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Résumé

Lantana camara L. est une adventice tropicale invasive de la famille des Verbenaceae possédant un grand
nombre de composés bioactifs, notamment des triterpenoides pentacyclique, dont les plus importants sont
le lantadéne A et le lantadéne B. Une extraction a 1’acétate d’éthyle de ses feuilles a été effectuée dans
I’objectif d’isoler ces molécules. Les analyses ont permis d’identifier les composés majoritaires de
I’extrait comme étant des triterpenoides pentacycliques : 1’ictérogénine et le lantadéne A. Un second
objectif était d’évaluer le potentiel allélopathique (plus spécifiquement [’activité herbicide et
antigerminative) de 1’extrait sur deux adventices communes en Belgique, Lollium perenne L. et Trifolium
incarnatum L. Les résultats n’ont démontré aucune activité herbicide et antigerminative de I’extrait
envers les deux especes aux concentrations testées. Néanmoins, un potentiel effet inhibiteur de croissance
a été observé sur L. perenne. Un second objectif était I’évaluation de 1’activité antifongique de ’extrait
sur deux champignons phytopathogenes, Fusarium verticillioides et Aspergillus flavus. Les résultats ont
montré que I’extrait a un effet inhibiteur de croissance envers F. verticillioides et A. flavus quand il est

présent dans leur milieu de culture, et cela dés une concentration de 0,05 mg/mL.

Mots-clés : Phytochimie, allélopathie, lantadéne, antifongique, extraction, triterpenoides

pentacycliques, identification, RMN, MS, HPLC

Abstract

Lantana camara L. is a tropical invasive weed of the Verbenaceae family containing a large number of
bioactive compounds, especially pentacyclic triterpenoids, the main ones being lantaden A and lantaden
B. An ethyl acetate extraction of its leaves was performed in order to isolate these molecules. The
analyses identified the majority compounds in the extract as pentacyclic triterpenoids : icterogenin and
lantadéne A. A second objective was to evaluate the allelopathic potential (more specifically the
herbicidal and antigerminative activity) of the extract on two common weeds in Belgium, Lollium
perenne L. and Trifolium incarnatum L. The results showed no herbicidal and antigerminative activity of
the extract on either species at the concentrations tested. Nevertheless, a potential growth inhibitory effect
was observed on L. perenne. A second objective was the evaluation of the antifungal activity of the
extract on two phytopathogenic fungi, Fusarium verticillioides and Aspergillus flavus. The results showed
that the extract has a growth inhibitory effect on F. verticillioides and A. flavus when present in their

culture medium, and this as early as a concentration of 0.05 mg/mL.

Key-words : Phytochemistry, allelopathy, lantadene, antifungal, extraction, pentacyclic triterpenoids,
identification, NMR, MS, HPLC
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Abréviations

-ACN : Acétonitrile

-BE : Belgique

-CCM : Chromatographie sur couche mince
-FTIR : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
-h : Heure

-H>O : Eau

-HFo : Acide formique

-HPLC : High performance liquid chromatography (chromatographie en phase liquide a haute
performance)

-LA : Lantadeéne A

-LB : Lantadéne B

-LC : Lantadéne C

-LD : Lantadene D

-MeOH : Méthanol

-mg : Milligramme

-min : Minute

-mL : Millilitre

-mm : Millimétre

-MS : Spectrométrie de masse

-nm : Nanometre

-NL : Pays-Bas

-n.s. : Non significatif

-PDA : Milieu Potato Dextrose Agar

-RLA : Lantadéne A réduit

-RLB : Lantadéne B réduit

-RMN : Résonnance magnétique nucléaire
-SNA : Spezieller Nahrstoffairmer Agar
-UV : Ultraviolet

-pum : Micromeétre
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1 Introduction
1.1 Contexte de I’étude

Lantana camara L., I’espéce la plus connue et répandue du genre Lantana, est utilisée dans de nombreux
pays en médecine traditionnelle. Dans 1’objectif de contribuer a 1’étude phytochimique de L. camara et de
justifier son utilisation en médecine traditionnelle, Fatimata Nea a étudi¢ les huiles essentielles des
différents organes de la plante dans le cadre de sa thése. Elle s’est particuliérement intéressée a la
détermination de leur composition chimique ainsi qu’a 1’évaluation de leurs activités biologiques. Elle a
pu conclure a une variabilité dans la composition des huiles essentielles selon ses organes, ainsi qu’en
fonction de son stade phénologique, de facteurs biogéographiques et génétiques. Les huiles essentielles de
ses fleurs et de ses feuilles ont montré des activités insecticides, antioxydantes et anti-inflammatoires.!
Lantana camara L. est également réputée pour son potentiel allélopathique important. L’allélopathie, le
phénomene écologique par lequel une plante influence le développement et la croissance d’autres espéces
par la libération de composés allélochimiques dans I’environnement, est un domaine de recherche
important dans notre laboratoire de Chimie des Molécules Naturelles. Il est trés prometteur pour le
développement de nouveaux biopesticides. En effet, plusieurs recherches menées étudient I'extraction, la
purification et la caractérisation de ces composés ainsi que leur mode d'action.

Ce travail de fin d’études s’inscrit dans le projet d’étude phytochimique de L. camara et de son potentiel
allélopathique, en s’intéressant cette fois-ci aux triterpénoides pentacycliques présents dans ses feuilles,
en particulier les lantadénes.

1.2 Objectifs et stratégie adoptée

Ce projet a poursuivi quatres objectifs principaux :

Premiérement, extraire et isoler les triterpenoides pentacycliques, particuliecrement le lantadeéne A,
présents dans les feuilles de L. camara.

En second lieu, le potentiel allélopathique de L. camara a été étudié sur deux adventices communes en
Belgique, Lollium perenne L. et Trifolium incarnatum L., respectivement une monocotylédone et une
dicotylédone. Plus spécifiquement, 1’activité herbicide et antigerminative de 1’extrait de feuilles de L.
camara ont été expérimentées sur ces deux especes.

Troisiémement, un potentiel effet fongicide de ce méme extrait a été¢ étudié sur une sélection de deux
especes de champignons phytopathogeénes, Fusarium verticillioides et Aspergillus flavus.

Finalement, une identification des molécules majoritaires de 1’extrait a été réalisée via la caractérisation
structurale de celles-ci.



2 Etat de Part

2.1 Contexte agro-environnemental

Le développement de I’agriculture a nécessité la mise en ceuvre de moyens de lutte contre les adventices
qui, en concurren(;ant constamment les plantes cultivées, entrainent une perte considérable de leur
productivité.>® Parallélement, les maladies des plantes, telles que celles causées par des champignons
phytopathogenes, ont un impact négatif sur la qualité¢ des cultures et peuvent également entrainer des
pertes de rendement massives.* De surcroit, 25% des cultures de céréales récoltées dans le monde sont
contaminées par des mycotoxines chaque année, entrainant des pertes économiques considérables pour les
produits agricoles et industriels. Ces mycotoxines sont stables dans la nature et ne s'éliminent pas pendant
les processus de transformation des aliments.’

Dans I’ensemble des cultures, le potentiel de perte dii aux adventices est estimé a 32 % alors que les
agents phytopathogénes, tels que les champignons phytopathogeénes, présentent un potentiel de perte
estimé a 15%.°

2.1.1 Adventices

Le désherbage manuel, le désherbage mécanique ainsi que 1’application d’herbicides de synthése sont les
méthodes de lutte contre les adventices les plus utilisées depuis le début de I’agriculture.® Elles ont
permis de limiter les infestations d’adventices et par conséquent une amélioration considérable de la
productivité. Néanmoins, ces différentes méthodes font face a un certain nombre de défis.

Le désherbage mécanique nécessite un retournement supplémentaire de la terre pouvant altérer la
structure du sol et en diminuer sa fertilité. De plus, il n’est pas toujours efficace et peut étre couteux ainsi
que peu durable.!®!! L utilisation intensive de pesticides de synthése ces 50 derniéres années a engendré
un certain nombre d’impacts négatifs sur I’environnement terrestre et aquatique.'’L’inquiétude quant a
’utilisation de ces pesticides se base notamment sur les effets toxiques avérés sur la santé humaine,
animale et des écosystémes, ainsi que sur le phénomeéne de bioaccumulation associé.!>!¢ Finalement, des
especes cibles acquierent une résistance (et une résistance croisée), ayant un impact direct sur le coit et la
durabilité de I’utilisation de ces pesticides.!”!8 Ces différents défis rendent impératif le développement de
méthodes alternatives de lutte contre les adventices, telle que 1’utilisation du biocontrdles, afin d’amorcer
une transition du systéme agricole vers un systéme agroécologique.

Le glyphosate, un biocide synthétique devenu le désherbant le plus utilisé au monde, a été classé comme
un cancérogéne de catégorie 2A (susceptible de provoquer le cancer humain) par le Centre international
de recherche sur le cancer (CIRC), une agence de 1'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS). Par
conséquent, différentes actions ont été menées pour développer et promouvoir les stratégies de
biocontrdle, telles que le soutien a la recherche et I’innovation dans le domaine du désherbage, le soutien
a la politique de sortie du glyphosate en agriculture et 1’accompagnement des agriculteurs dans la
transition écologique.!®2! Les méthodes de biocontrdle reposent sur le principe de gestion des équilibres
des populations de ravageurs plutdt que sur leur éradication, et sont donc axées sur I’'utilisation de
produits agissant via des mécanismes et interactions naturels régulant les relations entre les espeéces dans
leur environnement. Les recherches se sont donc tournées vers des molécules et produits naturels bioactifs
comme sources d'herbicides potentiels.!??2-24

La recherche et la commercialisation de bio-herbicides est encore un domaine sous-exploité, avec
seulement treize bio-herbicides enregistrés en Europe, neuf basés sur des micro-organismes fongiques,
trois sur des micro-organismes bactériens et uniquement un qui utilise un extrait naturel de plante comme
principe actif.?> L’utilisation du phénoméne de 1’allélopathie comme moyen de gestion des adventices fait
partie des méthodes innovantes importantes pour ’avenir de ’agriculture.?$



2.1.2 Champignons phytopathogenes

Les especes de Fusarium sont des champignons phytopathogénes omniprésents dans la nature et qui
contaminent plusieurs matrices alimentaires. Ils peuvent causer la détérioration des cultures, des grains,
des céréales et des fruits pendant les processus post-récolte et le stockage.?’-?® De plus, certaines espéces
de Fusarium, notamment Fusarium verticillioides, produisent des mycotoxines (en particulier des
fumonisines) et des allergénes qui peuvent contaminer les aliments et présentent donc des risques pour la
santé des consommateurs de produits contaminés.?” 33 Les fumonisines sont des mycotoxines liées a
plusieurs problémes de sant¢ comme le cancer de I'cesophage, la néphrotoxicité, l'incidence de
I'hépatocarcinome, ainsi que d’autres affections chez les humains et les animaux.3+33

L’espece Aspergillus flavus est un phytopathogeéne présent comme saprophyte dans les sols du monde
entier, provocant des maladies sur plusieurs cultures agricoles importantes, avant et aprés la récolte.?¢°
L’agent phytopathogene est capable de produire de I’aflatoxine, un métabolite secondaire cancérigéne et
mutagéne dérivé de polykétides.’®*? En outre, ce champignon peut provoquer des maladies animales et
humaines, soit par une croissance invasive causant 1’aspergillose (qui est souvent fatale pour les humains
immunodéprimés), soit par la consommation d’aliments contaminés provoquant ’aflatoxicose et/ou le
cancer du foie.*! Il constitue un probléme majeur dans les pays en développement, particuliérement en
Asie et en Afrique. Entre autre, au Kenya, le nombre de morts dii au mais contaminé se chiffre en
centaines ces derniéres années, notamment 125 morts lors d’une des plus grandes épidémies
d'aflatoxicose en 2004.4** De surcroit, les contaminations par l’aflatoxines causent des pertes de
rendements de 1’ordre de millions de dollars aux Etats-Unis.*

L’utilisation de fongicides synthétiques, bien que ce soit une pratique de gestion efficace des maladies des
plantes, est de plus en plus déconseillée en raison des effets nocifs sur les organismes non ciblés, de la
contamination des systémes aquatiques et du développement de souches résistantes.** 1l est donc
nécessaire de développer de nouveaux moyens de contrdle des maladies des plantes induites par des
champignons phytopathogénes.

2.2 Allélopathie
2.2.1 Définition

Le terme allélopathie a été initialement introduit par Molish en 1937 pour décrire les interactions
biochimiques, a la fois bénéfiques et nocives, entre tous types de plantes ou micro-organismes.>® Cette
définition a évolué avec les recherches effectuées au cours du temps pour se focaliser sur les effets
négatifs, directs ou indirects, d’une plante sur une autre par la libération de composés chimiques dans
I’environnement.

La définition communément admise aujourd’hui désigne le phénomene écologique par lequel une plante
(ou un micro-organisme) influence le développement et la croissance d’autres espéces de plantes ou
micro-organismes par la libération de métabolites secondaires, appelés composés allélochimiques, dans
I’environnement.>!»>

2.2.2 Composés allélochimiques
2.2.2.1 Généralités et mécanismes de libération

Les composés allélochimiques sont des métabolites secondaires biosynthétisés a partir du métabolisme
des glucides, des lipides et des acides aminés. Bien qu’ils ne soient pas nécessaires aux processus
primaires de croissance et a la reproduction des plantes, plusieurs voies de biosynthése sont responsables
de la production des différentes classes de ces composés chimiques.>?

Les composés allélochimiques peuvent étre présents dans toutes les parties de la plante, a savoir les
feuilles, les tiges , les racines, les inflorescences, le pollen, les fruits, les graines et les rhizomes.>* Ils sont
stockés dans la cellule, ou ils n’affectent pas I’activité cellulaire, avant d’étre libérés par différentes voies
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possibles. En effet, ces substances biosynthétiques peuvent étre libérées via quatre mécanismes dans
I’environnement : (1) par le lessivage des parties aériennes des plantes via les précipitations, la rosée ou
I’irrigation ; (2) via la volatilisation des composés des feuilles et des tiges des plantes, absorbés par les
plantes receveuses sous forme de vapeur ou condensat de ces vapeurs ; (3) par I’exsudation racinaire qui
constitue un apport direct dans la rhizosphere ; (4) par la décomposition de résidus végétaux qui libérent
des composés allélochimiques. Il est difficile de déterminer si ils sont contenus dans les résidus et libérés
lors de la décomposition, ou si ce sont des résidus simples convertis en composés toxiques par les micro-
organismes.>> % | existe donc de grandes variations dans la dispersion des produits allélochimiques
biosynthétiques dans les différentes espéces allélopathiques.®!

2.2.2.2 Classification des composés allélochimiques

Un grand nombre de composés allélochimiques de différentes structures (squelette organique) ont été
caractérisés et classifiés en 14 différentes classes : (1) dérivés de 1'acide cinnamique, (2) coumarines, (3)
phénols simples, dérivés de 'acide benzoique, acide gallique et acide protocatéchique, (4) flavonoides, (5)
tanins condensés et hydrolysables, (6) terpénoides et stéroides, (7) acides organiques hydrosolubles, (8)
alcools a chaine droite, (9) aldéhydes aliphatiques, (10) quinines complexes, (11) acides aminés et
polypeptides, (12) alcaloides et cyanhydrines, (13) sulfures et glycosides d'huile de moutarde et (14)
purines et nucléotides.5?

Une nouvelle classification, basée sur leurs structures et leurs propriétés, a regroupé ces composés
chimiques en 11 classes: (i) gaz toxiques, (ii) acides organiques et aldéhydes, (iii) acides aromatiques,
(iv) lactones insaturées simples, (v) coumarines, (vi) quinines, (vii) flavonoides, (viii) tanins, (ix)
alcaloides, (x) terpénoides et stéroides et (xi) divers et inconnus,>¢:63-66

2.2.2.3 Facteurs affectant la production des composés allélochimiques

Différents  facteurs  influencent la  production des  composés  allélochimiques:3>3°-%
1. La quantité, la durée (photopériode) et I'intensité de la lumiére, ainsi que les saisons de croissance et le
stade de croissance de la plante. En effet, I’exposition aux photopériodes de jours longs et la période de
croissance maximale des plantes contribuent a une plus grande production de composés
allélochimiques.®’

2. La carence en minéraux : elle conduit a une plus grande production de produits allélochimiques.

3. Le stress de sécheresse : ces conditions de stress provoquent une augmentation de la production de
produits allélochimiques.

4. La température : les températures plus fraiches favorisent la production en plus grande quantité des
composés allélochimiques.®®

5. L'age et le type de tissu végétal : la production de composés allélochimiques différe entre les espéces et
au sein d'une méme espece, on observe donc une répartition inégale de ces composés en sein de la plante.
6. Les maladies des plantes, les prédateurs, 'ombre et les herbicides peuvent également influencer la
production des composés allélochimiques.?

7. La présence de plantes d’autre especes : la détection de produits chimiques de signalisation d’autres
especes dans le voisinage peut également induire la production de composés allélochimiques, ce
phénomene particulier est appelé ’allélopathie induite. Par exemple, la présence d’Echinochloa crus-galli
induit I’exsudation de molécules allélopathiques chez le riz%%7°

2.2.2.4 Processus post-libération

Divers processus d’association se produisent une fois les composés allélochimiques libérés dans
I’environnement par la plante donneuse :
1) La rétention qui représente le mouvement restreint de la substance a travers le sol, I’eau et I’air,
d’une zone a une autre.



2) La transformation qui constitue 1’altération de la structure ou la forme d’un composé, menant a
son changement fractionnel ou a sa décomposition compléte.
3) Le transport qui décrit le déplacement des composés dans 1’environnement.
Ces différents processus sont influencés par les facteurs environnementaux, les propriétés du sol, la nature
des composés ainsi que les espéces impliquées dans I’interaction.>71-72

2.2.3 Activités des composés allélochimiques

Les effets allélopathiques sur une plante sont généralement le résultat de l'activité conjointe de divers
composés et non d’une phytotoxine unique.”> La réponse de différentes espéces a des produits
allélochimiques dépend de la concentration de ceux-ci, le degré d’inhibition augmentant avec la
concentration. De plus, un effet d'hormese a été observé, certaines substances allélochimiques entravent le
développement d'une espéce a une certaine concentration mais peuvent également favoriser le
développement de cette méme espéce a une autre concentration. 37477

Une action sélective de certains composés allélochimiques sur différentes plantes a également été
rapportée, notamment les lixiviats du sureau qui peuvent entraver le développement de I'herbe pangola
(Digitaria eriantha) mais favoriser le développement d’une autre herbe de paturage, I’Andropogon.’®

Les modes d’activités des composés allélochimiques sont divisés en actions directes et indirectes. Les
influences biochimiques et physiologiques de ces composés sur les processus essentiels du métabolisme
des plantes constituent les actions directes. Les actions indirectes quant a elles comprennent la
modification des propriétés du sol et I’état nutritionnel ainsi que I’altération de la population ou du role
des micro-organismes et des nématodes.>>” "

Les actions allélopathiques agissent a différents niveaux et peuvent affecter divers processus de la plante,
énumérés ci-dessous : 323356

1) L’absorption des minéraux : le taux d’absorption des ions des plantes peut étre modifi¢ par les
substances allélochimiques.’’ Par exemple, il a été rapporté que les acides phénoliques réduisent
l'absorption des macro et micronutriments. 8!

2) La cytologie et 1’ultrastructure : différents produits allélochimiques ont montré une répression de la
mitose dans les racines des plantes.’+76:82-84

3) Les phytohormones : les hormones de croissance végétale, I’'TAA (I’acide indole acétique) et les
gibbérellines, contrdlent I'agrandissement des cellules dans les plantes. L’IAA existe sous forme active et
inactive, inactivée par 1'TAA-oxydase. Il a été rapporté que différents produits allélochimiques répriment
'TA A-oxydase.®® De plus, la production d’éthyléne et d’acide abscissique augmente en condition de stress
allélopathique.®¢

4) La perméabilité membranaire : divers composés organiques modifient la perméabilité des membranes
des plantes.?’

5) La photosynthése : les acides benzoique et cinnamique réduisent la teneur en chlorophylle dans le soja
engendrant une inhibition de la photosynthése.®

Les inhibiteurs de la photosynthése peuvent étre des inhibiteurs ou découpleurs d'électrons, des
inhibiteurs d'échange d'énergie accepteurs d'électrons ou un mélange de ces différents éléments.®’
6) La respiration : les produits allélochimiques peuvent renforcer ou réprimer la respiration, les deux
pouvant étre dommageable pour le systéme de production d'énergie.®

7) La synthése des protéines : des études ont rapporté que les composés allélochimiques peuvent entraver
la synthése des protéines.”

8) L’activité enzymatique : il a été rapporté que divers produits allélochimiques ont un impact sur
l'activité enzymatique spécifique dans les plantes.®>°!

Par exemple, les produits allélochimiques de N. plumbaginifolia ont stimulé 'activité de la catalase et de
la superoxyde dismutase.”?

9) La teneur en proline : une accumulation en proline se produit dans les plantes exposée a un stress.”

10) Les tissus conducteurs : la 2(3H)-benz-oxazolinone (BOA) et la 2,4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-
3(4H)-one (DIBOA), deux composés allélochimiques phytotoxiques isolés du saigle, ont augmenté la
largeur des cellules du parenchyme cortical de la racine de C. sativus.**



11) L’équilibre plante-eau : I’accumulation de certains metabolites comme la proline induit une tolérance
a la sécheresse.”

12) Le matériel génétique : il a été observé que des acides phénoliques ont réduit I’incorporation de
phosphore dans les acides nucléiques de plantules de soja.*-88

13) La croissance et le développement : ils sont influencés par 1I’exposition aux produits allélochimiques.
Des impacts immédiatement visibles ont été rapportés, comprenant : un taux de germination réprimé ou
entravé ; des graines gonflées ; une inhibition de 1’extension de la racine ou de la radicule ainsi que de la
pousse ou du coléoptile ; le gonflement ou la pourriture des extrémités de la racine ; une torsion de I’axe
de la racine ; la décoloration et I’absence de poils de la racine ; une augmentation du nombre de racines
séminales ; une réduction de I’accumulation de biomasse séche et une diminution du potentiel de
reproduction.”® Ces impacts morphologiques nets peuvent étre des manifestations secondaires de
processus essentiels, causés par un éventail d’influences plus spécifiques agissant au niveau cellulaire
dans les plantes réceptrices.”’

Les impacts des composés allélochimiques sur la germination des graines seraient le résultat d’une
interruption des processus cellulaires normaux et ne seraient pas dus a des lésions des organelles. En
effet, la mobilisation des réserves, qui est un processus se produisant généralement durant les premiéres
phases de la germination, semble différer ou diminuer en condition de stress allélopathique.®*

2.3 Lantana camara L.
2.3.1 Généralités

Lantana Camara L. (Figure 1)’® est un
arbuste pérenne de la famille des
Verbenaceae, originaire d’ Amérique tropicale.
L’espeéce a été introduite dans d’autres pays
comme plante ornementale et s’est
aujourd’hui naturalisée dans plus de 60 pays
comme adventice nuisible. Elle est considérée
comme l'une des 100 pires espéces exotiques
envahissantes dans le monde. *-1°!

L. camara est également répertoriée comme
I’'une des plus importantes herbes médicinales a 1’échelle mondiale. Elle est utilisée en médecine
traditionnelle pour le traitement de diverses maladies tels que le paludisme, les ulcéres, les éruptions
d'eczéma et les rhumatismes, 92106

L’espece présente une grande diversité génétique, avec des especes diploides, triploides, tétraploides et
pentaploides, ainsi que de grandes variations morphologiques dues a sa reproduction extensive.?®-107-110
Elle forme des peuplements monospécifiques denses, démontrant sa haute capacité compétitive avec les
autres especes végétales. L’allélopathie de L. camara est I'un des facteurs importants contribuant a sa
prédominance dans divers écosystémes. 111115

Figure 1. Lantana camara L.50

2.3.2 Phytochimie de L. camara

Un grand nombre de métabolites secondaires ont été identifiés chez L. camara, tels que des
triterpénoides, des stéroides, des flavonoides, des coumarines, des phénols, des tanins, des saponines, des
anthraquinones, des naphtoquinones et des glycosides cardiaques.!!®!18

2.3.2.1 Composés phénoliques bioactifs

Dix-sept composés phénoliques ont été¢ identifiés dans des extraits aqueux de L. camara ayant inhibé la
croissance de Lolium multiflorum Lam. et Lemna minor L.. L’acide salicylique et la méthyl coumarine
étaient les composés identifiés ayant ’activité d’inhibition la plus importante.®®-!1%-120



L'acide p-coumarique, qui a été identifi¢ comme le composé phénolique principal dans un extrait aqueux
de L. camara'®, est un type d’acide cinnamique possédant une activité oxydante. Il posséde également
des activités biologiques aux applications pharmacologiques, comme un effet antiprolifératif sur le cancer
du colon et la prévention de la perte osseuse en favorisant I'ostéoblastogenése.!01-121:122

2.3.2.2 Lantadénes et autres triterpénoides

Une ¢étude de Kong et al. (2006) a montré que la croissance de I’adventice aquatique Eichhornia crassipes
et de 1'algue Microcystis aeruginosa est inhibée par les feuilles de L. camara tombées dans 1’eau ainsi que
par leurs extraits. Ils ont également démontré que les substances allélochimiques prédominantes de L.
camara contre E. crassipes et M. aeruginosa ne sont pas des acides phénoliques, mais le lantadéne A
(LA) et le lantadéne B (LB), qui, méme a une faible concentration, ont inhibé de manicre significative
leur croissance.!1%123

Les lantadénes (Figure 2) sont des triterpénoides pentacycliques de la série des oléanes, possédant une
chaine latérale en C22, présents dans les feuilles de L. camara.'?*'2® Les différents lantadénes identifiés
chez L. camara sont les lantadénes A, B, C et D, qui différent par la structure de la chaine latérale fixée
en position C-22 par une liaison ester. Il semblerait que ces variations structurelles peuvent jouer un role
clé sur leur activité pharmacologique.'?”128
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Figure 2.

Structures chimiques des lantadenes

Le lantadéne A et le lantadéne B sont les constituants majeurs des feuilles de L. camara alors que les
lantadénes C et D en sont des constituants mineurs. De plus, les formes réduites des lantadénes A et B
(RLA et RLB) ont également été identifiées chez L. camara. Les lantadénes sont les esters de 1'acide 22-
hydroxyoléanonique qui forme la structure centrale des lantadénes.!2+126.129-131

La majorité des triterpénoides observés chez L. camara sont pentacycliques et appartiennent a la série des
oléanes, quelques-uns appartiennent également aux séries des ursanes et des lupanes, et d’autres ont un
pont oxyde de C-3 a C-25.!'2 Différentes études ont mené a I’isolement et a la caractérisation de la
structure de différents autres triterpenoides chez L. camara (voir tableau 1), 104116,132-141



Tableau 1.Triterpenoides pentacycliques identifiés chez L. camarg 10%114130-139

acide camarique  |camarine ictérogénine

acide camarinique |camarinine 3B,17-dihydroxy-oléane-12-éne

acide lantanolique [acide camarolique |acide oléanolique

acide lantanilique |acide lantrigloylique |acide oléanonique

acide lantoique acide lanthanolique |acide katonique

acide ursolique acide ursolique acide 3-hydroxy-10,19-en-urs-28-oique

acide pomolique [acide bétulonique |acide 22-angeloyloxy- 9-hydroxy-3-oxo-olean-12-en-28-oique

lantacine acide bétulinique

La composition en triterpénoides varie en fonction des parties de la plante et des variétés de L. camara.
Dans la variété a feuilles rouges, le lantadeéne A, le lantadéne B, le lantadéne C et le lantadéne D sont les
constituants majeurs des feuilles de L. camara alors que les lantadénes réduits A et B sont des
constituants mineurs.!12124142-145 poyr le taxon « Townsville Prickly Orange », I'acide oléanique et l'acide
ursonique ont été rapportés comme constituants majeurs de ses feuilles et de ses tiges alors que les LA et
LB ont été rapportés comme constituants mineurs.!!%!46 L'ictérogénine, un autre triterpernoide
pentacyclique, dont la présence dans les feuilles et la tige du taxon « Townsville Prickly Orange » a été
rapportée, n’a pas été détecté dans la variété a fleurs rouges.!!2124143:146 e profil de triterpénoides des
racines de L. camara différe de celui des parties aériennes. L'acide oléanolique et 1’acide oléanonique
sont les principaux constituants des racines de L. camara Helidon white.!!2146

Les triterpénoides pentacycliques possédent un certain nombre de propriétés pharmacologiques telles que
des activités antitumorales, anti-SIDA, antibactériennes et anti-inflammatoires. Les triterpénoides de L.
camara présentent un large spectre d'activités pharmacologiques, y compris des effets antitumoraux.
128,147-150 En effet, des activités anti-inflammatoires et anticancéreuses ont été rapportées pour les
lantadénes et en particulier pour les lantadénes A et B. Le potentiel pharmacologique du lantadéne A
suscite un grand intérét di a son inhibition significative de la protéine du facteur nucléaire-jB (NF-jB),
qui joue un réle central dans la transcription de protéines pro-inflammatoires et cancérogénes, !>!:147:152-157

2.3.3 Potentiel allélopathique de L. camara

L’allélopathie de L. camara a fait ’objet d’un grand nombre d’études qui se sont intéressées au potentiel
allélopathique de ses extraits, de ses lixiviats, de ses résidus et du sol de sa rhizosphére.”

Il a été démontré que les extraits aqueux de L. camara possédent une capacité inhibitrice de la croissance
et de la germination d’un certain nombre d’autres espéces végétales, ainsi qu’une capacité herbicide
envers Eichhornia crassipes.'>® 1 Les mécanismes qui ont été rapportés sont liés au stress oxydatif causé
par la toxicité élevée des extraits.!6%16% TI a également été observé que les extraits méthanoliques de L.
camara ont inhibé la croissance et la germination de Lolium multiflorum Lam.'®

Quant aux lixiviats de L. Camara, ils ont inhibé la croissance et/ou la germination de plusieurs autres
especes végétales (Mimosa pudica L., Triticum aestivum L., Pennisetum americanum L., Setaria italica
L., Lactuca sativa L.) '"%173, inhibé la croissance radicalaire de Cucurbita pepo L., Phaseolus vulgaris L.,
et Lycopersicon esculentum Mill. et modifié la synthése des protéines cytoplasmiques dans ces
radicaux'™, inhibé la croissance et finalement causé la mort de E. crassipes.!’>!7¢ Ces considérations
laissent supposer que des composés allélochimiques peuvent étre libérés dans le sol sous forme de
lixiviats, entrainés par la pluie ou I’eau d’irrigation a partir de différentes parties de L. camara (feuilles,
fleurs, racines, etc.).”

Les investigations sur le potentiel allélopathique des résidus de L. camara laissent présumer que des
composés allélochimiques sont libérés dans le sol durant le processus de décomposition de ces résidus. En
effet, les résidus de L. camara ont montré une activité d’inhibition de la croissance des semis de plusieurs
autres espéces végétales.” 77179



Finalement, les essais sur la rhizosphere ont également montré leur potentiel d’inhibition de croissance
sur différentes especes, ce qui révele la présumable présence de composés allélochimiques au sein de la
rhizosphere, pouvant provenir de lixiviats (drainés des parties aériennes ou exsudés par les racines) ou de
résidus en décomposition. °%180-181

2.3.4 Les lantadeénes, source de toxicité envers les animaux

En plus de sa phytotoxicité, certains taxons de L. camara sont toxiques pour les animaux. Elle peut par
conséquent causer des problémes importants de toxicité envers le bétail, dii a sa prédominance en tant
qu’adventice invasive. De ce fait, différentes recherches ont ét¢ menées sur sa toxicité envers les
animaux. Il a été observé que chez les taxons toxiques pour le bétail, LA et LB étaient des composants
principaux et les RLA et RLB étaient également présents en quantités mineures, contrairement aux taxons
non toxiques, tels que Helidon white, Townsville Prickly Orange ou rose commune, qui ne contenaient
pas de LA et LB ou en contenaient en trés faibles quantités.!!2146182 L e LA a montré une toxicité chez les
moutons contrairement au LB qui ne provoquait aucune toxicité,!12:183.184

Différents groupes de recherche se sont penchés sur 1’hépatotoxicité de L. camara, et principalement sur
le LA, chez différents animaux (moutons, lapins, agneaux, cobayes). Des observations contradictoires ont
été rapportées sur la toxicité du LA!''2185-189 et sont attribuées a son polymorphisme cristallin.!!?!°° En
effet, il est connu que I’action et I’effet des xénobiotiques sont modulés par la forme polymorphique de la
matiére cristalline administrée. 21917193 Le LA a pu étre obtenu sous 2 formes polymorphes: cristalline
et amorphe et des études ont rapporté que seule la forme amorphe avait induit une toxicité.!*+19

Le RLA a également été toxique pour des rats femelles mais les rats males y étaient insensibles.!”” Le LA,
di a sa toxicité et son abondance relative, est le principe toxique le plus important de L. camara,
comparativement au LB avec sa toxicité significativement plus faible et au RLA avec sa faible
concentration dans les feuilles (5% du LA), qui sont donc peu susceptibles d’avoir une grande importance
dans I’empoisonnement des ruminants aprés consommation de la plante.!!>193

Le lantadéne C est ¢galement retrouvé dans les mélanges de LA et LB. Il a quant a lui provoqué une forte
réponse hépatotoxique chez les cobayes, sous ses 2 formes polymorphiques (cristalline et amorphe).!!130
L’ictérogénine est également une puissante hépatotoxine et son action inhibitrice de 'excrétion biliaire
chez les lapins a été rapportée. 18719819

2.3.5 Activité antifongique de L. camara

Différentes études se sont penchées sur le potentiel antifongique d’extraits de L. camara et ont relevé une
activité antifongique de ceux-ci.??922 En effet, des extraits a I’acétate d’éthyle des feuilles de L. camara
ont montré une forte activité antifongique contre neuf espéces de Fusarium phytopathogénes en
expérience in vitro, avec notamment une concentration minimale d’inhibition de la croissance de
Fusarium verticillioides de 0,16mg/mL.2%3

Il a également ét¢ montré qu’un extrait de L. camara, dont les composés actifs responsables rapportés
sont les lantadénes, a inhibé de maniére significative la croissance d’Aspergillus flavus dans son milieu de
culture.?%!



3 Matériel et méthode

3.1 Extraction des lantadénes

Les feuilles de Lantana camara ont été récoltées a Abidjan (Cote d'Ivoire) et stockées a -80°C.

Les lantadénes ont été extraits selon le protocole décrit par ! avec quelques modifications. 100 g de
feuilles séchées et broyées de L. camara ont été extraits pendant 24 h dans 500 mL d’acétate d’éthyle
(grade HPLC) sous agitation constante, a température ambiante. L’extrait a ensuite été filtré sous vide et
décoloré avec 25 g de charbon actif (Darco®, 100 mesh) pendant 1 h. L’extrait décoloré a été filtré sous
vide (filtres papiers Macherey-Nagel : MN 615, J 55 mm) et le solvant évaporé a 40 °C a 1’évaporateur
rotatif. Le résidu a été divisé (extraction liquide-liquide) entre une phase aqueuse et une phase
chloroformique (50 mL/50 mL). La phase chloroformique a été récupérée et la phase aqueuse a été
réextraite avec 50 mL de chloroforme (grade HPLC). Les 2 phases chloroformiques ont été rassemblées,
le chloroforme a été évaporé a 40°C a I’évaporateur rotatif. Le résidu a été solubilisé dans 10 mL de
méthanol (grade super gradient HPLC) en agitant vigoureusement et a été mis a recristalliser a 0-4 °C
pendant 24 h. Les cristaux ont été récupérés par filtration afin d’obtenir un extrait partiellement purifié
sous forme d’une poudre blanche.

3.2 Fractionnement par HPLC préparative

L’extrait partiellement purifié¢ a été solubilisé dans le solvant d’élution utilis¢ pour I’'HPLC préparative,
un mélange méthanol/ACN/H20/acide formique de ratio volumique (68/20/12/0,01), a une concentration
de 7 mg/mL. La solution a ensuite été fractionnée par HPLC préparative Puriflash 430(Interchim) couplée
a une colonne Uptisphere Strategy C18-HQ (250mm x 30mm x Spm ;Interchim). L’¢lution a été effectuée
en mode isocratique avec un débit d’élution de 35 mL/min pour une durée totale de 30 minutes. Le
volume d’injection était de 10 mL et la détection a été effectuée a 210 nm. Les différentes fractions
obtenues ont été analysées en HPLC analytique (voir point 3.3.1) afin de déterminer leur composition.
Les fractions de composition similaire ont été rassemblées et le solvant d’élution a été évaporé a
I’évaporateur rotatif a 40 °C.

3.3 Analyse chimique et caractérisation des molécules

3.3.1 HPLC analytique

Les extraits ont été solubilisés dans du méthanol a une concentration de 1 mg/mL et analysés par HPLC
sur un appareil Agilent 1200 Series Gradient HPLC System couplé a une colonne Agilent Eclipse XDB-
C18 (5um; 4.6x150mm ; Agilent). L’¢lution a été réalisée en mode isocratique et le solvant d’élution était
un mélange méthanol/ACN/H>O/acide formique de ratio volumique (68/20/12/0,01), a un débit de 1
mL/min pour une durée totale d’analyse de 20 minutes. La détection a été réalisée a 210 nm a 1’aide d’un
détecteur UV/visible.

3.3.2 Identification des molécules

Les molécules majoritaires isolées de 1’extrait ont été analysées par résonnance magnétique nucléaire,
spectrométrie de masse et spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier afin de déterminer leur
structure. Un standard du lantadene A (>98% de pureté¢, ChemFaces, numéro CAS: 467-81-2) a
¢galement été analysé par les mémes techniques d’analyse.
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3.3.2.1 Résonnance magnétique nucléaire

Les échantillons ont été réalisés en solubilisant les fractions d’intéréts (+ 5 mg) et le standard du LA (1,3
mg) dans 500 uL de chloroforme deutéré. Les spectres 1H-RMN ont été acquis a 700 MHz et 298 K sur
un spectrometre Bruker AVIII HD équipé d'une sonde HCN a gradient inverse sur l'axe z refroidie a
I'hélium. L’acquisition a été réalisée avec une séquence de pulsation zg30, avec une largeur d’impulsion
de 7,27 ps. 16 scans ont été réalisés en utilisant une largeur spectrale de 14 kH, avec un délai de
relaxation de 1 s et un temps d’acquisition de 2,3 s.

Les parameétres d’acquisition des spectres 2D, qui ont été réalisés sur le méme appareil équipé de la méme
sonde, sont présentés ci-dessous :

L’acquisition des spectres COSY (1H ;1H) a été réalisées a (700 MHz;700 MHz) et 298 K, avec une
séquence de pulsation « cosygpmfqf » et avec une largeur d’impulsion de 7,25 ps. 4 scans ont été réalisés
en utilisant une largeur spectrale de (9090 Hz; 9090 Hz), avec un délai de relaxation de 1 s et un temps
d’acquisition de 0,1126 s.

L’acquisition des spectres HSQC (1H ; 13C) a été réalisées a (700 MHz;176 MHz) et 298 K, avec une
séquence de pulsation « hsqcedetgpsisp2.3 » et avec une largeur d’impulsion de 7,24 ps. 4 scans ont été
réalisés en utilisant une largeur spectrale de (11160.7 Hz, 29069.8 Hz), avec un délai de relaxation de 1 s
et un temps d’acquisition de 0,0918 s.

L’acquisition des spectres HMBC (1H ; 13C) a été réalisées a (700 MHz;176 MHz) et 298 K, avec une
séquence de pulsation «hmbcetgpl3nd » et avec une largeur d’impulsion de 7,24 ps. 8 scans ont été
réalisés en utilisant une largeur spectrale de (10504.2 Hz, 40650.4 Hz), avec un délai de relaxation de 1 s
et un temps d’acquisition de 0,0975 s.

Les transformations de Fourier ont été réalisées sur le logiciel TopSpin 4.1.4.

3.3.2.2 Spectrométrie de masse

Les échantillons ont tout d’abord été solubilisés dans un mélange 50/50 (H2O/ACN) dopé avec 0,1 %
d’acide formique a une concentration allant de 2 a 3 mg/mL. Ceux-ci ont ensuite été dilués 100X avec le
méme solvant avant d’étre analysés par spectrométrie de masse. Ces expériences ont été réalisées sur un
spectrometre de masse Tims TOF Pro (Bruker). La détection MS et MS/MS a été effectuée en mode
positif en utilisant le mode d'acquisition PASEF avec I’azote comme gaz de dérive TIMS. Les différents
¢chantillons ont été directement infusés a un débit de 180 uL/h. Le cycle d'acquisition global de 0,32 s
comprenait un balayage TIMS-MS complet et 2 balayages PASEF MS/MS avec un temps de rampe de
100 ms et une plage de mobilité de 0,3 a 1,4 Vs cm™. La gamme de masse mesurée comprenait 100-1100
m/z. Enfin, La mobilité et la masse ont été calibrées avec le calibrant Tune Mix (Agilent).

Les données ont ensuite été traitées sur DataAnalysis 5.0 (Bruker) afin de définir la présence ou non des
différentes molécules dans les différentes fractions grace a 1’analyse en masse et des spectres de
fragmentation.

3.3.2.3 FTIR

Les analyses FTIR ont été réalisées avec le IRAffinity-1S (Shimadzu), quelques milligrammes de cristaux
ont été analysés pour chacune des fractions isolées.
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3.4 [Essais biologiques
3.4.1 Activités herbicide et antigerminative

3.4.1.1 Culture des deux adventices

Les graines de Lolium perenne L. ont été achetées chez WeberSeeds (NL) et les graines de Trifolium
incarnatum L. chez ECOSEM SPRL (BE). L’expérimentation a été réalisée dans des pots ronds (0 9 cm-
H 7 cm) avec du terreau universel Bio (Horta) tamisé. Afin de réaliser cette expérimentation en tapis
végétal, £30 graines de 7. incarnatum ont été disposées par pot de mani¢re homogene ; chaque pot
constituant une unité¢ expérimentale. Pour L. perenne, il s’agissait de + 45 graines par pot. Une période de
croissance des plantules de 7 jours avec une photopériode de 24h suivie de 7 jours a une photopériode de
16 h, a été effectuée préalablement a la pulvérisation. Afin d’avoir des unités expérimentales homogenes
pour L. perenne ainsi que de pouvoir calculer une estimation de la croissance durant I’expérimentation,
les plantes ont ét¢é taillées a une hauteur de 5,3 cm la veille de la pulvérisation.

3.4.1.2 Formulations

Les formulations ont été¢ constituées en solubilisant I’extrait obtenu dans de 1’éthanol (absolu pour
analyse) a une concentration de 25 mg/mL a I’aide d’un bain a ultrason a 30 °C pendant 15 minutes. Cette
solution a ensuite été diluée dans de 1’éthanol afin d’obtenir 2 solutions a une concentration de 12,5
mg/mL et 2,5 mg/mL. Ces solutions ont ensuite été¢ diluées dans un mélange eau/tween 20 (0,1%) pour
atteindre une concentration finale de 0,4% d’éthanol. Les concentrations finales de 1’extrait dans les
formulations étaient donc de 0,1 g/L, 0,05 g/L et 0,01 g/L. L’acide pélargonique a été choisi comme
témoin positif & la dose recommandée par le fabricant BAYER (50 g/L) dans un mélange eau/tween 20
(0,1%). Une solution eau/tween20 (0,1%)/éthanol (0,4%) a également été constituée pour réaliser le
contrdle solvant ainsi qu’une solution d’eau distillée pour réaliser le témoin négatif.

3.4.1.3 Expérimentation de I’activité herbicide

Pour chaque modalité¢, 10 mL de formulation ont été¢ pulvérisés de maniére homogene sur les 5 pots
constituants les répétitions, pour une surface totale pulvérisée de 400 cm? pour chaque modalité. La
phytotoxicité¢ des plantes a été déterminée visuellement apreés 14 jours. En outre, afin d’estimer la
croissance de L. perenne, la matiére végétale au-dessus de 5,3 cm de hauteur a été coupée et pesée apres
14 jours. Comme les plantes de L. perenne ont été coupée a une hauteur de 5,3 cm préalablement a la
pulvérisation, ces pesées ont permis d’estimer la croissance de celles-ci durant I’expérimentation.

3.4.1.4 Expérimentation de ’activité antigerminative

L’expérimentation a été réalisée in-vitro, en boite de pétri, en 5 répétitions. Des filtres papiers
(Wathmann, ©@=90 mm) disposés dans les boites de pétri ont été imbibés de 2 mL de formulation. Pour
chaque espéce, dix graines ont été disposées dans chaque boite de pétri. Elles ont ensuite été scellées et
laissées a température ambiante pendant 7 jours. Le ratio de graines germées ainsi que la longueur de leur
radicule ont été déterminés au septieéme jour d’expérimentation.

nombre de graines germées

Ratio de graines germées =

nombre total de graines

3.4.2 Activité antifongique

Afin d’assurer une répétabilité, I’expérimentation a été réalisée en trois réplicas avec pour chacun une
suspension de spores différente.
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3.4.2.1 Préparation des suspensions de spores

Les souches d’Aspergillus flavus toxigénique (ITEM 8111) et Fusarium verticillioides toxigénique
(ITEM 10514) ont été obtenues de 1’Institut des sciences de la production alimentaire (CNR-ISPA/Bari,
Italie) et étaient stockées dans du glycérol a -80 °C. Les deux souches ont été décongelées et mises en
culture sur milieu SNA(Spezieller Nahrstoffarmer Agar) pendant 7 jours, dans 1’obscurité a 23 °C.

3.4.2.2 Préparation des milieux de culture

Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar), répondant aux besoins nutritifs des deux souches, a été
sélectionné pour I’expérimentation, a une concentration de 39 g/L. Afin de constituer les solutions meéres
de I’extrait, les cristaux ont été solubilisés dans de 1’éthanol « absolu pour analyse ») a une concentration
de 25 mg/mL. La solubilisation compléte a été assurée grace a un bain a ultrason a une température de 30
°C pendant 15 minutes. Cette solution a ensuite été diluée dans de I’éthanol a une concentration de 12,5
mg/mL. Ces solutions éthanoliques de 1’extrait ont ensuite ét¢ ajoutées au milieu PDA autoclavé, pour
atteindre une concentration finale de 0,4% d’éthanol. Le mélange a finalement été coulé en boite de pétri
(25 mL/boite de pétri). Les concentrations finales de 1’extrait dans les milieux étaient de 0,05 g/L et 0,1
g/L. Comme contrdles, des cultures ont également été réalisées en milieu PDA ainsi qu’en milieu PDA
avec 0,4% d’éthanol. Pour chacune des modalités, 1’expérimentation a été réalisée en 3 répétitions.

3.4.2.3 Expérimentation

Les cultures sur SNA ont été utilisées pour former les suspensions de spores, qui ont ensuite été inoculées
avec 10° spores dans les milieux préalablement constitués. Les boites de pétri ont ensuite été scellées et
incubées a 23 °C dans I’obscurité pendant sept jours. Le suivi du développement des champignons a été
réalisé en prenant des photos toutes les 24 h sur une période totale de 7 jours. Une mesure des surfaces de
développement fongique a finalement été réalisée grace au logiciel de traitement d’images « imagelJ ». Le
pourcentage d’inhibition a été déterminé pour chaque modalité par rapport au développement en milieu
PDA.

Moyenne surface PDA — Surface fongique

d'inhibiti =( ) 100

’% fiibttion Moyenne surface PDA i ‘

-Surface fongique= surface du développement fongique sur le milieu

-Moyenne surface PDA = moyenne de la surface de développement fongique sur milieu PDA (témoin)

3.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisée sur 1’application web Minitab (https://app.minitab.com/; aotit
2022).

Pour assurer une distribution normale des populations, le test de Normalité de Ryan & Joiner a été
effectué quand le nombre d’observation le permettait (n>10), la normalité des populations a été supposée
dans le cas contraire (nombre d’observation <10).

Le test de LEVENE a ét¢é effectué pour assurer 1’égalité des variances des populations.

Le test de la variance ANOVA a un critére de classification (AV1) a été effectué afin de déterminer
I’égalité ou non des moyennes.

Si une différence significative a ét¢ démontrée, le test de complément d’analyse de la variance Dunnet a
été effectué pour démontrer si un effet était significatif par rapport aux témoins.
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4 Résultats et discussion

La présente section est divisée en 3 grandes parties. La premiére partie se focalisera sur I’extraction et la
purification des lantadénes présents dans les feuilles de L. camara et présentera les rendements
d’extraction et de fractionnement.

La seconde partie portera sur les analyses structurales des molécules majoritaires purifiées a partir de
I’extrait et confirmera la présence ou non des lantadénes dans I’extrait obtenu.

La dernicre partie concernera les essais biologiques réalisés lors de cette étude, en présentant les activités
biologiques relevées de I’extrait.

4.1 Extraction et purification des lantadenes
4.1.1 Extraction a ’acétate d’éthyle

Le premier objectif de ce travail était d’obtenir un extrait de feuilles de Lantana camara enrichi en
molécules aux propriétés biologiques intéressantes (herbicide, antigerminative et antifongique). Les
molécules ciblées sont notamment les lantadénes. Ainsi, une premicre extraction a 1’acétate d’éthyle a été
réalisée a partir de feuilles de Lantana camara, ce qui a donné lieu a un rendement d’extraction brut de
3,81+0,28g, 4+0,25% m/m (moyennetécart-type). Ce premier extrait a été purifié et recristallisé afin
d’étre enrichi en composés d’intérét, ce qui a permis d’obtenir un rendement de 242 + 15mg, 0,24+0,02%
m/m (moyennetécart-type) d’extrait partiellement purifié.

Comparativement a 1’étude de Suthar et al. (2021) sur laquelle ce protocole d’extraction s’est basé, le
rendement obtenu dans la présente étude est significativement plus faible (0,24%<0,45%).2*4 Cela peut
s’expliquer par une plus faible quantité des molécules d’intérét dans les feuilles de L. camara car, comme
dit précédemment, ces quantités sont variables selon les plantes de L. camara, donnant donc lieu a un
rendement d’extraction plus faible. Une autre hypothése pouvant expliquer ce plus faible rendement est
I’utilisation d’une quantité plus importante de méthanol pour la recristallisation, menant a une plus grande
quantit¢ des molécules d’intérét encore en solution (Annexe 1) et par conséquent une quantité
significativement plus faible de cristaux récupérés.

MWD1 A, Sig=210,4 Ref=off (Lucas B 2022\20220’\314\20220310 2022-05-05 15-43-04\043-0301.D) composés Tr (min) |ntenSité relative (%)
5 1 5,5 0,2%
‘ 2 5,7 0,1%
M A <  3 6,2 6,6%
4 6,8 42,2%
‘/ 5 7,6 1,8%
| 6 7,9 1,7%
‘ 7 9,5 0,3%
| 8 10,2 0,7%
| | 9 10,8 0,7%
ol f 10 11,5 5,7%
b g & 11 12,3 9,4%
M 53 T e - =

82 a2 3 8§ &8 ™\ 12 13,5 30,5%

w15 aa @ = = -

T — T ' i Tableau 2.Pics présents dans le profil HPLC de I'extrait
: N — : e partiellement purifié.

T ' -
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6 8
Figure 3.Profil HPLC de I'extrait partiellement purifié. Détection a 210 nm
Composés majoritaire de I'extrait : A et B

Le chromatogramme obtenu par HPLC-UV de cet extrait enrichi a permis de mettre en évidence la
présence de douze pics (figure 3). Leur temps de rétention et les intensités relatives sont présentés dans le
tableau 2. Deux composés sont présents majoritairement et sont identifiés par les lettres A et B sur la
figure 3 ainsi que dans le reste de cette étude. Ils ont respectivement une intensité relative de 42,2% et
30,5%, ainsi qu’un temps de rétention de 6,767 min et 13,506 min.

L’hypothese selon laquelle 1’extrait enrichi en molécules d’intérét contient effectivement des lantadeénes
peut étre émise des lors que ces derniers absorbent en UV a 210 nm di a leur structure de triterpénoide
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pentacyclique.!3® Cette hypothése sera discutée plus en détails au point 4.2 de ce travail, lorsque les deux
composés majoritaires seront identifiés.

En comparaison, Suthar et al. (2021) ont démontré la présence de 8 composés dans leur extrait par
chromatographie sur couche mince (CCM ).2** Le plus grand nombre de composés observés dans 1’extrait
obtenu (figure 3) peut s’expliquer par une plus grande sensibilité de la méthode d’analyse en HPLC-UV
en comparaison a la CCM, permettant d’observer la présence de composés de concentration plus faible.
Une autre hypothése est la présence d’un plus grand nombre de molécules de structure proche dans les
feuilles extraites dans la présente étude.

Ces considérations laissent supposer qu’il est nécessaire d’optimiser 1’étape de recristallisation, en faisant
notamment varier la quantité de méthanol utilisé (et par conséquent la concentration initiale d’extrait brut
en solution) et/ou la température de recristallisation, afin d’obtenir un extrait partiellement purifié¢ avec un
meilleur rendement massique.

4.1.2 Fractionnement par HPLC préparative

Afin de permettre la caractérisation des composés majoritaires A et B, un fractionnement par HPLC
préparative a été effectué dans I’objectif d’obtenir des fractions de pureté suffisante afin de les identifier
par FTIR, Q-exactive MS et RMN. Le chromatogramme du fractionnement est présenté dans la figure 4.

mAU Crist C (6.93 mg/ml) (Lantadenes) %
e oos “oioBm "ord WA G mad 026 B 050
52,57 : ) ; 2100
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5 3 : \\\,TJ { | TN 20
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Figure 4.Chromatogramme du fractionnement de I’extrait partiellement purifié par HPLC préparative
Mode isocratique; solvant d’élution : MeOH/ACN/H20/HFo de ratio volumique (68/20/12/0,01)
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MWD1 A, Sig=210,4 Ref=off (Lucas B 2022\20220314\20220310 2022-05-09 11-53-55\045-0101.D)
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Figure 5.Chromatogramme fraction 4+5+6. HPLC analytique ; Détection @ 210nm.
Solvant d’élution MeOH/ACN/H2O/HFo de ratio volumique (68/20/12/0,01)
A : pic au Tr=8,1 min
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Figure 6. Chromatogramme fraction 20-27. HPLC analytique ; Détection a 210nm.
Solvant d’élution MeOH/ACN/H2O/HFo de ratio volumique (68/20/12/0,01)
B : pic au Tr=13,5 min

Composés Intensité relative Rendement de fractionnement
A 91,3% 28, 4%
B 73.7% 27,74

Tableau 3. Rendement de fractionnement des molécules majoritaire de
I’extrait: A et B

Le fractionnement de l’extrait partiellement purifié a permis d’obtenir 30 fractions de différentes
compositions, elles ont ensuite été analysées par HPLC analytique et les fractions de composition
similaire ont ét¢ combinées afin d’obtenir des quantités suffisantes pour les analyses. Les fractions 4, 5 et
6 ont été combinées afin d’obtenir une fraction de 19,9 mg du composé A, avec une intensité relative (en
HPLC analytique) de 91,3% (figure 5). Les fractions 20 a 27 ont été combinées en une fraction de 19,4
mg du composé B a une intensité relative (en HPLC analytique) de 73,7% (figure 6). Les rendements de
fractionnements sont présentés dans le tableau 3.

Les résultats montrent que le fractionnement par HPLC préparative peut étre une solution efficace pour
I’isolement des composés majoritaires de 1’extrait. En effet, les quantités et puretés des fractions obtenues
ont été évaluées suffisantes pour étre analysées par FTIR, Q-exactive MS et RMN afin de déterminer leur
structure. Néanmoins, au vu de la résolution du chromatogramme de ’HPLC préparative, il est nécessaire
d’optimiser cette étape dans le but d’obtenir des fractions de plus haute pureté. Une optimisation possible
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serait de modifier le mode d’élution en gradient, en faisant varier les ratios des différents solvants durant
I”¢élution.

Comparativement, la purification par cristallisations successives permet d’obtenir des composés de plus
haute pureté mais nécessite un certain nombre d’étapes supplémentaires et par conséquent beaucoup plus
de temps (la période de recristallisation étant relativement longue).2** Néanmoins, le fractionnement par
HPLC préparative consomme de grande quantité de solvant, le rendant difficilement applicable a grande
échelle.

4.2 Identification des composés

4.2.1 Analyse du standard du lantadéne A

Un standard de lantadeéne A a été acheté afin de 1’analyser par RMN et MS, dans ’objectif de permettre
une comparaison avec résultats expérimentaux et de confirmer ou non la présence de lantadéne A dans
I’extrait de la présente étude.

Une premicere analyse du standard en HPLC analytique montre que le composé n’est pas retenu dans la
colonne, avec un temps de rétention treés court de 3,1s (voir annexe 2). Cette observation ne correspond
pas avec ce que ’on peut trouver dans la littérature, ou le LA est détecté a un Tr relativement important
dans les analyses HPLC, selon les mémes modalités. De plus, aucun pic n’est observé a ce temps de
rétention dans notre extrait. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces observations.

Une premicre hypothése est qu’il n’y a pas de lantadéne A présent dans notre extrait, cela peut
s’expliquer par une absence ou une présence en trés faible concentration de Lantadéne A dans les feuilles
extraites ou un  protocole non  adapt¢  pour I’extraction de ce  composé.
Une seconde hypothése est qu'une erreur s’est produite auprés du fournisseur et que le standard ne
correspond pas au lantadéne A.

Intens7. +MS, 0.9-2.7min, #50-157
x10

1.09 553.2781

0.8
0.6

0.4

575.2595
0.2
493.2571 591.2334

[
612.3255
l I 637.2294
| I

1.

480 500 520 540 560 580 600 620 640 mjz

‘ 539.2623
!

0.0

Figure 7.Spectrometre de masse du standard du lantadéene A
Q-Exactive MS

Le spectromeétre de masse (Q-exactive MS) est présenté dans la figure 7 . On observe un pic important a
553,28 m/z, correspondant probablement [M+H]", renseignant sur une masse moléculaire de 552,27 m/z.
Cette masse ne correspond pas avec la masse que 1’on devrait observée pour le lantadéne A (552,38 m/z),
laissant supposer que le standard ne correspond pas au compos¢ attendu.
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Figure 8. Spectre IH-RMN du standard du lantadene

Le spectre 1H-RMN (figure 8) montre la présence de 6 groupements CH3, ce qui est en inadéquation

avec la structure du lantadéne A qui contient 9 groupements CH3.

oo

Ces différentes observations montrent que le standard n’est probablement pas du Lantadeéne A, ce qui
pourrait étre di a une erreur du fournisseur. Du fait de cette erreur, il n’a pas été possible de comparer les

résultats des deux composés analysés (A et B) aux résultats expérimentaux du Lantadéne A. La solution

qui a été choisie était d’utiliser des algorithmes pour prédire les spectres de masse (CFM-ID,

https://cfmid.wishartlab.com/, aolt 2022) et RMN (https://www.nmrdb.org/, aott 2022) a partir de la

structure du lantadéne A. Les résultats expérimentaux ont donc été comparés a ceux prédits par les

algorithmes ainsi qu’aux résultats trouvés dans la littérature.
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4.2.2 Identification des composés A et B
4.2.2.1 FTIR
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Figure 9.Spectre FTIR de la fraction enrichie en composé A Figure 10.Spectre FTIR de la fraction enrichie en composé B

Les spectres FTIR des deux molécules (A : figure 9 ; B : figure 10) sont assez similaires, confirmant que
leurs structures sont trés proches. On observe néanmoins des empreintes spectrales différentes dans les
nombres d’ondes inférieurs a 1000 cm™.

On observe une faible et assez large bande proche de 3500 cm™ (3504 pour la molécule A et 3309 pour la
molécule B) pouvant renseigner sur la présence de liaison O-H dans les molécules.
On observe également une bande importante dans la zone 2800-3000 cm™! caractéristique de liaisons C-H,
confirmant la présence de ce type de liaison dans nos molécules.

Une bande trés intense est observée proche de 1700 cm™! caractéristique de liaisons C=0.

Deux bandes caractéristiques de vibrations des liaisons d’un groupe diméthyle géminal sont observées a
1458 cm™ et 1387 cm! pour le composé A et B.

Une bande intense est observée a 1233 cm! dans les spectres des deux composés, renseignant sur la
présence de liaison C-O (ester) dans les molécules.

Une bande est observée a 1148 cm! et 1146 cm™!, respectivement pour le composé A et le composé B,
caractéristiques des liaison C-O (carboxylate).

Ces différentes observations, qui seront confirmées par les valeurs des déplacements chimiques des

carbones en RMN (voir section 4.2.2.3), sont en adéquation avec la structure d’un triterpenoide
pentacyclique tel que le lantadéne A.
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4.2.2.2MS
4.2.2.2.1 Composé A
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Figure 11. Spectrometre de masse de la fraction enrichie en composé A

Le spectre de masse de la fraction enrichie en composé A est présenté dans la figure 11 .

Un pic important est observé a 569,38 m/z, pouvant correspondre a la masse [M+H"]" et renseignant donc
sur une masse moléculaire de 568,38 m/z. Un pic important est également présent a 570,38 m/z,
correspondant a un isotope de cette molécule.

En comparant cette masse avec les composés identifiés chez L. camara dans la littérature, trois composés
peuvent correspondre a cette masse : I’ictérogénine, l'acide camarique et l'acide lantanilique, tous de
formule moléculaire brut C3sHs2Os. Une fragmentation du pic 569,38 m/z a été réalisée et le spectre MS-
MS correspondant est présenté dans 1’annexe 3.
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4.2.2.2.2 Composé B
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Figure 12. Spectrométre de masse de la fractzon enrichie en composé B

Le spectre de masse de la fraction enrichie en composé B est présenté dans la figure 12 .

Un pic important est observé a 553,39 m/z pouvant correspondre a la masse [M+H"]" et renseignant donc
sur une masse moléculaire de 552,38 m/z. Le spectrométre MS-MS du fractionnement de ce pic est
présenté dans 1’annexe 5. Un pic est également présent a 554,39 m/z, correspondant a un isotope de cette
molécule. Des pics sont aussi observé a 575,37 m/z et 591,34 m/z pouvant correspondre respectivement a
I’adduit [M+Na*]* et [M+K*]" de cette méme molécule.

Cette masse peut correspondre au lantadéne A ou B, les deux ayant la formule moléculaire brut C3sHs20s.

Le méme pic que dans la fraction enrichie en composé A est observé a 569,38 m/z et le fractionnement de
ce pic (Annexe 4) est similaire a celui observé pour le composé A (Annexe 3), laissant supposer qu’il
s’agit de la méme molécule. En effet, le chromatogramme de cette fraction montre la présence du
composé A dans cette fraction. (figure 5).

Un pic important est également observé a 555,4 m/z pouvant correspondre a la masse [M+H']" et
renseignant donc sur une masse moléculaire de 554,39 m/z. De plus, un pic correspondant a un isotope de
la molécule est observé a 556,4 m/z. Un pic est aussi observé a 577,38 m/z pouvant correspondre a
I’adduit [M+Na*]" de cette méme molécule.

Une hypothése est que cette masse correspond au lantadéne C de masse trés proche (554,40 m/z),
néanmoins cette hypothese ne pourra pas étre confirmée lors de cette étude.
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4.2.2.3 RMN
4.2.2.3.1 Molécule A
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Figure 13. Spectre 1H-RMN du composé A

A ’l_’l

L | i/ k\U‘

—

Ak

biistein_220512.23.ser

L 5.6 mg CDCI3

(w.ms\z

(Bnﬂ&”\
¥

271

07714, -
110,165

G
A * A5 N - —
o, Mm"f"'-“% !_‘:J;;,, s
n.mmt‘-.- - v E 2

=

R
-

ﬂﬁl.!lol\

£ "‘”“‘bg

nuuzr\

30

40

(50

60

70

t-80

~110

T T T T
65 6.0 55 50

a5 40 30 25 20 15 1.0

35
12 (pm) o

1 (ppm)

Figure 14. Spectre HSQC du composé A
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Les spectre 1H-RMN (figure 13) et HSQC (figure 14) de la fraction enrichie en composé¢ A montrent la
présence de 8 groupements CHz et 10 groupements CH», ce qui correspond a la structure de
I’ictérogénine.

Dt a la superposition des pics dans les spectres 1H-RMN, il est difficile de déterminer le nombre précis
de CH a priori, néanmoins ce nombre se trouve entre 6 et 8. D a la correspondance du nombre de CHs et
CH; avec la structure de I’ictérogénine, I’hypothése que le nombre de groupement CH est au nombre de 6
est posé a priori (pour correspondre a cette structure) et a été vérifiée avec les interactions observées dans
les spectres 2D.

e ITTED

OH

Figure 15. Structure de l'ictérogénine numeérotée

La structure de I’ictérogénine avec sa numérotation des carbones est présentée dans la figure 15.

Tableau 4.Données de RMN 1H (700 MHz dans CDCL3), , 13C (176 MHz dans CDCL3) du composé A et données de RMN 1H (800 MHz
dans CDCL3), 13C (200 MHz dans CDCL3) prédits pour la structure de l’ictérogénine.

|C &C (ppm) S8H (ppm) Groupement HMBC &8C (ppm) prédit  &H (ppm) prédit I
1 38,4 1,91/1,56 CH2 [2,43 / 2,58] (H2) ; 1,63 (H5) ; 1,2 (H25) 38,5 1,6/2,0
2 34,2 2,43/2,58  CH2 [1,91/ 1,56] (H1) 34,7 2,37/ 2,38
3 21,4 € [1,91/1,56] (H1) ; [2,58 / 2,43] (H2) ; [4,03 / 3,44] (H23) ; 1,3 (H24) 214,6
4 50,27 c 3,44 (H23) ; 2,43 (H2) ; 1,63 (H5) ; 1,3 (H24) 55,2
5 55,32 1,63 CH 3,44 (H23) ; 1,91 (H1) ; [1,52 / 1,35] (H6) ; 1,7 (H9) 49,5 1,64
6 19,12 1,52/1,35  CH2 1,63 (H5) ; [1,48 / 1,34] (H7) 18,6 1,55/ 1,84
7 321,48/1,34 CH2 1,63 (H5) ; [1,52 / 1,35] (H6) ; 0,96 (H26) ; 0,85 (H27) 33,9 1,79/ 1,48
8 39 c 1,96 (H11) ; 1,7 (H9) ; 1,54 (H15) ; 1,52 (H6) ; [1,48 / 1,34] (H7) ; 0,96 (H26) ; 0,85 (H27) 39,4
9 46,38 1,7 CH 5,42 (H12) ; [2,02 / 1,96] (H11) ; 0,96 (H26) ; 0,85 (H27) ; 1,34 (H7) ; 1,63 (HS) ; 1,56 (H1) 47,2 1,47,
10 36,4 c [2,43 / 2,58] (H2) ; 2,02 (H11) ; [1,91 / 1,56 ] (H1) ; 1,7 (H9) ; 1,63 (HS) ; 1,35 (H6) ; 1,2 (H25) 37,5
11 23,66 2,02/ 1,96  CH2 5,42 (H12) ; 1,7 (HO) 24 2,33 /2,19
12 1221 5,42 CH 3,09 (H18) ; [2,02 / 1,96] (H11) 1238 5,19
13 143,3 € 3,09 (H18) ; [2,02 / 1,96] (H11) ; 1,73 (H19) ; 1,18 (H15) 143,6
14 42 c 5,42 (H12) ; 3,09 (H18) ; 1,7 (H9) ; 1,92 (H16) ; [1,54 /1,18] (H15) ; 0,96 (H26) ; 0,85 (H27) 42,2
15 27,67 1,54 /1,18 CH2 [1,92 / 1,82] (H16) 27,8 1,87 /1,83
16 241,92/1,82 CH2 5,1 (H22) ; 3,09 (H18) ; 1,54 (H15) 35,08 1,81/ 1,71
17 50,48 € 5,1 (H22) ; 3,09 (H18) ; 1,78 (H21) ; 1,29 (H19) 40,6
18 38,58 3,09 CH 5,42 (H12) ; 5,1 (H22) ; [1,73 / 1,29] (H19) 44,9 2,49
19 46 1,73/129  CH2 3,09 (H18) ; 1,78 (H21) ; 1,03 (H30) ; 0,92 (H29) 45,8 1,68/ 1,36
20 30,1 c 5,1 (H22) ; [1,73 / 1,29] (H19) ; 1,53 (H21) ; 1,03 (H30) ; 0,92 (H29) 32,23
21 37,78 1,78/1,53  CH2 5,1 (H22) ; [1,73 / 1,29] (H19) ; 1,03 (H30) ; 0,92 (H29) 44,1 2,07/ 1,68
22 75,8 5,1 CH 1,78 (H21) 72,5 5,41
23 65,6 4,04/3,44  CH2 1,63 (H5) ; 1,3 (H24) 66,4 4,03
24 2,2 1,3 CH3 [4,04 / 3,44] (H23) ; 1,63 (HS) 20,8 1,27,
25 25,66 1,2 CH3 1,56 (H1) 16,1 0,92]
26 16,64 0,85 CH3 1,7 (H9) ; 1,48 (H7) 16,8 1,05
27 16,14 0,96 CH3 1,92 (H16) ; 1,7 (H9) ; 1,54 (H15) 24,7 13
28 177,4 c 1,92 (H16) ; 3,09 (H18) 182,5
29 33,7 0,92 CH3 [1,73 / 1,29] (H19) ; 1,53 (H21) ; 1,03 (H30) 28,2 0,939
30 26,1 1,03 CH3 1,73 (H19) ; 1,53 (H21) ; 0,92 (H29) 28,2 0,938
31 166,5 € 6,03 (H33) ; 5,11 (H22) ; 2 (H35) ; 1,81 (H34) 1684
32 127,7 c 2 (H35) ; 1,81 (H34) 128,3
33 138,7 6,03 CH 2 (H35) ; 1,81 (H34) 137,7 6,87,
34 20,58 1,81 CH3 6,03 (H33) ; 2 (H35) 14,2 1,94
35 156 2 CH3 6,03 (H33) 12,6 1,83
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Les spectres RMN (IH-RMN : 600 MHz, 13C-RMN : 200 MHz) de I’ictérogénine ont été prédit par
I’algorithme de https://www.nmrdb.org/ (aotit 2022) et sont présentés en comparaison des résultats
expérimentaux dans le tableau 4.
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Figure 16. Spectre HMBC du composé A

Le spectre HMBC du composé A est présenté dans la figure 16. Son analyse a permis de réaliser ces
différentes observations : La valeur du déplacement chimique du carbone dC 221,4 ppm correspond & un
groupement cétone (R2C = O) (C3), oC 177,4 ppm correspond a un carboxylate (R- CO2H) (Cazs), 6C
166,5 ppm correspond a un ester (R-CO2R) (Cs1), 6C 143,3 ppm, 6C 138,7 ppm, 6C 127,8 ppm et 6C
122,1 ppm correspondent a des alcénes (C = C), 8C 75,8 ppm (C»2) correspond a un C-OR, 6C 65,6 ppm
(C23) correspond a un C-OH.

Le reste de la structure de la molécule a été ¢élucidé par analyse des interactions dans les spectres 2D
(COSY : Annexe 6) et par comparaisons des déplacements chimiques (des carbones et des protons) avec
les spectres prédits et la littérature.?%

L’attribution des protons et carbones observé dans les spectres RMN, ainsi que les interactions observées
dans les spectres 2D, sont présentés dans le tableau 4.

Ces analyses semblent confirmer que la molécule A est de I’ictérogénine.
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4.2.2.3.2 Molécule B
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Figure 17. Spectre IH-RMN du composé B

Le spectre 1H-RMN de la molécule B est présenté dans la figure 17.

Les spectres RMN (Annexe 7) sont quasiment identiques que ceux de la molécule B, ce qui confirme que
les molécules ont des structures similaires. Néanmoins, des différences sont observées entre leurs spectres
et seront utilisées afin de déterminer la structure de la molécule B :

La valeur de déplacement chimique du carbone 6C 65,6 ppm (Cz3) correspondant a un C-OH ainsi que les
valeurs du déplacement chimique du proton oH 4,04 ppm et 6H 3,44 ppm, qui correspondent aux deux
hydrogénes de ce groupement CH> ne sont pas présent.

De plus, 9 groupements CH3 sont observé sur le spectre IH-RMN (figure 17). La valeur du déplacement
chimique du proton 6H 1,3 ppm (H>4) correspondant au groupement CH3 n’est pas présent dans le spectre,
mais un doublet au déplacement chimique du proton 6H 1,08 ppm, correspondant a 2 groupement CH3 est
présent dans celui-ci. Ces observations, correspondant concrétement aux différences de structure entre
I’ictérogénine et le lantadéne A (voir figure 18), semble confirmer que le composé B est le lantadéne A.

Figure 18. Structure du lantadéne A avec différence de structure par rapport a
I'ictérogénine entouré
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4.3 [Essais Biologiques

4.3.1 Activité herbicide

Afin d’évaluer le potentiel allélopathique de Dextrait des feuilles L. camara, une premicre
expérimentation visant a évaluer I’activité herbicide de celui-ci envers L. perenne et T. incarnatum a été
effectuée. Elle s’est réalisée par pulvérisation de I’extrait aux concentrations de 0,01 g/L, 0,05 g/L et 0,1
g/L sur les plantules.

Premierement, les controles négatifs n’ont montré aucun signe de phytotoxicité sur les deux especes et les
contrdles positifs a 1’acide pélargonique ont montré une phytotoxicit¢ de 100%, ayant finalement
entrainés la mort des plantes.

Les résultats des tests herbicides n’ont finalement montré aucune phytotoxicit¢é de I’extrait aux
concentrations testées sur les deux especes d’adventices. En effet, aucun signe de phytotoxicité n’a été
observé sur les plantules traitées par pulvérisation de I’extrait aux concentrations de 0,01 g/L, 0,05 g/L et
0,1 g/L.

Ces observations concordent avec la littérature scientifique, ou une activité phytotoxique d’extrait de
feuilles de L. camara n’a été démontré qu’une seule fois, sur Eichhornia crassipes. En effet, les activités
rapportées pour ce type d’extrait se limite a une inhibition de croissance.!>8-168

Estimation de croissance de L. perenne
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Figure 19.Estimation de la croissance de L. perenne
* : significativement différents de la moyenne du témoin eau

Les résultats de I’estimation de croissance de L. perenne (présentés dans la figure 19) montrent une
inhibition significative de la croissance induite par I’extrait aux concentrations de 0,05 g/L et 0,1 g/L (P-
valeur= 0,008) (Annexe 8 : test de Dunnett). Ces considérations laissent supposer qu’un effet inhibiteur
de la croissance de L. perenne de 1’extrait est présent aux concentrations de 0,05 et 0,1 g/L. Cette
hypothese est soutenue par I’étude de Achhireddy et al. (1985) dans laquelle ils ont démontré une activité
inhibitrice de croissance d’un extrait méthanolique des feuilles de L. camara sur Lolium multiflorum
Lam., a des concentrations plus élevées (20 mg/mL et 100 mg/mL).!®°

Néanmoins, il s’agit ici d’une estimation de la croissance, basée sur la masse de matiére fraiche récoltée
au-dessus de 5,3 cm (la hauteur ou ont été coupées les plantules en début d’expérimentation), et ces
résultats doivent donc étre pris avec un certain recul).

Afin de répondre a cette hypothése, une nouvelle expérimentation orientée sur I’inhibition de croissance
doit étre menée. En outre, dans I’objectif de déterminer si I’inhibition de croissance est dépendante de la
concentration de 1’extrait dans la solution pulvérisée, il est nécessaire de tester une plus grande gamme de
concentration, notamment des concentrations plus élevées. Il est donc primordial de développer une
nouvelle formulation, avec un solvant non phytotoxique a de plus hautes concentrations, permettant
d’atteindre des concentrations plus importantes de 1’extrait dans celle-ci.
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4.3.2 Activité antigerminative

Tableau 5. Résultats des essais sur l'activité antigerminative de I'extrait sur T. incarnatum.
* : significativement différents du témoin eau

Trifolium incarnatum

Modalités Moyenne longueur radicule STDEV Moyenne nombre de graines germées (n=5) STDEV2

Témoin eau 4,8 1,1 9,4 0,9
Témoin solvant (éthanol 0,4%) 2,4(* 0,8 9,6 0,5
Extrait 0,01g/L 2,41* 0,8 9,4 0,5
Extrait 0,05g/L 2,7|* 1,1 10,0 0,0
Extrait 0,1g/L 2,5|* 0,8 9,6 0,5|
Acide pélargonique (50g/L) 0,0]* 0,0 0,0 0,0)

Tableau 6. Résultats des essais sur I'activité antigerminative de I'extrait sur L. perenne .
* : significativement différents du témoin eau

Lolium perenne

Modalités Moyenne longueur radicule STDEV Moyenne nombre de graines germées (n=5) STDEV2

Témoin eau 4,9 1,0 9,6 0,5
Témoin solvant (éthanol 0,4%) 3,5|* 0,9 9,0 1,2
Extrait 0,01g/L 3,4(* 1,2 8,6 1,1
Extrait 0,05g/L 3,7|* 1,3 9,6 0,5
Extrait 0,1g/L 3,8|* 1,4 9,2 0,8]
Acide pélargonique (50g/L) 0,0]* 0,0 0,0 0,0J

Dans la continuité de I’évaluation du potentiel allélopathique de I’extrait, une expérimentation visant a
évaluer I’activité antigerminative de celui-ci sur les graines des deux espéces d’adventices, L. perenne et
T. incarnatum, a été réalisée en boite de pétri. Les résultats sont présentés dans les tableaux 5 et 6,
respectivement pour 7. incarnatum et L. perenne.

En premier lieu, hormis pour les témoins positifs a 1’acide pélargonique (a la dose recommandée par le
fabricant BAYER ; 50 g/L) pour lesquels aucune germination de graines n’a été observée, les résultats
n’ont montré aucune différence significative du nombre de graines germées entre les différentes
modalités.

La mesure des longueurs des radicules (tableaux 5 et 6) a montré des différences significatives entre les
témoins a 1’eau et les autres modalités (témoins a 0,4% d’éthanol, extrait aux concentrations de 0,01 g/L,
0,05 g/ et 0,1 g/L) (P-valeur=0) (Annexe 8 : test de Dunnett). Néanmoins, aucune différence
significative n’est observée entre ces quatre modalités (P-valeur =0,318). Ces résultats montrent que la
germination a ¢été retardée de manicre significative et similaire pour les différentes modalités en
comparaison avec les témoins négatifs avec de 1’eau. Ces considérations laissent supposer que la
germination a été différée en présence de la formulation utilisée (éthanol a 0,4% et tween 20 a 0,1%) et
que D’extrait n’a pas d’activité antigerminative significative sur les deux espéces d’adventices aux
concentrations testées.

Ces résultats concordent avec I’étude de Achhireddy et al. (1985) dans laquelle ils démontrent que ce sont
les phytotoxines hydrosolubles présentes dans I’extrait méthanolique des feuilles de L. camara qui ont
une activité antigerminative sur les graines de Lolium multiflorum Lam. En effet, cette fraction
hydrosoluble a été retirée de I’extrait de la présente étude lors de la purification (fractionnement entre
phase aqueuse et chloroformique). Néanmoins, les concentrations testées lors de cette expérimentation
¢tant relativement faibles, une expérimentation avec de plus hautes concentrations pourrait
potentiellement révéler une activité antigerminative.

Ces observations révelent qu’il est nécessaire de développer une nouvelle formulation pour ces tests
antigerminatifs, afin de non seulement faire disparaitre tout effet de celle-ci sur la germination des
graines, notamment sur le temps de latence de germination, mais également de permettre de tester des
concentrations plus élevées de I’extrait. En effet, dii au fait que la solubilité maximum de notre extrait
dans I’éthanol a été atteinte (25 g/L), une formulation a 0,4% d’éthanol ne permet pas d’atteindre des
concentrations plus élevées que 0,1 g/L.
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4.3.3 Activité antifongique

Afin d’évaluer D’activité antifongique des composés présents dans D’extrait de cette étude, une
expérimentation sur deux espéces de champignons phytopathogene, Aspergillus flavus et Fusarium
verticillioides, a ét¢ menée. Cette expérimentation a évalué 1’inhibition de la croissance des deux souches
induite par la présence de I’extrait dans le milieu de culture aux concentrations de 0,05 mg/mL et 0,1

mg/mL. Trois expérimentations successives ont été menées a partir de trois suspensions de spores
différentes.
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Figure 21. Inhibition de croissance de F. verticillioides: Moyenne des 3 expérimentations
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Figure 20. . Inhibition de croissance de A. flavus: Moyenne des 3 expérimentations
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Les résultats des trois expérimentations ont tous montré une inhibition significative de la croissance des
deux souches en présence de l’extrait dans le milieu de culture. Cependant, aucune différence
significative n’a été observée entre les deux concentrations testées (0,05 mg/mL et 0,1 mg/mL). Ces
résultats laissent supposer que la concentration d’inhibition maximum a été atteinte a 0,05 mg/mL. Il est
donc cohérent de tester de plus haute concentration afin de confirmer cette hypothése ainsi que de plus
faible concentration afin de définir les concentrations minimales d’inhibition pour les deux souches.

Les contrdles a 0,4% éthanol n’ont pas montré d’effet d’inhibition significative par rapport aux témoins
en milieu PDA, démontrant que cette inhibition est bien le résultat des molécules présentes dans 1’extrait.
Les résultats moyens des trois expérimentations (figures 20 et 21) montrent donc bien 1’action
antifongique des molécules présentes dans 1’extrait, néanmoins ils présentent des écart-types importants.

Afin de discuter des résultats en détails pour chacune des deux souches, les résultats d’une expérience aux
écart-types relativement faibles (2°™® expérimentation) seront uniquement pris en compte pour les
analyses statistiques (Annexe 8 : test de Dunnett) et le reste de la discussion. Il est donc nécessaire de
garder a I’esprit que les résultats discutés ci-dessous doivent étre pris avec un certain recul et qu’il est
nécessaire de réaliser de nouveaux réplicas de cette expérimentation. Ils sont donc présentés comme des
tendances qui devront étre confirmées ultérieurement.
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Figure 22. Inhibition de croissance de A. flavus: 2éme expérimentation

Pour Aspergillus flavus (figure 22), une inhibition de croissance proche de 20% est observée apres
24h de culture pour les concentrations de 0,05 mg/mL et 0,1 mg/mL (respectivement de 19% et
20,5%). Cette inhibition va augmenter progressivement jusqu’a atteindre un maximum d’inhibition
au 6°™ jour, avec une inhibition de 45,6% pour 0,05 mg/mL et 44% pour 0,1 mg/mL. Cette
inhibition diminue au 7°™ jour di au fait que le développement fongique des témoins a atteint les
limites des boites de pétri. Aucune différence significative n’a donc été observée entre les deux
concentrations testées, ce que laisse supposer a un effet de seuil a la concentration de 0,05 mg/mL.
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Figure 23. Inhibition de croissance de F. verticillioides: 2éme expérimentation

Pour Fusarium verticillioides (figure 23), une inhibition significative du controle solvant est observée au
jour 1 et au jour 4 (P-valeurs de 0,001 pour ces deux jours). Néanmoins, méme si aucune inhibition
significative de ’extrait par rapport au contrdle n’est observée au jour 1 (P-valeur=0,57), celle-ci est bien
significative pour le 4 ¢éme jour (P-valeur=0).

Comme pour 4. flavus, aucune différence significative n’est observée entre les deux concentrations
testées de ’extrait, laissant supposer a un effet de seuil ou a une trop faible différence entre ces
concentrations. En effet, une tendance d’inhibition plus importante a la concentration de 0,1 mg/mL est
néanmoins observée, mais non significative.

Apres 48h, une inhibition 18,9% et 23,9% est observée, respectivement a la concentration de 0,05 mg/mL
et 0,1 mg/mL. Cette inhibition augmente jusqu’au 4°™ jour ou elle atteint 34% pour 0,05 mg/mL et
38,9% pour 0,1 mg/mL. Elle reste relativement stable jusqu’au 6™ jour ou elle atteint un maximum a
36,8% et 41%, pour 0,05 mg/mL et 0,1 mg/mL respectivement. Elle diminue ensuite di au
développement fongique des témoins qui a atteint les limites des boites de pétri.

Les P-valeurs des analyses de la variance (ANOVA) de la 2°™° expérimentation sont présentés dans le
tableau 7.

Tableau 7. P-valeurs d’analyse de la variance des développements fongiques
pour la 2eme expérimentation

Souche/jours Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7
Aspergillus flavus 0,02 0,01 0 0 0 0 0|
Fusarium verticilloides 0,01 0 0 0 0 0 0|

Tableau 8. inhibitions de croissance observées au 6éme jour de la 2éme
expérimentation

C ion extrait Inhibition de croi: Aspergillus flavus (%) ibition de croi: F ium verticilloides (%)
Ethanol (0,4%) 2,8+4,9 ns. 571+2,78 n.s.
0,05 mg/mL 456+ 1 a 368%22 a
0,1 mg/mL 44,1+2,5 a 41+32 a

Les valeurs d’inhibition de croissance atteinte au 6°™° jour d’expérimentation sont présentées dans le

tableau 8.
Pour F. verticilloides, 1’extrait de la présente étude semble avoir une concentration minimale d’inhibition

(MIC<0,05 mg/mL) inférieure a ce qu’on trouve dans la littérature (0,16 mg/mL).2%?
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Différentes hypotheses peuvent expliquer cette considération. Une plus grande concentration de nos
feuilles en molécules ayant une activité antifongique est une possibilité. En effet, comme il a été dit
précédemment, la composition en triterpénoides est variable dans les plantes de L. camara en fonction de
différents facteurs : le taxon de L. camara considéré, la zone géographique ou la période de récolte. Une
autre hypothese est que I’extraction et les étapes de purification ont permis d’obtenir un extrait plus
concentré en molécules aux activités antifongiques.

Comparativement a I’inhibition de croissance induite par des huiles essentielles, I’extrait de la présente
¢tude semble montrer une inhibition similaire que celle induite par I’huile de cannelle a une concentration
de 35 uL/L (34,8%, 42,54% et 46,32 % d’inhibition selon les souches).2%

Il semble également montrer une inhibition supérieure (36,8% et 41%, respectivement pour 0,05 mg/mL
et 0,1 mg/mL) que l'inhibition induite par I’huile essentielle de romarin a une concentration de 0,3
mg/mL (29,7 + 7 % d’inhibition) mais inférieure que celle induite & une concentration de 0,6 mg/mL
(67,0 + 7.0% d’inhibition).2"”

Pour A. flavus, D'extrait de la présente étude semble également avoir une concentration minimale
d’inhibition relativement faible (MIC<0,05 mg/mL). Il a induit une inhibition de 45,6% et 44,1%,
respectivement a une concentration de 0,05 mg/mL et 0,1 mg/mL, aucune différence significative n’a été
observée entre les deux concentrations. Comparativement, Sanchez et al.(2005) ont démontré qu’un
extrait de Agave asperrima a induit une inhibition de 11% de la croissance de A. flavus (SRRC 1273) a
une concentration comparable dans le milieu de culture (0,125 mg/mL). Néanmoins, cette inhibition a
augmenté avec la concentration de I’extrait dans le milieu et a atteint une inhibition similaire (42%) a une
concentration de 0,25 mg/mL, ainsi qu’une inhibition supérieure (70%) a une concentration de 0,325
mg/mL. D’autre part, ce méme extrait a induit une inhibition de 13% et de 58% de la croissance de 4.
Sflavus (SRRC 1299), aux concentrations de 0,5 mg/mL et 0,75 mg/mL respectivement. En outre, I’extrait
d’une autre espéce d’agave, A. striata, n’a quant-a-lui induit aucune inhibition significative de la
croissance de 4. flavus (SRRC 1273) a une concentration de 0,375 mg/mL et induit une inhibition de 30%
et 69%, a la concentration de 0,75 mg/mL et 1,125 mg/mL, respectivement. Ce méme extrait a induit une
inhibition de la croissance de A. flavus (SRRC 1299) similaire a I’extrait de la présente étude (41%) a une
concentration significativement plus élevée (1,5 mg/mL).2%

Notre extrait semble donc présenter des inhibitions plus importantes que ces extraits d’agaves, a des
concentrations sensiblement plus faibles. Cela démontre une potentielle activité fongistatique importante
de celui-ci. Néanmoins, comme il ne s’agit pas des mémes souches de A. flavus, ces comparaisons sont a
considérer avec des précautions et avec un certain recul.

Afin de déterminer le potentiel usage de I’extrait comme antifongique, l’activit¢ de D’extrait a été
comparée avec des produits commerciaux. FORMENTI et al.(2012) ont démontré que les fongicides
commerciaux, Folicur SE® (substance active : tébuconazole a 43,1 g/L) et Proline® (substance active :
prothioconazole a 250 g/L) a une concentration de 5 mg/kg dans le milieu de culture, ont montré une
inhibition de la croissance de 79, 47 et 61%, respectivement pour F. verticillioides (MPVP 294 et MPVP
289) et A. flavus (MPVP A 2092). Leurs dosages ont également influencé de maniére significative
I’inhibition de croissance des trois souches.?””

Comparativement, 1’extrait de L. camara présente des inhibitions inférieures a des concentrations plus
¢levées, démontrant des limites de sa potentielle utilisation comme antifongique commercial contre ces
deux espéces.
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S Conclusion et perspective

Ce travail de fin d’étude a permis d’extraire et d’isoler des feuilles de L. camara un extrait de
triterpénoides pentacycliques bioactifs. L’identification des molécules majoritaires de 1’extrait semble
confirmer la présence d’ictérogénine et de lantadéne A dans cet extrait. Néanmoins, au vu de la difficulté
d’interprétation des spectres RMN des deux fractions isolées par HPLC préparative, il est évident qu’il est
nécessaire d’optimiser cette étape de purification dans 1’objectif d’obtenir des fractions de plus haute
pureté. Une piste d’optimisation est de travailler en mode gradient au lieu d’en mode isocratique.

Cet extrait a démontré un potentiel allélopathique limité envers L. perenne et T. incarnatum. En effet, les
essais biologiques n’ont démontré aucune activité herbicide et antigerminative envers les deux espéces
aux concentrations testées. L’extrait semble cependant montré un effet inhibiteur de croissance de L.
perenne lorsqu’il est pulvérisé aux concentrations de 0,05 g/L et 0,1 g/L.

Afin de répondre a ces hypothéses, il est primordial de réaliser de nouveaux essais biologiques en utilisant
des concentrations plus importantes de 1’extrait. A cette fin, il est nécessaire d’optimiser la formulation,
notamment en utilisant un solvant non phytotoxique a de plus haute concentration et permettant de
solubiliser une plus grande quantité de 1’extrait, afin de disposer d’une formulation permettant d’atteindre
de plus haute concentration de 1’extrait.

Les essais biologiques in vitro visant a évaluer 1’activité antifongique de I’extrait envers A. flavus et F.
verticillioides ont démontré une activité antifongique de celui-ci. En effet, une inhibition de croissance
des deux souches a été observée en présence de 1’extrait dans le milieu de culture, et cela dés une
concentration de 0,05 g/L. En outre, aucune différence significative d’inhibition de croissance n’a été
observée entre les concentrations de 0,05 g/L et 0,1 g/L, laissant présumer que la concentration maximum
d’inhibition a été atteinte a 0,5 g/L et qu’un effet de seuil est présent.

Dans I’objectif de répondre a cette hypothese et de déterminer les concentrations minimales d’inhibition,
il est crucial de réaliser de nouveaux essais biologiques en utilisant une plus large gamme de
concentrations de 1’extrait. Il est donc également nécessaire de développer une nouvelle formulation
permettant d’atteindre de plus haute concentration de ’extrait dans le milieu de culture.

De surcroit, afin de confirmer avec plus de précision les valeurs d’inhibition présentées (de la 2¢m°
expérimentation aux écart-types relativement faible), de nouvelles expérimentations identiques doivent
étre de nouveau réalisées.

Une autre piste serait d’également étudier I’'impact de I’extrait sur la production de mycotoxines des deux
souches, respectivement les aflatoxines pour 4. flavus et les fumonisines pour F. verticillioides.
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7 Annexes

Annexe 1 : chromatogramme (HPLC analytique) du filtrat (méthanol) aprés recristallisation
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Annexe 2 : chromatogramme (HPLC analytique) du standard du lantadene A

MWD1 A, Sig=210,4 Ref=off (041-0101.D)
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Annexe 3 : Spectrometre de masse MS-MS du pic a 569,38 m/z présent dans la fraction enrichie en
molécule A
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Annexe 4 : Spectrometre de masse MS-MS du pic a 569,38 m/z présent dans la fraction enrichie en
molécule B
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Annexe 5 : Spectrometre de masse MS-MS du pic a 553,38 m/z présent dans la fraction enrichie en
molécule B
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Annexe 6 : Spectre COSY du compose A
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Annexe 6 : Spectres RMN 2D de la molécule B
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Annexe 8 : Test statistiques (Dunnett) des essais biologique

Test antifongique (2°™ expérimentation) : Aspergillus flavus
Informations de groupement avec la méthode de Dunnett et un niveau de confiance de 95 %

N Moyenne Groupement

Modalité

PDA (contrdle) 3
ET 3
L-01 3
L-0,05 3

Les moyennes non étiquetées avec la lettre A sont significativement différentes de la moyenne
du niveau de contréle.

27077 A
2632,7 A
1514,3
14717

Test antifongique (2™ expérimentation) : Fusarium verticillioides
Informations de groupement avec la méthode de Dunnett et un niveau de confiance de 95 %

Modalité

N Moyenne Groupement

PDA (contréle) 3
ET 3
L-0,05 3
L-0,1 3

Les moyennes non étiquetées avec la lettre A sont significativement différentes de la moyenne
du niveau de contréle.

Test antigerminatif (longueur des radicules) : Lolium perenne

3152,3 A
2972,3 A
1992,3
1861,3

Informations de groupement avec la méthode de Dunnett et un niveau de confiance de 95 %

Indices N Moyenne Groupement
Témoin eau 1 (contréle) 48 4,908 A

cristaux 0,1g/L 1 46 3,780

cristaux 0,05g/L 1 48 3,690

Témoin solvant (Ethanol 0,4%) 1 45 3,453

cristaux 0,01g/L 1 43 3,365

Les moyennes non étiquetées avec la lettre A sont significativement différentes de la moyenne
du niveau de contrédle.
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Test antigerminatif (longueur des radicules) : Trifolium incarnatum
Informations de groupement avec la méthode de Dunnett et un niveau de confiance de 95 %

Indices N Moyenne Groupement
Témoin eau (contréle) 47 4783 A

cristaux 0,05g/L 50 2,714

cristaux 0,1g/L 48 2,542

cristaux 0,01g/L 47 2,438

Témoin solvant (Ethanol 0,4%) 48 2,417

Les moyennes non étiquetées avec la lettre A sont significativement différentes de la moyenne

du niveau de contrédle.

Test inhibition de croissance (masse matiere végétale humide >5,3cm) : Lolium perenne
Informations de groupement avec la méthode de Dunnett et un niveau de confiance de 95 %

modalité N Moyenne Groupement
Témoin eau (contrdle) 5 0,5351 A

Témoin solvant (Ethanol 0 5 0,5011 A

Extrait 0,01 g/L 5 0,4165 A

Extrait 0,1 g/L 5 0,3517

Extrait 0,05 g/L 5 0,3106

Les moyennes non étiquetées avec la lettre A sont significativement différentes de la moyenne

du niveau de contréle.
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