13.23+0.76 ¢
12.97 +0.54 ¢
13.60 +0.90 ¢
12.40 il73 bed
13.75 +1.02 ¢
12.90 + 1.96 ¢
12.40 +2.09 oy

0.54 +0.03 peget
0.65+0.11 g
0.51 +0.05 peger
0.56 +0.01 peger
0.52 +0.06 peger
0.47 +0.01 peges
0.70 +0.16 ¢
0.53 +0.02 pegef
0.48 +0.04 peger
0.51 +0.01 peger
0.48 +0.05 peger
0.50 +0.03 pegef
0.58 +0.00 peget
0.49 +0.15 pger
0.56 +0.04 poger
0.58 +0.25 pedef
0.67 +0.21 g
0.53 +0.04 peder
0.51 +0.03 peder
0.51 +0.03 peger
0.48 +0.05 pgef
0.49 +0.07 pegef
0.50 +0.06 peger
0.44 i018 cdef
0.50 +0.06 peger
0.63 +0.22c e
0.56 +0.08 peger
0.46 +0.05 peger
0.49 +0.05 peger
0.49 +0.07 peger
0.58 +0.03 peget
0.50 +0.01 pegef
0.49 +0.02 egef
0.55 +0.04 peger
0.48 +0.03,¢
0.53 +0.03 pegef
0.44 +0.02 ogef
0.48 +0.06 peger
0.51 +0.01 peger
0.56 +0.03 pder
0.45 +0.09 peder
0.33 +0.02¢
0.52 +0.03 pegef
0.57 +0.02 peget
0.53 +0.04 pger
0.55 +0.02 peger
0.57 +0.18 pcger
0.55 +0.05 pedef
0.52 +0.07 pedef
0.55 +0.03 peger
0.47 +0.06 pegef
0.51 +0.01 peger
0.54 +0.02 peger
0.57 +0.01 peger
0.52 +0.01 peger
0.59 + 0.05pcger

0.70 +0.14 g¢
0.80 +0.00 ¢
0.83+0.17 apc
0.77 +0.29 gpc
0.73 +0.21 4pc
0.70 +0.00 ¢
1.10 +0.08 gpc
1.00 +0.16 4
0.73 +0.21 ap¢
0.85 +0.04 4pc
0.78 +0.30 4¢
1.03 +0.09 4
0.75 +0.04 4c
0.55 +0.19;
0.87 +0.17 apc
0.83 +0.26 4pc
0.86 + 0.21 4¢
1.00 +0.16 ¢
0.88 +0.28 zpc
1.10 +£0.22 zp¢
1.13 +0.56 ¢
0.75 +0.24 4
0.63 +0.29 4pc
1.00 +0.26 ¢
0.73 +0.24 4
0.73 +0.40 4pc
0.88 +0.34 5
0.90 +0.16 apc
0.73 +0.25 3¢
0.80 +0.18 zpc
0.90 +0.16 4pc
1.05 +0.04 4
0.98 +0.10 4
1.30 +0.08 ap¢
1.40+1.33,
0.68 +0.33 4c
0.60 +0.00 ¢
0.53 +0.05
0.80 +0.33 4pc
1.00 +0.47 ap¢
0.70 +0.16 apc
0.90 +0.08 ¢
0.75 +0.26 4pc
1.00 +0.08 4
0.70 +0.18 4pc
0.77 +0.26 4pc
0.83+0.154p¢
0.73+0.24 3pc
0.80 +0.32 3pc
0.80 +0.22 5
1.20 +0.85 zp¢
0.75 +0.21 4
0.87 +0.17 apc
0.85+0.04 spc
1.10 +0.00 ¢
0.80 +0.20 4pc

3.20 +0.14 pcgery
2.55 10.04cdefg
3.13 +0.26 pegefy
3.03 +0.48 pegefy
2.45 +0.26ye1g
2.40 +0.08 g
3.50 +0.41 spcge
2.60 +0.33 cgerg
4.17 +1.31,
3.70 +0.08,p¢
2.70 +0.48 pegery
2.37 +0.45 ¢4
2.80 +0.00 pegety
3.03 +0.90 pegefy
2.70 +0.22 pegefy
3.00 +0.08 heger
2.85 +0.24 podery
3.05 +0.10 pegety
2.95 +0.54 pegery
3.13 +0.25 pegefy
3.00 +0.28 pegefy
2.98 +0.24 hegeqy
3.03 +0.40 pegery
3.05 +0.33 pegery
2.88 +0.48 pogefy
2.68 +0.24 pegery
2.68 +0.30 hegery
2.75 +0.65 pegety
2.63 +0.19 pegery
2.68 +0.39 pegery
2.90 +0.16 pedety
3.10 +0.33 pegery
2.95 + 0.37 pegerg
3.00+0.41 pegery
2.90 +0.36 pedery
3.05 +0.17 pegery
2.85 +0.12 pogery
2.67 +0.47 pegery
2.70 +0.50 pegefy
3.03 +0.67 pegefy
2.55 +0.04 cgefq
3.00 +0.08 pegery
2.38 +0.15¢¢
3.00 +0.00 pegety
2.60 + 0.34cgery
2.90 +0.43 pegerg
2.75 +0.33 hegery
3.15 +0.83 pcqety
2.73 +0.25 pegery
2.75 +0.21 pegety
2.63 +0.26 pegefy
2.85 +0.39 hegery
2.43 +0.31 5
3.05 +0.04 pegery
2.50 +0.00 gefg
2.75 +0.21 pegety

4.25 + 1.50 4p¢
3.75 +0.50¢4
3.00 +0.004
3.00 +0.00q
4.00 +0.82 pcq
3.00+0.824
3.50 +0.58 ¢4
4.00 +0.00,cq
3.00+£0.004
3.00 +0.004
4.00 +0.00 peq
3.50 +0.58 ¢4
4,00 +0.82 g
3.50 +0.58 ¢4
3.00+£0.004
3.50+1.00 4
3.50+1.00 4
5.00 +1.15,
4.25 +0.50 4p¢
3.75+0.50 ¢4
4.50 +0.58 gpc
3.00+0.004
3.75+0.50 o4
3.50 +0.58 ¢4
3.50 +0.58 ¢4
4.00 +0.00 peq
4.00 +0.00 peq

2.70 + 0.22yhjikimo
3.00 +0.50 cgefghijiim
2.15+0.290p
2.38 i0.391k|mn0
2.10 +0.084p

3.07 +0.51 caefghijk
2.60 +0.66hijkimno
2.70 +0.00ghikimo
227 +0.12 jyop
2.77 i0-46qhiiklmno
3.80 +0.58

2.30 +0.08 jmnop
1.70 +0.16,,

2.98 +0.66efghijkim
2.30 +0.00 jmnop
2.75 iO-Bthiiklmno
2.83 +0.40¢fghiikimn
3.08 +0.49 cqefghijk
3.13 +0.57 cdefghi
3.35 +0.13pcgerg
3.57 +0.39 3pcy
297 10.12defqmik|m
3.28 +1.03 pegefgn
2.53 +0.34jkimno
2.80 +0.08nijkimno
2.85 +0.53ggnijkirm
2.43 i0-22 iiklmno
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Eastern Rif Om-541 37.38 +6.14 ghed 40.75 +15.02 gpcdefhi 2.00 +0.824ef 22.75 +3.84 cgefghiiui 12.38 +1.60pcq 0.55 +0.06 pegef 0.80 +0.29 apc 2.73 +0.46 pegery 3.50 +0.58 ¢4 2.43 +0.49jkimno
Eastern Rif Om-543 39.13 + 6.14 yheq 38.58 +9.14 apcgefghi 2.25 +0.50qef 20.90 +2.31 gefghiju 11.03 +1.86 ¢q 0.52 +0.06 peger 0.85+0.13 3¢ 2.13+0.25 3.7540.50 ¢4 2.88 +0.25(ghijkim
Eastern Rif Om-551 31.75 +5.39 apey 44.50 +7.82 apcdefghi 2.50 +1.73 cgef 20.50 +4.02 efghiju 13.85 +7.67 0.70 +0.19 0.90 +0.16 ap¢ 2.30 +0.38¢, 4.00 +0.00 peq 2.35 +0.64 mno
Eastern Rif Om-571 40.33 +5.37 aped 35.50 +10.45 ycdefghi 2.50 +1.73 cgef 23.80 +2.03 cgefghijui 13.23 +1.34 0.55 +0.04 pedef 0.95 +0.10 ap¢ 2.33+0.15¢, 4.25 +0.50 zp¢ 2.40 +0.12jimo
Eastern Rif Om-572 37.50 + 11.02 3pcq 35.00 +4.49 ycgerghi 1.00 +0.00¢ 25.35 +4.20 pegetghijk 13.85 +3.55y¢ 0.53 +0.05 pef 1.05 +0.20 apc 2.30+0.41¢ 3.50 +0.58 2.30 +0.08 mop
Eastern Rif Om-581 35.63 +9.07 gpeq 40.38 +7.80 apcdefghi 4.00 +1.83 pegef 21.13 +1.18 gefghiju 11.40 +0.86 peq 0.54 +0.03 pegef 0.85 +0.06 3¢ 2.05+0.314 4.25 +0.50 4pc 2.85 +0.10¢fghijkim
Western Rif Om-632 37.45 +4.59 g 30.68 +7.81 cgefghi 3.00 +0.82 ¢gef 17.30 +4.87 11.50 +1.35p¢q 0.55 +0.06 pegef 0.70 +0.20 g¢ 2.48 +0.13 gery 4.00 +0.00 p¢q 2.30 +0.14 mo0p
Western Rif Om-621 29.00 +7.82 gpeq 28.13 +7.20 g 2.50 +1.29 ¢gef 21.75 %0.20 gefghiju 11.00 +0.00 pcq 0.65 +0.12 ¢q 0.90 +0.08 3¢ 2.35+0.29 ¢ 3.50 +0.58 ¢4 2.35+0.12 4o
Western Rif Om-651  38.13+ 7.40ucs  54.00 +6.87 spoern 275+0500s  22.9343.20cegnia 13402005, 058 +0.02pcer  0.80 +0.22,5c  2.43+0.38 4.00+0.00ps  2.95 +0.50ueqgnikim
Agadir Om-722 31.98 + 4.04 peg 41.50 +8.50 abedefghi 3.50 +0.58 pget 24.23 +1.93 bedefghijk 12.56 +1.70cq 0.51 +0.03 pcgef 0.80 +0.24 ;¢ 2.63 +0.26 bedefy 4.00 +0.00 ¢y 3.03 10.050defghijk|
Agadir Om-741 3163 +3.12uy 57.43 +6.95 shogen 375+126pcger 23754144y 11.95+L14py 050 +0.04peer  0.85+0.47.  2.08+061, 37540500 2.63 £0.62pikimo

O. robusta Northeast Morocco ~ Or-412 29.28 +6.52 3pg 42.20 +6.37 apcdetyhi 2.75 +0.96 cqer 17.90 +3.59 gpij 17.33 +3.45,, 0.97 +0.10, 1.38 +0.054 3.60 +0.45,cq 4.50 +0.58 4 4.03 +0.05,

O. aequatorialis ~ Rhamna Oa-171 39.88 +6.94 spg 34.63 +4.70 cqefghi 3.25 +0.50 cger 30.63 +2.95 apcde 14.03 +9.99 ¢ 0.48 +0.41 peqer 1.08 +0.39 4n¢ 2.43 +0.33 ¢ 5.00+0.82, 3.48 +0.32 apcqef

0. dillenii Ouardigha 0d-242 19.85+2.16 4 28.50 +3.67 g 7.75 +3.50, 13.75+1.84, 6.25 +0.86, 045+0.00pcer  0.65+0.04mc 290 +016pcgery - -

0. leucotricha  Middle atlas 0l-361 37.63 +3.35 1001 53.33 4.5 yoogen 4.00 +0.82ucer  24.75+ 310 pegergni 14.3840.25,; 066 +0.19 g 1135031, 27040265  5.00+0.82,  3.85+0.54,
Western Rif 01-633 42.5549.17 e 42.93 118,69 spogegni 2,25 +1. 2655 24.40 5 63pcsergnic  13.1842.19p, 055 40.10peger  0.93 403240 290 +0.12pce 45012955 3.53 £1.01 pocge
Western Rif Ol-611 45.88 +1.11 4 50.50 +6.81 apcdetyhi 4.00 +1.63 pegef 27.30 +3.50 pegefghii 13.63 +1.49¢ 0.50 +0.02 pegef 0.85+0.24 4 2.73 +0.38 pegery 4.25 +0.50 45 3.65 +0.84 4,
Western Rif Ol-641 40.98 +8.04 aped 51.95 +13.07 apcdefghi 3.25 +0.50 ¢gef 23.95 +5.17 cgefghiik 13.45 +2.09 ¢ 0.54 +0.03 pedef 0.85 +0.24 a¢ 2.62 +0.26 phedety 4.7540.96 5 3.10 +1.05 cefghij

O. inermis Rhamna 0i-191 35.63 +8.94 apea 50.00 +8.99 ancdefghi 5.75 +0.96p¢ 20.73 +3.26 gefghijk 9.60 +1.82¢9 0.46 +0.02 peder 0.78 +0.28 anc 2.33+0.25¢4 - -

Les valeurs moyennes avec les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (p> 0,05)

(-): Absence d’épines
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Rescaled Distance Cluster Combine

Label e dmm e Fmmmm e o o +

Ofi-151
0fi-771
0fi-772
0fi-533
ofi-121
Ofi-F1
* Ofi-714
0fi-731
Ofi-D3
* Ofi-311
Ofi-B3
0fi-712
0fi-742
Ofi-761
Ofi-E2
Ofi-711
0fi-751
Ofi-762

Ofi-B2
Ofi-El
0fi-723
Ofi-733
Ofi-263
0fi-1101

% Ofi-561
0Ofi-C3
Ofi-H1

T

0fi-732
Ofi-G1
0fi-713
Ofi-F2

* 0fi-113
Ofi-163
0fi-743
0fi-752
Ofi-142
0fi-211
Ofi-531
Ofi-J3
Ofi-261
0f£i-233
Ofi-141
0fi-273 —
Ofi-J2 —
0£fi-275 —
Ofi-521 —
Ofi-331 -
Ofi-162
Ofi-231
Ofi-212
0fi-262
Ofi-264
Ofi-H3
0fi-265

* 0fi-451

* Ofi-266 -
0fi-271 —
0Ofi-542 —
Ofi-D2 —
Ofi-341 —
0fi-351 —

* Ofi-D1 —
Ofi-I2 -
0fi-232 —
Ofi-153 —
Ofi-161 —
0fi-274 —
Ofi-F3 —
Ofi-631 —
Ofi-Jl1 —
Ofi-421 —
Ofi-H2 —
Ofi-C2 —
Ofi-G2 —
0fi-152 —
0fi-272 —

* Ofi-612 —
0fi-321 —
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Figure 21: Dendrogramme regroupant 78 accessions d’Opuntia ficus indica basé sur 10 caractéres morphologiques et la

méthode de Ward. Les étoiles rouges indiquent les écotypes utilisés pour I'analyse moléculaire.

Rescaled Distance Cluster Combine

Label Hmmmmm o e Hmmmmmm oo Hmmmmmm oo R +

Om-A3
Om-B1
Om-251
Om-461
% Om-221
Om-511
* Om-621
Om-112
Om-143
Om-K1
* Om-181
Om-267
Om-422
Om-551
Om-532
Om-K2
Om-441
Om-352
% Om-722
% Om-Al
% Om-371
Om-A2
Om-122
Om-431
Om-541
Om-543
Om-581
Om-471
% Om-572
Om-571
Om-632
Om-131
Om-651
Om-442
% Om-411
Om-111
Om-741
Om-K3

N e e e ey Iy I A
l__l

Figure 22 : Dendrogramme regroupant 38 adhésions d'Opuntia megacantha basé sur 10 caracteres morphologiques et la

méthode de Ward. Les étoiles rouges indiquent les écotypes utilisés pour I'analyse moléculaire.
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Rescaled Distance Cluster Combine
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Figure 23 : Dendrogramme regroupant 124 adhésions d'Opuntia spp. sur la base de 10 caractéristiques morphologiques et la

méthode de Ward. Les étoiles rouges indiquent les écotypes utilisés pour I'analyse moléculaire.

T
BB EBEBEOENDNE

Figure 24: Profil électrophorétique sur gel d’agarose 1,8% des produits de ISSR- 34 et ISSR-38 des différents génotypes des du
cactus (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) en utilisant deux amorces : a gauche amorce ISSR 34, et a droite amorce ISSR 38.

M : marqueur du poids moléculaire PCR Marker, 50-2000bp.

1: O. Megacantha Slam Dyck, 2 : O. Ficus Indica ,3 : O. Inermis, 4 : O. Aquetarolis Briton et Rose, 5: O. Robusta Wedland, 6:
O. Dillenii, 7: O. Leucotricha

Fléches : marqueurs moléculaires polymorphes.

BEBBDBEE BBEBQDEBOBN

Figure 25 : Profil électrophorétique sur gel d’agarose 1,8% des produits de ISSR- 8 et ISSR-50 des différents génotypes des du
cactus (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) en utilisant deux amorces : a gauche amorce ISSR 8, et a droite amorce ISSR 50.

M : marqueur du poids moléculaire PCR Marker, 50-2000bp.
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1: O. Megacantha Slam Dyck, 2 : O. Ficus Indica ,3: O. Inermis, 4 : O. Aquetarolis Briton et Rose, 5: O. Roubusta Wedland,
6: O. Dillenii, 7: O. Leucotricha

Fléches : marqueurs moléculaires polymorphes.

Ofi-D1 I
Or-412

0a-171 }—]
0d-242
Om-Al
01-361
Ofi-113

Ofi-714

Ofi-451
Om-181

Om-722 —
Om-572
Om-221
0fi-266
Ofi-612
Om-371
Ofi-311
Om-621 :]

Ofi-561

Om-411
01-611
0i-191

[ T
0.94 0.82 0.76 0.70 0.58 0.46
Cocfficient

Figure 26: Dendrogramme regroupant 22 accessions d'Opuntia spp. sur la base de 10 ISSR et une marqueurs RAPD. Le trait en
rouge représente le seuil de similarité.
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Figure 27: Répartition graphique 3D basée sur I’analyse en composantes principales (ACP) montrant la répartition des 22

accessions d’Opuntia spp.

Le tableau 13 montre que le rapport DO 260/280 nm des solutions d’ADNs extrait varie entre 1.24 et 1.77. Ces
résultats confirment la pureté de I’ADNs extraits. A partir de la quantité de I’ADN extraits, nous avons réalis¢ des
dilutions dont le but d’obtenir des solutions d’ADN de concentration approximative de 10 a 20 ng/ul pour les

réactions d’amplification (PCR).
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Tableau 13 : Mesures de la densité optique et la concentration d’ ADN des différents génotypes du cactus.

Echantillons | DO a |DO a |Rapport| DO a | DO a |Rapport | Concentration | Concentration
230nm| 320 DO 260 | 280 DO en ng/ul d'une | en ng/ul d'une
nm | 320/230 | nm nm | 260/280 | solution mere | solution mere
nm nm diluée 5 fois
1 0.773 |10.179| 131 101 |0.731| 1.38 50.5 252.5
2 0.557 |0.141| 111 0.618 | 0.475 1.3 30.9 154.5
3 0.291 |0.042| 1.79 052 |0311| 1.67 26 130
4 0.131 |0.022| 2.32 0.305|0.177| 1.72 15.2 76
6 0.467 | 0.05| 162 |0.758 10438| 1.73 37.9 189.5
7 0.467 |0.032| 137 |0.637 |0371| 1.72 31.9 159.5
10 0.684 |0.061| 152 |1.042|0595| 1.75 52.1 260.5
11 059 |0.079| 0.95 |0.562[0.361| 1.56 28.1 140.5
12 0.362 |0.043| 1.66 | 0.602 | 0.34 1.77 30.1 150.5
13 0.494 10.074| 1.15 057 | 0372| 153 285 142.5
14 082 [0.129| 114 ]0.935|0613| 153 46.7 233.5
16 0.528 | 0.07 1.45 0.767 | 0443 | 1.73 38.4 192
17 0439 |0.101] 1.37 0.601 |0.374| 161 30.1 150.5
19 - 0.451 - 1443 | 1.162| 1.24 72.1 360.5
20 - 0.219 - 0.831 | 0.65 1.28 41.6 208
21 - 0.132 - 1565 | 0.997 | 157 78.2 391
22 - 0.17 - 1.506 | 0.98 1.54 75.3 376.5
24 0.324 |0.037 15 0.487 | 0.285| 1.71 24.3 121.5
25 0528 | 0.07 | 148 |0.781 /0469 | 166 39 195
27 064 |0.075] 1.2 0.769 | 0.467 | 1.65 385 192.5
28 0.867 |0.154| 0.9 0.784 | 0581 | 1.35 39.2 196
29 0.668 |0.157| 1.31 | 0.875|0.589 | 1.49 43.7 218.5
3. Caractérisation morpho-anatomique de la raquette et du fruit de cactus

a) Les caractéristiques morphologiques de la raquette
Les valeurs moyennes pour les différentes caractéristiques entre les écotypes sont présentées dans le tableau 14. Le
nombre moyen de raquettes par plante variait de 1,75 chez O. ficus indica (d’Ouardigha) a 7,75 chez O. dillenii
(d’Ouardigha). La hauteur de cladode varie de 13,75 a 30,63 cm tandis que la largeur et 1'épaisseur de cladode
variaient de 6,25 a 17,33 c¢cm et de 0,65 a 1,38 cm, respectivement (Tableau 14). L’espéce O. aequatorialis (de
Rhamna) avaient la hauteur de cladode plus élevé avec une différence significative (P <0,05) pour tous les autres
écotypes, tandis que la plus haute largeur et I'épaisseur ont été observées dans les cladodes de I’espéce O. robusta
provenant du Nord du Maroc. L’espéce O. dillenii avait le plus grand nombre de raquettes par plante. Cependant, ses
raquettes avaient, en moyenne, des dimensions plus petites en comparaison avec toutes les autres especes. Nos
résultats montrent également qu'il n'y avait pas de différences significatives entre les écotypes des especes d’O. ficus

indica et O. megacantha en termes de nombre moyen de raquettes par plante, méme si elles ont été collectées a partir
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de différentes régions. La moyenne du poids frais (FW) de cladode variait de 67,5 a 895,58 g. La valeur la plus élevee
de FW de cladode a été observée chez O. megacantha de Jamaat Riah tandis que la valeur la plus basse de FW a été
observée dans I’espéce O. dillenii de la région d’Ouardigha. Des différences significatives ont été observées entre et
au sein des espéces (tableau 14), sauf pour les écotypes d’O. leucotricha, qui ont montré aucune différence
significative, méme si elles ont été recueillies a partir de deux régions différentes, le Moyen Atlas et du Rif
occidental. Le poids sec de cladode variait de 8,75 a 67,15 g, sans différence significative entre les écotypes d’O.

leucotricha.

a) Les caractéristiques morphologiques du fruit de cactus

La longueur des fruits variait de 5,53 cm d’Ofi-G10 (de Rhamna) a 8,40 cm d’Ofi-H30 (de Rhamna), alors que le
poids des fruits frais variait de 53,33 g chez Ofi-G10 a 103,44 g chez Ofi-H20 (de Zenata). L'analyse statistique
(tableau 15) ont indiqué que ni I'espéce, ni l'origine géographique influencé la longueur et le poids des fruits. En effet,
les accessions appartenant a différentes espéces de fruits n’ont aucune différence significative dans la longueur (par
exemple Ofi-J20 et Om-A10) et le poids (par exemple Ofi-H20 et Om-A20); alors que les écotypes de la méme
espece et lI'origine géographique des fruits avaient sensiblement des différences en termes de longueur et de poids (par
exemple Ofi-G10 et Ofi-H30, tous deux appartenant a O. ficus indica et de Rhamna). Dans la variété mexicaine Rojo
Pelon, le poids des fruits variait de 25 a 138 g, avec une moyenne de 73 g (VValdez-Cepeda et al., 2013). Dans une
autre enquéte utilisant des adhésions Opuntia provenant de différentes régions du Mexique et de I'Argentine, le poids
des fruits plus élevés ont été signalés, allant de 112 a 212 g (Felker et al., 2005). Pimienta Barrios (1994) a signalé
que le poids des fruits variait de 114 a 240 g dans certaines populations d'Opuntia spp cultivées au Mexique (c.-a-O.
ficus indica et des hybrides naturels entre O. ficus indica et O. strepacantha). Ces différences avec nos résultats
étaient peut-étre en raison de I'effet de I'environnement. En effet, il a été signalé que les facteurs environnementaux
tels que I'élévation, le drainage du sol, la température et les précipitations affectent le développement et la
morphologie chez les plantes Opuntia (Erre et al., 2009). Base sur la longueur du fruit et le poids, les écotypes Ofi-
H30 et Om-A10 peuvent étre cultiveées pour la consommation humaine. Le poids de fruits frais de la peau varie de
20,56 g chez Ofi-G10 (de Rhamna) a 43,44 chez Ofi-H10 (de Rhamna) et le ratio de la peau fraiche de fruits varie de
27,13% chez Ofi-E10 (de Rhamna) a 47,09% en Ofi-120 (de Rhamna). Le poids sec de la peau varie de 3,17 g dans
Ofi-G30 (de Rhamna) a 8,00 g chez Om-A10 (de Lagribat), alors que la teneur en eau dans la peau varie de 77,12%
chez Ofi-B30 (de Guelmim) a 87,97% chez Ofi-120 (de Rhamna). La encore, certaines accessions de la méme espece
ou l'origine géographique ont montré des différences significatives dans les parametres étudiés et vice versa (tableau
15). Dans certaines écotypes d’O. ficus indica et les hybrides naturels entre O. ficus indica et O. strepacantha du
Mexique, un poids plus élevé de la peau fraiche ont été observés, allant de 52 a 79 g (Pimienta Barrios, 1994). Nos
résultats ont montré des moyennes de teneur en eau de 84,15% et 82,12% chez les écotypes d’O. ficus indica et O.

megacantha, respectivement. En Algérie, la teneur moyenne de 1'eau dans la peau d’ O. ficus indica était 90,33%
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(Nebbache et al., 2009). En ce qui concerne la couleur de la peau des fruits, notre enquéte a montré que toutes les
accessions d’O. megacantha avaient la peau jaune-orange. Etonnamment, certaines écotypes d’O. Ficus indica
produit des fruits avec une couleur de peau différente, méme si elles ont eté collectées a partir de la méme zone
géographique. Par exemple, Ofi-G30 avait des fruits a peau rose, Ofi-H10 avait des fruits orange a la peau, Ofi-H30
avait les fruits jaune-orange a la peau et Ofi-120 produisait des fruits rouge pourpre a la peau. Tous ces adhésions ont
été recueillies auprés de la région de Rhamna. La différence dans la couleur de peau et la pulpe sont dus a une
composition différente en chlorophylle et les pigments de la bétalaine (Coria Cayupan et al., 2011). Il a également
été rapporté que de nombreux composeés différent entre les cultivars avec la couleur de peau différente de fruits. Par
exemple, Abdel-Hameed et al. (2014) ont constaté que le contenu de fer, cuivre, sodium et de potassium de jus
varient en fonction de la couleur des fruits. Kuti (2004) a rapporté que la peau des fruits pourpres contiennent les plus
grandes quantités de flavonoides. Zito et al. (2012) ont mentionné que de nombreux composés de la peau, de la pulpe
et les graines varient en fonction de la couleur des fruits, y compris les acides gras, les hydrocarbures et les
antioxydants, entre autres. Par conséquent, la couleur de la peau serait un indice pour la distinction entre les cultivars.
En effet, Gurrieri et al. (2000) ont rapporté que le changements de la couleur du fruit de cactus dépend du cultivar.
Notre étude a montré que la majorité des écotypes (86,66%) avaient des fruits jaunes-orange, ce qui est cohérent avec
I'étude de Gurrieri et al. (2000) qui ont constaté que, en Italie, plus de 90% de la production de figue de Barbarie
avait les fruits jaune-orange (appelés cultivar jaune). Cependant, nos résultats ne soutiennent pas le rapport de
Gurrieri et al. (2000) lorsque la peau de fruits est concerné. En effet, nous avons constaté que les fruits violet-rouge
ont une moyenne de 43,56% de la peau alors que les fruits jaune orangé ont montré 37,57%. Gurrieri et al. (2000)
ont constaté que la peau des fruits rouge pourpre avaient un ratio de fruits plus faible que les fruits jaune-orange. Il a
été signalé que la peau de cactus a fruit est riche en vitamines E et K1, stérols, soluble dans I'éthanol glucides,
glucose, des protéines, de la cellulose, de calcium et de potassium (E| kossori et al., 1998; EI-Mostafa et al, 2014. ;
Habibi et al, 2004).

4, Caractéristiques physicochimique de la raquette et du jus de fruits du figuier de

Barbarie

(1) Laraquette

La teneur en eau varie légerement entre les différents écotypes et variait de 86,67 a 92,14%. La teneur en cendres
varie de 12,97 a 22,08 g / 100 g de matiére seche, avec des différences significatives au sein des espéces; la valeur la
plus élevée a été observée chez O. ficus indica du Moyen Atlas tandis que la valeur la plus basse était chez O. ficus
indica de Rhamna. La teneur en protéines totaux était comprise entre 4,64 g / 100 g de matiére séche chez I’espéce O.
robusta (provenant du Nord-est du Maroc) et 11,56 g / 100 g de matiére séche chez O. leucotricha (du Rif

occidental), et des différences significatives (P <0,05) ont été révélés entre et au sein des especes. La teneur en sucres
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totaux se situait entre 3,22 et 12,51 g / 100 g de matiere seche; la valeur la plus élevée a été observée chez O.
leucotricha du Moyen Atlas tandis que la valeur la plus basse était chez O. aequatorialis de Rhamna. La encore,
I'analyse statistique a montré des différences significatives au sein des espéces (tableau 14). Au niveau régional, nous
avons observé que les écotypes de différentes espéces, de la méme origine géographique pourraient présenter des
différences significatives dans les parameétres étudiés et vice versa. Le fait intéressant, qu’il y avait de différence
significative entre les écotypes d’O. leucotricha en termes de teneur en cendres, protéines totaux et de sucres totaux.
En effet, I’espéce O. leucotricha du Moyen Atlas a montré un contenu significativement plus élevée en sucres totaux
que ceux de I'Ouest du Rif, alors que l'inverse a été observé en termes de teneur en cendres et protéines totaux

(tableau 14, figure 28), ce qui pourrait étre des indices de distinction des écotypes.
v' Discussion des caractéristiques physicochimique de la raquette

Nos résultats ont montré que les caractéristiques physico-chimiques d’Opuntia au Maroc variaient significativement
selon les especes et leur origine. Les études sur les caractéristiques physico-chimiques des raquettes d'especes
Opuntia sont rares. En fait, la plupart des travaux ont été effectués sur les caractéristiques physico-chimiques de
I’espece O. ficus indica. Ainsi, chez O. ficus indica cv. Redonda du Mexique, Rodriguez-Garcia et al. (2007) ont
rapporté que la composition chimique des cladodes déshydratés varie selon I'age de cladode. Par conséquent, la
teneur en cendres varie de 18,41 a 23,24%, tandis que les protéines variaient de 11,39 a 14,22%. Cependant,
Hernandez-Urbiola et al. (2011) a également indiqué que la composition physico-chimique des raquettes varie avec
I'dge de cladode; et signalé que chez O. ficus indica en provenance du Mexique, le poids sec cladode variait de 100 a
550 g, la teneur en cendres était de 17,65 a 24,30 g, la teneur en protéines était de 5,85 a 8,99 g et la teneur en
glucides était de 42,94 a 60,77 g. Dans les raquettes de variétés mexicaines d’O. ficus indica Milpa Alta et Atlixco,
Ramirez-Moreno et al. (2013) ont constaté 18,38 g et 18,23 g de cendres; 12,9 g et 13,84 g de protéines; et 25,38 g
et 18,99 g de sucres totaux, respectivement. Chez O. ficus indica f. amyloceae et O. ficus indica f. inermis de Tunisie,
Avyadi et al. (2009) ont rapporté des valeurs de 25,65 et 23,3 g / 100 g de matiére séche pour les cendres totaux; 8,74
et 8,88 g / 100 g de matiére séche pour les protéines totaux; et 60,36 et 60,93 g / 100 g de matiere séche pour les
glucides totaux, respectivement. Chez O. ficus indica de I'Inde, la teneur en cendres varie de 19 a 23 g / 100 g de
matiere seche, les teneurs en protéines est de 4-10 g / 100 g de matiére séche alors que la teneur en sucre variait de
64 a 71 g/ 100 g de matiére séche (Shilpa et al., 2012). Chez O. ficus indica de la région de Marrakech, au Maroc, la
teneur en cendres en raquettes était de 19,6% en poids sec (Malainine et al., 2003). Tous ces résultats indiquent que
les caractéristiques physico-chimiques d’O. ficus indica varient en fonction du site géographique. En outre, nous
avons surtout remarqué que la teneur en hydrates de carbone dans les raquettes d’O. ficus indica en provenance du

Maroc est inférieur a celui d’O. ficus indica d'autres pays. Cela peut étre dd a des conditions environnementales.
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Tableau 14: Caractéristiques physico-chimiques de raquettes de jeunes plantations de sept especes d'Opuntia provenant de différentes régions du Maroc

Espéces Origine Nombre de Nombre Hauteur de Largeur de Epaisseur de Poids frais Poidssec ~ Teneur en eau Teneur en Protéines totaux  Sucres totaux
géographique plante moyen de raquette (cm)  raquette (cm) raquette (cm) (9) (9) (%) cendres (9/100 g matiere (9/100 g
échantillonné raquettes par (9/100 g séche) matiére
plante matiere seche)
séche)
O. ficus 260+ 1.14 23.07+352 12.45+1.88 686.56 + 54.83 + 91.90 +0.86 18.24 +3.38 591+ 1.24
indica Jamaat Riah 20 aT be be 0.86+0.21 , 154.43 (qe 10.15 pege be defgh 6.65 + 1.47 zpcq abcde
12.41 +1.75 708.30 + 49.75 +
Rhamna 20 3.05+226, 2501+291, be 0.87+0.33, 275.83 cee 18.75 bode 92.00+4.75, 1297+1.38, 748+ 143 g 895+ 3.27
20.33+3.57 10.65+1.81 389.50 + 33.89 + 91.15+1.14 16.08 + 0.75 6.45+ 1.57
Ouardigha 20 1.75+0.79, be be 0.80+0.24, 145.90 10.84 be bodef 7.76 + 1.35 pege bede
20.15+6.12  12.05+1.32 551.25 + 52.25 + 89.74 +3.07
Middle Atlas 16 213+1.20, be be 0.75+0.13, 218.97 pege 15.51 pee abe 22.08+0.79;  797+1.09 e 521+1.384
Northeast 2354+111 11.41+0.73 286.00 + 33.14 + 88.46 +0.71 20.61 + 4.04 6.88 + 0.91
Morocco 8 2.00+0.76 , be be 0.71+0.14 , 43.14 6.18 abc hi 5.56 + 0.36 5 bede
23.87+489 1294 +164 583.38 + 56.60 + 90.08 +2.01 19.19 + 3.97 5.63 + 2.05
Eastern Rif 16 194+1.61, be be 0.92+0.19 , 150.45 pege 15.22 pede abc fgh 771+ 1.21 pege abed
22.05+1.85 11.91+0.79 453.75 + 36.88 + 90.65 +5.99 16.10 +1.12
Western Rif 8 3.13+0.64 , be be 0.89+0.17 4 152.55 peq 10.60 peq be bedef 893+ 1.15 g 480+ 0.31 4
13.43 +1.99 766.00 + 66.49 + 91.06 +2.41 19.75+1.74 8.62 + 2.62
Agadir 20 335+150, 25.76+4.55; c 0.79+0.27 , 305.57 g 24.94 be ghi 6.11 + 0.80 ac def
0. 13.15 + 1.56 895.58 + 62.54 + 16.32 +1.66 7.36 + 2.36
megacantha  Jamadt Riah 20 220+1.06, 25.06+1.86, be 1.13+0.51 4 388.75, 18.40 4, 92.14 +3.16 bodef 6.70 + 0.95 4pcq bede
11.86 +2.61 565.50 + 42.33 + 15.35+1.18 6.02+ 2.25
Rhamna 20 235+166, 2529+6.85, be 0.79+0.29, 317.28 pee 21.80 pege 92.06 +1.83 abed 7.32+ 1.19 pey abede
21.16 +1.11  11.69 +1.13 515.00 + 38.97 + 91.86 +2.10 15.85 +0.28 6.20 + 2.14
Ouardigha 8 225+0.71 , be be 0.88+0.23 , 191.01 peq 4.68 peq be bede 6.61 + 0.56 zpcq abcde
12.20 + 1.50 573.33 + 61.57 + 89.10 +0.64 15.17 + 2.64 840+ 2.73
Middle Atlas 12 258+ 144, 22.87+3.26 be 0.76 +0.19 , 200.30 pege 18.34 c4e abe abed 9.37 + 3.97 g cdef
Northeast 24.35+293 1281 +1.40 488.00 + 52.31 + 89.10 + 1.01 17.78 +1.49 7.33+1.99
Morocco 20 2.35+0.99 , be be 0.88+0.42 , 188.65 g 18.81 pege abc defgh 8.59 + 2.85 4 bede
22.66 +3.55  12.87 +3.70 33750 + 3831+ 88.67 +0.99 17.06 +2.77
Eastern Rif 20 205+ 119, be be 0.91+0.19, 98.19 p. 11.60 peq abe cdefq 8.69+ 276 475+ 1.54 4
22.34+219 12.20+1.88 408.75 + 44.35 + 89.36 + 1.08 20.42 +0.59
Western Rif 8 263+0.92, be be 0.85+0.16 , 219.90 g 27.10 pege abc hi 7.01 +0.20 zpeq 416+ 1.18 4
23.99+1.60 12.25+1.38 625.00 + 57.97 + 90.27 +1.84 18.94 + 3.88
Agadir 8 3.63+0.92, be be 0.83+0.35, 206.44 pege 147 yege abc efgh 578 +0.14 4 10.37 +1.50¢
0. 14.03 +9.99 655.10 + 57.77 + 91.27 +0.76 18.73 +0.13
aequatorialis Rhamna 4 325+050, 30.63+295¢ c 1.08 + 0.39 & 151.46 pege 18.22 pege be efgh 9.10+ 0.24 4 3.22+0.18 ,
20.73 +3.26 48450 + 38.56 + 16.48 + 0.12
O. inermis Rhamna 4 5.75+0.96 be 9.60+ 1.82, 0.78+0.28 , 0.71 peg 10.27 peq 92.04 +2.13 bodef 10.15+0.25, 8.70+ 0.21 ¢
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67.50 + 8.75+1.92 14.17 + 0.07 540+ 0.22

O. dillenii Ouardigha 4 775+350, 13.75+184, 6.25+0.86, 0.65+0.04 , 24.75 , a 86.67 +2.05, abe 7.53 + 0.49 pege abe
Northeast 17.33 +3.45 580.00 + 67.15 + 88.37 +0.99 16.95 +0.23
O. robusta Morocco 4 275+0.96, 17.90+3.59, d 1.38+0.05 56.57 pede 0.81, ab cdefg 464+0.13, 4.75 + 0.07 4
0. 14.38 + 0.25 530.00 + 51.01 + 90.37 +0.13 13.69 + 0.10 12.51 +0.23
leucotricha Middle Atlas 4 400+0.82, 24.75+3.10, ¢ 1.13+0.31 4 21.21 peq 1.36 pede abc ab 5.78 + 0.25 4 q
13.54 +1.69 531.25 + 56.95 + 89.19 +0.74 20.74 +0.18
Western Rif 8 3.63+119, 25.63+4.46, ¢ 0.85+0.22 , 269.95 g 28.69 pede abc hi 11.56 + 3.25; 5.29 4+ 2.03 4

1 Les reésultats sont présentés en moyenne + écart-type.
0,05) par le test de Student-Newman-Keuls.

Les valeurs suivies par les mémes lettres minuscules ne sont pas significativement différentes (P>
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M Protéines Totaux

Scures Totaux

M Matiére minérale

Figure 28: Résultats qui résument les paramétres physico-chimiques des especes de cactus identifiées dans différentes région du

Maroc.

(2) Lejusde fruit

(a) PH

Les valeurs de pH du jus de fruits de la figue de Barbarie variaient de 3,35 a Ofi-F10 (de Guelmim) a 4,83 en Ofi-
C20 (de Guelmim). Ni les espéces ni l'origine géographique affecté la valeur du pH. En effet, les écotypes de la
méme espece et I'origine géographique ont montré des différences significatives chez les valeurs de pH et vice versa.
Par exemple, Ofi-B30 et Ofi-F30, tous deux de Guelmim et appartiennent a O. ficus indica, ont montré de différence
significative dans la valeur du pH, 4,34 et 3,38, respectivement; alors, Om-A30 (écotype d’O. megacantha de
Guelmim) et Ofi-C10 (écotype d’O. ficus indica de Boujaad) ne présentaient pas de différence significative dans leurs
valeurs de pH (tableau 16). Des études sur les écotypes d’Opuntia spp. d'autres pays ont montré des valeurs de pH
plus élevées. Les écotypes Sicilienne d’O. ficus indica ont montré des valeurs de pH allant de 6,40 & 6,48 (Gurrieri
et al., 2000). Dans les populations mexicaines, les valeurs de pH variait de 6,4 a 7,1 (Pimienta Barrios, 1994). Dans
les variétés d’O. ficus indica originaires du Mexique et de I'Argentine, les valeurs de pH variait de 5,8 a 6,2 (Felker
et al., 2005). Ces différences importantes avec nos résultats peuvent étre dues a I'effet environnemental. En ce qui
concerne la couleur de la peau des fruits, I'écotype de fruits orange peau avait un pH de 3,74. L'écotype de fruits a
peau rose a montré une valeur de pH de 3,59. les écotypes de fruits a la peau rouge pourpre ont montré des valeurs de
pH variant de 3,61 a 3,63 tandis que les écotypes des fruits peau-jaune-orange présentaient une gamme de pH de 3,35

a 4,83. Chez les écotypes égyptiens a couleur de fruit jaune orangé, la valeur du pH était de 6,16 (Abd El-Razek et
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Hassan 2011). Saenz (2000) ont rapporté que fruit de cactus a couleur vert a un pH allant de 5,3 a 7,1, tandis que le

fruit a couleur de peau pourpre a montré une gamme de pH de 5.9 a 6.2.

(b)  Total des solides solubles

Le degré Brix variait de 6,20 chez Ofi-J30 (d’Oulad Haddou) a 12,63 d’Om-K30 (de Zenata, tableau 19). L’espéce,
l'origine géographique et la couleur de la peau n’affectent pas la teneur totale en solides solubles de jus de fruits. Les
écotypes d’O. ficus indica ont montré des valeurs de Brix allant de 6,20 a 12,60, tandis que les écotypes d’O.
megacantha ont montré des valeurs variant de 8,73 a 12,63. Des valeurs plus élevées ont été observées chez les
cultivars Opuntia spp. en provenance du Mexique, allant de 11,60 a 15,30; avec une teneur en Brix de 13,86 ° chez
I’espéce O. megacantha cv. Naranjona, et une gamme de 11,86 a 14,00 ° Brix pour les cultivars O. ficus indica
(Yahia & Mondragon-Jacobo, 2011). Une fourchette approximative (11,90 a 16,00 ° Brix) a €té rapportée par
Felker et al. (2005) pour les variétés O.ficus indica en provenance du Mexique et de I'Argentine. Chez les génotypes
O.ficus indica égyptiens avec une couleur de fruit a peau jaune-orange, la moyenne du degré de Brix était de 14,67
(Abd El-Razek et Hassan 2011). Dans notre cas, la moyenne du Brix chez les écotypes O. ficus indica avec une
couleur de fruit a peau jaune-orange était de 10,13, alors qu'il était 10,30 chez les écotypes de fruits a la peau violet-
rouge. L'écotype de fruits a peau rose affiche un degré de Brix de 9,40, alors que I'écotype de fruits a la peau orange
est exposee a 11,47 ° Brix. Saenz (2000) fait état d'une gamme de 12 a 17 ° Brix dans les écotypes d’O. ficus indica
avec des fruits verts et de 12,8 a 14,5 ° Brix les écotypes a fruit violet. Cette comparaison de nos résultats avec ceux
d'autres pays rapportés dans la littérature présente des différences importantes dans le degré de Brix. Cela peut étre d

au génotype et I'effet de I'environnement.

(c)  Acidité titrable

La valeur de l'acidité titrable variait de 0,14 a 0,88%. Le niveau le plus élevée d'acidité titrable a été observée chez O.
ficus indica Ofi-F30 de Guelmim tandis que la plus faible teneur a été observée chez O.megacantha Om -A20 de
Benismir (tableau 16). L’espéce, l'origine géographique et la couleur de la peau n’ont pas influencé le niveau d'acidité
titrable. I’cotype a fruit de couleur rose (Ofi-G30 de Rhamna) a montré 0,58% d’acidité titrable alors qu'il était de
0,55% chez I’écotype a fruit de couleur orange (Ofi-H10 de Rhamna). Chez les ecotypes a fruits de couelur violet-
rouge, nous avons observé une moyenne de l'acidité titrable de 0,62%, alors qu'il était de 0,40% chez les écotypes de
fruits jaune-orange. Nos résultats indiquent que les génotypes d’Opuntia marocaine ont une teneur en acidité totale
supérieure aux genotypes d'autres pays. Abd El-Razek et Hassan (2011) ont trouvé 0,055% chez les fruit a couelur
jaune-orange appartenant a 1’espece (O. ficus indica) d'Egypte. Gurrieri et al. (2000) ont trouvé 0,02% d'acidité
titrable dans le jus de fruit a couleur rouge, jaune et blanche d’ O. ficus indica sicilienne. Saenz (2000) a indiqué que
I'acidité titrable variait de 0,01 a 0,18% chez les cultivars de fruits verts alors qu'il variait de 0,03 a 0,04% chez les

cultivars de fruits pourpres.
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(d)  Total des caroténoides

La teneur en caroténoides totaux variait de 4,79 mg / L chez Om-A20 (de Benismir) a 20,76 g / L chez Ofi-H20 (de
Zenata, tableau 16). Les écotypes mexicaine Opuntia spp., ont une teneur en caroténoides totaux qui variaient de 1
mg / g de poids sec dans Liria et «2-14-2» (O. ficus indica) a 2,5 mg / g de poids sec dans Camuesa (O. robusta)
(Yahia & Mondragon-Jacobo, 2011). Kuti (2004) a signalé que la teneur en caroténoides totaux varie selon l'espéce
et la couleur de la peau du fruit, et que les fruits de couleur jaune ont des caroténoides géneralement plus élevés que
les autres fruits colorés. Ainsi, O. ficus indica (fruit a couleur verte) a montré la plus faible teneur totale en
caroténoides (2,9 mg / g de poids frais); suivie par O. lindheimeri (fruit a couleur violette) avec 6,7 mg / g de poids
frais; O. streptacantha (fruit a couelur rouge) avec 14,6 pg / g de poids frais; puis par O. stricta var. stricta (couleur
de fruit jaune) avec 23,7 mg / g de poids frais. Nos résultats ne soutiennent pas les observations de Kuti (2004). En
fait, nous avons constaté que les écotypes d’O. ficus indica avaient des teneur plus élevée en caroténoides totaux
(12,41 pg / L) par rapport aux écotypes d’O. megacantha (10,78 mg / L). En outre, les fruits a couleur jaune-orange
ont montré une moyenne de 11,57 g / L de caroténoides totaux, fruits a couleur orange avait 13,97 g/ L, les fruits a
couleur rose ont montré 14,97 g/ L alors que les fruits a couleur rouge pourpre avaient une moyenne de 15,57 ug/ L

en caroténoides totaux.

(e) Lavitamine C

Les écotypes d’O. ficus indica de la région de Guelmim, Ofi-D30 et Ofi-F30, avaient la teneur la plus en vitamine C
élevé (29,17 mg / L) et les plus bas (11,09 mg / L) des niveaux de vitamine C, respectivement (tableau 16). Chez les
écotypes a fruit rose (Ofi-G30), nous avons observé 15,53 mg / L de vitamine C alors que chez 1’écotype a fruit
orange (Ofi-H10) nous avons trouvé 18,74 mg / L. chez les écotypes de fruit a couleur rouge pourpre, la teneur
moyenne en vitamine C était 17,42 mg / L, alors qu'il était de 19,44 mg / L ches les écotypes a fruit jaune-orange.
Yahia & Mondragon-Jacobo (2011) ont constaté la plus haute teneur en vitamine C chez 1’espéce O. robusta cv.
Camuesa avec 4 mg / 100 g de poids frais lorsque I'on compare des especes différentes d'Opuntia du Mexique. Saenz
(2000) a rapporté les gammes de vitamine C de 4,6 a 41,0 et de 20,0 a 31,5 mg / 100 g de fruits vert et violet,
respectivement. O. ficus indica de I'Egypte avec des fruits jaune-orange affiche une teneur en vitamine C de 20,07 mg
/ 100 g de poids frais (Abd El-Razek et Hassan, 2011). Chez les cultivars mexicains, la vitamine C varie de 5 a 41
mg / 100 g de poids frais, avec la plus haute teneur en vitamine C chez les cultivars qui produisent des fruits avec une
couleur vert clair (Pimienta Barrios, 1994). Kuti (2004) a trouvé des valeurs de vitamine C de 458, 121, 815, et 437
mg / g de poids frais chez O. ficus-indica a couleur de fruit verte, et violette chez O. lindheimeri, puis rouge et jaune
chez O. streptacantha et O. stricta var. stricta, respectivement. Gurrieri et al. (2000) ont signalé que, dans les
cultivars sicilienne O. ficus indica, la teneur en vitamine C était de 31, 33 et 38 mg / 100 g chez les cultivars a couleur
de fruit rouges, blanches et jaunes, respectivement. Ces résultats divergents pourraient refléter les effets

environnementaux et génotypiques sur la teneur en vitamine C chez les écotypes d’Opuntia. Nos résultats ont montré
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que toutes les écotypes d’Opuntia avaient des concentrations plus élevées de vitamine C que celle en caroténoides

totaux. Cela confirme les conclusions de Kuti (2004).

(f)  Sucres réducteurs

La teneur en sucres réducteurs variait de 1,93 mg / mL chez Ofi-H20 (de Zenata) a 6,10 mg / mL chez Ofi-C20 (de
Guelmim). L'analyse statistique n'a révélé aucune différence significative entre les accessions étudiées (tableau 16).
Abd El-Razek et Hassan (2011) a rapporté que les écotypes O. ficus indica de I'Egypte présentait une teneur en
sucres totaux de 7,33% , tandis que dans les espéces mexicaine d’Opuntia, la teneur en sucres réducteurs variait de 5

a 14% (Pimienta Barrios, 1994).

% Comparaison des caractéristiques de jus d’Opuntia spp. avec certaines espéces végétales

Notre enquéte a révélé que les concentrations des caroténoides totaux et de la vitamine C chez les espéces Opuntia
spp. sont plus bas que dans d'autres espéces bien connues pour leurs concentrations élevées. Par exemple, Sanchez-
Moreno et al. (2006) ont observé que dans le jus de tomate (Lycopersicon esculentum Mill. Cv. Daniella), la teneur
des caroténoides totaux est de 15 240 ug / L et la vitamine C est de 165 mg / L. Dans certains cultivars de
mandarines, la vitamine C varie de 211,9 4 298,0 mg / L (Sdiri et al., 2012). En ce qui concerne les solides solubles
totaux, le niveau varie de 8,7 a 10,8 ° Brix dans le jus de certaines variétés d'orange (ananas orange, Hamlin, Trovita,
Jincheng, 1232 Tangor, Olinda Valence, et Valencia Delta;. Niu et al, 2008), alors que Sanchez-Moreno et al.
(2006) ont constaté 7,4 ° Brix dans le jus de tomate. Dans notre cas, le total des solides solubles atteint 12,63 ° Brix
dans 1I’écotype Om-K30. Notre étude a montré que 1’acidité titrable est de 0,14 au 0,88%. En d'autres espéces de
fruits, des valeurs approximatives ont été observés: de 0,28 a 1,01% chez les cultivars de nectarine, 0,13-0,87% dans
les cultivars de péchers et de 0,31 a 0,55% en cultivars de pruniers (Gil et al., 2002). Notre étude a montré que les
écotypes Opuntia du Maroc ont des caractéristiques physico-chimiques spécifiques en comparaison avec des espéces
Opuntia dautres pays et avec d'autres espéces de fruits. Nos résultats seront bénéfiques pour la valorisation et

I'utilisation de ces écotypes de cactus marocaines a fruit.

% Similitude des écotypes d’0. ficus indica et 0. de megacantha en fonction des caractéristiques du

fruit et du jus

Nos résultats n’ont pas révélé l'influence de 1'origine géographique, les espéces ou la couleur de la peau du fruit sur
les caractéristiques physico-chimiques du jus de fruits des accessions d’O. ficus indica et O. de megacantha du
Maroc. Cependant, nos résultats ont montré de grandes différences entre les écotypes marocaines évaluées dans cette
étude et d'autres écotypes de I'Egypte, le Mexique, I'Argentine et I'ltalie, qui pourrait étre due a l'effet de
I'environnement. Afin de mieux mettre en évidence la relation entre les écotypes étudiées, un dendrogramme basé sur

la méthode de paroisse et y compris toutes les caractéristiques évaluées a été réalisée (Figure 29). Le dendrogramme a
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montré la présence de deux groupes, chacun est composé des écotypes de différentes origines géeographiques. Le
premier groupe contenait 13 écotypes (43,33%); tous appartiennent a 1’espéce O. ficus indica. Le fait intéressant, est
que le second groupe comprenait 17 écotypes (56,66%), dix O. ficus indica et sept O. megacantha. Cela met en
évidence la forte similitude entre O. ficus indica et O. megacantha au Maroc. Nos résultats confirment les études
précédentes réalisées par Caruso et al. (2010), Labra et al. (2003) et Valadez-Moctezuma et al. (2014), qui ont

signalé la similarité génétique élevee entre O. ficus indica et O. megacantha.

En résumé, ni les espéces ni l'origine géographique n’affectent les caractéristiques physico-chimiques des écotypes
d’0O. ficus indica et O. megacantha du Maroc. Cependant, de grandes différences ont été observées lorsque I'on
compare nos résultats avec ceux des espéces d’Opuntia des autres pays, déja rapportés dans la littérature. Nos
résultats ont permis une meilleure caractérisation des écotypes de cactus a fruit marocaines. Ils sera intéressant

d’analyser les huiles essentielles de ces écotypes pour d'autres utilisations thérapeutiques et cosmétiques.
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Tableau 15: Les valeurs moyennes (+ SD) pour les caractéristiques du fruit dans 30 écotypes d’Opuntia de différentes régions du Maroc.

Especes

Origine
géographique

Ecotype

Nombre de
plante
échantillonn
é

Couleur de peau

Longueur du fruit
(cm)

Poids du fruit (g)

Poids frais de la
peau (g)

Peau /Fruit ratio
(%)

Poids sec de la
peau (9)

Teneur en eau
dans la peau (%)

O. ficus indica

O. megacantha

Benismir
Benismir
Boujaad
Boujaad
Boujaad
Drabna
Guelmim
Guelmim
Guelmim
Guelmim
Guelmim
Lagribat
Oulad Haddou
Oulad Haddou
Rhamna
Rhamna
Rhamna
Rhamna
Rhamna
Rhamna
Rhamna
Rhamna
Zenata
Benismir
Guelmim
Lagribat
Rhamna

Sidi Boumehdi
Zenata
Zenata

Ofi-F20
Ofi-G20
Ofi-C10
Ofi-C30
Ofi-E30
Ofi-B20
Ofi-B30
Ofi-C20
Ofi-D30
Ofi-F10
Ofi-F30
Ofi-D20
Ofi-J10
Ofi-J30
Ofi-D10
Ofi-E10
Ofi-G10
Ofi-G30
Ofi-H10
Ofi-H30
Ofi-120
0Ofi-J20
Ofi-H20
Om-A20
Om-A30
Om-A10
Om-K20
Om-B10
Om-K10
Om-K30

©

o

@@w@@@@ms@@m@LOLOOO\IOEOOLO&OJ(DQO@CDI—‘(D

(o))

Jaune-orange
Mauve-rouge
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Rose

Orange
Jaune-orange
Mauve-rouge
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange
Jaune-orange

6.98 + 1.26 apeqe
5.91 +0.90 g
6.95 + 0.79 apcqe
6.68 + 0.39 peqe
6.97 + 0.46 apcqe
6.08 + 1.19 cge
6.79 + 0.79 apcqe
6.53 + 0.55 peqe
6.80 + 0.73 apcqe
7.36 + 1.07 geq
7.04 +0.47 apcqe
6.85 + 0.32 peqe
6.64 + 0.36 peqe
7.60 +0.79 4
7.03 + 0.61 ancae
7.67 +0.52 4
5.53+0.70 .
7.33 +0.82 geq
7.49 + 0.57 gpeq
8.40 + 0.55,
6.72 + 1.35 apeqe
7.93+0.74
7.08 + 1.36 apcqe
7.33+0.72 geq
7.97 + 1.09 apeqe
7.98+0.72
8.00 +0.87 4
7.08 +0.48 ancde
7.40 + 0.89 geq
7.62 +0.58 4

87.11 + 24.14 4
60.22 +12.44 4,
69.20 + 7.71 pege
64.50 + 8.41 pqe
67.67 + 10.56 pcge
70.56 + 17.49 peqe
90.78 +9.32 4
68.00 + 19.00 pege
59.25 +18.15 ¢
68.22 + 18.36 pcge
58.00 + 14.89 g
78.00 + 4.65 acqe
87.43 + 8.34 4
82.00 + 6.93 4cq
69.33 + 8.29 peqe
84.56 + 9.36 g
53.33+15.12
61.50 + 15.08 cge
101.00 +14.90 ,
98.11 +14.04 ,
66.60 + 18.02 pege
89.83 +21.30 &
103.44 + 20.66 ,
101.00 +15.39 ,
98.56 + 11.83 ,
100.56 + 10.03 ,
80.33 + 11.50 acqe
79.56 + 9.03 acde
98.67 +10.25 ,
79.33 + 8.12 apcde

31.67 + 9.23 cger
23.78 + 3.96 o
23.40 + 3.31 ¢
24.17 + 4.62 4
25.50 + 3.39 ¢
24.44 +7.30 ¢fq
27.11 + 4.81 gerq
26.67 + 6.66 «fq
27.00 + 7.79 gerq
24.78 +7.36 &g
22.75 +5.78 1,
31.17 + 3.06 cgefg
31.00 + 2.71 cgery
34.00 + 2.65 peqe
31.22 + 3.46 cgery
22.78 +2.82 g
20.56 +5.66 ,
23.17 + 3.87 ¢4
43.44+5.98 ,
37.11 + 5.06 aeq
30.40 + 5.32 ¢gerq
31.17 + 9.28 cgerq
39.56 + 6.77 ac
42.44 +7.37 4
31.22 + 3.63 caefg
42.56 +5.00 4
33.33 + 4.62 et
24.00 + 3.43 o,
39.83 +6.11 4
30.00 + 3.41 cqerg

36.18 + 2.64 defgh
40.02 + 4.52 pcqer
33.87 + 3.38
37.30 + 3.66 cqerg
37.87 + 2.72 1eqefq
34.36 + 3.79 o
29.72 + 3.17 i
39.42 + 1.11 apgere
45.76 + 4.62 4
36.33 +4.95 defgh
30.25 + 211 pece
39.97 + 3.40 zncqef
35.77 + 4.90 gergh
41.48 + 0.72 zpeqef
45.20 + 3.55 4
27.13 +4.05;
30.00 + 4.34 e
38.33 + 3.54 pugeqg
43.29 + 5.08 gpcq
38.03 + 3.58 1egetq
47.09+7.95,
34.38 + 3.50 ¢fgn
38.59 + 3.24 1egerq
42.06 + 4.52 seqe
31.78 + 2.60 gy
42.31 + 2.54 apcqe
42.54 + 11.08 e
30.14 + 2.47 y;
40.27 + 3.56 ncqef
38.11 + 5.22 bedefg

4.56 + 1.01 cgerghi
3.44 +0.53
4.70 # 0.95 ¢gerghi
4.00 +0.89 1
4.00 +0.63 fohi
4,44 + 151 capran
6.11 + 0.93 apcqe
5.00 + 1.00 pegefghi
3.75 + 1.50 g
3.22+0.97;
3.50 +0.53
6.33 + 0.52 4
3.71+0.49 gy
4.67 + 0.58 cgefgni
4.22 % 0.67 g
4.00+0.71 fohi
3.22 +0.67;
3.17 +0.41;
6.22 + 0.83 acq
6.00 + 0.87 aucdef
3.70 + 1.06 g
4.33 + 1.21 gefghi
5.89 + 0.93 apcqer
7.11+2.03,
5.78 + 0.97 apcqer
8.00+212,
5.67 + 0.58 abcdefg
4.67 +0.50 cdefghi
6.67 + 1.51 4
5.33 + 1.03 secergn

84.97 + 3.10 acq
85.32 + 2.13 4
79.84 +3.31 ¢
83.52 + 1.13 aeq
84.27 + 1.93 44
82.08 + 2.19 acde
77.12 +3.57
81.10 + 1.18 peqe
86.42 + 2.58 4
86.72 +3.04 ,
84.15 + 2.77 acq
79.60 + 1.55 ¢
87.95+1.87,
86.28 +1.34
86.25 +2.95
82.14 + 4.24 4qe
83.85 + 3.02 apca
86.15+1.85 4
85.51 + 2.31 a
83.74 + 2.09 apcd
87.97 +1.59 ,
85.82 +2.54
84.77 + 3.40 scq
83.41 + 2.65 apcd
81.48 + 2.61 acqe
81.38 + 3.34 acde
82.67 + 3.81 g
80.20 + 3.68 cqe
83.40 + 1.61 4q
82.30 + 2.03 apcde

Moyens avec les mémes lettres ne sont pas significativement différentes a 5% de probabilité d'erreur.
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Tableau 16 : Présentation des valeurs moyennes (+ SD) pour les caractéristiques de jus de fruits dans les 30 adhésions d’Opuntia de différentes régions du

Maroc.

Especes Geographic Ecotype Couleur de la pH °Brix Acidité titrable Caroténoides Vitamin C Scures réducteurs
origin peau (%) totauxpg/L mg/L mg/mL

O. ficus indica  Benismir ofi-F20  Yellow-orange 4.15 +0.10 pogergn~ 9.93 +0.21 5 040 +0.11 sege 1178402015,  22.31+0.04 4 3.69 +2.85,
Benismir Ofi-G20 Purple-red 3.61 +0.03 gy 10.87 +0.42 » 0.67 +0.07 » 15.37 + 0.60 (g 18.70 + 0.92 ,, 3.20+1.99,
Boujaad Ofi-C10 Yellow-orange 473+0.39, 10.00 + 1.00 4 0.19 + 0.05 g, 8.98+0.20 ; 21.82+0.18 ¢ 2.95+1.02,
Boujaad Ofi-C30 Yellow-orange 4.43 + 0.39 zeq 10.05 + 0.35 4 0.24 + 0.05 cge 12.57 +0.20 ¢ 19.76 + 0.13 ¢ 3.22+1.29,
Boujaad Ofi-E30 Yellow-orange 3.80 + 0.13 gy 10.53 + 0.55 4 0.55 + 0.16 4 8.18+0.20; 23.45+0.04 3.98 +2.07,
Drabna Ofi-B20 Yellow-orange 4.56 +0.10 4 10.23 + 0.86 4 0.19 +0.02 4 7.98 +0.40; 20.72 + 0.13 ¢ 2.09+1.74,
Guelmim Ofi-B30 Yellow-orange 4.34 +0.34 acee 1113+ 1.75 4 0.38 + 0.20 e 7.98+0.40; 21.16 +0.04 4 227 +158,
Guelmim Ofi-C20 Yellow-orange 4.83+0.00, 12.60 +0.00 , 0.17 +0.00 ¢ 10.18 + 0.60 1, 18.92 +0.35, 6.10 +0.26 ,
Guelmim Ofi-D30  Yellow-orange 3.64 +0.00 g 10.00 + 0.00 4 0.50 + 0.00 aeq 10.78 +0.40 ¢, 29.17 +0.13, 2.06 +0.06 ,
Guelmim Ofi-F10 Yellow-orange 3.35+0.25; 10.37 + 0.40 4 0.42 + 0.0 abeqe 10.98 +0.20 22.35 + 0.44 4 2.75+2.46,
Guelmim Ofi-F30 Yellow-orange 3.38+0.20; 10.13 +0.23 4 0.88+0.30 , 16.57 + 2.59 g 11.09 +0.00 , 3.81+179,
Lagribat Ofi-D20  Yellow-orange 4.24 +0.27 peger 8.23+0.25, 0.25 + 0.08 cqe 10.18 + 0.60 1, 21.38 +0.18 ¢ 3.18+048,
Oulad Yellow-orange
Haddou 0Ofi-J10 4.05 + 0.00 pegergn~~ 9.40 + 0.40 4 0.41 + 0.05 seqe 11.98 +0.80 ¢, 15.44 + 0.04 j 330+1.82,
Oulad Yellow-orange
Haddou 0Ofi-J30 4.02 +0.00 cgergy ~ 6.20 +0.00 0.41 + 0.00 aeqe 14.17 +0.60 . 14.87 +0.09 j 2.63+0.12,
Rhamna Ofi-D10  Yellow-orange 410 + 0.03 pegergn~ 10.43 +0.78 5 0.24 +0.21 cqe 10.78 + 0.40 4, 26.05 +0.00 , 2.33+1.66,
Rhamna Ofi-E10 Yellow-orange 3.75 + 0.08 g 9.57 +1.60 4 0.54 + 0.14 4 5.39 +0.20 21.21 +0.79 ¢ 241+192,
Rhamna Ofi-G10  Yellow-orange 3.66 + 0.04 g 10.10 + 0.40 4 0.67 +0.01 4 15.57 + 0.80 cqe 13.55 +0.26 | 2.23+1.30,
Rhamna Ofi-G30 Pink 3.59 +0.00 y; 9.40 + 0.60 0.58 +0.01 4 14.97 +0.20 4 15.53 + 0.04 ; 3.47+0.13,
Rhamna Ofi-H10  Orange 3.74 + 0.01 g 11.47 +0.80 4 0.55 + 0.02 4. 13.97 +0.80 18.74 +0.26 , 2.80+3.04,
Rhamna Ofi-H30  Yellow-orange 3.66 + 0.36 gy 11.87 +1.07 , 0.72+0.16 , 16.57 + 0.20 g 15.84 +0.00 ; 2.56 +0.16 ,
Rhamna Ofi-120 Purple-red 3.63 +0.00 gy 9.73 + 0.47 0.58 + 0.02 4 15.77 +0.60 ¢4 16.15+0.13; 3.46+3.15,
Rhamna Ofi-J20 Yellow-orange 4,05+ 0.05 pegergn 11,17 +1.10 4 0.46 + 0.06 acqe 13.97 +0.40 14.74 + 1.36 4 484 +2.65,
Zenata Ofi-H20  Yellow-orange 3.86 + 0.21 grgni 10.60 + 0.98 4 0.34 + 0.07 e 20.76 +0.80 , 14.17 + 0.44 1.93+0.92,

0. Benismir om-A20  Yellow-orange 4.77+0.07 , 9.50 + 1.40 5 0.14+0.01 4.79 +0.40 21.25 +0.04 ¢, 1.98 +0.98 ,

megacantha Guelmim Om-A30  Yellow-orange 482+0.12, 8.73+3.19 4 0.21 +0.02 ¢ 5.99 + 0.40 24.24 +0.04 3.66 +0.70 ,
Lagribat Om-A10  Yellow-orange 4,17 +0.53 peaerg~ 10.23 +1.70 4 0.46 + 0.30 apcqe 5.79+0.20 14.17 + 0.88 2.42+0.23,
Rhamna Om-K20  Yellow-orange 4.14 +0.00 pegergn~ 10.43 +0.15 4 0.49 + 0.01 aeq 17.76 + 0.60 4 20.50 + 0.62 1y 216 +0.15,
Sidi Yellow-orange
Boumehdi Om-B10 4.53 +0.00 a4 10.13 +2.14 4 0.21 +0.01 g4, 5.59 + 0.40 | 22.13+0.13 273+3.29,
Zenata Om-K10  Yellow-orange 3.77 +0.02 tgi 12.03 +0.06 , 0.62 +0.03 4 16.97 + 0.60 . 15.66 + 1.85 ; 2.00+1.33,
Zenata Om-K30  Yellow-orange 3.93 + 0.00 gergh 12.63 + 0.55 , 0.39 + 0.03 aeqe 18.56 + 0.60 , 19.45 +0.88 ¢ 3.65+0.88 ,

Moyens avec les mémes lettres ne sont pas significativement différentes a 5% de probabilité d'erreur.
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Figure 29: Dendrogramme montrant la relation entre les 30 accessions de O. ficus indica et O. megacantha du Maroc, sur la
base des caractéristiques du fruits et jus selon la méthode de Ward. Chez le deusiéme site expérimentale de I’INRA : Jemaat

Riah.

(3) Evaluation de la teneur des composés phénolique et lipidique dans les
différentes parties de la plante des différentes especes identifiées de cactus
(a) La Fleur

L’étude biométrique et physico-chimique faite sur le fruit de cactus provenant de la région de Jemaat riah comportant
33 écotypes, a montré la présence de quatre type de fruit présentent quatre couleur différente : le rose, le rouge/rose,
I’orange et le jaune/orange. Ces écotypes ont été classé en fonction de la couleur de fruit, leur analyse physico-
chimique (Brix, acidité, pH, sucres réducteurs, caroténoides et vitamine C) a montré des différences significatif ce
qui nous amene a penser que ces écotypes a quartes types de couleurs différentes de fruit sont des variétés. Pour cela
nous avons pensé¢ d’étudier les extraits de fleur provenant de ces quatre types de fruits de couleurs différentes, avec
I’hypothese 1’existence de quatre nouvelles variétés non identifié dans le secteur national afin de mieux valoriser leur
utlisation du point de vue socioénocomique et thérapeutique, en se basent sur la composition chimique et
I’identification des molécules d’interets. Donc nous étions intéressé a faire le prélevement de la fleur au dernier stade
de floraison et faire des dosages physico-chimique afin d’avoir une idée sur les molécules d’intérét comme les

composes phénolique et les phospholipides.
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Figure 30: Résultats de la teneur en composés phénolique (mg/100g): Flavonoides et Polyphénols dans les extraits de la fleur
issues de quatre variétés provenant de deux especes différentes (Opuntia ficus indica (OFI): représenté par trois variétés : issue
d’un fruit de couleur rose, rouge/rose et orange et Opuntia megacantha slam dyck (OMSD) représenté par une seul variété issue

d’un fruit de couleur: jaune/orange) provenant de différentes région du Maroc.
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Figure 31: Résultats de la teneur des phospholipides (en %) dans les extraits de la fleur issues de quatre variétés provenant de
deux especes différentes (Opuntia ficus indica (OFI): représenté par trois variétés : issue d’un fruit de couleur rose, rouge/rose et
orange et Opuntia megacantha slam dyck (OMSD) représenté par une seul variété issue d’un fruit de couleur: jaune/orange)
provenant de différentes région du Maroc.

144



(b)  La Raquette

(mg/100g)

1000 -

BOD

600 - Teneuren Polyphénals totaux (mg/100g)

200 - - Teneuren Flavoides totatux {mg/100g)

200 = = = = -

0 T T T T T T 1

0.inermis 0.robusta 0.dillenii 0.leucotricha O.ficusindica  0.megacantha 0.aquitarolis
wedland slam dyck

Figure 32: Résultats de la teneur en composés phénolique (mg/100g): Flavonoides et Polyphénols dans les extraits de la
raquette obtenue par spectrophotométre issues de sept espéces inermes et épineuse (Opuntia ficus indica (OFI), Opuntia
megacantha slam dyck (OMSD), O. dillenii, O. Aquetarolis, O. Inermis, O.Robusta wedland, O. Leucotricha, provenant de sept

régions différentes du Maroc.
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Figure 33: Résultats de la teneur en composés phénolique (mg/100g): Flavonoides et Polyphénols dans les extraits des épines
obtenue par spectrophotomeétre issues de quatre espéces épineuses (Opuntia megacantha slam dyck (OMSD), O. Aquetarolis,

O.Robusta wedland, O. Leucotricha), provenant de quatre régions différentes du Maroc.

Au niveau de la raquette, les résultats obtenues indiquent que la teneur en polyphénols totaux sont significativement
différente entre les especes et variait de 350 a 1200 mg / 100 g (figure 32), avec une teneur tres €élevés chez I’espéce
O. leucotricha. La teneur en flavonoides varie de 95 a 225 mg / 100 g, et la valeur la plus élevé a été observés chez
les especes O. inermis, O. ficus indica, O. leucotricha et O.aequatorialis. D’autre étude ont montré que la raquette et

en particulier chez I’espéce O. ficus indica posséde des teneures moins élevées par exemple la présence du narcissine,
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nicotiflorine avec des teneurs qui peut atteindre jusqu’a 137.1-146.5 mg/100g respectivement (\VValente et al., 2010,
Bensadon et al., 2010, Gallegos et al., 2009, Guevara et al., 2010). Pour les épines, nous avons constaté que la
teneur en polyphénols totaux varie de 0,9 a 3,7 mg / 100 g, avec des teneurs plus élevees chez les especes O.
leucotricha et O. megacantha par rapport & O.robusta et O. aequatorialis (figure 33). Nous notons que jusqu’a
maintenant aucune étude n’a été réalisé sur la caractérisation des principaux molécules de polyphénols dans cette
partie de la plante. Au niveau de la fleur, la teneur en polyphénols totaux est comprise entre 1.5-1.8 mg/100g, et que
pour les flavonoides est de 0.71-1 mg/100g, et que seul ’espéce O. ficus indica est la plus riche en polyphénol par
rapport a I’espéce O. megacantha (figure 30). Par contre plusieurs auteur ont rapporté que la fleur est trés riche en
composé phénolique et en particulier I’acide gallique qui peut atteindre a une valeur entre 1630-4900 mg/100g, ainsi
la présence d’autre composé comme le 6isoharmnetin3-O-Robinobioside, 4269 mg/100g et le 7isoharmnetin3-O-
Galactoside, 979 mg/100g (De Leo et al., 2010, Ahmed et al., 2005; Clark et al., 1980). Ces résultats ne sont pas en
accord avec ceux trouver chez les autres auteurs, ceci peut étre expliqué par le type de variété de I’espece, ainsi leur
condition édapho-climatique qui sont trés liée a I’environnement. En conclusion, cette étude a révélé que la raquette
de cactus est la plus riche en composés phénolique par rapport aux autres parties de la plante, et en particulier
I’espéce O. leucotricha par rapport aux autres espéces. En perspective, ces travaux ont pour but d’identifier des
molécules a fort potentiel thérapeutique dans les extraits de raquette de cactus et voir leurs effets antioxydant a 1’aide
du test ORAC et DPPH. Ces molécules seront étudiées vis-a-vis leur capacite a contrer les conséquences délétéres de
la déficience en acyl-coenzyme A oxydase 1 (ACOX1), I’enzyme de la b-oxydation peroxysomale déficiente dans la

maladie génétique appelée pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale (P-NALD).

B. Etude comparative des molécules bioactives dans les huiles

Dans le but de rechercher de nouvelles molécules potentiellement bioactives, nous avons réalisé une analyse
physicochimique de la composition des huiles d’argan et de graine de cactus par comparaison a 1’huile d’olive

comme huile référence bien documentée et objet de nombreuses études scientifiques.

1. Détermination du taux d’acidité et de I'indice de peroxyde

La qualité d’une huile alimentaire se caractérise principalement par la mesure de trois facteurs que sont : le taux
d’acidité, I’indice de peroxyde et ’analyse sensorielle. Ce dernier facteur est souvent utilisé pour comparer la méme
huile mais d’origines géographiques différentes. Ici nous allons nous attaché a la mesure des deux premiers facteurs :

I’acidité et I’indice de peroxyde.

Le taux d’acidité représente la proportion d’acides gras libres issus de la dégradation dans I’huile. I1 est obtenu par
une méthode de titrage par une base dans le milieu éthanol/éther et il est donné en « grammes d’acide oléique libre

pour 100 g d’huile».
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L’indice de peroxyde refléte le degré d’oxydation d’une huile, en particulier ’oxydation des acides gras insaturés. |l
est déterminé par traitement de 1’huile en solution dans I’acide acétique et I’isooctane par une solution d’iodure de
potassium puis I’iode libéré est titré par une solution de thiosulfate de sodium. L’indice de peroxyde est exprimé en «

milliéquivalents d’oxygene peroxydique lié par kilogramme » (mEq O2/kg).

Nos analyses physicochimiques montrent que 1’huile d’olive est la plus acide présentant une valeur de 1,06%, que
nous pouvons classer selon la norme du Conseil Oléicole International, comme une huile d’olive vierge, alors que
I’huile d’argan a une acidité plus faible avec une valeur de 0,28%, classé comme huile vierge extra. Pour 1’ huile de
graine de cactus issue de I’espéce d’Opuntia Megacantha, son acidité de 0,77% est intermédiaire entre celle de I’huile
d’olive et celle de I’huile d’argan. Par contre, I’indice de peroxyde de 1’huile d’olive est le plus faible, alors que celui
de I’huile de graines de cactus est le plus élevé (Tableau 17). Ceci est peut étre le reflet d’une composition riche en

acides gras polyinsaturés, plus faible dans I’huile d’olive et plus forte en huile de graine de cactus.

Tableau 17: Résultats des mesures du taux d’acidité dans les huiles de graines de cactus, d’argan et d’olive, donné en «
grammes d’acide libre pour 100 g d’huile» et de I’indice de peroxyde exprimé en « milliéquivalents d’oxygene peroxydique li¢

par kilogramme » (mEq O2/kg).

Echantillon Acidité Indice de peroxyde (meq O2/Kg)
Huile de graine de cactus 0,77% 2,8
Huile d'argan 0,28% 2,4
Huile d'olive 1,06% 2,2
2. Détermination du coefficient d’extinction spécifique

L'extinction spécifique d'une huile d'olive refléte 1'oxydation de 1'huile et permet d’estimer sa qualité. Cette méthode
est basée sur la mesure d’absorbance en ultraviolet par spectrophotométrie entre 232 et 270 nm due a la formation

d’hydroperoxydes et/ou de leurs dérivés cétoniques avec un maximum d'absorption au voisinage de 270 nm.

L'extinction spécifique est déterminée en solubilisant une prise d’essais dans du cyclohexane et la mesure est réalisée

par spectrophotométrie UV aux longueurs d’onde : 270/ 266/ 274 nm :
AE=E%(271nm)-([(266nm)+E%(274nm)]/2)

Avec E% représentant I’extinction spécifique.
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Tableau 18: Résultats des mesures des coefficients d’extinction spécifiques dans les huiles de graines de cactus, d’argan et

d’olive. Avec E% : I’extinction spécifique.

Echantillon Longueur Absorbance en UV | AE (variation de
d'onde Pextinction
spécifique)
Huile de graine de 274 0,229
cactus 270 0,238 1,5.10°
264 0,244
Huile d'argan 274 0,215
270 0,197 35.10°
264 0,172
Huile d'olive 274 0,136
270 0,149 5.10*
264 0,163

Cette analyse spectrophotométrique en ultraviolet permet de nous fournir des indications sur la qualité, I’état de
conservation des huiles et sur les modifications subies du fait des processus technologiques qui lui sont appliqués.
Nos résultats montrent que pour les trois huiles testées les valeurs du coefficient d’extinction spécifique sont
inférieures & la valeur seuil de 0,22 (ou 2,2 10 & 270 nm pour une huile vierge extra selon les normes

internationales (tableau 18).

3. La composition en acides gras
Les huiles contiennent deux fractions, une principale et majoritaire dite fraction saponifiable constituée de
triacylglycerols et une minoritaire dite fraction insaponifiable constituée de meétabolites secondaires comme les

stérols, les vitamines liposolubles, les caroténoides et autres polyphénols.

Le tableau 19 rapporte les résultats d’analyse de la composition en acides gras de la fraction saponifiable.

148



Tableau 19: Teneur en acide gras dans les huiles d’olive, d’argan, de graine de cactus et de I’huile essentielle de la raquette de
cactus (Opunia megacantha slam dyck) par dosage en chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les valeurs représentent le

pourcentage de moles d’AG. ®représente le rapport entre les pourcentages m-6/wm-3.

POURCENTAGE CENTISIMAL DES ACIDES GRAS

Echantillon Olive Argan Graines de Cactus  H. essentielle de raguette
d’huile de cactus
Acide 8,7 11,8 12,1 17,09
Palmitique

C16:0

Acide 0,7 0,18 0,7 0,43
Palmitoléique

C16:1, o-7

Acide 2,8 6,00 341 2,15
Stéarique

C18:0

Acide 72,79 45,9 18,48 12,84
Oléique

C18:1, ®-9

Acide 13,2 34,1 62,99 34,81
Linoléique

C18:2, -6

Acide 09 0,13 0,25 26,65
Linolénique

C18:3, o-3

AG saturés 11,15 17,8 15,1 19,24
AGMI 73,49 46,08 19,8 13,27
AGPI 14,1 34,23 63,24 61,46
ob/03” 0,069 0,0038 0,004 0,76

Les analyses montrent, comparativement a 1’huile d’olive, que I’huile d’argan est plus équilibrée entre acides gras
monoinsaturés (AGMI) et acides gras polyinsaturés (AGPI). Le rapport AGPI/AGMI est de 0,19 dans I’huile olive,
0,74 dans I’huile d’argan. Ce rapport est plus en faveur des AGPI dans le cactus puisque I’huile de graine de cactus
montre un rapport de 3,3 alors que dans I’huile essentielle de raquette il est de 4,63. La nature des AGPI, en termes de
familles ®3 et w6, indique que les huiles d’olive (13,2), d’argan (34,1) et de graines de cactus (62,99) contiennent

essentiellement de 1’acide linoléique 6. Alors que I’huile essentielle de la raquette de cactus est plus équilibrée entre
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®b et o3, ce qui se traduit par un pourcentage en acide linolénique 3 de 26,65. Ce pourcentage est 30 fois superieur
a celui dans I’huile d’olive, 200 fois supérieur a celui dans I’huile d’argan et 106 fois supérieur a celui dans 1’huile de
graine de cactus. La comparaison des rapports m6/m3 donne une idée plus précise sur les différences en AGPI de ces
huiles. En effet, le rapport w6/w3 est de 0,069 dans I’huile d’olive, plus faible dans les huiles d’argan et de graines de
cactus avec respectivement 0,0038 et 0,004. Alors que I’huile essentielle de raquette présente un rapport plus

équilibré avec une valeur de 0,76 (tableau 19).

4, Teneur en stérols dans les huiles d’argan, de cactus et I'huile d'olive et de leurs

extraits stéroliques

Stérols totaux (mg pour100g) de matiere grasse

2500 -
2000 -
1500 -
1000 - -

500 -

Huile de graine de cactus Huile d'argan Huile d'olive Huile essentiel de la
raquette

Figure 34: Résultats des dosages des stérols totaux en mg/100g des quatre huiles étudiées par chromatographie en phase
gazeuse (CPG).

L’huile de graine de cactus est trés riche en stérols par rapport a I’huile d’argan et I’huile d’olive, avec une valeur de
916,18 mg pour 100g de maticre grasse (figure 34), par contre 1’huile d’olive présente une quantité tres faible 203,72
mg pour 100g, mais supérieure a celle ’huile d’argan 162,3 mg pour 100g de matic¢re grasse, Cependant 1’huile
essentielle de la raquette de cactus issue de I’espéce Opuntia Megacantha, présente une teneur la plus élevée avec
plus de 2g pour 100g (figure 34). Ce qui explique qu’au sein de la méme espéce que la composition varie vis-a-vis

des différentes parties de la plante, et donc la raquette reste la partie la plus riche en phytostérols.

L'analyse de la teneur en stérol (tableau 20) a été effectuée par GC-MS, révélant que I'huile de graines de cactus
contient cinq fois plus de stérols que I’huile d’argan (HA). Par rapport aux extraits de stérols, nous avons un
rendement plus élevé de stérols dans I'extrait de COSE, plus de 2 fois d'extrait d'huile d'olive et prés de 3 fois plus
que I’huile d’argan (tableau 20). Curieusement, la composition de la fraction de stérols HA présente principalement
deux phytostérols, le schotténol (56,97%) et le spinastérol (43,03%). Ceci est en accord avec les travaux déja publiés
par Khallouki et al. (Khallouki et al., 2003). Cependant, l'origine et le procédé d'extraction peuvent influencer les
caractéristiques physico-chimiques de l'analyse des composants (Hillali et al., 2005). Ceci peut expliquer la faible

teneur en stérols totaux dans notre échantillon HA. En revanche, les extraits stérols d'olive et de cactus (OOSE et
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COSE) montrent plus de 80% de sitostérol comme principal phytostérol (Tableau 20). En outre, la teneur en
campestérol est faible dans les huiles d’olive et de cactus. Le Sitostanol et le campestanol, les deux formes saturées
respectivement de campesterol et de sitostérol, sont détectées, dans une moindre mesure dans les extraits d’huiles
d’olive (OOSE) et dans graine de cactus COSE (tableau 20).

Tableau 20 : Analyses GC-MS de Stérols des huiles d’ Argan, de graines de cactus, d’olive et des extraits stéroliques obtenus a
partir des huiles.

Huile d’argan Huile de graine Extrait Stérols
Cactus
Stérol AOSE COSE OOSE
Schotténol 91.24° 11.61° 765°  2.90° 0.01°
(%) (56.97)° (1.29)° (58.53)° (7.1)° (0.08)°
Spinastérol 68.92° 14.44° 5.42°  1.69° 0.07°
(%) (43.03)° (1.60)° (41.47)° (4.14F  (0.36)°
Campestérol ND 57.94° ND 0.96" 1.28°
(%) (6.43)° (2.34F  (6.97)
Sitostérol ND 737.85° ND  3331° 1522°
(%) (81.92)° (81.50)° (82.80)°
Campestanol ND 7.37° ND ND 0.10°
(%) (0.82)° (0.55)°
Sitostanol ND 71478 ND 2.01° 1.70°
(%) (7.94)° (4.94F  (9.25)
Stérols Totaux 160.16° 900.68° 13.08"° 40.87° 18.38°

Valeurs représentent a: mg/100 g d’huile; b: mg/100 ml d’extrait; c: % of de sterols totaux
AOSE : Argan oil sterol extract. COSE: Cactus Oil sterol extract. OOSE: Olive oil sterol extract.

5. La teneurs en Vitamine E ( tocophérols)

La teneur en tocophérols des différentes huiles a été évaluée par HPLC. L’huile d’argan contient une quantité tres
importante de la vitamine E avec une valeur de 752,21mg/100g, par rapport a 1’huile de graine cactus 117,58
mg/100g, une valeur similaire a celle trouvée chez I’huile d’olive avec une teneur de 115,78 mg/100g. Au niveau de
I’huile d’argan, le gamma-tocophérol est majoritaire (Tableau 21, Figure 35). Par contre, I’huile essentielle de
raquette de cactus, d’Opuntia megacantha slam dyck, contient pratiquement que de 1’ a-tocophérol avec une teneur de
100%, les autres dérivés tocophérols n’ont pas été identifiés. La composition en vitamine E de 1’huile de graine de
cactus difféere de 1’huile essentiel de la raquette, car nous avons trouvé deux composés majoritaires de tocophérol
avec une composition equilibrée entre le B-tocophérol 36.89% et la y-tocophérol 58.06%, alors que les autres
tocophérols, 1’a- et le o tocophérols, sont en faible quantité & environ moins de 6%. Donc nous remarquons une
grande différence du point de vu composition de la vitamine E dans les différents types d’huiles, et dans les

différentes parties de la méme espéce de cactus.
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Tocophérols totaux (mg/100g)
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Figure 35: Résultats du dosage des tocophérols totaux en mg/100g des quatre huiles étudiées par chromatographie en phase

liquide a haute performance (HPLC).

Tableau 21: Résultats des différents types des tocophérols des quatre huiles étudiées exprimées en pourcentage.

Pourcentage des différents types des tocophérols (%)

Echantillons Alpha Beta Gamma Sigma
Huile d’olive 88.01 7.57 4.42 ND
Huile d’argan 5.86 0.12 89.98 4.04
Huile de graine de cactus 1.27 36.89 58.06 3.77
Huile essentielle de
raquette 100 ND ND ND

6. Discussion

Dés le milieu des années 1990, I’intérét grandissant pour des huiles plus riches en acides gras polyinsaturés a permis
d’obtenir une analyse fine d’huiles alimentaires comme I’huile d’argan (Gharby et al., 2011; Bennani et al., 2007;
El Kebbaj et al., 2013). Depuis, il a été démontré dans de nombreuses publications les effets bénéfiques sur la santé
humaine de cette huile (Berrougui et al., 2006,; Cherki et al., 2005; Derouiche et al., 2005; Drissi et al., 2004).
Ces effets bénéfiques sont ’objet d’étude dans de nombreux laboratoires pour identifier les molécules et les cibles
cellulaires qui en sont responsables et comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents (E| Kebbaj et al., 2013;
El Kharrassi et al., 2014; El Kebbaj et al., 2016). La recherche de nouvelles sources de molécules naturelles nous a

poussés a analyser les caractéristiques physico-chimiques d’une plante adaptée a de nombreux biotopes, en particulier
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au milieu aride qu’est le cactus. Dans ce travail, nous avons effectué¢ des analyses qualitatives et quantitatives en
paralléle des huiles d’argan et de graine de cactus ainsi que de 1’huile essentielle de raquette de cactus. L huile
d’olive a été utilisée comme huile référence a cause des nombreuses études et analyses effectuées sur ce composé

naturel.

L’analyse qualitative montre que 1’huile d’argan a la plus faible acidité (0,28%), en accord avec la valeur de 0,27%
donnée par Gharby et al., (2011), alors que I’huile issue de graine de cactus est plus proche en acidité de I’huile
d’olive. Malgré que I’acidité soit généralement exprimée en acide oléique, elle ne renseigne pas sur la composition
réelle d’huile en acides gras. 11 a été postulé que la teneur et la composition des triacyglycérols dans les amandons
évoluent avec le degré de maturation du fruit et cette composition s’équilibre a maturité (Gharby et al., 2011). La
faible acidité mesurée pour 1’huile d’argan refléte donc une faible hydrolyse des triacyglycérols pour libérer des
acides gras. Selon la norme marocaine N.M. 08.5.090, I’huile d’argan est classée comme vierge extra si son acidité
est <a 0.8%, alors qu’elle est classée en huile vierge fine avec une acidité comprise entre 0.8 et 1.5% (Snima, 2003 ;
Rahmani, 2005). La tres faible, voir I’absence, d’utilisation d’huiles obtenue de graine de cactus par 1’homme
jusqu’a présent expliquerait 1’absence aussi de normes internationales méme si la consommation du fruit de cactus

(contenant les graines) est largement répandue au Maroc comme dans d’autres pays.

Deux facteurs, I’air et la lumiére, peuvent influencer la qualité sensorielle d’une huile alimentaire. En effet, en
fonction du temps, 1’exposition de I"huile a ’oxygeéne de I’air et & la lumiére peut engendrer une oxydation des
doubles liaisons des AGMI et AGPI par un mécanisme radicalaire et auto-catalytique dont la cinétique dépendra de la
température et de la présence de catalyseurs métalliques (Cu, Fe, Mn), mais également du degré d’insaturation des
acides gras présents dans 1’huile. Les produits de cette oxydation sont des hydroperoxydes, composés instables et qui
donnent rapidement des dérivés époxydes et cétones. Sur le plan sensoriel, cette oxydation se traduit par le
rancissement de ’huile et qui peut étre mesuré par l’'indice de peroxyde de cette huile et par le coefficient
d’extinction spécifique (Gharby et al., 2011). Nos analyses montrent, comparativement a 1’huile d’olive, que I’indice
de peroxyde est plus élevé dans 1’huile de graine de cactus qui est riche en AGPI, en particulier en oméga 3 plus riche
en doubles liaisons. Ceci est confirmé par les mesures en spectrométrie et le calcul du coefficient d’extinction

spécifique qui est plus faible dans les huiles d’argan et de cactus que dans I’huile d’olive moins riche en AGPI.

Les analyses chromatographiques de la composition en acides gras des huiles d’argan et de cactus révélent que 1’huile
essentielle de raquette et ’huile de graine de actus sont trés riches en AGPI, principalement en acides linoléique et
linolénique qui représentent plus de 60% des acides gras avec une spécificité de la raquette dont 1’huile essentielle est
particulierement riche en acides linolénique (26,6 %). Plusieurs études ont montré que chez le cactus (en particulier
dans le fruit, la pulpe et la graine) on trouve un pourcentage élevé d’acides linolénique et oléique (El-Mostafa et al.,
2014). Un taux élevé en acide linoléique oméga-6 dans I’huile de graine (53.5% a 70.29%) et ce taux est plus élevé

que dans les huiles de pepins de raisin, de sésame et de tournesol (El-Mostafa et al., 2014). Comme précurseur de

153



I’acide arachidonique, I’acide linoléique est considéré come ayant un effet hypocholestérolémiant et des propriétés
inhibitrices de la prolifération des cellules métastasiques du cancer du colon (Soel et al., 2007). Alors que I’acide
linolénique oméga-3 possede des effets bénéefiques dans les maladies cardiovasculaires, les conditions inflammatoires
et les diabétes (Kim et al., 2014).

Dans la fraction insaponifiable, nous avons analysé les stérols présents dans les huiles étudiés. 1l est clair que I’huile
essentielle de raquette contient un taux tres élevé en phytostérols de prés de 2g/100g de matiére grasse. Ramadan et
Morsel (2003) ont montré que le B-sitostérol est un stérol majeur présent dans le fruit, la pulpe et les graines allant de
6,75 a 21,1 mg/g. Le campestérol est présent dans la pulpe, la peau et la graine entre 1,66 et 8,76 mg/g (Ghazi et al.,
2013; El-Mostafa et al., 2014). D’autres stérols sont présents en quantités plus faibles, notamment, le stigmastérol, le
lanostérol et I’avanestérol (Ghazi et al., 2013; El-Mostafa et al., 2014). Nous avons également montré la présence
de deux autres stérols présents en quantité importante dans 1’huile d’argan. Il s’agit du spinastérol et du schotténol (El

Kharrassi et al., 2014).

Chez le cactus Opuntia, la peau du fruit est riche (17,6 g/kg) en a-tocophérol (ou vitamine E), alors la graine contient
un taux plus faible (0,403 g/kg), principalement du y-tocophérol (Ramadan and Morsel, 2003 ; EI-Mostafa et al.,
2014). Ici nous montrons que I’huile essentielle de raquette est trés riche en a-tocophérol (46,7 g/kg) alors que 1’huile
de graine de cactus contient plus du double en terme de quantité de tocophérols, principalement du a- et du y-
tocophérol. L’huile d’argan semble étre la plus riche y-tocophérol comme principal tocophérol (Ramadan and
Morsel, 2003 ; El-Mostafa et al., 2014).

L’intérét grandissant, aussi bien des pouvoirs publics que des industriels, pour le cactus au Maroc nécessite
d’identifier non seulement les espéces de cactus cultivées mais également des biomarqueurs specifiques permettant
d’identifier I’origine des huiles et huiles essentielles dans les extraits de cactus en fonction de I’espece et de la partie
de la plante utilisée. Les analyses présentées dans ce travail vont dans ce sens et pourraient de se révéler utiles pour

établir de nouvelles normes en particulier pour les produits issus du cactus.
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C. Evaluation de I'activité biologique in vitro des phytostérols et leurs effets sur le
métabolisme lipidique au niveau des cellules microgliales BV-2

1. La synthése chimique d'schotténol et spinastérol

Khallouki et al. 2003 ont rapporté que les deux stérols majeurs trouvés dans HA sont le schotténol et le spinastérol,
qui sont également présents dans 1’huile de graine de cactus (HGC). Comme ces composes ne sont pas disponibles
dans le commerce, nous les avons synthétisé en utilisant I'hydrogénation de 1’acétate 7-déshydrostigmastéryl pour le
spinastérol et 1’hydrogénation compléte par réduction en présence du Nickel de la du 7-déshydrostigmastérol

(Kircher et al., 1973). Structures chimiques du schotténol et spinastérol sont présentés dans la figure 35A.

2. Effets des phytostérols (PS) sur la fonction mitochonriale dans les cellules

microgliale BV2

Le test MTT a été réalise pour évaluer I'effet de PS naturels sur la fonction mitochondriale et la viabilité des cellules
BV2. La production de formazan par les déshydrogénases mitochondriales est proportionnelle au nombre de cellules
viables et refléte l'activité métabolique mitochondriale. Le 7-a cétocholestérol (7KC) et le 4-hydroxycholestérol (4a.-
OHC) ont eté utilisés respectivement comme molécules contréles pour le test MTT comme rapporté précédemment
(Nury et al., 2013). La figure 35B montre que la réduction du MTT indique une diminution du nombre de cellules
viables par rapport au contréle. Le 7KC a un effet important sur la viabilité cellulaire et exérce une cytotoxicité a 20
uM apres, respectivement, 24 ou 48 h de traitement, tandis qu’a la méme concentration le 4o-OHC a montré un effet
treés faible (Fig. 35B). Le traitement avec le schotténol a un léger effet et méme a 155 uM nous avons encore 80% et
70% de cellules viables respectivement a 24 et 48 h (Figure 35B). Par ailleurs, une forte concentration de spinastérol
semble étre plus cytotoxique que le schotténol. Comme le montre la Figure 35C, pour une concentration a 155 uM,
on révele respectivement 60% et moins de 40% de cellules viables a 24 et a 48 h. Le traitement avec un mélange
contenant a la fois du schotténol et du spinastérol et & une concentration finale de 155 puM a montré un effet
intermédiaire (Fig. 35D). Les extraits de stérols ont été préparés a partir de I'huile d'argan (AOSE) et I'huile de
graines de cactus (COSE), et leurs contenus en stérols sont présentés dans le tableau 20. Les traitements en paralléle
avec ces extraits ont révelé une légére diminution dose-dépendante de la viabilité cellulaire, qui se éléve a 80% apres
48 h (Figure 35E). Par rapport a des cellules microgliale BV2, la lignée cellulaire humaine de la prostate LNCaP
semble étre plus sensible aux extraits de stérols, montrant 50% d'inhibition de la prolifération cellulaire apres 48 h et
seulement a 25 uM (Khallouki et al., 2003). Cela pourrait s’expliquer par 'accumulation de stérols dans des cellules

LNCaP, pour lesquels I'absence du mécanisme de rétrocontréle du cholestérol a été montrée (Hager et al., 2006).
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Figure 35: (A) Structure chimique du schotténol et du spinastérol. (B-E) Effets des stérols sur la prolifération cellulaire et la
viabilité mesurées avec le test MTT sur des cellules microgliales BV2 traitée pendant 24h ou 48 h. 7-Cétocholesterol (7KC) était
utilisé comme contréle positif et 4 alpha-hydroxycholestérol (4a-OHC) comme contr6le négatif pour I'induction de la mort
cellulaire dans une gamme de concentration de 2 a 155 uM pour le schotténol (B), le spinastérol (C) ou de leur mélange (D), et
de 12 a 50 uM pour I’extrait stérol AOSE (huile d'argan) ou COSE (huile de cactus) (E). Les valeurs ont été normalisées par

rapport au contrble et ont été considérées comme statistiquement significatif (test t de Student) a P <0,05.

156



3. Mesure de la mort cellulaire avec l'iodure de propudium (IP) par cytométrie en flux
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Figure 36 : Evaluation de la mort cellulaire sur les cellules de BV2 apreés traitement (24h) avec du 4-3 cétocholestérol (4p3-KC),

[T

du 7-a cétocholestérol (7a-KC), du spinastérol (spina) ou du schotténol (Schott.) a 1,5, 6,25, 12,5, 25 et 50 um. Test de I'iodure
de propidium par cytométrie en flux.

Les résultats du test IP par cytométrie en flux ont montré que la mort cellulaire est trés importante apres traitement
par le 7KC par rapport au contréle négatif 4a-HOC a 50 uM aprés 24h. Pour le spinastérol, a partir d’une
concentration de 50uM, nous avons prés de 10% de mort cellulaire. Alors que pour le schotténol aucun effet

significatif n’a été¢ mesuré (figure 36).

4, Effets des phytostérols sur le potentiel de la membrane mitochondriale (AYm) dans

les cellules microgliales BV2

Le potentiel de la membrane mitochondriale (A¥m) a été mesuré en utilisant la sonde fluorescente DIOC6(3). Le
traitement avec le véhicule (DMSQO) a montré 20% de cellules avec une dépolarisation mitochondriales négatifs. Pour
une meilleure précision des analyses, les résultats sont normalisés en pourcentage du controle (figure 37). Aprés 24h
de traitement, le pourcentage observé de cellules BV2 avec des mitochondries dépolarisees sous traitement du
schotténol ou du spinastérol était de 40% par rapport au témoin, révelant une augmentation du A¥m et une
hyperpolarisation des mitochondries dans des cellules BV2, excepté apres traitement avec le spinastérol a 50 uM
(Fig. 37A). En revanche, une incubation plus longue (48h) avec du schotténol conduit a une diminution du A¥m et

une dépolarisation des mitochondries révélés par un pourcentage plus élevé de cellules négatives en DiOC6 (Fig.

157



37A). De la méme maniére, le traitement pendant 48 h avec le spinastérol inverse la polarité de la membrane
mitochondriale, par rapport au point 24 h, et le méme pourcentage de cellules négatives a été obtenu que dans le
controle (Fig. 37A). Les traitements avec des extraits de stérol ne révélent aucun effet significatif d’AOSE sur le
AW¥m, tandis que le traitement avec le COSE conduit a une hyperpolarisation des mitochondries a 24 h et a une
dépolarisation avec une incubation plus longue de 48 heures (Fig. 37B). Comme le sitostérol représente plus de 80%
de I’extrait stérolique COSE (tableau 20), I'effet de COSE pourrait probablement étre attribuée a ce composé, qui peut
étre hydroxylé dans les mitochondries (Aringer et al.,, 1976). De plus, sitostérol peut étre incorporé dans la
membrane des mitochondries favorisant ainsi la fluidité de la membrane intérieure et, par conséquent conduirait a

l'augmentation du potentiel de la membrane mitochondriale (Shi et al., 2013).
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Figure 37: Effet des stérols, A: schotténol et spinastérol, ou des extraits de stérols,B: huile d'argan (AOSE) et I'huile de graines
de cactus (COSE), sur le potentiel transmembranaire mitochondrial mesuré par la sonde DiOC6(3) par cytométrie de flux, dans
les cellules BV2 traités 24H ou 48H. 7-Ketocholesterol (7KC) était utilisé comme témoin positif. Les cellules ont été traitées par
le véhicule (DMSO ou I'éthanol) ou par différents stérols dans une gamme de concentration allant de 12,5 a 50 uM. Les valeurs
ont été normalisées par rapport au contrle et ont été considérées comme statistiquement significatif (t-test de Student) a P

<0,05. Le pourcentage de cellules négatives dans le controle est de 20%.
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5. Etude de I'effet des phytostérols du cactus et de I'huile d’argan sur les activités des

complexes respiratoires mitochondriaux dans la lignée microgliale BV2

Les effets des phytostérols mesurés sur le potentiel membranaire mitochondrial nous ont conduit a évaluer les effets

de ces stérols sur les activités des complexes respiratoires mitochondriaux.

La figure 38 montre ’activité du complexe I rapporté a 1’acivité de la citrate synthase dans les cellules BV non
traitées ou traitées avec le schotténol ou le spinastérol. Aucun de ces 2 phytostérol n’a d’effet sur cette activité a une

une concentration 10uM.

Les résultats des mesures des activités des complexes 11 et 111 (Figures 39 et 40) nous montrent que le schotténol et le

spinastérol n’ont pas d’effet, a la concentration de 10uM.

Rapport des activités Complexe I/CS
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Contréle (Dmso a BV2 traité avec BV2 traité avec
0.13%) Schotténola 10uM Spinastérol a 10uM

Figure 38: Dosage de I’activité du complexe I isolé de cellules microgliale BV2 traité 24H avec le DMSO a 0.13% (contrdle)
ou par mes phytostérols : Schotténol ou Spinastérol & une concentration de 10uM. Les valeurs représentent le rapport activité du

complexe [ a I’activité du citrate synthase (CI/CS).

Rapport des activités Complexe 11/CS
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Figure 39: Dosage de I’activité du complexe II isolé des cellules BV2 traitées pendant 24H avec le DMSO a 0.13% (controle)
ou des phytostérols : Schotténol ou Spinastérol a une concentration de 10uM. Les valeurs représentent le rapport activité du

complexe II a I’activité du citrate synthase (CII/CS).
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Figure 40: Dosage de I’activité du complexe III isolé des cellules BV2 traitées pendant 24H avec le DMSO a 0.13% (contrdle)
ou des phytostérols : Schotténol ou Spinastérol a une concentration de 10uM. Les valeurs représentent le rapport activité du
complexe III a I’activité du citrate synthase (CII1/CS).
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Figure 41: Dosage de I’activité du complexe IV isolé des cellules BV2 traitées pendant 24H avec le DMSO a 0.13% (contrdle)
ou des phytostérols : Schotténol ou Spinastérol a une concentration de 10uM. Les valeurs représentent le rapport activité du

complexe IV a I’activité du citrate synthase (CIV/CS).

Les résultats du dosage du complexe IV isolé montrent que le schotténol a 10uM présente un effet par rapport aux
spinastérol (figure 41). Cet effet peut le considéré comme un agent dopant, puisqu'il active 1,5 fois ’activité du
complexe IV (COX cytochrome Oxydase) qui est le dernier segment de la chaine respiratoire Mitochondriale.

6. Mesure de l'intégrité de la membrane lysosomale par coloration a I'Acridine

Orange

L'analyse de l'intégrit¢ de la membrane lysosomale permet d'évaluer 1’activité lysosomale des pompes a protons.
Dans les lysosomes, les protéases actives peuvent diffuser dans le cytoplasme suite aux divers dommages cellulaires.

Pour mesurer donc l'intégrité de la membrane lysosomale, I’acridine orange (AO) est largement utilisé (Baarine et
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al., 2012). L’Acridine orange est une base faible qui s’accumule dans sa forme chargée dans les lysosomes des
cellules vivantes en raison de faible pH lysosomale donnant une couleur orange/rouge fluorescente lorsqu'elle est
excitée par une lumiére bleue (Olsson et al., 1987). Pendant I'exposition prolongée a des agents cytotoxiques, cette
fluorescence diminue nettement (Y uan et al., 2000). Un changement de fluorescence de I'orange/rouge au vert reflete
des fuites du contenu lysosomal et la redistribution des AO des lysosomes, ce qui indique une insuffisance des

membranes lysosomales et/ou de la capacité des lysosomes a maintenir un faible pH.
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Figure 42: Effets de spinastérol, du schotténol, du 7 beta-hydroxycholestérol ou du 7-cétocholesterol sur l'intégrité de la
membrane lysosomale dans les cellules BV2. Les cellules BV2 ont été cultivées pendant 24 h en I'absence ou en présence du
spinastérol (SPIN), schotténol (SCHOT) dans une plage de concentrations de 1,51 a 50 uM. 7beta-hydroxycholestérol (7B), et
7-ketocholesterol (7KC), a 50 uM chacun, ont éte utilisés comme témoins positifs. Les pourcentages des lysosomes déstabilisés
ont été déterminés aprés coloration avec l'acridine orange. Aprés 24 h de culture en l'absence ou en présence du SPIN, du
SCHOT, du 4pOHC, ou du 7KC, les cellules ont été colorées avec AO pendant 15 minutes a 37°C, lavé, remis en suspension
dans du PBS, et directement analysées par cytométrie de flux. Les données presentées sont la moyenne + Ecart-type de trois

expériences indépendantes.

Les effets de SPIN et SCHOT ont été comparés a ceux de 4BOHC et du 7KC (50 uM) utilisés respectivement
comme controles négatif et positif. Dans la gamme de concentration utilisée (1.51-50uM) avec 4BOHC et n’observe
donc aucun effet n’a été¢ donc observé sur les fonctions lysosomales (Figure 42). Sous traitement du 7KC, un effet-
dose sur les lysosomes qui sont destabilisés par rapport au control. Cependant, sous traitement avec SCHOT ou SPIN
nous avons un effet-dose inversé et ceci a partir de la faible concentration 1.51uM indiquant des lysosomes
déstabilisés (Figure 42). Certain dommages des organites, en particulier au niveau des lysosome, ont été signalés sur
différents types de cellules au cours de traitement avec différents oxystérols (Vejux et al., 2009, Lordan et al.,

2009). De plus, l'intérét de préciser la capacité des phytostérols (SPIN et SCHOT) a induire un dysfonctionnement
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lysosomale pourrait avoir des conséquences sur le métabolisme des lipides (Soccio et al., 2004, Toulmay et al.,
2011). Dans les oligodendrocytes murins 158N, de 1égérs dysfonctionnements de l’intégrité de la membrane
lysosomale ont été observées sous traitement par 4aOHC et 4OHC (Nury et al., 2013). Certain oxystérols ont peut

d’impact sur le lysosome comme 4aOHC et 4BOHC (Nury et al., 2013).

7. Effet des phytostérols sur I'expression de LXRaq, de LXRf et de leurs genes cibles

Les niveaux d'’ARNm génes d'intérét ont été mesurés dans les cellules BV2 par PCR quantitative. Tout dabord
I'expression basale des ARNm de LXRa et de LXRp et de leurs génes cibles ABCAL et ABCGL1 ont été évalues.
L’analyse par qPCR a révélé que dans les cellules BV2, I’expression des ARNm LXR o est trés faible, alors que celle
des ARNm LXRp est 10 fois plus élevée et que les transcrits de ABCAL et de ABCG1 sont exprimés (Fig. 43A et B).
Le ligand benzenesulfonamide synthétique, le T0901317, de LXR induit dans les cellules BV2 a la fois les ARNm de
LXRa et de LXR et ceux de leurs génes cibles ABCG1 et ABCA1 (Fig. 43). L’induction des ARNm d’ABCA1 par
T0901317 a été rapportée dans les macrophages de souris (Terasaka et al.,, 2003). Cependant, a une forte
concentration du ligand T0901317 de LXR nos travaux motrent un effet inhibiteur principalement sur 1’expression
des ARNm de LXRp (fig. 43D). Cette inhibition se traduit également par une diminution de I'expression des ARNm
de ABCAL et de ABCGL1 (Fig. 43 E et F). Le Spinastérol semble étre plus efficace a 10 uM avec une induction des
expressions ARNm de LXRa et de LXR} et celles de leurs génes cibles ABCA1 et ABCGL. Tandis que le traitement
par Schotténol montre un effet plus faible mais significatif sur les expressions des ARNm LXR o et LXR} et celles de
leurs genes cibles. Parmi les phytostérols, les dérivés de I'ergostérol ont été rapportés comme ligands des récepteurs
LXRa et LXRp induisant I'expression du transporteur ABCAL (Kaneko et al., 2003). Curieusement, les extraits de
stérol de I'huile d'argan (AOSE) reduisent I'expression de 'ARNmM LXRp, qui s’accompagne par une diminution
importante des taux des ARNmM de ABCALl et de ABCG1l (Fig. 43D-F). Cet effet de AOSE serait di
vraisemblablement au schotténol et/ou spinastérol, qui sont les pricipaux seuls stérols identifiés dans AOSE (tableau
20).
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Figure 43 : Expression génique des ARNm LXRa et LXRp et de leurs génes cibles ABCAL et ABCG1 dans les cellules
microgliales BV2 : non traité (A et B) ou traitées avec un véhicule (DMSO), par des stérols ou des extraits de stérol pendant 24
h (C-F). Les valeurs de Ct et 2*T obtenues, dans les cellules BV2 non traitées, étaient respectivement les suivantes : LXRa
(35,18 ; 0,52); LXRB (29,64 ; 0,45); ABCAL (32,7 ; 0,18) et ABCG1 (31,08 ; 0,39). Les valeurs ont été normalisées par rapport

au contrdle et ont été considérées comme statistiquement significatif (t-test de Student) a P <0,05 (*).

8. Evaluation de I'activation LXRa et LXRP par les phytostéroles

Le géne rapporteur de la luciférase sous le contréle d'élément de réponse a LXR (LXRE) a été utilisé pour tester
l'activation transcriptionnelles par LXRo ou par LXRB. Comme rapporté précédemment (Kaneko et al., 2003,
Terasaka et al., 2003, Nury et al., 2013), le ligand T0901317, 40-OHC et 4B3-OHC induisent l'activation de LXRa
et dans une moindre mesure (au moins pour T0901317 et pour 4a-OHC) l'activation de LXRp (Fig. 44A et B).
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Curieusement, le schotténol induit une activation significative de LXRa, tandis que le spinastérol provoque
seulement une tres faible activation. De plus, le spinastérol réduit spécifiquement et de maniére significative
l'activation de LXR[. Ce résultat suggere que Spinastérol est impliqué dans la réduction observée des taux d'’ARNm

de genes cibles de LXR, c-a-d ABCAL et ABCDGL (Fig. 44E et F).
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Figure 44 : Evaluation de I'effet de stérols (schotténol et spinastérol) sur I'activation de LXRa et LXRp. Les cellules HEK293
ont été co-transfectées avec un gene rapporteur de la luciférase, sous le contréle de I'6lément de réponse a LXR, le LXRE, et les
vecteurs d'expression de LXRa ou LXR. Les cellules ont ensuite été incubées avec le véhicule (DMSO), le ligand synthétique
de LXR T0901317, , 4a-OHC ou 4B-OHC (comme témoins), ou encore le schotténol ou le spinastérol a différentes
concentrations (1, 5 ou 10 nM). L'activité luciférase du rapporteur a été normalisée a l'activité [-galactosidase et exprimée
comme facteur d’activation, par rapport au véhicule. Les valeurs ont été normalisées par rapport au contrdle et ont été

considérées comme statistiquement significatives (test t de Student) a P <0,05 (*).

En conclusion, nos résultats montrent que les phytostérols de I'huile d'argan ou d'huile de graines de cactus ne sont
pas toxiques pour les cellules microgliales BV2 et peuvent affecter le potentiel de membrane mitochondriale. Les
deux phytostérols, schotténol et spinastérol, peuvent moduler chacun les expressions des géne de LXRa ou de LXRf
ainsi que celles de leurs genes cibles, ABCA1 et ABCGL1. Cependant, seul le schotténol présente une activation
différentielle vis-a-vis de la LXR[ des récepteurs nucléaires. Le ligand synthétique T0901317 est considéré comme
un agoniste puissant de LXR et, comme d'autres agonistes, active le récepteur nucléaire LXR conduisant a la
modulation du métabolisme du cholestérol (Joseph et al., 2002, Schultz et al., 2000). De plus, ce puissant agoniste
révele plusieurs effets secondaires liés a l'activation de genes cibles de LXR impliqués dans la lipogenése hépatique.

Cette activation conduit a l'augmentation du taux de triglycérides dans le plasma et dans le tissus hépatique (Schultz
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et al., 2000). Ceci montre par conséquence, le besoin d’identifier des modulateurs sélectifs qui peuvent réguler le

métabolisme du cholestérol sans avoir des effets secondaires lipogénique.

V. Conclusion et perspectives

Les travaux réalisés dans le cadre de cette these ont été consacrés d’une part a la caractérisation et la valorisation du
germoplasme national de cactus de point de vue agronomique, systématique et physico-chimique ; et d’autre part, a
I’évaluation de 1’activité biologique d’extraits ou de molécules issues. L’ensemble de ces travaux ont permis
d’aboutir aux résultats suivants :

Au niveau agro-morphologique : I’étude phénologique révéle un comportement variable des écotypes installés sous
les conditions agro-écologique de la région de Chaouia, et que leur comportement en termes de production de fruit et
de biomasse varie considérablement entre les espéces et les conditions environnementales, et seuls 15 écotypes, parmi

les 126, produisent des fruits.

Au niveau génétique, I’appréciation du polymorphisme chez le cactus en utilisant des descripteurs morphologiques
et des methodes moléculaires a permis de mettre en évidence de nombreux nouveaux marqueurs. En effet, cette étude
a montre (i) un niveau de diversité génétique faible observé chez les écotypes analysées, (ii) une grande similitude
génétique soulignée, en particulier, entre les écotypes des deux espéces O. ficus indica et O. d' megacantha, (iii) et

que les marqueurs ISSR sont informatifs et trés efficaces pour 1’utilisation des ressources génétiques.

Au niveau physico-chimique : 1’étude a été menée sur la raquette, jus de fruit, la fleur et les épines. Pour la raquette,
les résultats ont montré que la teneur en hydrates de carbone chez I’espéce O. ficus indica est inférieure a celle décrite
pour O. ficus indica d'autres pays. Cela peut étre d0 a des conditions environnementales. Le fait intéressant est la
différence significative entre les écotypes d’O. leucotricha en termes de teneur en cendres, de taux de protéines et de
sucres totaux. En effet, I’espéce O. leucotricha du Moyen Atlas a montré un contenu significativement plus élevée en
sucres totaux que ceux de I'Ouest du Rif, alors que l'inverse a été observé en termes de teneur en cendres et de taux de
protéines, ce qui pourrait &tre utilise comme des indices de distinction entre différents ecotypes. Concernant le jus de
fruit, les travaux ont montré que ni I’espéce, ni l'origine géographique n’affectent les caractéristiques physico-
chimiques des écotypes appartenant aux espéces d’O. ficus indica et O. megacantha du Maroc. Cependant, de
grandes différences ont été observées lorsque nous comparons nos résultats concernant les espéces Opuntia avec ceux
rapportés dans la littérature pour d'autres pays. En résumé, nos résultats ont permis une meilleure caractérisation des
accessions de cactus a fruit marocain. Ces données seront benéfiques pour la valorisation et l'utilisation de ces
écotypes de cactus a fruit a I’échelle national et international. Cependant, la détermination des molécules bioactives
particulierement les composés phénolique, sur les différentes parties de la plante de cactus (raquette, fleur et épine)

des différentes espéces identifiées, a révélé que la raquette de cactus est la plus riche en composes phénolique par
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rapport aux autres parties de la plante, et particuliérement chez 1’espéce O. leucotricha par rapport aux autres especes

étudiées.

Au niveau profil chimique : les résultats obtenus par CG et HPLC sur les caractéristiques des huiles ont montré que
I’huile de graine de cactus est riche en phytostérols et en particulier le sitostérol, par rapport a I’huile d’argan qui
posséde une teneur trés élevée en tocophérols. Le cactus pprésente une composition riche en acides gras saturé, mono
et polyinsaturés et en antioxydants tels que les composés phenoliques (polyphénols et flavonoides), les phytostérols et
les tocophérols. Cette composition particuliére lui conférerait, des propriétés bénefiques se traduisant par des effets
antioxydant, anti-inflammatoire, antidiabétique et antimicrobien. Cependant, les mécanismes moléculaires de ses
effets restent non ¢€lucidés. Sa composition chimique s’avere tres différentes d’une espece a une autre, voir méme
entre les différentes parties de la méme plante, tel qu’au niveau des phytostérols. A 1I’exemple de 1’huile de graine de
cactus qui est riche en sitostérol, aloros que I’huile essentiel de la raquette, est plutot riche en sitostanol. Cette

différence a été aussi observée au niveau des compositions en tocophérols et en acides gras.

En fin, une évaluation de I’activité biologique des phytostérols issues de ’huile d’Argan et de cactus a été évaluée
sur le métabolisme lipidique pour un modele de cellules microgliales, cellues impliquées dans la neuroinflammation
cerebrale. Dans ce contexte, nous avons caractérise les effets de certains extraits stérols ou de phytostérols sur
I’expression et 1’activation de genes impliqués dans 1’efflux du cholestérol dans les cellules microgliales BV2.
L’effets de deux phytostérols ont été suivis. Il s’agit du spinastérol et du schotténol qui sont majoritaires dans la
fraction sérols de I’huile d’argan et sont présents également dans I’huile de graine de cactus. Nos résultats ont montré
que (i) ces molécules ne sont pas toxiques pour les cellules microgliale BV2 ; (ii) elles ont un impact sur le potentiel
de la membrane mitochondriale ; (iii) elles peuvent moduler I'expression des génes de LXRa et LXRp ainsi que leurs
génes cibles, ABCAL et ABCG1. Cependant, seul le schotténol montre une activation différentielle vis-a-vis du
récepteur nucléaire LXRP. Ces phytostérols sont considérés comme des agonistes de LXR capables d’activer ce

récepteur nucléaire et permettant une modulation du métabolisme du cholestérol.

L’ensemble de nos résultats pourront servir comme base de décision pour une meilleure exploitation, utilisation et
valorisation des écotypes de cactus marocains a des fins : alimentaire, biomédicale et/ou commerciale. Ces recherches
aideront a mieux orienter les choix des écotypes a planter pour chaque zone agroécologique afin de realiser une

complémentarité inter-régionale au lieu d’une concurrence vis-a-vis de la commercialisation du cactus Opuntia.

Une partie des travaux, a savoir : I’étude des comportement phénologique, la caractérisation physicochimique du jus
de fruit et de la raquette, 1’étude morpho-anatomique et 1’évaluation de I’activité biologique des phytostérols issues de
cactus et de I’huile d’argan ont fait I’objet de trois publications dans des journaux internationaux (indexés et

impactés).
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En perspective, nous envisageons de séquencer les ADN des différentes espéces identifiées, afin d’obtenir des
profils génotypiques propres a chacun et qui pourraient étre stockés dans la banque de géne a I'INRA. D’identifier
des biomargeurs spécifiques grace a la possibilitée de désigner des amorces spécifiques pour les différents génotypes
de cactus. Il serait intéressant de tester aussi les extraits des composés phénoliques a partir des fleurs issues de quatre
variétés appartenant aux deux espéces de cactus Opuntia ficus indica et Opuntia megacantah slam dyck. Nous avons
décrit sept espéces identifiées dans huit régions du Maroc, dont deux identifiees pour la premiere fois, notamment,
Opuntia leucotricha, Opuntia Inermis, ainsi Opuntia ficus indica, Opuntia megacantah slam dyck, Opuntia Dillenni,
Opuntia Robusta Wend land, Opuntia Aequatorialis Briton et Rose. Obtenir des extraits de ces différentes espéeces
identifiées a 1’échelle nationale permettrait d’analyser et comparer leurs compositions. Par la suite, continuer
d’évaluer les effets préventifs de molécules issues de différentes especes. Evaluer par exemple les effets protecteurs
de ceratins extrais ou molécules sur les cellules de fibroblaste des patients atteint d’une déficience peroxysomale au
niveau de la béta-oxydation des acides gras respectivement au niveau peroxysomale et au niveau mitochondriale,
ainsi que sur le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. En parallele, nous souhaiterions identifier de
nouvelles molécules telles que des polyphénols provenant de différentes parties de la plante d’espéces étudiées grace
aux dosages par GC-SM et par HPLC-SM. D’autres molécules comme le spinastérol et le schotténol méritent que
I’on approfondisse les études sur leurs effets dans le cadrre des maladies neurodegénératives et comprendre leur

mode d’action en particulier sur I’activation des récepteurs nucléaires LXRa et LXR].
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vi. Annexe

A.

Données supplémentaires

Tableau 2 : Les différentes espéces d’Opuntia existant au niveau international (Anderson, 2001).

©oNOORWNE
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I
o

Opuntia acaulis
Opuntia aciculata
Opuntia aequatorialis
Opuntia alko-tuna
Opuntia alta

Opuntia amiclaea
Opuntia ammophila
Opuntia anacantha
Opuntia andersonii

. Opuntia antillana

. Opuntia apurimacensis
. Opuntia arcei

. Opuntia armata

. Opuntia assumptions

. Opuntia atrispina

. Opuntia atropes

. Opuntia auberi

. Opuntia aurantiaca

. Opuntia aurea

. Opuntia aureispina

. Opuntia austrina

. Opuntia azurea

. Opuntia bakeri

. Opuntia basilaris

. Opuntia bella

. Opuntia bensonii

. Opuntia bisetosa

. Opuntia boldinghii

. Opuntia bonplandii

. Opuntia borinquensis
. Opuntia bravoana

. Opuntia caracassana
. Opuntia cardiosperma
. Opuntia chaffeyi

. Opuntia chavena

. Opuntia chihuahuensis
. Opuntia chisosensis

. Opuntia chlorotica

. Opuntia cochabambensis
. Opuntia cochenillifera
. Opuntia cognata

. Opuntia colubrina

. Opuntia columbiana

. Opuntia conjungens

. Opuntia crassa

. Opuntia crystalenia

64. Opuntia ekmanii

65. Opuntia elata

66. Opuntia elatior

67. Opuntia elizondoana
68. Opuntia ellisiana

69. Opuntia engelmannii
70. Opuntia excelsa

71. Opuntia feroacantha
72. Opuntia ficus-indica
73. Opuntia fragilis

74. Opuntia fuliginosa
75. Opuntia galapageia
76. Opuntia gosseliniana
77. Opuntia guatemalensis
78. Opuntia guilanchi
79. Opuntia helleri

80. Opuntia hitchcockii
81. Opuntia hondurensis
82. Opuntia howeyi

83. Opuntia huajuapensis
84. Opuntia humifusa
85. Opuntia hyptiacantha
86. Opuntia inaequilateralis
87. Opuntia inaperta

88. Opuntia infesta

89. Opuntia insularis

90. Opuntia jaliscana
91. Opuntia jamaicensis
92. Opuntia joconostle
93. Opuntia karwinskiana
94. Opuntia laevis

95. Opuntia lagunae

96. Opuntia larreyi

97. Opuntia lasiacantha
98. Opuntia leucotricha
99. Opuntia lilae
100.Opuntia littoralis
101.Opuntia lucayana
102.Opuntia lutea
103.0Opuntia macrocentra
104.Opuntia macrorhiza
105.0Opuntia martiniana
106.0Opuntia megacantha
107.Opuntia megapotamica
108.Opuntia megarrhiza
109.Opuntia megasperma

127.0puntia pilifera
128.0Opuntiapinkavae
129.0puntia pittieri
130.Opuntia pituitosa
131.Opuntia polyacantha
132.0puntia puberula
133.0Opuntia pubescens
134.Opuntia pumila
135.0puntia pusilla
136.0Opuntia pycnacantha
137.0puntia pyriformis
138.Opuntia quimilo
139.0puntia quitensis
140.Opuntia rastrera
141.0Opuntia repens
142.0puntia rileyi
143.0Opuntia ritten
144.0Opuntia robinsonii
145.0puntia roborensis
146.0puntia robusta
147.0puntia rooneyi
148.0Opuntia rufida
149.0puntia salmiana
150.Opuntia salvadorensis
151.0Opuntia sanguinea
152.0puntia santa-rita
153.0Opuntia saxicola
154.0Opuntia scheeri
155.0Opuntia schickendantzii
156.0Opuntia securigera
157.0puntia soederstromiana
158.0Opuntia spinosibacca
159.0puntia spinulifera
160.Opuntia spraguei
161.Opuntia stenarthra
162.0Opuntia stenopetala
163.0Opuntia streptacantha
164.Opuntia stricta
165.0Opuntia strigil
166.0Opuntia subsphaerocarpa
167.0puntia subulata
168.Opuntia sulphurea
169.0puntia tapona
170.Opuntia taylorii
171.0Opuntia tehuacana
172.0puntia tehuantepecana
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47,
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.

Opuntia cubensis
Opuntia curassavica
Opuntia curvispina
Opuntia cymochila
Opuntia darrahiana
Opuntia deamii
Opuntia decumbens
Opuntia dejecta
Opuntia delaetiana
Opuntia depauperata
Opuntia depressa
Opuntia dillenii
Opuntia discolor
Opuntia durangensis
Opuntia echios
Opuntia edwardsii
Opuntia eichlamii

115.0puntia nuda
118.0Opuntia oricola
119.0puntia pachona

121.0Opuntia pailana

125.0puntia pennellii

122.0puntia pampeana
123.0Opuntia parviclada
124.Opuntia penicilligera

110.Opuntia microdasys
111.Opuntia monacantha
112.0puntia montevideensis
113.Opuntia nejapensis
114.0Opuntia neochrysacantha

116.0Opuntia occidentalis

117.0puntia orbiculata

120.Opuntia pachyrrhiza

126.0Opuntia phaeacantha

173.0Opuntia tenuiflora
174.0Opuntia tomentella
175.0puntia tomentosa
176.0Opuntia triacantha
177.0puntia tuna
178.0Opuntia turbinata
179.0puntia undulata
180.Opuntia urbaniana
181.0Opuntia vaseyi
182.Opuntia velutina
183.Opuntia viridirubra
184.Opuntia vitelliniflora
185.0puntia wetmorei
186.0Opuntia wilcoxii
187.0puntia wootonii
188.0Opuntia zamudioi

Tableau 12 : Estimation du phosphore

Gamme d’étalonnage Echantillons
Tubes 0 1 2 4 5 |1/2 |1/5 | 1/10
KH2PO4a 2pg/ml (ul) 0 | 250 |500 | 750 |1000 |1250
Eau distillé pl 3500 (3250 (3000 2750 (2500 (2250
Molybdate d’ammonium 500 ()
2.5% (ml)
Acide ascorbique 500(u)
10%(ml)
Acide perchlorique 450(1)
70%(ml)

Mettre au bain marie pour 5 minutes, puis lire la densité optique a 820 nm.
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