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Abstract

Description of the subject: Marine organisms, such as microalgae, have attracted universal interest in the field of
research as an alternative source of therapeutic and biological compounds that can be used for treatment of different
diseases.

Objective: The aim of the present study was to investigate the possible hypoglycemic, hypolipidemic and
antioxidant effect of the microalgae Nannochloropsis gaditana in streptozotocin-induced diabetic rats.

Methods: Diabetes was induced in male Wistar rats by single intraperitoneal injection of streptozotocin (45
mg/kg). Male rats were fed on control diet supplemented or not with Nannochloropsis gaditana (10%) for two
months. At the end of the experiment, plasma and tissues biochemical parameters and oxidant/antioxidant markers
were determined.

Results: The results obtained in this study show that streptozotocin induced animal diabetes characterized by
adverse alterations of the metabolic and the balance oxidant /antioxidant. However, Nannochloropsis gaditana
supplementation resulted in a significant reduction in the level of plasma glycated hemoglobin, plasma and tissue
lipids and attenuates oxidative stress and thus improves metabolic status. In addition, it induced a modulation of
lipase activities in diabetic rats. On the other hand, due to its antioxidant properties, Nannochloropsis gaditana
was shown to have the capacity to mitigate the oxidative stress by increasing the antioxidant defense.
Conclusion: This study suggests that the microalgae Nannochloropsis gaditana has a beneficial effect in
controlling diabetes by reducing blood glucose, lipid profile and oxidative stress, which reduces the risk of
developing complications of diabetes.

Keywords: Nannochloropsis gaditana ; diabetes ; streptozotocin ; lipid profile ; oxidative stress

EFFETS ANTIHYPERLIPIDEMIQUES ET ANTIOXYDANTS DE LA
MICROALGUE NANNOCHLOROPSIS GADITANA CHEZ LES RATS
DIABETIQUES INDUITS PAR LA STREPTOZOTOCINE

Résumé

Description du sujet: Les organismes marins, tels que les microalgues, ont suscité un intérét universel dans le
domaine de la recherche en tant que source alternative de composés thérapeutiques et biologiques pouvant étre
utilisés pour le traitement de différentes maladies.

Obijectifs: Le but de la présente étude était d’évaluer le possible effet hypoglycémique, hypolipidémique et
antioxydant de la microalgue Nannochloropsis gaditana chez les rats rendus diabétiques par streptozotocine.
Méthodes: Le diabéte a été induit chez les rats Wistar méales par injection de streptozotocine (45 mg / kg). Les
rats males ont été nourris avec un régime standard témoin supplémenté ou non en Nannochloropsis gaditana (10%)
pendant deux mois. A la fin de [I’expérimentation, les paramétres biochimiques et les marqueurs
oxydants/antioxydants plasmatiques et tissulaires sont déterminés.

Résultats: Les résultats obtenus montrent que la streptozotocine induit chez I’animal un diabéte caractérisé par de
nombreuses altérations métaboliques et de la balance oxydant/antioxydant. Cependant, la supplémentation en
Nannochloropsis gaditana provogue une diminution significative de la concentration plasmatique de glucose,
I'némoglobine glyquée, des lipides plasmatiques et tissulaires et atténue le stress oxydatif et améliore ainsi le statut
métabolique. De plus, il induit une modulation des activités des lipases chez le rat diabétique. D'autre part, en
raison de ses propriétés antioxydantes, Nannochloropsis gaditana a la capacité d'atténuer le stress oxydatif en
augmentant les défenses antioxydantes.

Conclusion: La présente étude suggere que les microalgues Nannochloropsis gaditana ont un effet bénéfique
sur le controle de diabéte par diminution de la glycémie, du profil lipidique et du stress oxydant, ce qui permet de
réduire le développement des complications associées au diabéte.

Mots clés: Nannochloropsis gaditana ; diabéte ; streptozotocine ; profil lipidique ; stress oxydatif

* Auteur correspondant: BABA AHMED Fatima Zohra, E-mail:fatimazohra_7@yahoo.fr
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a metabolic disorder
characterized by the presence of hyperglycemia
as a result of defective insulin secretion, faulty
insulin action or both [1]. This metabolic
disorder is widely prevalent throughout the
world, and is considered today as a major public
health issue that seriously threatens human
health. Indeed, recent studies have found that
this disease affects about 4% of the world
population and is expected to rise to 5.4% in
2025 [2, 3].

Dyslipidemia is recognized as one of the most
prominent risk factors for cardiovascular
diseases due to diabetes; it is characterized by
hypertriglyceridemia, low high-density
lipoprotein cholesterol levels, and increased
small and dense low-density lipoprotein-
cholesterol particles [4].

Oxidative stress plays a crucial role in the
development of diabetic complications. This
phenomenon occurs when the balance between
oxidant and antioxidant systems shifts in favour
of the former, leading to the production of
oxygen free radicals [5]. The involvement of
oxidative stress in the pathogenesis of diabetes
is suggested not only by oxygen free radicals
generation, but also due to nonenzymatic
protein  glycosylation, auto-oxidation of
glucose, impaired glutathione metabolism,
alteration in antioxidant enzymes and formation
of lipid peroxides [6].

It is worth stating that recently, marine
organisms, such as microalgae, have attracted
universal interest in the field of research as an

Revue Agrobiologia (2019) 9(2): 1474-1483

nutraceutical, antioxidant, anticancer and
antiviral applications [7].

Microalgae are microscopic photosynthetic
organisms encountered in marine and
freshwater environments [8].

Nannochloropsis gaditana is a microalga that
belongs to the Eustigmatophyceae class, which
is known as a source of proteins and
polyunsaturated fatty acids [9, 10]. Recently, it
has been documented that this marine alga
possesses a variety of bioactive compounds that
exhibit highly beneficial effects on health
through their hypoglycemic and hypolipidemic
properties [11, 12].

However, to the best of our knowledge, no prior
studies have been reported in the literature so far
on the effect of Nannochloropsis gaditana on
streptozotocin-induced diabetic rats.
Consequently, the purpose of the present work
consists of exploring the effects of
Nannochloropsis gaditana on lipid profile,
lipase activities and redox status in diabetic rats.

MATERIALS AND METHODS

1. Biological material
The microalgae
gaditana used in  our  experimental
protocol originated from Mediterranean
Sea; it came from closed microalgae photo
bioreactors (Sidi Bel-Abbes, a
northwestern Algerian town). After
cultivation, the microalgae biomass was
harvested and lyophilized. The resulting
lyophilisate was then analyzed in order to

Nannochloropsis

alternative source of therapeutic and biological determine the physico-chemical
compounds that can be us§d in harmaceu'?ical composition of Nannochloropsis
P P ’ gaditana, as shown in Table 1.

Components Amount

Water content 42.9 g/100g

Dry mater content 57 ¢/100g

Ash content / DM 5.74 g/100g

Protein content/ DM 28 g/100

Fat content / DM 18.4 g/100g

Cellulose content / DM 386 mg/100g

Carbohydrate content / DM 45 g/100g

Calcium content/ DM 4.41 g/100g

Manganese content / DM 420 mg/100g

Zinc content/ DM 10 mg/100g

Copper content / DM 5 mg /100g

Iron content / DM 17 mg/100g

Beta carotene content / DM 7.85 mg/100g

Vitamin C content/ DM 0.334 g/100g

Vitamin Blcontent / DM
Vitamin B2 content / DM
Vitamin B3content / DM
Vitamin B12 content / DM
Linoleic Acid content
Linolenic Acid content
Oleic Acid content

610 pg /100 g
2.17 mg/100 g
830 ug/100 g
1.92 mg/100 g
11 mg/100 g
17 mg/100 g
61 mg/100 g

Table 1: Composition of the microalgae Nannochloropsis gaditana DM: dry material
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2. Animals and experimental design

Male Wistar rats, eight weeks old and weighing
between 150 and 200 g, were obtained from the
Pasteur institute in Algiers (Algeria), and were
used in this study. All experiments were
conducted according to the recommendations of
the Committee on the Ethics of Animal
Experiments and experimental animal care at
the University of Tlemcen, in Algeria. The rats
were housed in wood-chip bedded plastic cages
and maintained under standard laboratory
conditions, i.e. 12:12 h light-dark cycle,
temperature of 25 °C and relative humidity of
60+5%. Animals had free access to food
(control commercial diet for rats ONAB,
Algeria) and water.

Diabetes was induced in rats by a single
intraperitoneal injection of streptozotocin
(STZ), dissolved in 0.1 M citrate buffer (pH
4.5), at a dose of (45 mg/kg). Diabetes was
confirmed three days following the injection,
through the estimation of blood glucose level
using a glucose meter. It is worth clarifying that
rats were considered diabetic only if their blood
glucose level exceeded 127 mg/dL; they were
then used in the present study.

The selected animals were divided into 4
experimental groups. The first group (control,
C,n=10) included normal rats fed a control diet
(ONAB); the second group (control microalgae,
CM, n = 10) contained normal rats fed a control
diet enriched with 10% microalgae
Nannochloropsis gaditana; the third one
(diabetic group, D, n = 10) involved diabetic
rats fed only with control diet; and the fourth
and last one (diabetic microalgae, DM, n = 10)
comprised diabetic rats fed a control diet
enriched with 10% microalgae
Nannochloropsis gaditana. The microalgae
Nannachloropsis gaditana dosage used in this
study was performed according to the protocol
of Markovits et al. [13].

3. Blood and tissue samples

After the eight week, the experimental animals
were fasted overnight and sacrificed. They were
anaesthetized with intraperitoneal injection of
10% chloral (0.3 ml per 100 g of body weight).
Their blood was then collected from abdominal
aorta in two tubes, with and without
anticoagulant, for plasma and serum separation.
Serum was used for separation of different
lipoprotein fractions and plasma was used for
biochemical determinations and
oxidant/antioxidant status parameters.

1476
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After removal of plasma, erythrocytes were
washed with isotonic saline and were lysed with
ice-cold distilled water and stored at 4 °C for 15
min. The cell debris was removed by
centrifugation (2000 g for 15 min). Erythrocyte
lysates were assayed for oxidant/antioxidant
markers.

Afterwards, the liver, adipose tissue and
pancreas were removed, washed with ice-cold
saline, quickly blotted and weighed. An aliquot
of each tissue was homogenized by means of an
Ultra-Turrax homogenizer (Bioblock Scientific,
IIkirch, France) in 10 volumes of ice-cold 10
mmol/l phosphate-buffered saline (pH 7.4)
containing 1.15% KCI. The homogenates were
subjected to a 6000 g centrifugation at 4°C for
15 min. The supernatant fractions were
collected and used for tissue triglycerides and
total cholesterol assays.

A second aliquot of tissues was homogenized in
0.9% (w/v) NaCl containing heparin (from
Sigma in St. Louis, MO, USA) which was used
for the determination of the lipoprotein lipase
(LPL) activity.

Another portion of the adipose tissue was
homogenized in ice cold buffer containing 0.25
M sucrose, 1 mM dithiothreitol and 1 mM
EDTA, pH 7.4, supplemented with 20 mg/ml
leupeptin, 2 mg/ml antipain and 1 mg/ml
pepstatin; it was then used in the adipose
hormone sensitive lipase (HSL) assay.

4. Chemical analysis

The plasma glucose level was determined using
colorimetric enzymatic assays (kits from
BioAssay Systems, Hayward, CA). In addition,
the plasma and tissue triglycerides (TG) and
total cholesterol (TC) were measured using
colorimetric enzymatic kits (Sigma, St. Louis,
MO, USA). The liquid chromatography method
was employed to quantify the glycated
hemoglobin (HbA1c) in whole blood using a kit
from Pointe Scientific Inc., United States. Also,
the blood cell hemoglobin levels were measured
using a hemoglobinometer (HemoCue Ltd.,
Dronfield, United Kingdom). Serum low
density lipoprotein (LDL), very low density
lipoprotein (VLDL) and high density
lipoprotein (HDL) fractions were separated
according to the method of Burstein et al. [14].
Different precipitate fractions were obtained
from successive centrifugation with 0.1 ml
phosphotungstic acid (30.3 mmol/L) and MgCl,
(100 mmol/L) reagent mixture. HDL-
cholesterol, LDL-cholesterol and VLDL-
cholesterol concentrations were measured by
enzymatic methods (Sigma).
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The lipase activity (LPL, EC 3.1.1.34; HSL, EC 6. Statistical analysis

3.1.1.79) was measured using the pH-stat The results obtained were expressed as mean +
technique by titrimetric measurement of fatty standard deviation (SD). The results were tested
acids released after hydrolysis of triglycerides for normal distribution using the Shapiro-Wilk
of synthetic substrate with NaOH 0.05 M at pH test. Data not normally distributed were
8 and at temperature 25 °C. The enzyme activity logarithmically  transformed. Significant
was expressed in international units (IU). One differences among the groups were analyzed
unit corresponds to the release of one micro- statistically by a one-way analysis of variance
equivalent of fatty acid per minute. (ANOVA). When significant changes were

observed in ANOVA tests, Fisher least
significant difference tests were applied to
locate the source of significant difference. The
significance level was set at P < 0.05. These
calculations were performed using Statistica
version 4.1 (Statsoft, Tulsa, OK).

5. Oxidant/antioxidant marker determination
Plasma vitamin C levels were determined using
dinitrophenylhydrazine as previously described
[15]. Catalase activity was measured on
erythrocyte lysate by spectrophotometric
analysis of the rate of hydrogen peroxide
decomposition at 240 nm [16]. Erythrocyte

reduced glutathione (GSH) levels was assayed RESULTS

by colorimetric method based on the reduction 1. Effect of Nannochloropsis gaditana on
of 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid by GSH to plasma glucose, hemoglobin and glycated
generate 2-nitro-5-thiobenzoic acid (DTNB or hemoglobin

Ellman reagent) [17]. Superoxide dismutase It was found that rats in the diabetic group
(SOD) activity was measured by the NADPH presented significantly high levels of plasma
oxidation procedure [18]. Malondialdehyde glucose and glycated hemoglobin, while the
(MDA) levels, a marker of lipid peroxidation, hemoglobin level decreased in a significant
were determined in plasma and erythrocyte by manner when compared with that of control
the procedure of Ohkawa et al. [19] based on the group rats. However, when microalgae
reaction of MDA with thiobarbituric acid. Nannochloropsis gaditana was fed to diabetic
Carbonyl proteins (CARP) (markers of protein rats, it tended to bring the above values to near
oxidation) in plasma and erythrocyte were normal (Table 2).

assayed by the 2,4-dinitrophenyl hydrazine
reaction [20].

Table 2: Levels of plasma glucose, hemoglobin and glycated hemoglobin in different experimental
groups

Control rats Diabetic rats
C CM D DM P (ANOVA)
Glucose (g/L) 1.17+0.01¢ 1.20+0.04¢ 4.41+0.082 2.44+0.02° 0.001
HbA 1 (%) 4.40+0.14¢ 4.10+0.2¢ 10.70+0.872 9.60+0.7° 0.004
Hb (mg/dL) 12.22+0.252 12.63+0.102 9.53+0.03¢ 11.03+0.13° 0.005

Values are presented as means + standard deviations (SD). C: normal rats fed a control diet; CM: normal rats fed a control diet enriched with
microalgae at 10%; D: diabetic rats fed only with control diet; DM: diabetic rats fed a control diet enriched with microalgae at 10%. HbA .,
glycated hemoglobin; Hb, hemoglobin. Values with different superscript letters (a, b, c, d) are significantly different (ANOVA).

2. Effect of Nannochloropsis gaditana on lipid The treatment of rats with Nannochloropsis
profile gaditana results in an important decrease in the
A significant increase in total cholesterol, level of total cholesterol, triglycerides, VLDL-
triglycerides, VLDL-C and LDL-C with C and LDL-C, while HDL-C was considerably
significant decline in HDL-C concentrations increased compared to streptozotocin-induced
was observed in diabetic rats as compared to diabetic rats (Table 3).

control rats.
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Table 3: Lipid profile in different experimental groups

Control rats

Diabetic rats

C CM D DM P (ANOVA)
TC (mg/dL) 153.23+0.01° 144.14+0.01°  243.78+0.04°  202.37+0.03° 0.004
TG (mg/dL) 115.12+¢0.01°  110.32+0.01°  228.68+0.04% 194.28+0.03 0.006
HDL-C (mg/dL) 81.06+1.12° 92.75+1.47° 59.06+1.18¢ 73.08+1.21° 0.001
LDL-C (mg/dL) 55.84+1.42¢ 45.14+2.38¢ 90.14+2.38° 69.18+1.40 0.001
VLDL-C (mg/dL)  38.84#2.5° 40.13+1.59° 70.92+1.06° 59.52+2.90° 0.001

Values are presented as means + standard deviations (SD). C: normal rats fed a control diet; CM: normal rats fed a control diet enriched with
microalgae at 10%; D: diabetic rats fed only with control diet; DM: diabetic rats fed a control diet enriched with microalgae at 10%. TC, total
cholesterol; TG, triglycerides; HDL-C, HDL cholesterol; LDL-C, LDL cholesterol; VLDL-C, VLDL cholesterol. Values with different

superscript letters (a, b, c, d) are significantly different (ANOVA).

3. Effect of Nannochloropsis gaditana on
tissue lipid levels

The group of diabetic rats showed significantly
elevated levels of total cholesterol and
triglycerides in their liver, pancreas and adipose
tissue as compared to those of the control group.
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However, liver, pancreas and adipose tissue
total cholesterol and triglycerides contents were
remarkably lower in diabetic rats fed a diet
supplemented with Nannochloropsis gaditana

(Fig. 1).
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Figure 1: Tissue lipid levels in different experimental groups
Values are presented as means * standard deviations (SD). C: normal rats fed a control diet; CM: normal rats fed a control diet enriched with
microalgae at 10%; D: diabetic rats fed only with control diet; DM: diabetic rats fed a control diet enriched with microalgae at 10%. TC, total
cholesterol; TG, triglycerides. Values with different superscript letters (a, b, c, d) are significantly different (ANOVA).
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4. Effect of Nannochloropsis gaditana on
lipase activities in liver, pancreas and adipose
tissue

The LPL activity in liver, pancreas and
adipose tissue decreased significantly in
diabetic rats by comparison with control
rats, whereas higher adipose HSL activity
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was detected in streptozotocin-induced
diabetic rats. It is worth noting that
diabetic rats fed a diet rich in microalgae

Nannochloropsis gaditana markedly
improved  their  lipase  activities  as
compared to diabetic rats fed a control
diet (Fig. 2).
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Figure 2: Liver, pancreas and adipose tissue lipase activities in different experimental groups.

Values are presented as means + standard deviations (SD). C: normal rats fed a control diet; CM: normal rats fed a control diet enriched with
microalgae at 10%; D: diabetic rats fed only with control diet; DM: diabetic rats fed a control diet enriched with microalgae at 10%.

LPL, lipoprotein lipase; HSL, hormone sensitive lipase. Values with different superscript letters

(a, b, ¢, d) are significantly different

(ANOVA).

5. Effect of Nannochloropsis gaditana on
oxidative stress markers

In diabetic rats, there was a significant increase
in oxidant markers (MDA and carbonyl proteins
levels) in plasma and erythrocyte, while
antioxidant defense markers (plasma vitamin C,
erythrocyte GSH, catalase and SOD) were
significantly reduced compared to control rats;
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however, when these antioxidant enzymes were
measured after dietary supplementation with
Nannochloropsis  gaditana,  contradictory
results were obtained. In  addition,
Nannochloropsis gaditana was able to reduce
levels of MDA and carbonyl proteins in plasma
and erythrocyte of diabetic rats (Table 4).
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Table 4: Plasma and erythrocyte oxidant/antioxidant markers in different experimental groups

Control rats

Diabetic rats

C CM D DM P (ANOVA)

Plasma

CARP (nmol/l) 1.12+0.23¢ 1.31+0.37¢ 4.68+1.982 2.89+0.56° 0.000
MDA (umol/l) 4.52+1.08 4.18+1.23 8.37+3.502 6.37+1.49° 0.018
vitamin C (umol/l) 18.27+4.63° 18.85+3.90? 10.24+1.78° 12.51+1.69° 0.000
Erythrocyte

CARP (nmol/l) 3.75+1.72° 3.71+1.10° 6.55+1.882 5.03+0.82° 0.001
MDA (umol/l) 2.89+0.19¢ 3.05+0.82° 6.31+1.33? 4.91+0.91° 0.000
GSH (umol/1) 5.26+0.562 5.91+1.272 2.82+0.52¢ 4.30+0.73° 0.001
Catalase (U/min/ml) 153.67+£35.27¢  183.00+10.61° 93.56+11.66° 143.79+3.76° 0.000
SOD (mmol/min/ml) 487.25+4.10° 496.17+1.25° 279.81+17.06° 376.19+38.42° 0.000

Values are presented as means + standard deviations (SD). C: normal rats fed a control diet; CM: normal rats fed a control diet enriched with
microalgae at 10%; D: diabetic rats fed only with control diet; DM: diabetic rats fed a control diet enriched with microalgae at 10%. CARP,
carbonyl proteins; MDA, malondialdehyde; GSH, reduced glutathione; SOD, superoxide dismutase. Values with different superscript letters

(a, b, ¢, d) are significantly different (ANOVA).

DISCUSSION

Streptozotocin, an antibiotic and anticancer
agent, has been widely used for inducing
diabetes in animals by effecting degeneration
and necrosis of pancreatic p-cells [21]. The
present study allowed showing that the
intraperitoneal injection of streptozotocin to
normal rats resulted in significantly elevated
glucose levels, which is in good agreement with
the findings of Akberzadah et al. [22] and Jin et
al. [5]. In contrast, Nannochloropsis gaditana
supplementation was shown effective in
lowering the levels of plasma glucose in
streptozotocin-induced diabetic rats. The
hypoglycemic action of this microalga might be
due to the potentiation of the pancreatic
secretion of insulin hormone by pancreatic beta
cells. Nannochloropsis gaditana, through its
ability to scavenge free radicals and inhibit lipid
peroxidation [11] can prevent the oxidative
stress damage caused by streptozotocin and
protect the beta cells, thus resulting in decreased
plasma glucose levels. Similar findings have
been reported in diabetic rats fed a diet
supplemented with Nannochloropsis oculata
[23].

Low levels of hemoglobin observed in diabetic
rats suggest an increased production of glycated
hemoglobin. Glycated hemoglobin has always
been considered as an important indicator of
long-term glycemic control [24]. The excess
glucose present in the blood of diabetic animals
reacts with hemoglobin to form glycated
hemoglobin [25]. According to Jangir et al. [26]
and Gandhi et al. [27], a higher level of glycated
hemoglobin was found in the blood of
streptozotocin-induced diabetic rats, indicating
their poor glycemic control, thus corroborating
our findings.
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Therefore, treatment of diabetic rats with
Nannochloropsis gaditana caused reduction in
the levels of glycated hemoglobin. This may be
attributed to the improved glycemic control in
the body.

In general, diabetes mellitus is associated with
lipid disorders [28]. It is important to recall that
the most common lipid abnormalities in
diabetic subjects are hypertriglyceridemia and
hypercholesterolemia [29]. Indeed, the high
lipid levels observed in diabetic rats are
normally linked to an increased mobilization of
free fatty acids from the peripheral fat depots
[30].

In present study, diabetic rats showed a
significant increase in total cholesterol,
triglycerides, LDL-C, VLDL-C associated with
significant decrease in HDL-C levels.

The results obtained were found consistent with
those reported by Kebir et al. [31]. However,
supplementation with Nannochloropsis
gaditana at 10% could help to correct the lipid
abnormalities observed in streptozotocin-
induced diabetic rats. These findings were
supported by Aboulthana et al. [23] who found
that Nannochloropsis oculata decreased the
levels of cholesterol, triglycerides, LDL-C but
increased the HDL-C content in streptozotocin-
induced diabetic rats. It was also revealed that
Nannochloropsis gaditana has the capacity to
improve the lipid metabolism [12]. On the other
hand, Nannochloropsis gaditana caused a
significant reduction in liver, pancreas and
adipose tissue total cholesterol and triglycerides
contents in diabetic rats. Thus, observed results

indicate  that Nannochloropsis gaditana
possesses interesting  antihyperlipidemic
properties.
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In this context, Bendaoud et al. reported that a
diet supplemented with 10% Nannochloropsis
gaditana during a period of 2 months reduced
the plasma and tissue triglycerides and
cholesterol levels in obese rats subjected to high
fat diet [11]. In addition, other studies have
discovered that Nannochloropsis alga has
potential hypocholesterolemic effects on rats
fed on high-cholesterol diets [32].

Furthermore, it is well known that lipoprotein
lipase (LPL) is a rate-limiting enzyme that
catalyzes the hydrolysis of the triglyceride core
of the circulating triglyceride-rich lipoproteins,
including chylomicrons, with a very low density
of lipoproteins [33]. The data obtained revealed
a significant decrease in the LPL activities of
liver, pancreas and adipose tissue in rats of
diabetic groups, as previously reported by
Tavangar et al. [34] and Ranganathan et al.
[35]. Regarding the adipose hormone-sensitive
lipase, a higher level of HSL was observed in
diabetic rats as compared to normal rats. These
results were found to be highly consistent with
those reported in previous studies. In addition,
it was suggested that adipocytes isolated from
streptozotocin-induced diabetic rats exhibited
elevated lipolytic activity which  was
accompanied by increased HSL activity [36].
Consequently, treatment of diabetic rats with
Nannochloropsis  gaditana  induces an
important modulation of lipase activities.
Moreover, the results achieved indicate that this
microalga has the potential to counteract the
development of many metabolic diseases and to
prevent a number of complications associated
with diabetes. It is interesting to note that
previous  studies have  shown  that
Nannochloropsis is considered as a good
potential source of EPA (20: 5®3), and also an
important polyunsaturated fatty acid that helps
to prevent many diseases [37].

It has been shown that oxidative stress in
diabetes mellitus coexists with a reduction in
the antioxidant status, which can increase the
deleterious effects of free radicals [25]. In a
living organism, antioxidant enzymes as well as
nonenzymatic antioxidants are the first line of
defense against reactive oxygen species (ROS)
induced oxidative damage [38]. In the present
experiments, oxidative markers such as MDA
and carbonyl proteins were elevated, while the
antioxidant markers such as vitamin C, GSH,
SOD and catalase activity were significantly
reduced in diabetic rats.
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These results were completely reversed upon
treatment with Nannochloropsis gaditana,
suggesting their antioxidant effect. In this
respect, the previous studies have also
supported that Nannochloropsis gaditana has
the capacity to mitigate oxidative stress and
enhance antioxidant status in obese rats
subjected to a high fat diet [11]. Moreover, the
antioxidant properties of Nannochloropsis
gaditana could be due to various valuable
pigments contained in this microalga such as the
carotenoids, which are strong antioxidants and
radical scavengers [39].

CONCLUSION

From the present investigation, it can be
concluded that Nannochloropsis gaditana is
effective in improving the lipid profile and
modulating  the lipase  activities in
streptozotocin-induced  diabetic  rats. In
addition, these microalgae, because of their
antioxidant properties, could also mitigate
oxidative stress and prevent complications
associated with diabetes.
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Abstract

Description of the subject: Cancer is one of the leading causes of death in the world. Currently, colorectal
cancer can be described as a basis for a global problem. It is believed that genetic polymorphism is related to the
risk of colorectal cancer development. The intercellular adhesion molecule-1 is shown in several types of cells,
such as endothelial cells and leukocytes, and plays an important role in several physiological processes. In
addition, this molecule is also expressed in various cancer cells, in particular melanoma, colorectal cancer and
lymphoma.

Objective: The purpose of this study was to investigate the relationship between the level of ICAM-1 gene
expression and genetic polymorphism (rs5498 A/G) in patients with colorectal cancer.

Methods: A total of 115 peripheral blood samples of young adults from Nizhny Novgorod were examined. The
ICAM-1 mRNA expression was analyzed by real-time PCR. The genotypic distribution of the
rs5498 E469K(A/G) gene polymorphism was carried out using a specific polymerase chain reaction allele.
Results: The results showed a significant difference between control and colorectal cancer patients for the GG
genotype (p=0.002; OR=1.35) and for the G allele (p=0.005; OR=2.20). The present study shows the relationship
between SNP rs5498 (A/G) and colorectal cancer with AG genotype (p=0.002; OR=3.55).

Conclusion: Our results revealed that polymorphism of rs5498 (E469K) ICAM-1 may be associated with the
risk of colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer; adhesion molecule; cancer cells; polymorphism; genotyping.

EVALUATION DU POLYMORPHISME DU GENE ICAM-1 DANS UNE POPULATION SUR
LE TERRITOIRE DE LA FEDERATION DE RUSSIE

Résumeé

Description du sujet : Le cancer est I'une des principales causes de décés dans le monde. Actuellement, le
cancer colorectal peut étre décrit comme la base d’un probleme mondial. On croit que le polymorphisme
génétique est lié au risque de développement du cancer colorectal. La molécule d'adhésion intercellulaire-1 est
présente dans plusieurs types de cellules, telles que les cellules endothéliales et les leucocytes, et joue un rdle
important dans plusieurs processus physiologiques. De plus, cette molécule est également exprimée dans
diverses cellules cancéreuses, notamment le mélanome, le cancer colorectal et le lymphome.

Objectifs : Le but de cette étude était d'étudier la relation entre le niveau d'expression des génes d'ICAM-1 et le
polymorphisme génétique (rs5498 A/G) chez les patients atteints de cancer colorectal.

Meéthodes : Un total de 115 échantillons de sang périphérique de jeunes adultes de Nijni Novgorod ont été
examinés. L'expression de 'ARNmM d'ICAM-1 a été analysée par PCR en temps réel. La distribution génotypique
du polymorphisme du géne rs5498 E469K (A / G) a été réalisée en utilisant un alléle de réaction en chaine de la
polymérase spécifique.

Résultats : Les résultats ont montré une différence significative entre les controles et les patients atteints d'un
cancer colorectal pour le génotype GG (p=0,002; OR = 1,35) et pour l'alléle G (p=0,005; OR=2,20). La présente
étude montre la relation entre le SNP rs5498 (A / G) et le cancer colorectal avec un génotype AG (p=0,002;
OR=3,55).

Conclusion : Nos résultats ont révélé que le polymorphisme d’ICAM-1 rs5498 (E469K) peut étre associé au
risque de cancer colorectal.

Mots clés: Cancer colorectal; molécule d'adhésion; cellules cancéreuses; polymorphisme, génotypage.

* Auteur correspondant: MOKRANE Ahlem, E-mail: dr.mokrane30@gmail.com
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization
(WHO), colorectal cancer (CRC) is one of the
most-diagnosed types of cancer and is the second
leading cause of cancer-related death in 2018.
Colorectal cancer is the most common form of
cancer in the world [1]. Infection is a key factor
affecting the development and progression of this
disease [2]. In the large intestine, endothelial cells,
macrophages and epithelial cells can express the
cell adhesion molecule 1 (ICAM-1). Expression
of ICAM-1 is associated with the degree and
nature of the inflammation. Recent studies
showed an increased susceptibility of cancer cells
to the expression of ICAM-1. Several mediators
can influence the metastatic progression, among
these factors the adhesion molecules that are
expressed on the cancer cells and the cells of the
target organ playing a crucial role. The adhesion
molecules generate the initial cell contacts and
result in extravasation of the cancer cells and
colonization of the organs [3].

The moleculeiCAM-1 may be involved in
immune surveillance and protection of the first
line on the surface of epithelial cells and
macrophages in patients with colon cancer.
Expression of the ICAM-1 molecule and/or other
leukocyte adhesion receptors by neoplastic
epithelial cells can promote the direction of
leukocyte infiltration and the interaction between
leukocytes and epithelial cells in the tumor site of
the large intestine [4]. ICAM-1, known as CD54,
is a transmembrane glycoprotein, which is
generally expressed on immune system cells and
endothelial cells [5].

ICAM-1 is a transmembrane glycoprotein
belonging to the CAMs superfamily, consisting

of five extracellular Ig-like domains, a
transmembrane  domain and a short
cytoplasmic tail [3]. The gene encoding
ICAM-1 is located on the short arm of
chromosome 19. The expression of ICAM-1
plays an important role in a number of
oncological diseases. The level of expression
of ICAM-1 is increased in breast, stomach and
colorectal cancer [6-8]. A number of studies
have revealed that there is a correlation
between the expression of ICAM-1 and
colorectal cancer [9-11], and the effect of
ICAM-1 depends on the protein, if expressed

in soluble or membrane form [9].
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The purpose of this study was to investigate
the relationship between the level of ICAM-1
gene expression and genetic polymorphism
(rs5498 A/G) in patients with colon cancer.

MATERIEL AND METHODES

1. Cases and controls

59 samples of peripheral blood from healthy
donors and 56 samples of peripheral blood
from patients with colon cancer were analyzed.
These samples were obtained from the hospital
"Nizhny  Novgorod  Regional  Clinical
Oncology Center" and were analyzed at the
Center for Molecular Biology and Biomedicine
of Nizhny Novgorod State University. N.I.
Lobachevsky.

2. Genotypic analysis

Genomic DNA was isolated from peripheral
blood using phenol-chloroform extraction,
SNP rs5498 (A/G) was genotyped using allele
specific polymerase chain reaction (PCR). To
analyze the variants of the ICAM-1 allele, we
used the following oligonucleotides F (5'-
CTCACTGTGTGCCTATTCCA-3) with RA
(5'-AGCACATTCACGGTCACCTT-3") and F
with RG (5-AGCACATTCACGGTCACCTC-
3') to detect allele A and G, respectively.
Amplification parameters: 5 min at 94°C and
45 cycles (30 sec at 94°C, 45 sec at 65°C and
60 sec at 72°C) and 2 min at 72°C. The results
were analyzed by agarose gel electrophoresis.
3. Real-time PCR

Synthesis of cDNA was performed using
reverse transcription, followed by real-time
PCR in a Bio-Rad CFX96 Touch device. When
simultaneous detection of the mRNA of the
ICAM-1 gene and the mRNA of the UBC gene
using the following oligonucleotides: F
(GAGCTTCGTGTCCTGTATGG), R
(CTCATACCGGGGGGAGAGCA), Z (ROX-
CCCATTGCCCGAGCTCAAGTGTCTAAA
GGA- BHQ-2) and UBC- F
(GCACAGCTAGTTCCGTCGCA), UBC- R
(TGCATTGTCAAGTGACGAT), UBC- Z
(CY5-
ATTTGGGTCGCAGTTCTTGTTTGTGGAT-
BHQ-2). Amplification parameters: 94°C - 10
min, 49 cycles (94°C for 30 sec, 60°C for 30
sec and 72°C for 30 sec). Simultaneous
detection of the relative levels of the mMRNA of
the ICAM-1 molecule with UBC is present in
the polymerase chain reaction in real time.
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4. Statistical analysis

We used Hardy-Weinberg to test the genotypes
using the y2 distribution test for the difference
in the expected frequencies and the observed
ones. All tests with p<0.05 were considered
statistically significant. Comparison of the
ICAM-1 mRNA level was performed using the
Graph Pad Prism 5 computer program.

The correspondence of the distribution of
guantitative characteristics to the normal law
was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov
test with the Lillieforce amendment. To
compare the two independent groups by

0.25+
0.20+
0.154
0.10+

0.05-

Level of mRNA ICAM-1 expression
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guantitative characteristics, a two-sided U-
Mann-Whitney  test.  Differences  were
considered statistically significant at a level of
p<0,05.

RESULTATS

1. Comparison of ICAM-1 gene expression
in donors and colorectal cancer patients

In the blood of patients with colorectal cancer
(n=56), the ICAM-1 mRNA level was
determined (Fig. 1).

Figure 1 : Level of mRNA expression of the ICAM-1 gene in healthy donors and in
patients with colorectal cancer

The level of mMRNA ICAM-1 in patients with
colorectal cancer showed a significant
difference (p <0.05). There is a decrease in
ICAM-1 gene expression in the peripheral
blood of colorectal cancer patients. It appears
that the expression of adhesion molecules
ICAM-1 can interact with cells that control
immunity (Fig. 1).

2. Comparison of genotypes
ICAM-1 of peripheral blood
donors and colon cancer patients
ICAM-1 polymorphisms are given in Table 1,
with two cases of patients with colon cancer,
and means of control in accordance with the
Hardy-Weinberg equilibrium. The genotypic
distribution of ICAM-1 in patients with colon
cancer was significantly different and controls
(p <0.05), among patients with colon cancer,
the distribution of allelic variants of SNP rs
5498 were distributed as follows: AA in 13
patients (23.2%), GA in 38 patients (67.9%)

5498 A/G
in healthy
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and GG in 5 patients (8.9%). The distribution
of genotypes differs significantly from that of
healthy donors: AA in 33 healthy donors
(55.9%), GA in 22 healthy donors (37.3%) and
GG in 4 healthy donors (6.8%).

G allele was significantly associated with
the risk of colon cancer (OR = 2. 20, 42 =
7.79, 95% C.I. = [1.26-3.85], p = 0.005).
Frequency of heterozygous GA in cases of
patients was more, than in the control
group (67.9% vs. 37.3%, y2 = 13.00, p =
0.002). Individuals with the GA genotype
had a 3.55-fold increase in the risk of the
disease compared with the AA genotypes.
Expression of ICAM-1 gene was higher in
patients with colon cancer (p = 0.002)
compared to healthy donors. In addition,
there was a significant association under
the dominant model GG + GA (OR =
4.20, y2 = 12.81, 95% C.l. = [1.88-9.40],
p = 0.0003) (Table 1).
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Tableau 1: Allele and genotype frequencies SNP rs5498 E469K (A/G) of the ICAM-1 gene in healthy
donors and patients with colon cancer

Alleles, Control group Patients with colorectal cancer 9. p OR

genotypes (n=59) (n=56) x> (95% C.1.)
. . . . 0.45 (0.26-0.79) :
A:G 0.746 : 0.254 0.571:0.429 7.79;0.005 2.20 (1.26 — 3.85)
AA 33 (55.9%) 13 (23.2%) 0.24 (0.11-0.53)
AG 22 (37.3%) 38 (67.9%) 13.00; 0.002 3.55(1.64 - 7.67)
GG 4 (6.8%) 5 (8.9%) 1.35(0.34 - 5.30)
AG+GG 0.441 0.768 12.81; 0.0003 4.20 (1.88 -9.40)

Notes: n is the number of samples,y? is the chi-square value, d.f. - number of degrees of freedom, P is the confidence value, OR

(odds ratio) is the odds ratio, 95% C.I. (Confidence Interval) - 95% confidence interval.

DISCUSSION

Progression of tumors can be determined by
two fundamental factors. Internal cellular
changes can cause cellular de-differentiation
and aggressive proliferation, or changes in the
extracellular microenvironment can promote or
prevent tumor growth. It was suggested that
the expression of ICAM-1 on the surface of
cancer cells could play the role of a suppressor
in the progression of the tumor in the host's
immune surveillance system [10]. It turns out
that the expression of adhesion molecules
ICAM-1 can interact with cells that control
immunity. Our results (Fig. 1) are consistent
with the studies of Tanaka and Yashiro which
showed that a decrease in ICAM expression
leads to metastasis to the lymph nodes [12;
13].

In a study of the ICAM-1 gene in Nizhny
Novgorod hospitals, it was found that genetic
polymorphisms of ICAM-1 are associated with
colon cancer. Our results suggest that the G
allele and genotype AG of ICAM-1 are
overexpressed in  colon cancer cells.
Regulation of ICAM-1 is also observed in
several types of cancer associated with the
progression of the disease [14]. Genetic
changes can be considered as prognostic
markers for colon cancer disease, they can be
used in studies of the ICAM-1 molecule and its
role in the development of tumors [15]. The
frequencies of alleles of SNP rs5498 A/G vary
between ethnic groups of people living in
different territories. The lowest frequency of
the A (K) allele is recorded among the
indigenous  population of Africa [16].
American and European populations occupy
intermediate value [17], and the highest
frequency was found in Asia [18].
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There is also a connection between this
genotype and the syndrome of differentiation
in acute myeloid leukemia [19] and with the
degree of differentiation of tumor cells in
colorectal cancer [20; 21]. However, these
associations are often characteristic of
individual ethnic groups [22], which determine
the need for research of each population

separately.
Analysis of frequencies of alleles and
genotypes SNP rs5498 A/G revealed

associations with certain diseases. Among

the people suffering inflammatory
diseases  (multiple  sclerosis, Crohn's
disease) [23] or those with myocardial

infarction, the frequency of the GG (EE)
genotype is higher than in healthy people
living in the same territory [24]. An
increase in the frequency of genotype AA

(KK) is recorded among patients with
colorectal cancer [25] and carcinoma of
the stomach [26].

During inflammatory ~ processes, the
soluble form of ICAM-1 (SICAM-1)
is widely distributed in several cells
that are activated by cytokines, and
then produce a large number  of
ICAM-1 membranes [27]. Several
recent studies have shown that
SICAM-1 is considered a biomarker
of cancer that has been associated
with  diagnosis,  clinical  stage and
metastasis [28-32]. ICAM-1 is
expressed on the surface of many
malignant cells [33-36] and present in
soluble form and circulates in plasma
of cancer patients at high levels [31;
37].
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The level of mMRNA in the blood of
patients with colon cancer with

heterozygote AA and AG was higher than
in patients with homozygous GG. It was
found that the level of mRNA of the
ICAM-1 molecule in patients with GG
homozygote tended to  decrease in
comparison with patients having the AG
and AA genotype, which is related to the
peculiarities of the neoplastic process and
the reaction of the organism to the tumor.
Metastases in lymph nodes are a common
type of metastasis in patients with
colorectal cancer

The SNP in the ICAM-1 gene associated
with the risk of developing breast cancer,
colorectal cancer, and melanoma was
detected [38]. Serum SICAM-1 positively
correlated with tumor size, metastases,
including pancreatic cancer, lung cancer,
breast cancer and stomach cancer [39-41].
Our  results  suggest  that ICAM-1
expression is closely related to metastases
and can be a useful predictor of predictors
in patients with colorectal cancer.

ICAM-1 polymorphism of K469E can
induce functional deterioration of the gene

product. This genetic product facilitates
the  mechanism of inflammation and
immune response. A set of cytokines

produced by inflammation and an immune
response participate in the formation of an
oncogenic  microenvironment  playing a
decisive role in initiating carcinogenesis
of the stomach, which stimulates
angiogenesis, damaging DNA and
proliferation  of  epithelial cells and
subsequent malignant transformation [42].

CONCLUSION

Our results show that there is no relationship
between the polymorphism of ICAM-1 K469E
and the susceptibility to cancer. It is observed
that the genotype is not linked to the level of
ICAM-1 expression. In oncology, the role of
ICAM-1 is under intensive research reduces
the level of expression of the ICAM-1
molecule in patients with colorectal cancer.
The ICAM-1 expression is associated with
metastases and can be a useful indicator for
predicting colorectal cancer. In this regard, the
level of expression and polymorphism of
ICAM-1 in patients with colon cancer can
provide detailed information on the regulation
of this molecule, allowing doctors to provide a
new diagnostic marker.
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Résumeé

Description du sujet : Cette étude montre une inhibition de la croissance pondérale chez les juvéniles de
I’escargot terrestre Helix aspersa exposés a la laitue contaminée par deux insecticides, le thiaméthoxame et la
téfluthrine, appartenant a deux classes chimiques différentes. Cette approche est susceptible d’étre utilisée dans
la bio-indication, et notamment celle de la pollution des sols pour une éventuelle évaluation des risques qu’ils
pourraient engendrer aux écosystemes terrestres.

Objectifs : Evaluation par une approche expérimentale de I’effet de deux insecticides, un néonicotinoide et un
pyréthrinoide utilisés a large spectre dans la région Nord-Est algérienne sur la croissance pondérale des
juvéniles.

Méthodes : Des escargots juvéniles ont été exposés par voie orale a des feuilles de laitue fraiche imbibées
d’insecticides pendant 8 semaines. Les effets des deux molécules, ayant des modes d’action différents ont été
comparés. La viabilité, la mortalité et la croissance sont notées d’une fagon hebdomadaire.

Résultats : La progression avec le temps de la toxicité des deux insecticides sur les parameétres cinétiques n’est
pas similaire.

Conclusion : Les résultats de cet essai suggerent que les juvéniles de Helix aspersa peuvent étre utilisés comme
bio-indicateurs pour tester et comparer I’effet des insecticides appartenant aux familles chimiques des
néonicotinoides et des pyréthrinoides.

Mots clés: Helix aspersa; escargots juvéniles; insecticides; thiaméthoxame; tefluthrine; croissance.

EFFECTS OF THE THIAMETHOXAME AND THE TEFLUTHRINE ON THE
PHYSIOLOGICAL BIOMARKERS OF THE LAND SNAIL HELIX ASPERSA

Abstract

Description of the subject: This study shows an inhibition of the ponderal growth in juveniles of the land snail
Helix aspersa exposed to lettuce contaminated by two insecticides the thiamethoxame and the tefluthrin,
belonging to two different chemical classes. This approach is likely to be used in the bio-indication, and in
particular that of the soil pollution for a possible evaluation of the risks which they could generate to terrestrial
ecosystems.

Objective : Evaluadon by an experimental approach of the effect of two insecticides, widely used in the north-
eastern region of Algeria, the first one is a neonicotinoid and the second is a pyrethroid on the ponderal growth
of juveniles.

Methods : The juvenile snails were exposed orally to fresh lettuce leaves soaked in insecticides for 8 weeks. The
effects of the two molecules with different modes of action were compared. Viability, mortality and growth are
noted weekly.

Results : The progression of the toxicity of the insecticides on the kinetic parameters is not similar.

Conclusion : The results of this test suggest that the juveniles of the land snail Helix aspersa can be used as
bioindicators to test and compare the effects of insecticides belonging to the chemical families of neonicotinoids
and pyrethroids.

Key words: Helix aspersa; juvenile snails; insecticides; thiamethoxame; tefluthrin; growth.

* Auteur correspondant: AIT HAMLET Smina, E-mail: sminal981@hotmail.fr
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INTRODUCTION

Les insecticides constituent un moyen de lutte,
le plus efficace contre les parasites majeurs des
plantes cultivées et leur utilisation dans
I’agriculture est incontournable. Cependant, la
majorité de ces produits sont toxiques et
difficilement biodégradables. Leur utilisation
excessive peut entrainer des risques et
quelques fois des conséquences néfastes pour
toutes les composantes de I’environnement.
Aprés le traitement de la partie aérienne des
plantes, une part des produits atteint le sol, ou
vivent des microorganismes, des champignons,
des insectes et des invertébrés terrestres. Parmi
ces invertébrés, I’escargot Helix aspersa,
herbivore et détritivore, joue un rble majeur
dans de nombreux écosystémes [1]. Il est la
proie de nombreux prédateurs, tels que les
oiseaux, les mammiferes ou les invertébrés et
peut donc étre a I’origine de transferts de
contaminants dans la chaine trophique [2].
C’est pourquoi ce gastéropode terrestre est de
plus en plus utilisé pour évaluer I'impact de
contaminations  sur  diverses  fonctions
physiologigques et comportementales [3,12].

En Algérie, I’'usage des pesticides, des engrais,
des  fertilisants et  autres  produits
phytosanitaires est excessif, avec souvent le
non-respect des doses recommandées et les
durées d’utilisation par ignorance de
I’agriculteur. Cependant, ces substances
chimiques ne sont pas anodines. Elles ont des
conséquences environnementales directes et un
impact sanitaire sur le long terme lié aux
infiltrations de ces molécules non dégradables
dans les sols, dans les nappes, puis vers les
écosystemes: les végétaux, les animaux et
nécessairement I’homme [13].

Dans ce contexte, nous avons estimé par une
étude  expérimentale I’effet de  deux
insecticides utilisés a large spectre dans la
région Nord-Est algérienne sur la croissance
pondérale, la viabilit¢ et la mortalité des
juvéniles de I’escargot Helix aspersa
potentiellement exposé a ces deux produits.

MATERIEL ET METHODES

1. Animaux

Les escargots utilisés sont les juvéniles de
Helix aspersa aspersa (syn. Cantareus
aspersus ou Cornu aspersum O.F. Mauller,
1774), dont les individus sont agés de 4
semaines, d’une masse fraiche moyenne de
0,511 £ 0,1 g et un diamétre de coquille moyen
de 10,69 £ 1 mm.
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Les juvéniles utilises proviennent d’une méme
ponte réalisée dans notre laboratoire. Les
escargots reproducteurs ayant produit la ponte
utilisée pour cette étude, proviennent d’une
collecte réalisée dans la forét de Lefjoud]
(Wilaya de Guelma) non contaminée par les
pesticides. Ensuite, ils sont maintenus en
élevage aux conditions de laboratoire pendant
une année. Les juvéniles sont élevés sous des
conditions  décrites par Gomot  [14],
température 20+2°C, photopériode 18hL/6hO,
hygrométrie 80 a 90%. Cependant, ils sont
nourris exclusivement de feuilles de laitue
fraiche.

2. Insecticides

Le premier insecticide utilisé est un
néonicotinoide, le thiaméthoxame utilisé sous
forme de préparation commerciale (25 g de
thiaméthoxame dans 100 g d'insecticide). Il est
utilisé dans la région Nord-Est algérienne
contre les insectes piqueurs et suceurs des
céréales, des arbres fruitiers et des cultures
maraicheres. Il est utilisé en culture & des doses
allant de 800 a 4000 mg/L d'insecticide
(formulation commerciale), correspondant a
200 a 1000 mg/L de thiaméthoxame (matiere
active).

Le deuxieme insecticide testé est un
pyréthrinoide, la téfluthrine utilisée également
sous forme de préparation commerciale (1,5 g
de téfluthrine dans 100 g d'insecticide). Il est
couramment utilisé contre les insectes du sol
qui s’attaquent aux cultures maraichéres, a la
pomme de terre, aux arbres fruitiers, a la vigne
et aux céréales. Il est utilisé en cultures a des
doses allant de 12 a 50 kg/ha d'insecticide
(formulation commerciale), correspondant a 18
a 75 mg/m? de téfluthrine (matiére active).
Toutes les solutions d’insecticides sont
préparées avec I’eau distillée, et sont
renouvelées chaque semaine.

3. Schéma expérimental

75 escargots juvéniles sont répartis en 5
groupes de 15 animaux chacun (3 réplicats par
groupe). Chaque réplicat est constitué de 5
escargots maintenus dans une boite de
polystyréne perforée de dimensions 25 x 13,5
x 16,5 cm. Une éponge imbibée d’eau assure
I’humidité élevée. Les 5 groupes de juveniles
sont nourris de laitue fraiche (escargots
témoins), ou de laitue imbibée (durant 30 s) de
solutions d’insecticides inférieures a celles
utilisées en agriculture et n’induisant pas
I’estivation chez les escargots (Tableau 1).
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La nourriture est fournie trois a quatre fois par
semaine, de méme que le nettoyage des boites.
Pour déterminer I’effet des deux insecticides,
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I’expérience est menée durant 8 semaines sous
les conditions de laboratoire citées auparavant.

Tableau 1. Dilutions utilisées pour chaque insecticide et pH correspondant.

Groupe pH
Groupe T Escargots témoins non traités 5,80
Groupe Thl  Escargots traités avec 25 mg/L de thiaméthoxame 6,52
Groupe Th2  Escargots traités avec 50 mg/L de thiaméthoxam 6,12
Groupe Tel  Escargots traités avec 5 mg/L de tefluthrine 6,61
Groupe Te2  Escargots traités avec 10 mg/L de tefluthrine 6,69

4. Estimation de la croissance et de la
mortalité

La croissance pondérale est évaluée chaque

semaine en pesant les escargots a presque + 0,1

g avec une balance modeéle

OHAUS®ANALYTICAL Plus, et en mesurant

(M, — Mpp) — (Mg, —m

le diamétre coquillére & presque £ 1mm avec
un pied a coulisse précision 0,02 cm. Le
pourcentage d’inhibition du poids moyen (Ppi)
[10] est calculé pour comparer le poids moyen
des groupes traités avec celui du groupe
témoin,

o) % 100

P,; du groupe G, =

Ou le groupe Gx représente les groupes
d’escargots Grhi, Grnz, Gre1 €t Grez; M €st la
masse des escargots du groupe témoin a
I’instant t = n semaines ; mro est la masse des
escargots du groupe témoin au début de
I’expérience; mg, est la masse des escargots du

P, du groupe G, =

Ou dr, est le diamétre coquillére des escargots
du groupe témoin a I’instant t = n semaines; dro
est le diamétre des escargots du groupe témoin
au début de I’expérience; den est le diameétre
des escargots du groupe Gx a I’instant t = n
semaines; dco est le diameétre des escargots du
groupe Gx au début de I’expérience.

Le nombre de juvéniles dans chaque groupe est
compté chaque semaine pour estimer le
pourcentage de mortalité aprés 8 semaines de
traitement. La quantité de laitue consommee
par les escargots n’a pas été mesurée parce que
la laitue imbibée d’insecticides perdait
rapidement de sa fraicheur par rapport a celle
des escargots témoins, et donc, il était
pratiguement impossible de la quantifier avec
précision.

5. Analyses statistiques

Pour chaque concentration d’insecticide, le
poids moyen et le diamétre coquillere moyen
sont exprimés en moyennes + déviation
standard (SD) chaque semaine. A la fin de
I’expérience, les résultats obtenus des
traitements sont comparés avec ceux du témoin

(M1, — Mpy)

(d]!'n -

groupe Gx a I’instant t = n semaines; mgo est la
masse des escargots du groupe Gx au début de
I’expérience. Le pourcentage d’inhibition du
diamétre moyen (Pqi) [10] est calculé pour
comparer le diamétre des groupes traités avec
celui du groupe témoin,

druj - (dGn - dGI}]
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en utilisant le test ‘t” de Student suivi par
I’analyse de la variance (ANOVA) a deux
critéres de classification. Tous les calculs ont
été effectués a I’aide du logiciel MINITAB
d’analyse et de traitement des données version
13.31.

RESULTATS

Durant I’expérience, la mortalité était faible,
avec seulement 8 individus sur 75 escargots
juvéniles, ce qui représente 10,66%. La
mortalité est survenue comme suit : 1 individu
durant la cinquiéme semaine dans le groupe
Gr, 1 individu durant la sixieme semaine dans
le groupe Grez, 4 individus durant la septiéme
semaine : 2 individus dans le groupe G, et 2
autres dans le groupe Gres, et enfin 2 individus
durant la huitieme semaine dans le groupe
Gren.

Les juvéniles témoins ont multiplié leur masse
moyenne par un facteur de 2,04. Les escargots
des groupes Grni, Grhz, Grer €t Grez ONt
multiplié leur masse moyenne par un facteur
1,59, 1,32, 1,36 et 1,55 respectivement.
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Les escargots des groupes Gr, Grni, Gthz, Gret
et Grez ont multiplié leur diamétre coquillére
moyen par un facteur 1,25, 1,14, 1,08, 1,08 et
1,10 respectivement.

A la fin de I’expérience, la masse moyenne des
escargots traités diminue avec I’augmentation
de la concentration de chacun des deux
insecticides  (Fig. 1). Cependant, cette
diminution est trés hautement significative
(p<0,001) par rapport a la masse des témoins
dans les groupes d’escargots Grhz, Gre1 et Grez.
La concentration 25 mg/L de thiaméthoxame
entraine une diminution de la masse moyenne
des juvéniles d’une fagcon hautement
significative (p<0,001) comparée aux escargots
témoins (Fig.1) a partir de la troisiéme semaine
de traitement. Quant a la concentration 50
mg/L, la diminution de la masse moyenne est
survenue des la premiére semaine de traitement
d’une facon hautement significative (p<0,001).
A la fin de I’essai, la masse moyenne des
escargots traités par le thiaméthoxame diminue
avec I’augmentation de la concentration de
I’insecticide comparée a celle des escargots du
groupe témoin. Cette diminution est hautement
significative (p<0,001) comparée a la masse
moyenne des juvéniles du groupe témoin dés la
premiére semaine de traitement.
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La concentration 5 mg/L de téfluthrine entraine
une diminution de la masse moyenne d’une
facon hautement significative (p<0,001)
comparée aux escargots témoins (Fig. 1) a
partir du début du traitement. Cependant, une
augmentation de la masse moyenne des
juvéniles aprés exposition a la concentration 10
mg/L de I’insecticide a été observée durant la
troisieme, la quatrieme et la cinquiéme
semaine de traitement. Ensuite, une diminution
hautement significative (p<0,001) de la masse
moyenne des escargots est observée a partir de
la sixieme semaine de traitement.

L’analyse de la variance a deux critéres de
classification (ANOVA), révele un effet du
traitement, de la durée de traitement et de
I’interaction traitement-durée de traitement
hautement significatif (p<0,001) pour les deux
insecticides.

A la fin de I’expérience, le diamétre coquillére
moyen des escargots traités diminue d’une
facon hautement significative (p<0,001) par
rapport aux escargots témoins (Fig. 2). Cette
diminution était significative (p<0,05) dans les
groupes Grhy et Grer & partir de la sixiéme
semaine de traitement. Cette diminution
devient significative (p<0,05) pour le groupe
Gm et trés significative (p<0,01) pour le
groupe Gre, a partir de la septiéme semaine de
traitement.

T EEE *hE
*% - % = L
% kil b -
R *E * 4
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S5 S6 57 58

Temps (semaines)

Figure 1 : Effets du thiaméthoxame et de la téfluthrine sur le poids moyen des juvéniles de I’escargot
Helix aspersa (nourris de laitue imbibées de solution d’insecticide) pendant une période de huit

semaines.
Moyennes + SD ; n = 8-15. Les astérisques symbolisent une différence significative dans les masses moyennes des escargots soumis aux
différents traitements par rapport a celles des escargots témoins. Test ‘t” de Student : * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour p<0,001.
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Figure 2 : Effets du thiaméthoxame et de la téfluthrine sur le diamétre moyen des coquilles des
juvéniles de I’escargot Helix aspersa (nourris de laitue imbibées de solution d’insecticide) pendant une

période de huit semaines.
Moyennes + SD ; n = 8-15. Les astérisques symbolisent une différence significative dans les masses moyennes des escargots soumis aux
différents traitements par rapport a celles des escargots témoins. Test ‘t” de Student : * pour p<0,05, ** pour p<0,01, *** pour p<0,001.

Au bout de 4 semaines de traitement, le
pourcentage d’inhibition de la masse moyenne
des groupes Grni, Grho, Gre1 €t Grez calculé
(Tableau 2) est de 11,57, 50,06, 53,70 et 2,82
respectivement. Le pourcentage d’inhibition du
diametre coquillere moyen est de 1,30, 47,82,
50,00 et 2,17 respectivement. Aprés 8

semaines de traitement, le pourcentage
d’inhibition de la masse moyenne des mémes
groupes est de 42,50, 69, 65,36 et 45,89
respectivement. Le pourcentage d’inhibition du
diametre coquillere moyen était de 42,61,
67,71, 68,26 et 60,88 respectivement

Tableau 2 : Effets des insecticides sur le poids et le diamétre coquillére moyens des juvéniles de Helix

aspersa.

Début de I’expérience 28 semaine 4°™ semaine 6°™ semaine 88 semaine
Concentration (mg/L) Pm(mMg)SD  Dm(mMm)SD % IPm % IDm % IPn  %IDm  %IPm  %IDn  %IPn % 1Dn
Témoins non traités 510,06 + 100 10,69+1 0 0 0 0 0 0 0 0
25 mg/L de Th 509,15 + 100 10,751 5,55 - 89,13 11,57 1,30 6,69 15,20 42,50 42,61
50 mg/L de Th 512,38 + 100 10,841 47,02 84,78 50,06 47,82 54,46 49,22 69,00 67,71
5mg/L de Te 508,80 + 100 10,76 £ 1 55,99 86,95 53,70 50,00 45,14 48,19 65,36 68,26
10 mg/L de Te 512,51 £ 100 10,80 +1 16,24 -17,39 2,82 2,17 21,68 39,17 45,89 60,88

P : poids moyen (mg) + SD, Dy, : diamétre moyen (mm) + SD, % | P, : pourcentage d’inhibition du P, % | Dy, : pourcentage d’inhibition
du Dy, Th : thiaméthoxame, Te : téfluthrine

DISCUSSION

La mortalité des escargots observée dans cette
étude (10,66%) est supérieure a celle
remarquée dans I’expérience de plusieurs
auteurs (5%) [15], (4,3 %) [16] et (3 a 7 %)
[17].

Durant cette étude, I’humidité relative et la
température n’étaient pas des facteurs limitant
vis-a-vis de la croissance des escargots
juvéniles. Cependant, plusieurs auteurs [14,
18] ont montré que les températures
supérieures & 15°C stimulent la croissance avec
un optimum de croissance a 23°C. Cependant,
la qualité de la nourriture joue un réle crucial
[16, 17] dans la croissance des escargots.
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Ainsi, dans cette expérience, les escargots
témoins nourris avec les feuilles de laitue ont
montré un facteur de croissance (2,04)
supérieur a celui des escargots des travaux
antérieurs [17], nourris également de laitue
fraiche (1,26), et inférieur a celui des escargots
nourris de farine (5,25), ou encore avec la
combinaison farine et laitue (6,92), ou la
combinaison farine et feuilles de tréfle (6,41),
ou enfin, la combinaison farine plus laitue et
feuilles de trefle (6,91).

Les effets induits sur la croissance (poids et
diametre coquillere moyens) par les deux
concentrations de thiaméthoxame augmentent
d’une maniére dose-dépendante en fonction du
temps.
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Cette progression de la toxicité de chacun des
deux insecticides n’est cependant pas
semblable. Une rapide récupération de la
croissance (poids moyen) des juvéniles apreés la
troisieme semaine de traitement a la
concentration 10 mg/L de téfluthrine est
observée jusqu’a la cinquiéme semaine, et un
freinage dés la sixiéme semaine jusqu’a la fin
du traitement. Ceci suggére un effet réversible
possible de la téfluthrine vis-a-vis de la
croissance par rapport a celui du
thiaméthoxame qui est irréversible. Ainsi,
Bluzat et Seuge [19] ont fait les mémes
constatations avec le lindane. lls ont rapporté
gue cet insecticide avait un caractere réversible
vis-a-vis de la croissance et de la
minéralisation coquillére.

Ces données reflétent le déclin de la croissance
des escargots (masse et diamétre coquillére)
sous I’effet de tous les traitements. La
réduction significative de la croissance des
juvéniles exposés au thiaméthoxame et a la
téfluthrine peut s’expliquer par une réduction
des réserves énergétiques, allouées a la
croissance (contenus en lipide et en glucides)
dans les cellules de stockage des tissus des
escargots, cette réduction est probablement
provoquée par la mobilisation de ces
ressources pour I’initiation des processus de
détoxication.

La réduction de la croissance pondérale notée
dans les groupes d’escargots traités par le
thiaméthoxame et la téfluthrine comparés aux
escargots témoins est en parfait accord avec les
résultats de certains auteurs [6, 20, 21]. En
effet, ils ont rapporté que la réduction
significative (p<0,05) du poids et du diamétre
coquillere  des escargots traités avec
I’aminocarbe, le méthyl parathion et le
paraquat est liée a la nature et a la
concentration du pesticide administré. De plus,
I’ensemble des résultats semble indiquer que la
réduction de la croissance est liée au mode [8,
22] et a la durée d’exposition [6, 20, 23] a un
pesticide testé. D’autre part, Bluzat et Seuge
[19] ont montré chez le mollusque Lymnea
stagnalis que le carbaryl et le lindane
provoquent dans le cas d’une intoxication
chronique, une diminution de la croissance des
coquilles.

Aussi, les effets des pesticides different selon
les especes de gastéropodes traités. Ainsi,
Genena et Mostafa [24] ont constaté une large
différence de sensibilité aux pesticides entre
deux genres d’escargots Monacha cantiana et
Eobania vermiculata.
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Judge [25] avait fait les mémes constatations
entre deux especes de limaces du genre
Deroceras  traitées par les  mémes
molluscicides.

D’un autre coté, la différence de croissance
observée entre les deux insecticides pourrait
étre attribuée a la structure chimique de la
matiére active des insecticides [26, 27] et (ou)
notamment de leurs adjuvants consécutifs.
Cependant, les données toxicologiques sur les
adjuvants sont rares, pour argumenter les effets
possibles d’un pesticide (matiére active et
adjuvant) donné.

Cette différence de croissance peut étre
attribuée également a la différence de solubilité
des molécules testées et des mixtures, leurs
affinités  vis-a-vis des différentes cibles
biologiques ou a d’autres facteurs ignorés
jusqu’a présent chez les gastéropodes.

En se basant sur le pourcentage d’inhibition du
poids moyen (Tableau. 2) et au bout de 8
semaines de traitement, la toxicité des
insecticides décroit dans I’ordre suivant : Th2
(69%) > Tel (65,36%) > Te2 (45,89%) > Thl
(42,50%). D’autre part, en se basant sur le
pourcentage  d’inhibition  du  diamétre
coquillere moyen, le classement était comme
suit: Tel (68,26%) > Th2 (67,71%) > Te2
(60,88%) > Th1l (42,61%).

CONCLUSION
Les interrogations sur I’impact des pesticides
sur I’environnement nécessitent le

développement de méthodes adaptées pour
I’analyse de leurs effets sur les invertébrés
terrestres, notamment sur I’escargot Helix
aspersa aspersa. La sensibilité du modele au
thiaméthoxame et a la téfluthrine montre bien
leur effet, plus ou moins important sur les
parametres cinétiques étudiés : le poids et le
diametre coquillére. 1l serait intéressant de
détecter la présence des deux produits dans les
tissus des escargots exposés en continu aux
plus fortes concentrations dans la nourriture.
Les résultats peuvent indiquer, par la suite, les
effets des insecticides a des concentrations
représentatives de I’environnement, cependant,
la détection de résidus dans les tissus peut
présenter un danger potentiel de transfert dans
la chaine alimentaire. Cette approche
toxicodynamique globale, a montré une
inhibition de croissance chez les juvéniles
exposés a la laitue contaminée par deux
insecticides, appartenant a deux classes de
composés sur une espece d’invertébré du sol,
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Helix aspersa aspersa, susceptible d’étre
utilisée comme bioindicateur de pollution des
sols, d’abord a d’autres insecticides
actuellement utilisés et présents dans
I’environnement, ensuite et par référence a ces
résultats, a d’autres produits phytosanitaires
plus récemment utilisés, pour une éventuelle
évaluation des risques qu’ils pourraient
engendrer aux écosystémes terrestres.
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Abstract

Description of the subject: Oral toxicity of low doses of acetamiprid remains poorly explored at the tissue and
molecular level.

Objective : Evaluation of the two low doses acetamiprid effects on lung and liver structure and on liver function.

Methods : Two batches of treated mice were fed daily with acetamiprid at rate of 1/20 LD50 and 1/10 LD50
respectively for 15 days. The witnesses were force-fed with distilled water.

Results : Liver enzymes assay showed non-significant changes in plasma concentration of AST and ALT. In
addition, the histological examination showed haemorrhages, leukocyte infiltrates and thickening of the
endothelial walls of capillaries and alveolar septa.

Conclusion : According to the results, we can conclude that even with low doses, acetamiprid is toxic at tissue
level in male mice.

Keywords: Acetamiprid; Lung; Liver; Oral toxicity; Male mice.

ALTERATIONS HISTOPATHOLOGIQUES INDUITES PAR L'ACETAMIPRIDE
AU NIVEAU DU POUMON ET DU FOIE CHEZ LES SOURIS MALES

Résumeé

Description du sujet : La toxicité par voie orale de I'acétamipride a faibles doses reste mal explorée a I'échelle
tissulaire et moléculaire.

Obijectifs : Evaluation des effets a faibles doses de I’acétamipride sur la structure du poumon et du foie et sur la
fonction hépatique.

Meéthodes : Deux lots de souris traités ont été gavés quotidiennement avec I’acétamipride a raison de 1/20 DL50
et 1/10 DL50 respectivement pendant 15 jours. Les témoins ont été gavés avec de I’eau distillée.

Résultats : Les teneurs plasmatiques des enzymes hépatiques, ASAT et ALAT, restent stables. Cependant,
I’examen des coupes histologiques a montré des hémorragies, d'infiltrat leucocytaire et I'épaississement des
parois endothéliales des capillaires et des cloisons alvéolaires.

Conclusion : D'aprés les résultats obtenus, nous pouvons conclure que méme a faible dose, I'acétamipride est
toxique a I’échelle tissulaire chez les souris males.

Mots clés: Acétamipride, Poumons, Foie, Toxicité orale, Souris males.

*Auteur correspondant: SAADI Leila, Email. Saadileilad@gmail.com,
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INTRODUCTION

Neonicotinoid are a group of insecticides that
has quickly became one of the most
insecticides used around the world [1]. They
dominate the market with total global sale’s
part of 25% [2] and a turnover exceeding one
billion dollars [3]. These insecticides act
selectively on nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) [4][5]. The nAChRs activation
results of intracellular Ca®* increase while their
over-activation generates a blockage causing a
fatal paralysis [6][7]. Acetamiprid (ACE) is a
first-generation  neonicotinoid  insecticide
mainly used in fruit and vegetable farming [3]
to control fungal infections of crops [8], and
sucking insects [9][10]. Neonicotinoids can
negatively affect non-target fauna by causing
neurological dysfunctions in insects [11][12],
affecting memory and learning ability in rats
[13], inducing hepatotoxicity and
pneumotoxicity in fish [14], decreasing
haemoglobin level and leukocyte count [15]
and unbalancing plasma concentration of liver
enzymes in mice [16] and electrolytes in rats
[17]. They can also affect reproductive
activity by decreasing testosterone level and
inducing abnormalities in mitochondria and
endoplasmic reticulum of Leydig cells in mice
[18] [19]. However, low dose toxicity’s is
poorly explored at tissue level. In this context,
we are interested by searching the oral toxicity
of ACE at rate of two low doses in adult male
mice. The study targets biochemical
parameters, changes in body weight and
histopathological study of pulmonary and
hepatic parenchyma. Results can help proving
the toxic effects of ACE and guide research in
order to understand the molecular effectors in
toxicity at tissue level.

MATERIAL AND METHODS

1. Animals

Our study was conducted on 17 male mice of
the Naval Medical Research Institute strain
(N.M.R.I.). Male mice were chosen to avoid
the influence of hormonal changes that exist in
females. Animals were allowed to acclimatize
for a period of one week prior to experiment, at
room temperature and an alternating
photoperiod of 12 hours of darkness followed
by 12 hours of light. The mice were housed in
polyethylene cages, which were lined with
litter made of woodchips. The cages were
cleaned and the litter was changed every two
days until the end of the experiment. All
animals received water and food ad-libitum.
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The food was composed of a balanced mixture
of proteins, carbohydrates, lipids, vitamins and
minerals.

2. Chemical

Acétamiprid,  insecticide  marketed by
MOPISTOP, is presented in aluminium bag
containing 50g of powder with 20% of purity.
It was used as solutions prepared at a rate of
1/10 (19.8 mg/kg/d) and 1/20 (9.9 mg/kg/d) of
the LD50. ACE suspension was administered
by oral gavage with a volume of 10 ml/kg. The
daily oral administration was continued for 15
days.

3. Experimental design

After adaptation to laboratory conditions, mice
were marked and divided into three groups: the
first group contained 6 control mice that were
fed daily with distilled water at a rate of 10 ml
/ kg. The second group contained 5 mice
treated daily by 1/20 of ACE LD50 dissolved
in distilled water at a rate of 10ml / kg. The
third group contained 6 mice treated daily by
1/10 of ACE LD50 dissolved in 10 ml / kg of
distilled water. Period and doses were chosen
to deepen previous studies [20]. Body weight
gain was measured three times: before
treatment, after one week and the day of
sacrifices. The doses were adjusted weekly. At
the end of the experiment on day 15",
sacrifices were made in the morning, by rapid
decapitation and without anaesthesia. Plasma
samples were collected in heparinized tubes for
the estimation of some biochemical
parameters. The organs: lungs and liver were
rapidly removed, fixed and then intended for
histologic study.

4. Histopathology

Histologic study was conducted by using
standard method [21] in which, tissue samples
were collected in 10% neutral buffered
formalin. After dehydration and inclusion, the
blocks were cut using a microtome to have a
paraffin tape of 3um of thickness. The cuts
were stained with haematoxylin and eosin and
Masson Trichrom staining.

5. Plasma analysis
Alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) plasma level were
measured by using kit on automate. The unit
for the measurement of lever enzymes was
expressed as IU/L.
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6. Statistical analysis This became remarkable and make gavage
The results are presented as mean * standard difficult during the 2" week.
deviation. The normality of samples 2. Biochemical assay

distribution was verified by using a Shapiro-
Wilk test via the Statistic Package for Social
Science (S.P.S.S). Intra and intergroup
comparisons were carried out by using a
student test after applying a Ficher test. The
differences were considered as statistically

According to results, the two groups of treated
mice show a regression in plasma level of
AST. In mice treated with 1/20 DL50,
regression is of the order of 258.00 IU/L £
4.24 vs. 338.33 IU/L + 52.73 in controls (P =

insignificant when p < 0.05. 0.13). Mice treated with 1/10 LD50 have an
3 average rate of 261.00 IU/L £ 50.91 (P = 0.20).
RESULTATS Compared to controls, mice treated with 1/20
1. Animals behaviour LD50 show a sharp increase in plasma level of
Under our experimental conditions, we noticed ALT (142.00 + 73.54 vs. 75.00 £ 20.95) with
that treated mice showed a decrease in activity P=0.21. However, mice treated with 1/10 LD
with a tendency to stay in the corners of the 50 show a slight increase of 93.50 + 27.58 with
cages and diarrhoea. also, we noticed that mice P=0.45. All deference between control and
treated with 1/10 LD50 of ACE had a probable treated mice are statistically insignificant
difficulty of breathing characterized by an (Tableau 1).
acceleration or a slowing down of respiratory
rhythm.

Tableau 1: Effect of acetamiprid on plasma level of liver enzymes after exposure.

Treated groups

Parameters Control
1/20 LD50 1/10 LD50

AST (UI/L) 258.00 +4.24 261.00 £ 50.91 338.33£52.73

ALT (UI/L) 142.00 £ 73.54 93.50 + 27.58 75.00 + 20.95
3. Weight change (26.40g + 3.44 vs. 30.40g + 3.44 with a P =
Our results show an increase in body weight of 0.10). Mice treated with 1/10 LD50 show an
control and treated mice. In control mice, the increase in weight of the order of 1.32% during
increase is of the order of 2.07% during the 1% the first week (25,179 + 4.88 vs. 2.88 + 25,509
week (24.17g + 4.71 vs. 24.67g + 4.32) with a with a P = 0.89) and 10.60% during the 2"
P=0.85 and 12.41% during the 2" week week (25.17g + 4.88 vs. 27.839g + 4.62 with a P
(24.17g £ 4.71 vs. 27.17g £ 3.92) with a = 0.35). Statistical analysis of weight
P=0.26. In mice treated with 1/20 LD50, the differences during the 1% and 2" weeks show a
increase is of the order of 10.61% during the statistically insignificant changes (p <0.05) in
1% week (26.40g + 3.44 vs. 29.20g + 3.70 with all mice groups (Fig. 1).

a P = 0.25) and 15.15% during the 2" week

body weight (g)

— -
T
nTO
nT1
nT2

Control 1/20 LD50 1/10 LD50
Figure 1 : Body weight evolution of control and mice treated with 1/10 and 1/20 LD50 of acetamiprid.
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4. Histopathology

4.1. Lung parenchyma

Histological examination of lungs tissue
sections in mice treated with 1/20 LD50
showed an haemorrhagic appearance with
intra-alveolar congestions (fig. 2 part (c) and
(d) and fig. 3 part (c)) and an invasion of the
terminal and respiratory bronchial lumen by
blood (fig. 2 part (c) and figure 3 part (c)). In
addition, the intra-alveolar space contains red
blood cells and cell debris probably caused by
cell lyses (fig. 2 part (d)),

f
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with thickness of the alveolar walls, causing a
reduction of alveolar sacs and alveolus
diameters (fig. 2 par (d) and fig. 3 part (d)).

The results show a similar appearance in both
mice treated. However, the alterations are more
important in mice treated with the highest dose
(fig. 2 part (e) and figure 3 part (e)). We notice
more bleeding with very frequent congestions
(fig. 2 part (e) and (f), fig. 3 part (e) and (f))
and thickness of blood vessels endothelial wall

(fig. 3 part (f)).

.IJ # ";.':‘

Figure 2 : Lung parenchyma structure in control (left), mice treated with 1/20 LD50 (middle) and mice
treated with 1/10 LD50 of acetamiprid (right). H.E staining; magnification: x100 and x400
A : alveolus; Br : respiratory bronchiole; Bt : terminal bronchiole; C : blood capillary; Ca : alveolar duct; Cc : Clara cell; Ci :
alveolar wall; Cs : blood congestion; Gr :red blood cells; NI : lymph node; P1 : pneumocyte type | ; P2 : pneumocyte type Il ;
Sa : alveolar sac; Vs : blood vessel.
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), mice treated with 1/20 LD50 (middle) and mice
treated with 1/10 LD50 of acetamiprid (right). Masson Trichrome staining; magnification: x100 and x400

A : alveolus; Br : respiratory bronchiole; Bt : terminal bronchiole; C : blood capillary; Ca : alveolar duct; Cc : Clara cell; Ci :
alveolar wall; Cs : blood congestion; Gr :red blood cells; NI : lymph node; P1 : pneumocyte type | ; P2 : pneumocyte type Il ;
Sa : alveolar sac; Vs : blood vessel.
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4.2. Liver parenchyma
The observation of liver sections in treated
mice shows structural alterations in liver

parenchyma. The central veins present blood
congestion (fig. 4 part (c) and (e)) and portal
(fig.

triads are dilated 4 part (e)).

Figure 4: liver parenchyma structure in control (le

Revue Agrobiologia (2019) 9(2): 1499-1505

An abundant presence of leukocytes (fig. 4 part
(d) and (f)) with cases of margination,
leukocytes infiltration (fig. 4 part (d)) and
endothelial membrane thickening are shown
(fig. 4 part (c) and (d)).

ft), mice treated with 1/20 LD50 (middle) and mice treated

with 1/10 LD50 of acetamiprid (right). H.E staining; magnification: x100, x100 with zoom and x400
Bc : blood congestion; Cv : central vein; L : leukocytes; Li : leukocytes infiltration; Lm : leukocytes margination; Pt : portal
triad; Sc : sinusoidal capillary.

DISCUSSION

In our study witch investigate the short-term
toxicity of ACE administered orally at rate of
1/20 LD50 (9.9 mg / kg / day) and 1/10 LD50
(18.9 mg / kg / day) in adult male mice of
N.M.R.l. strain, several toxic effects were
noted especially at structural level. The clinical
signs like respiratory depression and diarrhoea
were also observed by Mondal in female rats
given orally acetamiprid [22].

All control and treated mice show a non-
significant increase in body weight. These
results corroborate with those found by Singh
& al. who reported that male mice treated with
ACE for 28 days showed an increase in body
weight until the day 15" and then a decreased
until the day 28" [20]. Zhang & al. found that
the decrease in body weight was related to an
increase in markers of oxidative stress,
including activation of P38 mitogen-activated
protein kinases, and decrease of the activity of
antioxidant enzymes [18]. However, Jain & al
reported no effect on body weight in male
Wister rats treated with imidacloprid [23].

1503

AST and ALT are liver enzymes, useful in
measuring liver toxicity and particularly cell
injury and necrosis [24]. Though enzymes are
not known to have any function or role in the
plasma, but their increase level in the blood
indicate cellular damage and increased
membrane permeability [25]. However, ALT is
considered as more sensitive indicator of
hepatocellular damage than AST [26]. Our
results show a non-significant decrease in
plasma AST concentration and also a non-
significant  increase in  plasma ALT
concentration in both treated groups. Our
findings are correlated with findings of Zhang
& al. which reported a significant increase in
ALT plasma concentration of male mice in
acetamiprid sub-acute toxicity [27], Wang &
al. confirmed the significant increase of liver
enzymes in a sub-acute exposer of male mice
to ACE [28].

Structurally, microscopic observation of lung
parenchyma in treated mice reveals frequent
haemorrhages with intra-alveolar congestions,



SAADI et al.

cell lyses and thickening of alveolar and
endothelial walls. Alteration degree seems
to be dose dependent. The invasion of
bronchial lumen and alveolar sacs by
blood may probably explain the observed
respiratory  discomfort in  mice treated
with the highest dose. Similar results were
reported in albino rats intoxicated with
nitrosodiethylamine,  in  which  severe
congestion and moderate interstitial
inflammation in lungs were observed [29].
Haemorrhages and thickened intra-
alveolar  septa  with infiltration  of
mononuclear cells in lungs were reported
after  benzalkonium  administration by
Swiercz & al. [30]. According to Mondal
& al., the lung lesions may be the result of
cyclic reduction oxidation of ACE, which
were  brought via circulation  with
subsequent release of superoxide radicals,
leading to lipid peroxidation in the cell of
the alveolar wall [31]. In our study,
congestion was found in blood vessels,

bronchi and bronchioles which were filled
with  red blood ~cells. Because of
infiltration, the intra-alveolar walls were

thickened. According to Rivolta & al.
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The poisonous substances cause damage in
vascular endothelium as well as to the alveolar
epithelial cells. As a result of damage in
vascular endothelium and increased vascular
permeability excessive fluid and plasma
proteins leaks out initially into the interstitium
and subsequently into the alveoli [32].

In liver, structural alterations seem to be non-
dose dependant. Optical microscopy shows the
presence of congestion at the central veins and
dilated portal triads. Similar results were
reported in intoxication studies in which, an
enlargement of sinusoids, degeneration of
hepatic cords and hepatocytes and vacuole
formation in hepatocyte in rat liver were
observed [33]. According to Mondal & al.
congestion and reduction in blood circulation
may cause anoxia, which resulted in vacuolar
degeneration in the hepatocytes. ACE could
possibly be a hepatotoxin that alters
mitochondrial and microsomal functions,
increase free fatty acid synthesis, diminished
triglyceride utilization and decrease fatty acid
oxidation [31].

CONCLUSION

According to the results, we can conclude that
low-dose ACE causes toxicity at tissue level in
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Résumé

Description du sujet : Le stade de lactation chez les vaches laitieres est un facteur responsable des changements
des constituants du lait, qui sont synthétisées a partir de précurseurs sanguins.

Objectif : Cette étude a pour objectif d’évaluer I’adaptation métabolique des constituants biochimiques du lait et
du sang pendant ce stade physiologique.

Méthodes : Un effectif de 125 vaches laitieres hautes productrices de race prime 'Holstein, multipares,
appartenant a douze fermes de la région de Tébessa dans I’Est algérien, a été utilisé. Des prélévements sanguin et
du lait a des intervalles de 21jours ont été réalisés durant la période du début de la lactation jusqu’a la fin de ce
stade. Des analyses biochimiques de quelques métabolites du sang et du lait ont été effectuées.

Résultats : Les résultats ont montré une glycémie normale mais plus faible en début de lactation par rapport a la
fin de lactation , Hypotriglycéridémie plus marquée en début de lactation, un taux de cholestérol normal qui tend
a diminuer vers la fin de la lactation. Les protéines du lait changent de sens de I’évolution vers I’augmentation
du début a la fin de la lactation, et une teneur en lactose faible. L’étude des liens entre les composants du sang et
ceux du lait a révélé des corrélations positives significatives entre les triglycérides et les matieres grasses du lait,
aussi entre la glycémie et le lactose du lait.

Conclusion : Les modifications des paramétres biochimiques du sang et du lait chez la vache laitiére pendant la
lactation peuvent étre utilisées comme indicateurs biologiques de I’état nutritionnel.

Mots clés : Composants biochimiques, lait, sang, lactation, vaches laitiéres.

BIOCHEMICAL COMPONENTS CHANGEMENT OF BLOOD
AND MILK DURING LACTATION IN DAIRY COWS IN EASTERN REGION OF
ALGERIA

Abstract

Description of subject: The stage of lactation in dairy cows is a factor responsible for changes in milk
constituents, which are synthesized from blood precursors.

Objective: The objective of this study is to assess adaptive changes in blood and milk biochemical constituents
during this physiological stages

Methods: This study was conducted on 125 high-yielding dairy cows of premium Holstein breed, multiparous,
at the beginning and the end of lactation belonging to 12 farms in the region of Tebessa in eastern Algeria. Blood
and milk samples were taken at intervals of 21 days during the period from the beginning to the end of lactation.
Biochemical analyzes of some blood metabolites and milk were performed.

Results: The results showed a normal glucose level which is lower at the beginning of lactation than at the end.
Hypotriglyceridemia more marked at the beginning of lactation. Normal cholesterol level which tends to
decrease towards the end of lactation. Milk proteins change in direction of evolution towards increase from
beginning to end of lactation, and low lactose content. The study of the links between the components of the
blood and those of the milk revealed that there is a significant positive correlation between the triglycerides and
the milk fats, also between the glycemia and the lactose.

Conclusion: Changes in biochemical parameters of blood and milk in lactating cows can be used as biological
indicators nutritional status.

Key words: Biochemical components, milk, blood, lactation, dairy cows.
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INTRODUCTION

Le lait et les produits laitiers occupent une
place prépondérante dans la ration alimentaire
des Algériens. L’Algérie est parmi les grands
pays importateurs de ces derniers, a I’échelle
mondiale  [1]. Par  conséquent, le
développement de [I’élevage, a toujours
constitué une priorité pour ce pays [2].
L’élevage bovin a toujours été et continue
d'étre la ressource préférentielle et principale
du lait [3]. Cependant, les caractéristiques
biochimiques et physicochimiques du lait de
vache dépendent d’une variété de facteurs et
qui  influencent sur I’aptitude a la
transformation fromagére, et donc sur la
rentabilitt des exploitations bovines et
I’économie agricole. Ce travail consiste en une
analyse de quelques parametres biochimiques
du sang et du lait. Dans le but de déterminer
d’une part I’influence du stade de la lactation
sur la composition du lait et du sang, et d’autre
part d’étudier la corrélation entre la
composition du lait et celle du sang en
nutriments qui sont des précurseurs de la
synthése du lait. Pour en sortir avec des
recommandations qui  contribueraient a
I’lamélioration ou la correction de la
composition du lait a partir de I’amélioration
de I’alimentation des vaches.

MATERIELS ET METHODES

1. Les animaux

L’étude a porté sur un effectif composé de 125
vaches, cliniquement saines, de races
importées : prim 'Holstein, multipares, d’age
compris entre 04 et 07 ans. Les péturages
constituent  I’essentiel de  I’alimentation
complétés par le foin (25 a 3 kg/vlj).
L’ensilage d’orge en vert et la luzerne sont
distribués selon la disponibilité. Le concentré
est distribué aux vaches taries ainsi que les
vaches en lactation. Par ailleurs de la paille est
distribuée pratiquement durant toute I’année.
La ration est distribuée en deux repas par jour.
Cependant sa composition est variable selon le
stade physiologique, sauf pour [I’aliment
grossier qui est distribué pour toutes les vaches
guel que soit leur stade physiologique. La traite
est mécanique 2 fois/jour a un intervalle de 12
heures. L’abreuvement est collectif. La
reproduction est effectuée essentiellement par
saillie naturelle et parfois par insémination
artificielle suite a I’observation des chaleurs.
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2. Prélevements

2.1. Prélévements de sang

Les prélevements sanguins ont été réalisés sur
des vaches cliniqguement saines en début de
lactation (60 premiers jours) et en fin de
lactation (60 derniers jours) par ponction de la
veine jugulaire le matin avant la prise
alimentaire. Le sang a été collecté dans des
tubes sous vides. La centrifugation est a
3000tr/min, pendant 10 minutes, les plasmas
collectés sont conservés a -20°C jusqu’a leurs

analyses. Les parametres  biochimiques
(Cholestérol, Triglycérides, et Glycémie) ont
été analysés par automate RXL Max
DIMANSION.

2.2. Prélevements de lait

Les échantillons de lait ont été prélevés
aseptiqguement selon les recommandations de
Mialot [4]. Le lait a été recueilli
individuellement en méme temps que les
prélevements sanguins. La quantité de chaque
échantillon individuel est de 0,5 a 1l. Une fois
les récoltes de lait effectuées, celles-ci sont
transportées  immédiatement  dans  des
conditions isothermes vers le laboratoire
d’analyses spécialisé dans le contrdle laitier.

Les dosages biochimiques ont porté sur les
teneurs en matiéres grasses, en protéines et en
lactose qui ont été déterminés par I’analyseur
LactoStar de type GERBER, automate
d’analyse du lait.

3. Analyses statistiques des données

La saisie et I’analyse statistique des données
ont été réalisées en utilisant I’analyse de
variance des écarts entre les moyennes a I’aide
du logiciel (IBM SPSS Statistiques 20) en

utilisant le test t (test student), les
comparaisons entre les groupes et les
différences ont été considérées comme
significatives lorsque P<0.05.

RESULTATS

Les tableaux ci-dessous, regroupent les

valeurs moyennes et les corrélations des
métabolites sanguins et du lait ainsi que
quelques données bibliographiques
rapportées par différents auteurs pour ces
parametres, nous avons procédé a la
comparaison des valeurs moyennes d’un
méme paramétre dans les deux stades
physiologiques (début et fin de lactation).
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1. Variations de la glycémie, de Ia
triglyceridémie et de la cholestérolémie.

Les résultats obtenus montrent que les valeurs
moyennes de la glycémie et de la
triglycéridémie chez les vaches en fin de la
lactation sont supérieures a celles obtenues en
début de lactation. Par ailleurs [I’étude
statistique a révélé une variation significative
de ces deux parametres entre les deux stades
physiologique (p< 0.05)

.Toutefois une évolution inverse a été notée
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Etude des corrélations entre les composants
du lait et leurs précurseurs sanguins

L’étude statistigue a révélé une forte
corrélation entre les triglycérides du sang et la
matiére grasse du lait (r=0,89 p<0,01), et
également entre la glycémie et le lactose
(r=0,80 p<0,01) (Tableau 3).

Tableau 03 : Corrélations entre les parameétres
biochimiques du sang et du lait.

. . Paramétres Coefficient de P value
pour les concentrations sanguines en corrélation (r)
cholestérol mais elle est non significative TG (g/L) / MG 0.89 0,0001
(Tableau 1). (g/L)
Tableau 1 : variations de la glycémie, de la Lact (g/L) / 0,80 0,001
triglycéridémie, et de la cholestérolémie en fonction Glyc (g/L)
du stade de lactation. (il faut mettre des virgules la Chol (g/L) / MG -0,10 0,728
place des points) (9/L)
- - - Gly (g/L) IMG 0,004 0,99
Métabolites Stade de lactation (g/L)
sanguins Début Fin lactation Valellfrs
lactation usuelles
Glycémie (g/l) 043+  057+008° 030-054[5] DPISCUSSION N
0.042 0,56-0,73[6] Les valeurs de la glycémie obtenues dans la
Triglycéride (g/) 0,05 0,11+ 0.09° 0,15-0,45[7] Présente étude sont significativement élevées
+0.032 0,15-0,45[8] chez les vaches en fin de lactation par
Cholestérol (g/) 0,76 + 0,60+0.122 0,5-1,5[7] comparaison a celles qui sont en début. Cette
0.20° 0,77-1,70[9]  observation pourrait étre attribuée a la

ab | es moyennes sur une méme ligne suivies de lettres
différentes sont significativement différentes (p < 0,05).
2. Variations du lactose, des protéines, et de
la matiere grasse du lait de vaches en début et
en fin de lactation.

Relativement aux teneurs du lait en lactose et
en protéines nous observons que les valeurs
moyennes de ces derniers augmentent en fin de
lactation contrairement aux taux de la matiere
grasse qui tendent a la diminution pendant
cette phase. L’étude statistique a révélé un
effet significatif du stade de lactation sur les
variations du lactose et des matiéres grasses du
lait (Tableau 2).

Tableau 2 : valeurs moyennes du lactose, des
protéines, et de la matiére grasse du lait des
vaches en début et en fin de lactation

composition de la ration de base distribuée
pour les deux groupes ou on a noté que la
composition du concentré distribué aux vaches
en fin de lactation est variée (orge, mais, et son
de blé). Les rations riches en concentrés
conduisent a des mélanges d’AGV riches en
acide propénoique (C3), ce dernier va étre
métabolise dans le foie ou va avoir lieu la
néoglucogenese. Il est le principal précurseur
du glucose [13]. L’apport énergétique est de
loin le facteur alimentaire le plus critique ayant
un impact sur la santé, la lactation et la
reproduction des animaux. Les paramétres
utiles dans I’évaluation du statut énergétique
sont le glucose, le béta-hydroxybutyrate
(BHB), les acides gras libres (AGL), les
triglycérides et le cholestérol. La valeur du

Métabolites du lait

Lactose (g/l)

Protéines (g/l)

Matieres grasses (g/l)

Stade de lactation

glucose sérique peut renseigner sur

- . . I’apport énergétique de la ration,
Eg?ali}on Fin lactation uvszleell:; pri,ncipalement sur la qua_ntité de
3541+ 842 38,50 +591° 50 [7] précurseurs du glucose produits par la

48-50 [10] biomasse ruminale. o
3116 +538° 33,66 +479° 36 [10] Une valeur basse du glucose implique
31-34 [11] un bilan énergétiqgue négatif, par
33,66 £3,20° 27+ 1,67° 35-42 [11] contre, une valeur élevee du glucose est
37[12] un indicateur d’une acidose du rumen

a b | es moyennes sur une méme ligne suivies de
lettres différentes sont significativement différentes
(p <0,05).
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Notons qu’a la différence des monogastriques,
le glucose provient chez les ruminants en
majeure partie de la néoglucogenése hépatique
et non de I’absorption directe de ce glucose par
le tube digestif [15]. Par ailleurs lorsque I’on
compare avec les normes physiologiques de
Payne et al [5] et Michel [6], qui sont
respectivement entre (0,30 et 0,54) g/l et (0,56-
0,73) g/l , nous constatons que les valeurs
moyennes obtenues pour la glycémie chez les
vaches dans les deux stades physiologiques
sont comprises dans ces intervalles. Le faible
taux de glycémie observé en début de la
lactation, pourrait é&tre attribué a la
mobilisation du glucose pour la synthése du
lactose du lait [16-17].

Les wvaleurs moyennes des triglycérides
obtenues chez les vaches en fin de lactation
sont supérieures a celles observées en début de
lactation mais restent inférieurs a celles
décrites par Burgere-Picoux [8]. La diminution
des triglycérides en début de lactation pourrait
étre due a wune augmentation de leur
mobilisation par la glande mammaire. Notons
que la matiere grasse du lait est fréqguemment
quantifiée par le taux butyrique. Elle se
compose pour 98 % de triglycérides, le reste
étant représenté par des phospholipides
participant a la structure lipoprotéique de la
membrane des globules gras [18]. Les
triglycérides  d’origine  hépatique  sont
récupérés et hydrolysés par une lipoprotéine
lipase au niveau mammaire et permettent la
synthése par la suite d’acides gras [19].

La diminution de la triglycéridémie pourrait
étre due également a I’augmentation de la
résistance tissulaire & I’action de I’insuline
pendant la gestation [20], rappelant que la
tendance a la baisse des triglycérides et du
cholestérol total en début de lactation a éteé
également signalée par Marcos et al. [21], chez
les vaches laitieres et est expliquée par
I’accroissement de leur besoins en énergie
pendant cette phase. Par ailleurs dans leur
étude Chorfi et Gérard [14] ont rapporté que la
mesure des acides gras libre et des
triglycérides donne une bonne estimation du
bilan énergétique et elle est fortement corrélée
a celle de la lipomobilisation.

Les wvaleurs plasmatiques moyennes du
cholestérol chez les vaches en début et en fin
de lactation au regard des données
bibliographiques, sont situées dans les
intervalles proposées par les deux auteurs
Rosenberger (0,5-1,5 g¢/l) [7], et Fontaine
(0,77-1,70 g/) [22]. Ce qui pourrait indiquer la
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couverture de la ration distribuée des besoins
énergétiques des vaches en lactation. Les taux
de cholestérol sérique sont modifiés par
différents facteurs : la composition de la ration
alimentaire, I'age, le sexe, la race, la saison, la
gestation, la lactation et les maladies du foie et
des voies biliaires [23].

Relativement aux teneurs du lait en lactose,
I’étude statistique n’a révélé aucun effet
significatif du stade de lactation sur ce
parameétre mais, lorsqu’on compare ces valeurs
moyennes, avec les données bibliographiques,
elles semblent étre situées en dessous des
normes citées par Holden et Coulon [10], qui
sont comprises entre 48 et 50g/l. Cette faible
valeur pourrait étre expliquée par une
diminution du taux du glucose sanguin.
D’aprés Zhao [24], la glande mammaire ne
peut pas synthétiser son propre glucose a partir
d’autres précurseurs et elle est donc
dépendante d’un apport sanguin en cet
élément.

La vache laitiere en début de lactation présente
un déficit énergétique qui peut parfois étre
d’une telle importance qu’il entraine des
troubles de santé. L’étude de Fayolle [9], a
révélé I’influence négative majeure de la
concentration cellulaire du lait en prouvant que
la présence d’une mammite, reflétée par une
hausse de la concentration cellulaire, est
associee a une chute de la teneur en lactose. Ce
dernier a également rapporté I’impact de la
parité sur la teneur du lait en cet élément. Un
profil type d’individus associant une glycémie
basse et un taux de lactose diminué est mis en
évidence ce qui corrobore nos résultats. Ce
profil évoquant un déséquilibre énergétique se
retrouve notamment chez les vaches de race
Holstein, reconnues fortement productrices de
lait. Cette étude a également montré un lien
entre une teneur en lactose faible et une baisse
du taux protéique (TP), une hausse du taux

butyreux (TB) ou une hausse de la
concentration sanguine et du lait en
betahydroxybutyrate (BHB) ; autant de

situations suggerent un deficit énergétique.
Ainsi, pris individuellement, la concentration
en lactose ne permet pas de conclure quant au
statut metabolique de I'animal.

Mais, en I’intégrant dans l'analyse d’autres
variations de parametres reconnues tels que
BHB, TP et TB. Un taux de lactose faible peut
étre un élément supplémentaire en faveur d'un
bilan énergétique négatif.
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La lecture des résultats (tableau 2), montre une
teneur moyenne en protéine plus élevée chez
les vaches en fin de lactation par rapport a
celles en début de lactation (différence non
significative, elles sont statistiquement
comparables). Toutefois, ces valeurs sont
comprises dans les intervalles citées par Wolter
[11]. Chethouna [25], a rapporté que la teneur
protéique, varie en fonction des stades de
lactation. Les deux premiers mois de lactation
étant caractérisés par une diminution de ce
composant dans le lait. Dans notre étude cette

diminution est statistiguement non
significative.
La teneur en matiere grasse  est

significativement supérieure chez les vaches en
début de lactation comparativement a celles en
fin de lactation ce qui est en accord avec la
bibliographie. Selon Belhadi [26], les teneurs
du lait en matiéres grasses évoluent de fagon
inverse a la quantité de lait produite.

Labioui et al [27], rapportent que la variabilité
du taux de matiére grasse dépend de plusieurs
facteurs tels que les conditions climatiques, le
stade de lactation et [I’alimentation. Pollott
[28], a rapporté que le taux de sécrétion des
lipides est le plus variable au cours de la
lactation, et est positivement corrélé a celui des
protéines.

Par ailleurs on a décrit que la concentration en
matiére grasse augmente au cours de la traite
tandis que la teneur en protéine et en lactose
diminuent de (4,8%) en début de traite a
(4,5%) en fin de traite pour le lactose) [29].
Dans leur étude, RICO et al. [30], ont montré
que le taux protéique et la teneur en lactose
décroissent légerement au cours de la traite.

De fortes corrélations significatives ont été
obtenues entre les triglycérides du sang avec la
matiere grasse du lait, et la glycémie avec le
lactose.

Xiao et Cant [31], ont rapporté que la synthése
de lactose est liée a la concentration cellulaire
en glucose. Une relation est décrite entre la
glycémie et la synthése du lactose. En cas de
hausse des apports alimentaires en glucose,
Ilaugmentation de la glycémie sera
accompagnée d’une plus forte utilisation
mammaire de ce dernier [32].

Nos résultats ont permis de mettre en évidence
une corrélation négative entre les teneurs
sériques en cholestérol et la teneur du lait en
matieres grasses, toutefois elle n’est pas
significative (r= - 0,10 p> 0, 01, en plus sa
valeur est négligeable non indicatrice d’un
phénomene particulier).
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Doulkin et Helman [33] ont décrit que les
vaches a plus grand rendement en lait ont
une  teneur en  cholestérol  sérique
inférieure a celle des vaches moins bonnes
laitiéres.

Aucune corrélation entre la glycémie et la
matiere grasse du lait n’a été mise en

évidence dans la présente étude (r = 0,004
p>0, 01).

La concentration du glucose décroit a la
2éme semaine aprés le vélage puis
augmente a la 3éme semaine et se
maintient a la 4éme semaine chez les

vaches en situation physiologique.

Le glucose intervient dans la dégradation
des glycérides. Le manque de glucose
entraine une accumulation des
triglycérides dans le foie. Ce qui pourrait
diminuer  I’approvisionnement  de la
mamelle en triglycéride pour la synthese
de la matiére grasse du lait [34].

CONCLUSION

Les modifications des parametres
biochimiques du sang et du lait chez les
vaches  laitieres  pendant un  stade
physiologique trés important de leurs vies
productrices, qui est la lactation (début et
fin de lactation) ont confirmé que certains
parameétres des métabolismes énergétique,
et proteique, peuvent é&tre utilisés comme

indicateurs  biologiques  afin  d’évaluer
I’état nutritionnel des vaches, de surveiller
leur statut métabolique, et de prédire
précocement d’éventuels troubles

métaboliques. En effet, le principal facteur
souvent incriminé dans la variation de la
concentration des métabolites sanguins et

également de la qualitt du lait est
I’alimentation. La  présente étude a
confirmé la  relation entre  certains
composants des  deux liquides par
conséquent nous recommandons
d’améliorer la ration alimentaire des

vache laitiere, par la supplémentation, ce
qui augmente les apports nutritifs et de ce
fait la valeur nutritionnelle et la qualité du
lait, nous recommandons également de
procéder au rationnement en fonction du
stade physiologiqgue  de la  vache,
d’encourager et de pratiquer les cultures
fourragéres, car ce que la vache con-
somme, c’est le lien au terroir, c’est ce qui
assure la spécificité du produit final.
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Résumé

Description du sujet : La réceptivité (R) sexuelle est relativement corrélée aux nombres de follicules pré
ovulatoires sur les ovaires de lapine et donc au taux d'cestradiol plasmatique. Les lapines réceptives expriment
une supériorité dans la fréquence d’ovulation, le taux de fécondation et la viabilité embryonnaire.

Objectifs : Etude comparative des caractéristiques morphométriques des ovaires, des cornes utérines et du
dosage plasmatique du 17p cestradiol (E2) et de la Progestérone (P4) des lapines de population locales
(Oryctolagus cuniculus) en fonction de leur réceptivité sexuelle et des stades post coitum (p.c).

Meéthodes : A partir d’un total de 100 lapines, 60 lapines sont considérées en fonction du résultat du test de
présentation au male et ont été réparties en trois lots de 20 lapines. Lot 1 : n=20 lapines réceptives (R+), les lots
2 et 3 (n=40) lapines non réceptives (R°) et ayant subi une saillie assistée (R- + SA). La moitié d’entres elles 20
ont recu une injection de GnRH (lapines traitées). Elles ont été abattues a raison de 2 lapines/lot de 0 a 14h p.c.
Sur les ovaires et cornes utérines une étude morphométrique a été réalisée. Un dosage plasmatique d’E2 et P4 a
été effectué.

Résultats : Les lapines R+ et R- non traitées par la GnRH ont un nombre de follicules préovulatoires plus élevé
que les R- traitées. Les lapines R+ ovulent plus fréquemment que les R- non traitées (60vs30%). les R-GnRH
ont un diametre des follicules antraux plus élevé (722um vs 567, 604). 1l en est de méme pour les corps de Call
et Exner (3,99 vs 2,81, 3,20). Les R-GnRH ont un taux élevé d’E2 (311pg/ml vs 188,163).

Conclusion : Les lapines réceptives ovulent plus fréguemment que les lapines non réceptives ayant subi une
saillie assistée (R-SA) non traitées. L’originalité de ce travail a été de démontrer les retards d’ovulation des R-
pouvant expliquer des défauts de fécondation et/ou de mortalité embryonnaire totale.

Mots clés : Morphométrie; Ovaire; Utérus; Réceptivité; Lapine; Follicules; GhnRH.

OVARIAN AND UTERINE MORPHOMETRIC ANALYSIS AND ENDOCRINE
PROFILE ACCORDING TO SEXUAL RECEPTIVITY POST COITUM IN
THE RABBIT OF LOCAL POPULATION

Abstract

Description of the subject: Sexual receptivity (R) is relatively correlated with the number of preovulatory
follicles on the rabbit's ovaries and therefore with the plasma estradiol level. Receptive rabbits express
superiority in ovulation frequency, fertilization rate and embryonic viability.

Objective: Comparative study of the morphometric characteristics of the ovaries, uterine horns and the plasma
17B cestradiol (E2) and Progesterone (E2 and P4) of rabbits of local population (Oryctolagus cuniculus)
according to their sexual receptivity and stages post coitum (p.c).

Methods: From a total of 100 female rabbits, 60 rabbits were considered according to the result of the
presentation test to the male and were divided into three lots of 20 rabbits. Lot 1: n= 20 rabbits R *, lots 2 and
3(n=40) non receptive rabbits (R*) and having undergone an assisted mating(R" + AM). Half of them, however,
received GnRH injection (treated rabbits). All rabbits were slaughtered at 2 rabbits / lot from 0 to 14h p. On the
ovaries and uterine horns a morphometric study was carried out. A plasma assay of E2 and P4 was performed.
Results: R* and R rabbits untreated with GnRH had a higher number of pre-ovulatory follicles than the R-
treated. R* ovulate more frequently than untreated R (60vs30%). R-GnRH have a greater diameter of antral
follicles (722um vs 567, 604), as well as Call Exner bodies (3.99 vs 2.81, 3.20).JR-GnRH had a high E2 level
(311pg / ml vs 188,163).

Conclusion: Receptive rabbits ovulate more frequently than untreated R- +AM. The originality of this work has
been to demonstrate the ovulation delays of R- that may explain fertilization defects and / or total embryonic
mortality.

Key Words: Morphometry; Ovary; Uterus; Receptivity; Female rabbit; Follicles; GnRH.

*Auteur correspondant: BOUMAHDI-MERAD Zoubeida, E-mail : zoubidaboumahdi@yahoo.fr
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INTRODUCTION

Le cycle «estral chez la lapine est
dépourvu de chaleurs réguliéres au cours
desquelles I’ovulation a lieu spontanément

celle-ci nécessite  I’intervention  d’un
stimulus  (accouplement) on parle alors
d’ovulation  provoquée [1]. On a

longtemps supposé que la lapine est en
estrus permanent. Cependant, il a été mis
en evidence sur des lapines nullipares, des
périodes alternées d’acceptation de
I’accouplement (cestrus) et de refus du
male (dicestrus). Pour ces deux états, on
utilise respectivement aussi les termes de
lapine réceptive ou non réceptive [2]. Une
femelle est définie comme «réceptive»
lorsqu'elle accepte I'accouplement, comme
lindique sa position de lordose en
présence d'un male [2; 3]. Au niveau
physiologique, la réceptivité sexuelle est
relativement corrélée a la présence de
follicules pré ovulatoires sur les ovaires de
lapine [4] et donc a la concentration
d'cestradiol plasmatique [5]. La production

d’cestrogéne n’agit que sur le
comportement sexuel de la lapine et
I’ovulation ne survient donc qu’en
présence de stimuli extérieurs,
principalement  I’accouplement dans les
conditions naturelles [1]. Theau-Clément,

a montré que la productivité des femelles
réceptives est trois fois plus grande que

celle des femelles allaitantes et non-
réceptives. Ce résultat, est la conséquence
de la supériorité chez les lapines

réceptives, de la fréquence et de I’intensité
de I’ovulation, du taux de fécondation et
de la viabilitt embryonnaire. L'appareil
reproducteur de la lapine a été largement
étudié sous certains aspects, par exemple
pour déterminer les mécanismes d'action
hormonaux en raison du fait que les
lapines présentent une ovulation
provoquée [6]. Jusqu'a  présent, les
caractéristiques morphométrigues des
ovaires et de l'utérus en relation avec la
réceptivité  n'ont pas  été  étudiées.
L’objectif de ce travail, est d’effectuer une
analyse comparative des caractéristiques
morphométriques des ovaires et des
cornes utérines et du dosage plasmatique
d’E2 et P4 en fonction de la réceptivité
sexuelle de la lapine locale au moment de
I’accouplement et du stade 0 -14h post
coitum.
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MATERIEL ET METHODES

1. Animaux et protocole expérimental
L’objectif de ce travail est une étude
comparative, des caractéristiques
morphométriques des ovaires et des cornes
utérines et du taux plasmatique du 17B-
cestradiol et de la progestérone dans trois lots
de lapines de population locale algérienne (Fig.
1): réceptive (R*), non réceptive (R’ et non
réceptive suivie d’une injection de GnRH (R™ +
GnRH), dans les 14 heures suivant
I’accouplement.  L’expérimentation  s’est
déroulée au sein du clapier de la station
expérimentale de I’Université de Blida. Un
total de 100 femelles nullipares agées de 4,5 a
5 mois de poids homogéne (1,800 kg + 300g)
et 5 males &4gés de 7 mois ont été utilisés. Les
animaux (males et femelles) étaient nourris ad
libitum. La femelle est introduite pour la
premiére fois dans la cage d'un premier méale
pendant une durée de 3 min. Si elle accepte
I’accouplement, elle adopte une position de
lordose, (train arriere relevé et périnée dégage),
elle est donc considérée réceptive (R*). Si elle
refuse I’accouplement avec le premier male,
elle est présentée le méme jour a un deuxiéme
male et si elle accepte alors I’accouplement,
elle est considérée réceptive. Si la femelle
refuse I’accouplement avec les deux méles le
méme jour, elle est présentée le lendemain. Si
elle persiste dans son refus elle est considérée
comme non réceptive (R). On procéde alors a
la saillie assistée. Dans notre expérimentation
les lapines non réceptives ayant refusé les deux
males pendant deux jours successifs sont au
nombre de 40. Il faut absolument surveiller in
visu le déroulement de la saillie pour s’assurer
que la saillie est positive car elle se fait de
maniére trés rapide 30 a 40s. Toutes les lapines
non-réceptives ont subi une saillie assistée.
Elles sont alors réparties en 2 lots : La moitié a
recu une injection de 0,2 ml de GnRH
(Gonadoréline), par voie intramusculaire au
niveau du rable. L’autre moitié ne regoit pas
d’injection  (lot témoin). Toutes ces
observations nous ont permis de sélectionner
60 lapines réparties en fonction du résultat du
test de présentation au male. Lot 1 (n=20):
Lapines réceptives (R* aprés un seul jour de
test). Lot 2 (n=20) : Lapines non réceptives (R°
aprés deux jours de test) ayant subi une saillie
assistée. Lot 3 (n=20) : Lapines non réceptives
(R apres deux jours de test) ayant subi une
saillie assistée suivie d’une injection de 0,2 ml
de GnRH.
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Sur les lapines des 3 lots, des prélévements
sanguins ont été effectués au niveau de la veine
marginale de I’oreille, a des intervalles de
temps post coitum bien définis (Oh, 2h, 6h, 8h,
10h, 10h30, 11h, 12h, 13h et 14h). Pour
chaque intervalle de temps post coitum, le sang
a eté prélevé dans des tubes héparines sur 2
lapines. Aprés centrifugation (3000 tours

pendant 10 minutes), le plasma est stocké a
Immédiatement

une température de — 20°C.
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aprés les prélévements, les lapines ont été
sacrifiées. Les ovaires (n=120) sont alors
prélevés ainsi que I’ensemble des cornes
utérines (n=60). A I’aide d’une loupe
binoculaire et d’un appareil photo numérique,
nous avons réalisé : Une étude macroscopique
des ovaires et des cornes utérines et une étude
microscopique des ovaires des 3 lots &
différents stades post coitum.

Figure 1: Lapine de population locale (Oryctolagus cuniculus)

Dés leur exérese les ovaires sont maintenus
dans des conditions d’osmolarité et de
température proche de celles in vivo selon la
méthode décrite par Lorenzo et al. [7]. Ils sont
placés dans une solution tampon phosphate de
PBS (Phosphate Buffered Saline), et maintenus
a 38°C. Pour chaque femelle, des mesures sur
les ovaires droits et gauches ont été effectuées :
Le poids (g), la longueur (cm) et diamétre
(mm) des ovaires. Le dénombrement de tous
les follicules existants a I’aide d’une loupe
binoculaire : Les follicules pré ovulatoires (&
> 1mm), les corps jaunes jeunes avec stigma
turgescent, les follicules hémorragiques
(@>1mm), le poids (g) de I’ensemble des
cornes uterines aprés les avoir debarrassé de
leur graisse. Les 2 cornes sont ensuite séparées
au niveau des cervix puis pesées. La longueur
(cm) des cornes a I’aide d’un pied a coulisse.
Le périmetre (cm) des cornes, a I’aide d’un fil
qui entoure la corne, la longueur du fil donne
le diametre de la corne. Tous les ovaires et les
cornes utérines sont fixés dans une solution de
formaldéhyde a 10% pour la réalisation
ultérieure des coupes histologiques.

Les populations folliculaires ont été quantifiées
de maniere comparative entre les lapines
réceptives et les non-réceptives ayant recu ou
non un traitement hormonal a Oh, 2h, 6h, 8h,
10h, 10h30, 11h, 12h, 13h et 14h post coitum
et ont été mesurés les: Follicules primaires,
secondaires, tertiaires  (jeunes  antraux),
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pré ovulatoires, atrésiques et follicules rompus.
Sur les coupes d’ovaires, le diamétre des
follicules antraux, le diamétre ovocytaire et
I’épaisseur de la zone pellucide, ont été
mesurés au moyen d’un micrometre oculaire.
Le diamétre des follicules et des ovocytes a été
déterminé par deux mesures perpendiculaires
en prenant comme limites : pour le follicule, la
membrane basale et pour I’ovocyte, la zone
pellucide d’une part, et la membrane
cytoplasmique d’autre part. La différence entre
les deux types de mesures a permis de calculer
I’épaisseur de la zone pellucide. Chaque
mesure a été réalisée au grossissement le plus
élevé possible, c'est-a-dire x400 pour les
follicules inférieurs a 300 pum, x100 pour les
follicules de 300 a 1000 um et x40 pour les
follicules de plus de 1000 um. Aprées avoir
effectué les mesures du diametre folliculaire,
ovocytaire et épaisseur de la zone pellucide des
follicules antraux, sur ces mémes follicules.

2. Analyse statistique

Le poids des lapines au moment de la
présentation a été analysé au moyen d’une
analyse de variance en prenant I’effet fixé du
lot (3 niveaux: lots 1, 2 et 3). L’étude
morphométrique des ovaires, le dénombrement
des différentes populations folliculaires, le
nombre de corps jaunes, le poids, la longueur
et le périmétre des cornes utérines, le nombre
de follicules des différentes populations
folliculaires,
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la taille des follicules antraux et ses Au moment de la présentation, les lapines
composants, le dénombrement des corps de pesaient en moyenne 2,028 + 0,125 kg. Leur
Call et Exner, et la concentration plasmatique poids varie de 1,979 & 2,094 kg. Les lapines du
de 17B-oestradiol et de progestérone ont été lot 1 (R") sont significativement plus lourdes
étudiés au moyen d’une analyse de variance que celles des lots 2 (R") (+4%, p< 0,05) et lot
prenant en compte I’effet fixé du lot (3 3 (R™+GnRH) (5% ; p< 0,05).

niveaux : lots 1, 2 et 3), du stade post coitum La figure 2 présente I’aspect macroscopique
(10 niveaux : Oh, 2h, 6h, 8h, 10h, 10h30, 11h, des ovaires de lapines présentant de nombreux
12h, 13h, et 14h) ainsi que I’interaction lot x grands follicules préovulatoires et
stade. La fréquence d’ovulation a été analysée hémorragiques (vésicules noires) de diamétre >
selon le méme modele d’analyse en a Imm et des corps jaunes jeunes avec stigma
considérant que I’ovulation suit une loi de turgescent  correspondant  aux  points
Bernoulli (variable 0-1). d’ovulation

RESULTATS

by = = z 5 -.- Ii:'l": 8T i
Figure 2: Ovaires de lapine : 1. Follicule hémorragique (vésicule noire) ; 2.Follicule pré
ovulatoire (astérisques) ; 3.Corps jaunes jeunes ou points d’ovulation (astérisques) ; 4. Follicule
préovulatoire et 5.Follicule ovulatoire. Coloration hématoxyline & éosine. Grossissement x 400

L’étude morphométrique a été réalisée sur 60 Par contre, elle varie significativement en
lapines. Les résultats sont indiqués dans le fonction des stades post coitum. En effet, les
tableau 1 ovaires a Oh p.c étaient plus larges comparés a
Le poids des ovaires, le nombre de follicules ceux des femelles sacrifiées a 12h p.c (+50%;
hémorragiques ne varie ni en fonction de la p<0,05) d’une part, et a ceux des femelles
réceptivité ni en fonction des stades p.c. La sacrifiées a 13h p.c (48%; p<0,05) d’autre part.
longueur des ovaires ne varie pas en fonction L’analyse de variance a mis en évidence une
de la réceptivité et des stades post coitum. La interaction significative entre le lot et le stade
réceptivité sexuelle de la lapine n’influence pas sur la largeur des ovaires. En effet, la largeur
significativement la largeur des ovaires. des ovaires des lapines R® GnRH augmente a

partir de 10h p.c (Fig. 3).
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Tableau 1: Etude morphométrique des ovaires, dénombrement des différentes populations
folliculaires, fréquence de I’ovulation en fonction des 3 lots et des stades post coitum ; Moyennes

arithmétiques et résultats du test de Bonferonni.

Nombre de

Ovaires folli Ovulation
ollicules
. Fréquence
Effectif Foids Longueur  Largeur Préovulatoires  Hémor®  d’ovulation
() (mm)  (mm) o)
Moyenne 60 0.275 10.7 238 3.4 05 433
générale
Lot NS NS NS p<0.05 NS p<0.05
(RY) 20 0.280 11.0 3.2 5.18 0.8 60.08
(R) 20 0.254 10.3 2.7 3.78 0.6 30.0°
(R + GnRH) 20 0.292 10.7 2.6 1.6° 0.1 40.0%
Stade p.c. NS NS p<0.05 p<0.05 NS p<0.05
Oh 6 0.275 11.8 428 6.28 0.8 0.08
2h 6 0.243 8.7 2.6% 4.2% 0.0 0.08
6h 6 0.292 11.4 3.3 6.32 0.8 0.08
8h 6 0.250 11.3 3.0% 5.3 0.0 0.08
10h 6 0.238 11.2 2.4% 2.78 0.5 66.7°
10h30 6 0.297 10.2 3.0% 3.7 0.5 50.0%
11h 6 0.327 11.3 2.8 2.2@ 1.7 83.3b
12h 6 0.253 10.4 2.1b 1.3° 0.0 83.3b
13h 6 0.267 9.8 2.2b 1.8% 0.2 50.02
14h 6 0.308 10.6 2.5 0.8b 0.0 100°
Lot*stade® NS NS p=0.068 p=0.020 NS NS
(1) Follicule hémorragique (2) Interaction lot « stade
Lot 1 Lot 1
£ 6
E
8 4N\ ey
s 2 N 2
2
2 O 1 | I | 1 |

Oh 2h 6h 8h 10h10n3011h 12h 13h 14h

Heures post coitum

Figure 3: Largeur des ovaires des lapines dans la phase post coitum

1. Dénombrement des follicules et fréquence
d’ovulation

Il est noté que le nombre de follicules
préovulatoires et la fréquence d’ovulation
varient significativement en fonction de la
réceptivité (Fig. 4). En effet, les lapines R* et
R™ non traitées ont un nombre de follicules pré
ovulatoires plus élevé que les R traitées
(respectivement +68% et +27%, P<0,05).
Concernant la fréquence d’ovulation les
lapines R+ ovulent plus fréquemment que les
R- non traitées (60 vs 30%), le résultat étant
intermediaire pour les R traitées (Fig. 5). Le
nombre de follicules pré ovulatoires varie
significativement en fonction du stade (p
<0,05). A partir de 12 h p.c, le nombre de

1517

follicules préovulatoires diminue généralement
et a 14h p.c, il chute de maniére drastique. Le
lot et le stade post coitum interagissent sur le
nombre  des  follicules  préovulatoires
(p=0,020). En revanche le nombre de follicules
préovulatoires diminue significativement a
partir de 12hp.c. Cependant il ya une
interaction lot stade : les lapines qui ont regu
de la GnRH (lot 3) n’ont pas de follicules pré
ovulatoires de 0 & 2hp.c. En effet, le délai est
trop court pour voir les effets de la GnRH sur
la croissance folliculaire. Aprés 12h p.c, seules
les lapines R* (lot 1) ont une réserve de
follicules préovulatoires alors qu’elles ont
toutes ovulé (Fig. 6).
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Figure 6: Follicules préovulatoires en fonction des stages post coitum

Concernant la fréquence d’ovulation, ici il
s’agit de fréquences cumulées (Fig. 7), aucune
lapine n’a ovulé de 0 a 8 h p.c, mais a partir de
10h, 100% des R+ ont ovulé. Par contre, pour
les lapines R~ nous observons encore des
ovulations de 10 a 14hp.c, I’ovulation est donc

retardée chez les R’. Peut-étre aurions-nous
observé des ovulations si nous avions abattu
des lapines plus tardivement. On note
cependant une tres légere amélioration de la
fréquence d’ovulation sur les R GnRH.

~4-Llotl —g-Llot2 —k Lot3

Fréquence
d’ovulation (%)
sz =8

(=)
= =

Oh 2h

2. Etude morphométrique des cornes
utérines
Le poids des cornes utérines varie
significativement en fonction de la réceptivité

o 5

g 45 -

o B 4

S5 3

£525

¥ 2

a 1,5

1

—

6h

8h 10h 10h30 11h 12h 13h 14h

Heures post coitum

Figure 7: Fréquence d’ovulation en fonction des stades post coitum

N lotl ®Lot2

des lapines (Fig. 8). En effet, il est plus élevé
chez les lapines (R*) comparé aux deux autres
lots 27%; p<0,05).

W Lot3

Figure 8 : Poids total des cornes utérines des lapines des 3 lots
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Le poids des cornes utérines n’est pas
influencé par le stade p.c. Ni la longueur des
cornes ni leur périmétre ne sont influencés par

Tableau 2: Morphométrie des cornes utérines

Revue Agrobiologia (2019) 9(2): 1513-1527

la réceptivité ou le stade physiologique des
lapines dans les 14 h suivant I’accouplement
(Tableau 2).

Effectif Poids Longueur Périmetre
(9) (mm) (mm)
Moyenne générale 60 3.28 7.20 1.34
Lot p<0.05 NS NS
1 (R 20 4,012 7.53 1.40
2 (R) 20 2.75° 6.71 1.33
3 (R + GnRH) 20 3.08° 7.35 1.30
Stade p.c. NS NS NS
Oh 6 3.54 8.18 1.36
2h 6 251 7.70 1.03
6h 6 3.20 8.34 1.24
8h 6 3.26 6.89 1.32
10h 6 2.57 6.93 1.23
10h30 6 4.56 6.07 1.68
11h 6 3.40 6.16 1.62
12h 6 3.47 7.58 1.23
13h 6 2.71 6.72 1.22
14h 6 3.58 7.40 1.47
Lot*stade® NS NS NS
(1) Interaction lot - stade
3. Dénombrement des différentes populations Le stade post coitum influence

folliculaires dans la phase post coitum

Le nombre de follicules primaires est
significativement plus faible chez les femelles
réceptives que chez les non réceptives traitées
ou pas avec du GnRH (respectivement 18,1 vs
24,0 et 22,2) (Tableau. 3).

significativement leur nombre. En effet, a 13h
et 14h p.c. il est généralement plus élevé qu’a
des stades plus précoces. Cependant, le lot
interagit avec le stade.

Tableau 3: Dénombrement folliculaires dans la phase post coitum

Follicules

Effectif Primaires Secondaires Tertiaires Préovulatoires Atrésiques Rompus
Moyenne générale 60 21.4 22.5 8.7 1.7 1.3 1.8
Lot p<0.05 p<0.05 NS NS NS NS
1R* 20 18.12 19.12 9.3 1.8 0.8 2.5
2R 20 22.2b 26.2° 8.8 2.0 1.9 1.1
3R+ GnRH 20 24.0P 22.3%® 8.2 14 1.3 1.9
Stade p.c. NS p<0.05 NS NS p<0.05 NS p<0.05
Oh 6 18.3bc 22.3 11.2 1.8% 1.3 0.0%
2h 6 21.78bc 24.3 8.0 2.5% 1.3 0.0%
6h 6 20.80¢ 24.0 7.7 3.0% 0.7 0.0%
8h 6 19.5% 20.2 6.7 1.8% 17 0.0%
10h 6 17.0° 23.7 9.5 1.5% 2.2 1.5%
10h30 6 22.78be 19.0 7.7 1.7% 0.8 2.5
11h 6 18.0¢ 18.0 7.0 2.0 17 3.0%®
12h 6 21.58be 18.3 9.2 1.5% 1.0 3.5%
13h 6 25.8? 27.8 11.0 1.2 1.8 2.3%®
14h 6 28.8? 275 9.5 0.2b 0.3 5.2b
Lot*stade® p<0.001 NS NS NS NS NS
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En effet, la figure 9, montre que ce sont surtout
les lapines (R") non traitées avec du GnRH qui

Revue Agrobiologia (2019) 9(2): 1513-1527

ont une augmentation importante du nombre de
follicules primaires a 13h p.c.

=+ lotl <H=lot2 =& [of3

Follicules primaires

th 20 6h &

100 10030 1th 16 130 L

Heures post coitum
Figure 9: Nombre moyen de follicules primaires des lapines dans la phase post coitum

Le nombre de follicules secondaires est
significativement plus élevé chez les lapines
(R) que chez les femelles (R*) (respectivement
26,2 vs 19,1), il est intermédiaire chez les

lapines R traitées avec du GnRH (22,3) (Fig.
10). Le stade post coitum n’influence pas le
nombre de follicules secondaires.

OLot1 BLot2 ElLot3

30 A
25 1
20 1
15 A

10 1

FFollicules secondaires

5

0 -

Figure 10: Nombre moyen des follicules secondaires des lapines des 3 lots.

Le nombre de follicules tertiaires ne varie
significativement ni en  fonction de
I’expression de la réceptivité des lapines
(traitées ou non), ni en fonction du stade
physiologique p.c. Le nombre de follicules
atrésiques des lapines est plus important chez
les lapines (R) (respectivement 0,8, 1,9 et 1,3).
Néanmoins, cette différence n’est pas

significative. Dans la phase post coitum (Fig.
11), le nombre de follicules atrésiques ne varie
pas significativement. Chez les lapines R*, le
nombre moyen de follicules atrésiques est peu
variable (entre 0 et 2,5), alors qu’il est
beaucoup plus variable chez les non réceptives
traitées ou non au GnRH (R™ + GnRH) ou (R).

= Lot1 =l=1lot? =& Lot3

Follicules atrétiques

Oh 2h 6h

10h 10030 11h 12h 13h 14h
Heures post coitum

Figure 11 : Nombre moyen de follicules atrétiques des lapines dans la phase post coitum
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Enfin, le nombre de follicules rompus est plus le nombre de follicules rompus, augmente
élevé chez les (R"), cependant, la différence généralement pour atteindre un maximum a
n’est pas significative. Par contre, le nombre 14h p.c. (5,2), nous notons que I’augmentation
de follicules rompus différe significativement du nombre de follicules rompus, est beaucoup
en fonction du stade p.c. En effet, aucune plus réguliere sur les lapines (R*). L’aspect
ovulation n’est constatée dans les 8 premieres histologique des follicules atrésiques, corps des
heures, les premiéres sont observées a 10h p.c., Call et Exner et follicules rompus est illustré

sur la figure 12.

. W g
dd g - _//1\.'; TN 2

Figure 12: Coupes d’ovaire de lapine.1 : Follicule rompu. (Fléche) indiquant le point d’ovulation.
2. Follicules atrésiques.(astérisques) indiquant dégénérescence de la granulosa et présence de
articules pycnotiques. Corps de Call et Exner (dans les carrés) et 3: Corps de Call et Exner
(couronne de cellules de la granulosa (G) (Grossissement x400) disposées autour d'une cavité pleine
d'un liquide semblable au liquide folliculaire (CLF) (Coloration hématoxyline & éosine)

4. Etude morphométrique des follicules Le nombre de corps de Call et Exner est
antraux dans la phase post coitum significativement influencé par le lot et le stade
Le diametre des follicules antraux différe post coitum. En effet, le nombre de corps de
significativement en fonction de la réceptivité Call et Exner ne varie pas significativement en
et du stade physiologique des lapines. En effet, fonction de la réceptivité, cependant, il est
le diametre des follicules antraux des femelles important chez les lapines R traitées au GnRH
ayant subi une saillie assistée et traitées avec la (respectivement 2, 81, 3, 20 vs 3,99, + 30%, p<
GnRH est significativement plus éleve 0,001).

comparé (respectivement 567, 604 vs 722um) Le lot et le stade p.c. interagissent sur le
aux lots 1 et 2 (+19% ; p<0,001). Le diametre nombre de corps de Call et Exner p< 0,001. En
des follicules antraux des ovaires a 2h, 8h, 12h effet, on remarque chez les seules lapines (R")
et 14h p.c est significativement supérieur traitées au GnRH que le nombre de Call et
comparé a celui de Oh p.c (+24%) et a celui de Exner est supérieur dans les heures qui suivent
13h p.c (+23%). I’accouplement (de 0 a 2h p.c.) (Fig. 13).

~¢—Llotl ~HLot2 Lot3

oy

Le diametre des ovocytes ne différe pas
significativement en fonction du lot et en
fonction du stade p.c. En effet, le diamétre des
ovocytes des lapines des 3 lots, dans la phase
p.c. est trés proche, il ne varie que de 92 um a
103 pum de diametre. De méme, I’épaisseur de
la zone pellucide autour des ovocytes ne varie
pas en fonction du lot. Cependant, I’épaisseur
de la zone pellucide est faible en particulier a Oh 2h 6h 8h 10h10M3011h 12h 13h 1dh
Oh et 8h p.c. (15 um) augmente en particulier a
partir de 10h30 p.c et ne differe plus
significativement par la suite (Tableau 4). Figure 13 : Nombre de Call et Exner dans les

follicules des lapines dans la phase post coitum

O = NOW s o~

Corps Call et Exner

Heures post coitum
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Tableau 4: Morphométrie des follicules antraux dans la phase post coitum

. Diamétre Diametre Epaisseur zone Nombre
Effectif - .
Follicules ovocyte pellucide corps Call
(um) (um) (um) Exner
Moyenne générale 429 640 99 17 3.32
R? 0.142 0.054 0.088 0.208
Lot p<0.001 NS NS p<0.001
1R* 156 5672 99 17 2.812
2R 123 6042 97 17 3.20°
3R+ GnRH 143 7220 99 18 3.99P
Stade p.c. p=0.092 NS p=0.098 p<0.001
Oh 50 5322 101 152 4,032
2h 45 714P 101 18% 3.642
6h 43 6082 103 17%¢ 2.64
8h 43 7180 101 15° 3.51%
10h 38 5952 96 13b 2.68°
10h30 34 630% 92 20¢ 3.70°8
11h 29 6062 94 168k 2.72¢
12h 57 669° 101 19% 3.742
13h 42 5422 97 18% 3.952
14h 41 700P 99 19% 2.67¢
Lot*stade p=0.052 NS NS p<0.001

5. Dosages hormonaux

La concentration plasmatique de 17R-cestradiol
est en moyenne de 221pg/ml, elle est
significativement influencée par la réceptivité.
En effet, les lapines non réceptives traitées au
GnRH présentent une concentration
plasmatique en 17R-cestradiol plus élevée en
particulier avec les lapines réceptives (+48% ;
p<0,05) et ceci pratiqguement tout au long de la
période observée (Oh a 14h p.c).

La concentration plasmatique en progestérone
(moyenne: 1,25 ng/ml), ne varie pas
significativement en fonction de la réceptivité
et/ ou du traitement de GnRH. Nous
remarquons qu’entre Oh et 8h p.c, son taux
moyen était de 2,12 ng/ml. 1l subit une chute
drastiqgue au moment de I’ovulation (10h p.c) :
0,69 ng/ml (Tableau 5).

Tableau 5: Concentrations plasmatiques de 171 oestradiol et de la progesterone

.. 17R-cestradiol Progestérone

Effectif (pg/ml) (ng/ml)
Moyenne générale 60 221 1.25
Lot p<0.05 NS
1 (RY) 20 1632 1.14
2 (R) 20 188 1.23
3 (R + GnRH) 20 311° 1.36
Stade p.c. NS p<0.005
Oh 6 244 2.10%
2h 6 229 2.02%¢
6h 6 228 2.79?
8h 6 205 1.573bcd
10h 6 210 0.69¢
10h30 6 256 0.96°
11h 6 199 0.74%
12h 6 200 0.59¢
13h 6 233 0.38¢
14h 6 203 0.63¢
Lot*stade™™ NS NS
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DISCUSSION

1. Influence de la réceptivité et du traitement
de GnRH des lapines non-réceptives sur les
caractéristiques ovariennes et utérines et la
sécrétion d’eestradiol et de progestérone

Nous constatons que les femelles ayant une
vulve rouge et turgescente ont accepté
I’accouplement dés leur premiére présentation
au male, elles étaient réceptives (lot 1). En
revanche, les femelles des lots 2 et 3, avec une
vulve péle et non turgescente ont refusé
I’accouplement pendant deux jours consécutifs
de présentation, elles étaient non réceptives.
Nos résultats sont en accord avec les données
de la littérature. En effet, plusieurs auteurs ont
montré que la réceptivité est maximale (90%)
quand la couleur de la vulve est rouge et
minimale quand elle est pale. Olas et
Oygbad, ainsi que lles et al. [8; 9] ont assigné
a chaque femelle une faible ou haute
réceptivité selon la couleur de la vulve et sa
turgescence. En effet, les femelles avec une
vulve pale ou violette mais non turgescente
sont peu réceptives et celles a vulve rose,
rouge ou violette et turgescente sont hautement
réceptives. De plus, Diaz et al. [10] ont montré
des défauts de fécondation chez les femelles
avec une vulve blanche ou pale. Malgré le
caractére subjectif de cette estimation, en
insémination artificielle, I’appréciation de la
couleur de la vulve est parfois utilisée afin
d’estimer la réceptivité des femelles [11].

Dans notre expérience, au moment de la
présentation des lapines au male, le poids des
femelles réceptives était significativement plus
élevé que celui des femelles non réceptives
traitées ou non avec la GnRH. Il existe tres peu
de résultats bibliographiques concernant la
relation entre la réceptivité sexuelle et le poids
des lapines et notamment chez la lapine de
population locale algérienne. Cependant, une
étude récente sur des lapines primipares, a
montré que le poids des lapines locales
réceptives ne differe pas de celui de lapines
non réceptives [12]. Sur des lapines nullipares
de type génétique différent Hulot et al. ainsi
gue Mattaraia et al. [13; 14], ont montré que
les femelles réceptives étaient plus lourdes que
les non réceptives.

Dans nos conditions expérimentales, chez
des lapines nullipares le poids et la taille
des ovaires des femelles réceptives ne
differe pas de ceux des femelles non
réceptives traitées ou non a la GnRH.
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Le poids des ovaires des lapines était en
moyenne de 0,28 g, comparable a celui
enregistré par Belabbas et al. [15], chez des
femelles de la méme population et du méme
age et similaire aux résultats enregistrés par
Mattaraia et al. [14], qui ont montré que le
poids des ovaires des femelles ne differe pas
selon leur réceptivité (0,24 et 0,20g ; p>0,05).
Les femelles réceptives ont un nombre plus
élevé de follicules pré ovulatoires comparé aux
non réceptives traitées ou non avec du GnRH
(5,1 vs 3,7 et 1,6). Lefevre et Caillol [16], ont
montré que la moyenne du nombre de
follicules pré ovulatoires est significativement
plus élevée chez les femelles réceptives (2,4+
0,8) que les femelles non réceptives (0,3+0,2).
Kermabon et al. [4], ont mis en évidence que
I’expression de la réceptivité sexuelle de la
lapine est corrélée a la présence d’un nombre
élevé de follicules & la surface de I’ovaire
mesuré aux jours 1, 4 et 11 de lactation.
Comparé aux non réceptives, les femelles
réceptives présentent un plus grand nombre de
follicules (9,81+ 0,35 vs 8,32+ 0,56).
L augmentation de la croissance folliculaire et
le nombre de follicules pré ovulatoires et par
conséquent la réceptivité de la femelle est
améliorée par la PMSG qui est couramment
utilisée chez la lapine allaitante [17]. Le
pourcentage de lapines réceptives ayant ovulé
est le double (60%) comparé aux femelles non
réceptives et non traitées au GnRH (30 %). Le
traitement des lapines au GnRH a légérement
amélioré leur fréquence d’ovulation (40%),
cependant, la différence n’est pas significative.
Nos résultats sont en accord avec les travaux
de Theau-Clément et al. [18], qui en induisant
I’ovulation dans 3 lots de femelles Angora
avec 25Ul ou 50U1 d’hCG ou 0,8pg de GnRH,
ont montré que le pourcentage de femelles qui
ovulent est significativement amélioré par
rapport & un lot témoin n’ayant subi qu’une
saillie assistée. Le traitement hormonal a donc
amélioré significativement la  fréquence
d’ovulation des lapines (86% contre 28%).
Chez les lapines de chair Theau-Clément et al.
[19], ont montré que plus de 95% des femelles
réceptives au male ovulent aprés une saillie
naturelle ou a la suite d’une injection de
GnRH. Alors que sur le lapin Angora [18],
toutes les femelles saillies étaient réceptives,
les défauts d’ovulation restent inexpliqués. Il
est cependant peu probable qu’ils soient liés a
un manque de follicules mdrs dans I’ovaire
puisqu’aprés traitement hormonal (GnRH ou
hCG) les taux d’ovulation sont normaux.
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Le poids des cornes utérines varie en fonction
de la réceptivité des lapines, tandis que ni la
longueur des cornes, ni leur périmetre ne sont
influencés par la réceptivité. Nous n’avons
trouvé dans la littérature aucune étude qui nous
renseigne sur les caractéristiques des cornes
utérines en fonction de la réceptivité. Seule,
une étude récente, effectuée sur des lapines
New Zélandaises pesant en moyenne 2 Kg et
dont la couleur de la vulve était rose péale
(femelle non receptive). Aragon et al. [20], ont
montré que la longueur des cornes utérines
était égale a 8,2 cm, donc proche de nos
mesures sur les femelles non réceptives qui
était de 6,7 cm.

L’étude microscopique a permis de dénombrer
les différentes populations folliculaires dans la
phase post coitum. Dans nos conditions
expérimentales, le nombre de follicules
primaires est significativement plus faible chez
les femelles réceptives que chez les non
réceptives traitées ou pas avec du GnRH
(respectivement 18,1 vs 24,0 et 22,2). Le
nombre de follicules secondaires est
significativement plus élevé chez les lapines R
que chez les femelles R (respectivement 26,2
vs 19,1), il est intermédiaire chez les lapines R°
traitées avec du GnRH (22,3). Ni le nombre de
follicules tertiaires, ni le nombre de follicules
pré  ovulatoires, atrésiqgues ne varie
significativement pas en fonction de
I’expression de la réceptivité sexuelle. Cette
approche est originale, car a notre
connaissance aucune étude n’a quantifié les
différentes populations folliculaires chez la
lapine de population locale algérienne ou autre
type génétique, en fonction de la réceptivité
sexuelle. Cependant, Zitny et al. [21], ont
observé que le nombre de follicules primaires,
secondaires, tertiaires et préovulatoires étaient
(respectivement 84,8 ; 10 ; 3,9 et 1,3) et Hutt et
al. [22], sur des ovaires de lapines agées de 12
semaines ont obtenu (respectivement, 71, 72,

1let 6).
Le nombre de follicules rompus, correspondant
au nombre de corps jaunes observé

macroscopiquement, est plus élevé chez les
lapines R*, comparé aux femelles R’ traitées ou
non ala GnRH (2,5vs 1,9 et 1,1), cependant la
différence n’est pas significative. Il est en effet
difficile d’évaluer exactement leur nombre sur
les coupes histologiques, il est plus facile de
les compter directement sur les ovaires a la
loupe (présentent un stigma rouge et
turgescent).
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L’écart entre les valeurs des deux techniques
obtenues dans nos conditions est de +26 % en
faveur de la technique macroscopique.

Le diametre des follicules antraux était
significativement élevé chez les femelles R ~et
traitées avec la GnRH comparé aux femelles R°
non traitées et R™ (respectivement 722 vs 604
et 567). Le diametre des ovocytes et
I’épaisseur de la zone pellucide ne différent
pas significativement en fonction de la
réceptivité des lapines des 3 lots étudiés. La
littérature ne nous renseigne pas sur la relation
entre la réceptivité sexuelle et le diameétre des
follicules, des ovocytes ou de I’épaisseur de la
zone pellucide. Nos résultats montrent que la
moyenne du diametre des follicules antraux est
égale a 640um. Cette valeur est proche de celle
obtenue par Zitny et al. [21], qui est de 682 pm
mais inférieure a celle obtenue par Kranzfelder
et al. [23], qui considérent que les follicules
pré ovulatoires sont ceux dont le diamétre se
situe entre 800 a 900um. Pour Hulot et
Mariana. [24], les diamétres de 800 et 951um
respectivement, sont caractéristiques du stade
pré ovulatoire. Le diamétre des ovocytes est en
moyenne égal a 99um pour Zitny et al. [21].
Dans notre expérience, le nombre de corps de
Call et Exner ne varie pas significativement en
fonction de la réceptivité, cependant il est
important chez les lapines R traitées au GnRH
(respectivement 2,81, 3,20 vs 3,99). Dans la
bibliographie, aucune étude n’a été réalisée sur
le dénombrement des corps de Call et Exner,
seule leur morphologie a été décrite par
plusieurs auteurs [25].

De maniére surprenante, la concentration
plasmatique de 17B-cestradiol ne différe pas
significativement selon que les lapines sont
réceptives ou non réceptives (respectivement
163 et 188 pg/ml). On remarque cependant,
gue les non réceptives traitées avec la GnRH
ont des niveaux plus élevés que les non
réceptives non traitées (311vs 188 pg/ml). La
littérature, nous renseigne peu sur le dosage de
17R-oestradiol plasmatique chez les lapines
nullipares aux stades post coitum en fonction
de leur réceptivité sexuelle. Sur des lapines
multipares, Ubilla et Rebollar [26], obtiennent
un niveau de 17R-cestradiol plus élevé chez les
lapines réceptives par rapport a celles de
moyenne ou faible réceptivité (15,2+0,13
pg/ml vs 11,4+0,10 pg/ml et 11,5+0,12 pg/ml).
Cependant, sur des lapines nullipares de
population locale algérienne.
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Mazouzi-Hadid et al. [12], ont observé des

taux plasmatiques de 17R-cestradiol
significativement  supérieurs  chez  les
réceptives que chez les non-réceptives

(respectivement 21,04 vs 16,42 pg/ml).

Les niveaux significativement plus élevés de
17R-cestradiol chez les lapines R traitées avec
la GnRH, par rapport aux réceptives
(respectivement 311 vs 163 pg/ml) pourraient
étre dus a I’effet de la GnRH sur la sécrétion
de FSH et donc a une croissance folliculaire
plus élevée dans la phase pré ovulatoire.
L’cestradiol ne semble jouer aucun r6le majeur
dans la détermination de la réceptivité chez la
lapine. Sa concentration sérique au sein des
femelles réceptives et non réceptives ne semble
pas liée au phénoméne de réceptivité [27].

Les concentrations plasmatiques moyennes de
progestérone sont plus élevées chez les
femelles non-réceptives traitées avec la GnRH
par rapport aux femelles non réceptives non
traitées et les  femelles  réceptives
(respectivement 1,36 vs 1,23 et 1,14),
cependant, la différence n’est pas significative.
De la méme maniere, les résultats rapportés sur
des lapines réceptives locales [27]. La
progestérone ne varie pas significativement en
fonction de la réceptivité 0,3842 + 0,197 ng/ml
pour les lapines (R+) et 0,6827 = 0,254 ng/ml
pour (R-). Sur des coupes histologiques,
Terranova et al. [28], ont noté que le jeune
corps jaune formé est pauvrement luteinisé a
10h p.c produisant ainsi une quantité limitée en
progestérone.

2. Influence du stade post coitum sur les
caractéristiques de I’ovaire et des cornes
utérines, des populations folliculaires et la
sécrétion d’cestradiol et de progestérone

Le nombre de follicules pré ovulatoires est
significativement plus élevé a 6h p.c. qu’a 12
ou 14h p.c (respectivement 6,3 vs 1,3 et 0,8).
Cette réduction du nombre de follicules pré
ovulatoire dans la période post coitum est
vraisemblablement liée & [I’éclatement des
follicules observés a partir de 10h p.c. Aucune
ovulation n’a été constatée au cours des huit
premiéres heures post coitum. Les corps jaunes
ont été observés a partir de 10h p.c. Ces
résultats sont en accord avec les données de la
littérature. En effet, I’ovulation chez la lapine
est observée généralement entre 10 a 12h aprés
I’accouplement. De leur part, Bonhoff, et
Adams [29], ont observé des ovulations a 16h
chez les lapines traitées a des doses de 5 et
10Ul hCG et 0,2ml GnRH ce qui est en accord
avec les résultats de Boumahdi-Merad et al.
[30].
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Il est vraisemblable que ces différentes
conclusions soient le fait de I’utilisation de
lapines de type génétique et/ ou de conduite
d’élevage différents.

Le diameétre des follicules a 8h p.c est égal a
718 um et comparable aux résultats de Hulot et
Mariana [24], Ces auteurs expliquent qu’a 8h
p.c, le noyau de I’ovocyte est au stade
anaphase - télophase de la premiére division de
maturation ou I’ovocyte a expulsé son premier
globule polaire. Par ailleurs, on a noté que dans
les ovaires des femelles traitées 14h p.c avec la
GnRH, la taille des follicules est égale a
722um, nos résultats sont comparables a ceux
de Kranzfelder et al. [23]. Les estrogénes ont
une activité morphogénique sur les ovaires et
l'utérus [31], donc leur augmentation en
concentration induit une augmentation de la
prolifération  cellulaire dans le tissu
reproducteur. Cela a été confirmé par des
études dans lesquelles il a été montré qu'au
début du stade de reproduction de la jeune
femelle, les dimensions des organes génitaux
augmentent, principalement au stade de
transition avant la puberté, en relation avec le
poids vif de la femelle [32 ; 33].

Conclusion

Le nombre de follicules pré ovulatoires évalué
macroscopiquement a varié en fonction de la
réceptivité et des stades post coitum.
Cependant, il ne varie pas entre les trois lots

expéerimentaux lorsqu’il est évalué
microscopiquement (sur les coupes
histologiques). L’observation des coupes

histologiques a révélé une grande variabilité du
nombre des follicules primaires et secondaires
en fonction de la réceptivité sexuelle. Par
contre, ni le nombre de follicules tertiaires, pré
ovulatoires et atresiques ne varie en fonction
de la réceptivité. Les résultats obtenus
concernant les diametres des follicules antraux
montrent que le traitement avec la GnRH a
amélioré le diamétre de ces derniers.
Cependant, le diamétre des ovocytes et
I’épaisseur de la zone pellucide n’ont pas été
influencés par la réceptivité sexuelle ou le
traitement hormonal. Par contre, le nombre des
corps de Call Exner était plus élevé chez les
femelles traitées avec la GnRH comparé a
celui des femelles non traitées. Par ailleurs, le
traitement a la GnRH a augmenté Ia
concentration moyenne de 17B-cestradiol
plasmatique chez les femelles non réceptives
durant toute la période post coitale (0 a 14h).
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Il n’a pas été constaté un rapport évident entre
le taux de 17p cestradiol et la réceptivité
sexuelle chez la lapine. Dans notre étude
I’cestradiol ne semble jouer aucun réle majeur
dans la détermination de la réceptivité chez la
lapine. Sa concentration sérique au sein des
femelles réceptives et non réceptives ne semble
pas liée au phénoméne de réceptivité. Ces
résultats originaux restent a vérifier sur un
effectif plus important.
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Abstract

Description of the subject: The quality of the fruit is largely determined by growing conditions, a link must be made
between this initial quality, linked to the agronomic conditions, and the preservation of this quality, linked to the harvest
and the techniques of conservation or maturation applied thereafter. This study therefore focuses on the physiological
characterization of the date stored under MAP after harvest and in the course of conservation.

Objective: The effect of PET packaging on the postharvest physiology of Deglet-Nour Dates (Phoenix dactylifera L.)
during storage was studied under different storage conditions (22°C £1°C and 75-80% RH, 10°C +2°C and 85-90% RH).
Methods: The experimental setup consists of a box with internal dimensions of 7.5x15.00x7.5 cm. It is made of PET film
thickness 0.0025 mm. The modified atmosphere inside the box is generated by the exchange between the product and the
outside through the film. The dates are packaged in batches of 350g +5¢g. The date samples were divided into two groups
of batches with six samples each, corresponding to the storage period (0, 1, 2, 3, 4 and 5 months) before to be tested for
the first at room temperature (22°C +1°C) with a relative humidity of 75% to 80% and the second at low temperature of
10°C +2°C with a relative humidity of 85 % to 90%.

Results: We found that PET packaging to limit respiratory intensity during storage. The O, and CO; concentration of the
samples stored under PET (at 22°C +1°C) after harvesting at the Tamar stage experienced a sharp decrease in oxygen (from
20.25% to 12.86%). Likewise, the PET film packaging limited the degassed CO, concentration after seven hours of storage
compared to the control sample. After harvest, dates showed a typical respiration of non-climacteric fruit (less than 5
mmoles O kg*.h™) and low ethylene production thus with very low metabolic activities.

Conclusion: The combination of thermization-packaging and cold storage (10°C +2°C) is a storage method that ensures
an optimal physiological criterion for dates by limiting their respiratory activity. Deglet-Nour dates so packaged in PET
packaging, pre feel excellent storage ability beyond the five months tested.

Keywords: Post-harvest, Cold storage, Respiratory activity, PET packaging, Thermization.

CARACTERISATION DE LA PHYSIOLOGIE POST-RECOLTE DES DATES THERMISEES
(PHOENIX DACTYLIFERA L.), EMBALLEES SOUS UNE ATMOSPHERE MODIFIEE (MAP)
Résume
Description du sujet : La qualité du fruit est largement déterminée par les conditions de croissance, un lien doit étre établi
entre cette qualité initiale, liée aux conditions agronomiques, et la préservation de cette qualité. Cette étude se concentre
donc sur la caractérisation physiologique de la datte stockée sous MAP aprés récolte et en cours de conservation.
Objectifs : L'effet des emballages en PET sur la physiologie post-récolte des dattes Deglet-Nour (Phoenix dactylifera L.)
pendant le stockage a été étudié dans différentes conditions de stockage.
Méthodes : Le montage expérimental consiste a des boites fabriquées en PET. L'atmosphére modifiée a I'intérieur de la
boite est générée par I'échange entre le produit et I'extérieur a travers le film. Les dattes sont emballées par lots de 350 g
+5 g. Les échantillons de dattes ont été divisés en deux groupes de lots de six échantillons correspondant chacun a la
période de stockage (0, 1, 2, 3, 4 et 5 mois) avant d’étre testés en premier lieu a température ambiante (22°C £ 1°C) avec
une humidité relative de 75% a 80% et la seconde a basse température de 10°C + 2°C avec une humidité relative de 85%
4 90%.
Résultats : Les emballages en PET limitaient l'intensité respiratoire pendant le stockage. La concentration en oxygéne et
en CO; des échantillons stockés sous PET (a 22°C £1°C) apreés la récolte au stade Tamar a connu une forte diminution de
I'oxygene (de 20,25% a 12,86%). De méme, les emballages en film PET ont limité la concentration en CO, dégazé aprés
sept heures de stockage par rapport a I'échantillon témoin. Apres la récolte, les dattes montraient une respiration typique
des fruits non climatériques (moins de 5 mmol O kg2.h) et une faible production d'éthyléne, donc avec une activité
métabolique trés faible.
Conclusion : La combinaison de la thermisation-conditionnement et de la conservation au froid (10°C £2°C), est une
méthode de conservation qui assure un critére physiologique optimal pour les dattes et offrent une excellente capacité de
stockage au-dela des cing mois testés.
Mots clés : Poste récolte, Conservation au froid, Activité respiratoire, Film PET, Thermisation.

* Auteur correspondant: MAROUF ARIBI Mohamed, E-mail: mar-bio-tp@live.fr
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INTRODUCTION

Deglet-Nour is the commercial variety that
occupies most of the international date trade [1, 2,
3, 4]. For Algeria, it represents 60% of the dates
produced, that is to say 40% of the total revenue of
agricultural exports [5]. The economic and
commercial importance of this fruit is paramount.
The knowledge of the physiology of the date is
necessary to be able to better control the maturation,
and thus to recommend the best conditions of
storage.

The shelf life of fruits and vegetables can be
extended by modifying the surrounding atmosphere
of these products in the packaging (Modified
Atmosphere Packaging, MAP) or in controlled
atmosphere  storage  chambers  (Controlled
Atmosphere Storage, CAS). Fresh produce is only
found under MAP because the composition of the
MAP atmosphere tends to be longer to change with
the respiratory activity and microbiological activity
of the fruit [6, 7, 8]. In addition, the permeability of
the gas packaging film also modifies the
composition [9].

The three main gases used are CO2, N2 and O,
alone or in combination [10]. Other gases have been
successful such as CO, SO, NO, He, H», Ar, etc.
For these gases their applications have been very
limited due to regulations (health hazards) and
organoleptic and technical problems associated
with them [11]. N2 is a gas with no antimicrobial
activity but its main role is to substitute for O; in
MAP [12]. In the absence of O, only strict or
facultative anaerobic microorganisms can develop
[12]. In addition, it is responsible for several
alteration reactions such as oxidation, acceleration
of ripening of fruits and vegetables [8]. The
principle of modified atmospheres is based on the
use of a specific gas mixture with determined
concentrations of CO2, Oz, and N2, which play a
definite role in the physiology of living products,
which are plants and also in fungal attacks.
Varoguaux and Nguyen-The [13], give a very
simple definition: a modified atmosphere is simply
a conservation atmosphere whose composition is
different from that of air and can result for living
tissues from a balance between respiratory
exchanges of plant product and gaseous diffusion
through a semipermeable membrane.

Some fresh vegetable products and especially
products of 4th and 5th ranges have been the subject
of many works for their conservation in so-called

"modified" atmospheres (also called
MAP=Modified Atmosphere Packaging) or
"controlled" atmospheres (also called

CAP=controlled atmosphere packaging [14, 15,
13].
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This work has led to tremendous progress in the
development of biodegradable and edible
packaging [16, 17, 18, 19], and many theoretical
models to predict respiration rates of fresh products
as a function of CO;, and O, concentration have
been proposed [20, 21, 22, 23].

This bibliographic prolixity contrasts with the
virtual absence of work on the application of MAPs
or CAPs to dates, which do not seem to have yet -
at this stage-attracted this interest. The rare studies
on packaging and dates. Glasner et al. and Awad
[24, 25], have focused on increasing maturation of
dates in diets and not as post-harvest conservation
atmospheres.

In the literature, the use of modified or controlled
atmospheres for plant products is often associated
with low temperature storage. All of these studies,
although combining various percentages of CO;
and O, provided by different modified
atmospheres, have for the most part shown positive
effects [26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33].

The use of innovative packaging technologies
(modified atmosphere packaging, active and
intelligent packaging) for dates is on a relatively
limited basis as compared to some other fruits [34].
However, potential exists to expand these
technologies to dates and date products to further
improve their shelf life and nutritional quality
[34].The effects of MAP in maintaining quality and
extending shelf life of fresh and dried dates as well
as some date products have been reported in the
literature [34]. Packaging protects dates from
physical damage, moisture absorption or loss and
insect reinfestation during subsequent storage and
handling steps [34].

Losses during harvesting and postharvest handling
and marketing are high in most producing countries
due to incidence of physical, physiological, and
pathological disorders and to insect infestation [36].
Many different types of polymer films are available
for use in MAP with a wide range of CO; and O,
permeabilities [37]. In addition, many models have
been developed to predict equilibrium package
atmospheres for passive MAP [22, 38]. However,
none of these models can fully account for the
variability in product respiration rates that may
occur due to  variation in  holding
temperature,product  age, interactions  with
atmosphere composition, product biology, and
effects of handling [22]. Plastics with high barrier
to oxygen are polyethylene terephthalate (PET),
Nylon 6 (0% RH), Nylon MXD6, ethylene vinyl
alcohol (EVOH), polyvinyl alcohol (PVOH), etc.
[39]. The response of different fruits and vegetables
to atmosphere modification varies considerably and
therefore the response of each commodity must be
determined [40].
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The proposed alternative is a physical treatment -
dry cure - at 55°C for 20 min as a disinsectisation
treatment, associated with a modified PET
atmosphere packaging and to follow their simple or
combined actions on the respiration of the date
(Phoenix dactylifera L.) over a period of five
months of cold storage (10°C) and at room
temperature (22°C). The combination of heat loss is
reported [23, 41].

According to Khali [41], on different thermal scales
tested, the thermization at 55°C/20 min, showed a
significant reduction in the infestation of dates
(destruction of eggs and larvae of Ectomyelois
ceratoniae Zellers), in more of a more positive
influence on the main quality criteria of the date and
a better preservation of organoleptic and sensory
characteristics.

MATERIALS AND METHODS

1. Plant material

The Deglet Nour variety dates, coming from the
Tolga palm grove (Wilaya of Biskra-Algeria), were
harvested on different regimes at the end of October
(at Tamar stage), then transported and kept in cold
rooms at 4°C. The dates are sorted and separated
from their branches and the infested or crushed
dates are eliminated.
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2. Thermization

The thermization is carried out for 20 minutes in a
ventilated oven set at 55°C (x1°C). A not-thermised
control batch is constituted. Dates (Thermised or
Not) are divided into homogeneous batches in
plastic trays.

3. AM creation methods

The Modified Atmosphere within the plastic
packages can be created actively or passively or by
a combination of both. In our case of the passive
method, the modified atmosphere is created by a
dynamic in which product respiration and gas
exchange occur through the packaging. In a closed
package containing dates, the atmosphere is
naturally modified as a result of oxygen
consumption and carbon dioxide production.
Optionally, a stationary concentration deemed
optimal can be established in the case where the
flow of gas through the package compensates
exactly the breathing of the product.

4. The properties of the film packaging for
modified atmosphere

Modified Atmospheres or MAPs are ensured by the
use of Polyethylene Terephthalate Polyester (PET).
Control lots are packaged in a macroperforated non-
sealed film and are considered unpackaged (Table
1).

Table 1: Physical characteristics of the films used. Source: © Goodfellow (2008 — 2019) [90].

Permeability to

Permeability to
Carbon Dioxide

Permeability to ~ Permeability to

Oxygen at 25°C at 25°C x10- Water at 25°C  Nitrogen at 25°C  Thickness
x10 cm?®. Cm 13 o3, om cm? x10%cmd Cm  x10% cmd. cm pm
cm?stpat i cm? st pal cm?stpPatl
Polyethylene
terephthalate Polyester film 0.03 0.2 100 0.004 2:5
Macro-perforated film Control Air >100 Air -

Polymeric compounds are the main materials for
flexible package structures used for MAP but they
can also be applied to a rigid or semi-rigid
packaging solution such as a lidding on a tray [42].
Low-density polyethylene (LDPE), linear low-

density polyethylene (LLDPE), high-density
polyethylene  (HDPE), polypropylene (PP),
polyvinyl  chloride (PVC), polyester, i.e.

polyethylene terephthalate (PET), polyvinylidene
chloride (PVDC), polyamide (Nylon) are some of
the plastic films used in MAP [43]. Characteristics
of the fi Im that can affect atmosphere modification
and must be carefully selected are film permeability
to Oz, CO, and water vapor, fi Im thickness,
package surface area and free volume inside the
package [44]. Polyesters are formed by a
condensation reaction that is very similar to the
reaction used to make polyamide or nylons [45].
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PET polyester is the most common thermoplastic
polyester and is often called just “polyester” [45].
PET exists both as an amorphous (transparent) and
as a semicrystalline (opaque and white)
thermoplastic material [45]. The semicrystalline
PET has good strength, ductility, stiffness and
hardness [45].

5. Mounting experimental boxes

The control batches are packaged in experimental
boxes made of polyethylene terephthalate polyester
film (PET). The experimental setup consists of a
box with internal dimensions of 7.5x15.00 x 7.5
cm. It is made of PET film thickness 0.0025 mm.
The modified atmosphere inside the box is
generated by the exchange between the product and
the outside through the film.
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The manufacture of the experimental boxes
had to ensure their tightness. The lid placed
and fixed on the box is provided with a foam
rubber. The tightness of the boxes was
verified by measuring the concentration of air
inside the box after 5 and 24 hours. The
boxes were considered watertight knowing
that the variation in indoor air concentrations
was less than 0.5%.

6. Achieving homogeneous batches

Before proceeding to the distribution of
samples in homogeneous batches, dates go
through a period of "thermal equilibrium rest"
[46]. The dates are mixed manually carefully
and carefully, several times in order to obtain
homogeneous batches from an appearance
point of view (color, caliber), then arranged
in a uniform layer of small thickness.
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The dates freed from impurities and dust,
were placed in clean trays at a rate of 350g %5
g each and kept in a freezing chamber (-
18°C) in order to block the ripening process.

7. Constitution of experimental batches and
storage

The dates are packaged in batches of 350g
+5g. The date samples were divided into two
groups of batches with six samples each,
corresponding to the storage period (0, 1, 2,
3, 4 and 5 months) before to be tested for the
first at room temperature (22°C +1°C) with a
relative humidity of 75% to 80% and the
second at low temperature of 10°C +2°C with
a relative humidity of 85 % to 90%. The
experimental  batches are thus constituted

(Fig. 1.).

i D { 1lot F___{ 1ot r__| 1lot ‘ _____ { 1ot | _____ { 1lot |___{ 1ot H 1lot } _____ %mn |
2 v v ! v v v v
S R ‘ 1lot } _____ ‘ 1lot |_1 1lat %_ﬁ 1lot r___-ﬁ Llet }{ Lot H Llot ‘ ----- 1l 1lot |
1 e el S s ey S
| | 1lot } _____ ‘ 1lot r__i 1let ’_____-I 1lat }-----I 1ot }---I 1ot H Lot | ----- { Llet ‘
4 v v ! vy v
bl 1 1ot | _____ { 1ot )>__| 1ot } _____ | 1lot ‘ _____ | 1ot ‘___I 1lot H 1ot |~————~|—llct ‘
_ v v ! v v
e 1 1ot | _____ { 1ot F_| 1ot } _____ 111—th _____ | 1lot ‘___| 1lot H 1lot r____+11ot ‘

Figure 1: Diagram of constitution of the experimental batches. Reproduced with permission of Khali [41].
(NTD: Not Thermised Dates, TD: Thermised Dates, NTUPD: Not Thermised Unpacked Dates, NTPD: Non Thermised packed Dates,
TUPD : ThermisedUnpacked Dates, TPD : Thermised packed Dates, AT: Ambient Temperature, LT: Low Temperature).

8. Respiratory intensity

The intensity of the dates is determined by placing
the fruit in hermetically sealed jars. The evolution
of O, and CO; concentrations is monitored after
one hour of closure. For this, the volumes of gas are
taken from the atmosphere of the jars through a
septum and assayed by the gas analyzer.
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The concentrations obtained (in Oz or in CO>) are
expressed in ppm. The evolution of the
concentration of the gas considered (O, or CO3) in
the packaging is followed in time.
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The respiratory intensity, expressed as pg of gas per gram of fruit per hour (or in ml of gas per kg of fruit per
hour), is evaluated using the following equations [47]:

Quantity consumed 02 (%) x Volume of fruit (ml) x 273 x 1000

RIOz = Time (H) x [273 + measured temperature (°C)] x 22.4 x Weight x 100
RI O2 is also expressed in mmol Oz .kgt.h2.
RI COZ = Quantity of degassed C02 (%) x Volume of fruit (ml) x 273 x 1000
Time (H) x [273 + measured temperature (°C)] x 22.4 x Weight x 100
As before, the Rlcoz is expressed in mmol CO2 .kgt.h*?

9. Gas dosing instrument For both samples studied during storage at room
The control of the gas concentrations inside the temperature (22°C +1°C and 75-80% RH), we
experimental boxes was carried out using an found a slight decrease (from 22.53% to 19.22%) in
OXYBABY® 6.0 gas analyzer from the German the mean concentration of oxygen from the dates
manufacturer WITTGAS. fruit sample (fig 2.). In contrast to fruit samples of
OXYBABY® 6.0 is an alternative solution to fixed dates stored in packaging (PET film), there was a
table analyzers for food packaging and welding. It sharp decrease in the average oxygen concentration
provides all the benefits of the most modern (from 20.25% to 12.86%) (Fig. 2.). In addition, a
technologies quickly and easily by option [89]. For strong increase (from 0.75% to 10.54%) in the
example: bluetooth wireless communication and average CO; concentration of the date fruit sample,
integrated barcode reader. The rapid control in all and a slight increase (from 0.23 to 6.45) in the Fruit
places makes it possible to guarantee a constant sample of dates stored in packaging (PET film).
quality of your products (HACCP) for the benefit of Indeed, as soon as the oxygen concentration was
your relations with your customers. Internal first measured after 45 minutes of storage under
pressure information in the package via pressure PET film, the packaging slightly limited the oxygen
indication.The dosage of ethylene emitted; 1 ml of consumption of date fruits compared to the control
air extracted from the hermetically sealed jars, sample (20.25% for date sample stored under PET
where the dates to be studied were placed, was film versus 22.53% for control sample). Date fruits
injected into a gas chromatograph (gas phase), from the control sample had the highest oxygen
equipped with suitable columns for the ethylene consumption (22.83%). Similarly, the PET film
dosages. The temperature of the thermo packaging limited the degassed CO, concentration
conductivity detector was 150°C and that of the after seven hours of storage compared to the control
oven 35°C [48]. sample (0.55% for date sample stored under PET

film wversus 1.90% for control sample).The
RESULTS AND DISCUSSION concentration of oxygen and CO, of date fruits

stored under PET film was always lower than that

1. Change in O, and CO; concentration after of the control during storage.

harvest at Tamar stage

12,00 - 25,00

10,00 - 20,00
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(=]
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02 Concentration (%)

CO2 Concentration (%)
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Figure 2: CO; and O, consumption of dates as a function of time at 22°C +1°C and 75-80% RH.
2. Physiological evolution of the date (Phoenix harvest. It is now a question of following the
dactylifera L.) in conservation according to its evolution of these different batches of dates in order
post-harvest stage to appreciate their ability to ripen and their
The previous results allow characterizing the initial conservation potential in non-binding conditions

quality of the fruits according to their stage of
1532
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(storage at 22°C +1 °C and at 75-80% RH) and to
be able to characterize the final quality of ripe fruits.

3. Speed of evolution of dates (Phoenix
dactylifera L.) in post-harvest

Dates show typical non-climacteric fruit respiration
after harvest (Fig. 3).

—— RI CO2-Control Batch

—#— RI 02-Control Batch

100
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They do not evolve at the same rate according to the
preservation time, the more the conservation is late,
the more the respiratory peak is diminished. Thus,
the respiratory activity of the date samples studied
takes place during the first two days after harvest
for the fruits harvested at the "Tamar" stage.
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—=— RI CO2-PET
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—
(=]
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Period of storage
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3H TH 48H 3 Days ays 12 Days 15 Days

Respiratory Intensity
mmoles CO2-02 Kg-1.h-1

\
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0,001
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Figure 3: Respiratory intensity from dates observed in post-harvest

For the nine samples studied, we observed a
decrease in the respiratory intensity of the fruits
during storage at room temperature (22°C =1 °C
and 75-80% RH) for both batches of dates (control
and stored under PET film). Indeed, from the first
day of storage, with the control test, the oxygen
consumption of the dates fruits is slightly higher
compared to the batch stored under PET, (after 3
hours of storage 4.34 mmoles O,.Kg* for the
control group against 3.62 mmoles 0,.Kg*.h?),
(after 7 hours of storage 2.01 mmoles O,.Kg™t.h?
for the control group against 1, 66 mmoles O,.Kg’
Lh?), (after 24H storage 1.58 mmoles O,.Kgt.h
for the control group against 0.48 mmoles O;.Kg-
1h?) The fruits of the control had the highest
consumption (4.34 mmoles O,.Kg™.h™) during this
period of conservation.

The climacteric character or not of the date is not
decided in the literature. Indeed, some authors [49,
50, 51] confirmed that the date is a climacteric fruit
by the observation of an ethylene production.

In contrast to other authors consider that the date is
non-climacteric [3].

Nevertheless, the date has a weak respiration which
decreases with the decrease of its water content
during the maturation. For dates stored at 20°C,
CO, production is less than 25 ml.kg™.h™ at the
Khalal stage, and less than 5 mlkg®h? at the
Routab and Tamar stages [52]. The same authors
found under the same storage conditions ethylene
production values of less than 0.5 pl.kg.h™ at the
Khalal stage, and less than 0.1 plkghh? at the
Routab and Tamar stages.
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According to the tropical and subtropical fruit
classification reported by Paull & Duarte and Gross
et al. [53, 54], dates are non-climacteric fruits, with
a very low respiration rate and low ethylene
production, and therefore with very low metabolic
activity. The respiratory intensity of date fruits
stored under PET film was always lower than that
of the control during storage, and decreased
significantly during the last storage periods (after 7
days storage 0.057 mmole O,.Kg™* h*, and 0.02
mmole O, .Kg™.h* after 15 days of storage). The
PET film has greatly limited fruit oxygen
consumption of dates (Phoenix dactylifera L.),
which helps extend the shelf life of fruits after
harvest.

The characteristics of films that constitute a barrier
to gases are of great importance. Indeed, by forming
a thin film layer surrounding the fruit, the coatings
modify the inner atmosphere by reducing the gas
permeability of the skin of the fruit [55, 56]. This
results in an increase in the carbon dioxide content
and a decrease in the oxygen content within the fruit
[57, 58].

Nevertheless, when the internal CO; content
of the fruit is high, a fermentation may occur
which  risks giving the fruit a poor
organoleptic  quality, detrimental to the

commercial level [59, 58, 91].

Decreasing the respiration of fruit allows to
extend their storage period post-harvest. This
is often achieved by combining a decrease in
temperature with an increase in relative
humidity [60].
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It has been recommended for storing fresh
fruit, a temperature of 15°C, a relative
humidity of 80-90% to ensure a good sensory
state for about three weeks [61]. The low
temperatures showed their effectiveness in
preserving the quality of the dates (reduction
of the loss of color, flavor, texture...), as well
as the alteration by the fungal microflora and
the infestations by the insects [3].
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4. Evolution of the O, and CO, concentration
(Phoenix dactylifera L.) packed under MAP (by
passive channel) during conservation

4.1. Variation in O; and CO; concentration
during storage

For the three lots studied in Test I, we found a
decrease in the oxygen concentration of the inner
atmosphere of the PET packaging of the not
thermised - packed: NTP and Thermised - packed:
TP batches during storage. at room temperature
(22°C £1°C and 75-80% RH) (Fig. 4).

30,00 -

Control batch TP NTFP
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15,00 -
10,00 -
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Figure 4: Evolution of the O, CO2 concentration of dates stored at room temperature 22°C £1°C / 75-80%
RH (Test I-at the bottom of the image) and at low temperature 10°C +2 °C / 85-90% RH (Test Il-at the top of
the image) as a function of time.

Indeed, from the first month of treatment, with the
test I at room temperature 22°C +1°C and at 75-80%
RH, the packaging has strongly limited the oxygen
concentration of the date fruits compared to the
batch control (23.20% for the control group versus
19% for the TP lot and 18.60% for the NTP lot), ie
a decrease rate of 22.38% for the TP lot and 22.40%
for the NTP lot. The third month of storage of the
NTP batch shows the lowest oxygen concentration
estimated at 20.47% (14.40% against 21.15% for
the control batch). And it is also the fifth month of
storage of the lot TP with a decrease of 21%
(16,90% against 21,78% for the control batch). At
two months of storage, date fruits in the control
group had the highest concentration of oxygen
(24.30%). In contrast to the control group, the
oxygen concentration of MAP packed fruit dates in
the batch lots Not thermised - packed: NTP and
Thermised - packed: TP was always lower than that
of the control batch during storage.
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During retention of dates fruit stored at room
temperature at 22°C +1°C and 75-80% RH, we
found that the CO; concentration is greatly
increased compared to the control group from the
third month lots Not thermised - packed NTP and
Thermised - packed: TP (respectively 6.4% and
1.4% against 0.10% for the control group) with a
rate of increase of 40% Thermised - packed: TP and
570% for the batch batch Not thermised - packed:
NTP. These packages have increased the CO»
concentration of the indoor atmosphere of the PET
packaging of date fruits compared to the control
batch from the first month of storage (Fig. 4).
During the conservation period, we found a stable
CO: concentration between the first month and the
third month. In the fifth month of storage, fruit of
lots of dates Not thermised - packed: NTP
Thermised - packed: TP had a decrease of CO;
concentration 6.4% respectively 1.9% and 2.8% at
1.7%.
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In addition, the CO, concentration of the date fruits
in the control group increased slightly in the second
and fourth months of the storage period (0.40% and
0.30%, respectively), while the date fruits of the
batches thermised - packed: NTP and Thermised -
packed: TP strongly increase their concentration
over time.

In test 11 at low temperature at 10°C +2°C and 85-
90% RH, the PET packaging applied to date fruits
also showed stable CO, concentration during the
first three months of storage indoor atmosphere for
all samples. In fact, after four months of storage, the
CO: concentration of the indoor atmosphere of the
PET packaging of date fruits is increased by 120%
(TP) compared to the control batch (Fig. 4).

In the fifth month of storage, the concentration of
COz in the inner atmosphere of the PET packaging
of the batch (TP) and (NTP) decreases sharply (is
respectively 0.9% and 0.8% against 0.19% for the
sample batch). As for the internal atmosphere of the
lot (NTP), the figure shows that their CO2
concentration is faster than the batch of the fourth
month of conservation (respectively 2.2% and
5.4%). Then the CO> concentration of the indoor
atmosphere of the batch (TP) and (NTP) decreases
(0.9% and 0.8% respectively in the fifth month of
storage).

During storage of dates fruit stored at low
temperature at 10 £2 °C and 85-90% RH, we found
that the oxygen concentration of the indoor
atmosphere is greatly reduced throughout the
storage period compared to the control batch, and
after the first month in lots (NTP) and (TP)
(respectively 18.8% and 18.9% against 22.16% for
the control group) with a decrease rate of 14.71%
Thermised - packed: TP and 15.16% for batch batch
Not thermised - packed: NTP. These packages
reduced the concentration of CO, in the inner
atmosphere of the PET packaging compared to the
control batch from the first month of storage (Fig.
4.).

During the storage period, we found a
stability of the CO: concentration of the
indoor atmosphere of the PET package of the
lot (NTP) and (TP) between the first month
and the third month. In the fourth month of
conservation, batches of date  fruitsNot
thermised - packed: NTP and Thermised -
packed: TP showed a decrease in the CO:
concentration of the indoor atmosphere of
PET packaging (respectively from 18.4% to
16.4%, and 18.3% to 14.6%). In addition, the
CO: concentration of the indoor atmosphere
of the PET packaging of the control batch
increased slightly in the second month of the
storage period (a rate of increase 15.75%).
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4.2. Respiratory intensity

The measurement of the respiratory intensity makes
it possible to show in many fruits a significant
increase of the respiration at the beginning of the
maturation. This sudden rise has been called a
climacteric crisis. After this phenomenon, the
ripening of the fruit is followed by senescence.
According to our results of the two tests | and 11, the
application of the PET packaging inhibits the
appearance of this crisis in our storage conditions
(at low temperature 10°C +2°C and at 85-90% RH
and at temperature ambient 22°C +1°C and 75-80%
RH). This will extend the shelf life of date fruits by
a few months longer than untreated fruit.

We found that all tested packages (TP) and (NTP)
at room and low temperature limited the oxygen
consumption of date fruits (Fig 5.).

Packaged date fruits did not show a respiratory
peak, which is not the case for control batches of
both trials. Indeed, for the control batches of tests |
and 11, the dates suffered this crisis in the first month
of storage (respectively 7.81E% mmoles O, Kg™.h-
Land 7.46E% mmoles O, Kg™.h™).

From tests | and 1, the oxygen consumption of all
the date fruits (NT) and (NTP) of test | decreased
rapidly after the first month of storage 6,40E
®mmoles O, Kgt.h™ (NT), 6.26E mmoles O, Kg"
Lh (NTP), against 7.81E ®mmoles O, Kg*.h™* for
control group. Similarly, the oxygen consumption
of all dates (NT) and (NTP) fruits of test Il
decreased rapidly after the first month of storage
6.36E% mmoles O, Kgt.h™® (NT), 6.33E mmoles
0, Kgt.h* (NTP), against 7.46E% mmoles O, Kg
L ht for control group. Then, a strong decrease was
observed until the third month of storage for date
fruits (NTP) of the test | 9,70E**mmoles O, Kg™.h-
! against 2,37E%®mmoles O, Kg™.h?' (a decrease
rate of 59.07%). In addition, we notice a
stabilization of the respiratory intensity during the
last two months of storage for date fruits (NT) and
(NTP) (Fig 5.). As for the control date fruits of tests
I and Il, we found that their respiratory intensity
was higher compared to the other batches treated
during the five months of storage. Subsequently,
until the end of the experiment, this growth
experienced a stability of the respiratory intensity.
In addition, we note a higher oxygen consumption
for the batch of control date fruits than for the other
experimental batches (NT) and (NTP), in all
batches during storage.

We conclude that PET packaging can limit the
oxygen consumption of date fruits under different
conditions (at low temperature at 10°C +2°C and at
85-90% RH and at room temperature at 22°C +1°C
and 75-80% RH), as well as different storage
periods of the date fruit.
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The packages have limited the respiratory intensity
of date fruits, which extends the shelf life of post-
harvest date fruits. These PET packages are of great
interest for long-distance transport, especially if
they are used in combination with other techniques,
such as refrigeration (storage at low temperature
10°C +2°C and at 85°C). 90% RH) .We found from
tests | and Il that the release of CO, from the date
fruits (NT) and (NTP) of test I increased after the
first month of storage 3.375%mmoles O, Kg*.h'
(NT), 6.065%mmoles O, Kgt.h? (NTP), against
6.735®mmoles O, Kg™.h* for control batch.
Similarly, the respiratory intensity of CO, released
from all date (NT) and (NTP) fruits of Trial Il was
greater than that of the control group after the first
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month of storage 1.685*mmoles O, Kg*.h™* (NT),
2.025"mmoles O, Kg*.h* (NTP), against 7.07%
®mmoles O, Kg™.h? for control group. Then, a
strong decrease was observed until the fourth month
of storage for dates fruits (NTP) of test | 5.39%
“mmolesO2Kg™.h against 7.525%mmoles O, Kg°
L h to the third month (a decrease rate of 28%). In
addition, we note a stabilization of the respiratory
intensity of CO- during the last month of storage for
date’s fruits (NT) and (NTP) of tests | and Il (Fig.
5.). Indeed, for the control batches of tests I and I,
the dates experienced a stability of the respiratory
intensity of the CO, throughout the period of
conservation.

8,00E-03
- 7.00E-03 n O\ —=*— Confrol batch
4 6.00E-03 - TP
& S00E3 AN . NTP
8 4,00E-03 N
£ 300803 n
E 2mE0 B
e
1,00E-03
0,00E+00
1 2 3 4
Period of storage
9 00E-03
8,00E-03 -
= —+— Control batch —=— TP
= 700E03 \
- L N
S 600E03 \ NTP
8 SOED3 "
£ 400E03 N
2 3.00E03 L N
g = iy
2,00E03 —a e .,
1.00E-03 o 2
0,00E+00

1 2 3 4

Period of storage

Figure 5: O, CO2 consumption rate (Respiratory intensity) of date fruits as a function of time at room
temperature 22°C +1°C and 75-80% RH (Test I- at the bottom of the image) and at low temperature 10°C
+2°C and 85-90% RH (Test Il-at the top of the image).

The use of MAP can result in reduction of
respiratory activity, retardation of softening and
ripening and restraint of pathogens and reduced
incidence of various physiological disorders [92].

Temperature is an extremely important factor
during packaging design due to its effect on the
physiology of the product [42]. One of the main
responses to stress is protein dysfunction, disrupting
cellular homeostasis, known as heat shock proteins
[42]. The production of these proteins is triggered
by conditions like oxidative stress, low
temperatures and fruit ripening [42]. Exposure of
sensitive products to low storage temperatures may
have beneficial effect on shelf life and preserve
quality but there are some limitations [42]. If these
limits are exceeded may lead to chilling injury [62].
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Respiration rates of fruits and vegetables are
affected by many environmental factors [63]. In
cases where this leads to negative effects on plant
tissue it is defined as stress [63]. During the storage
of fruits and vegetables effects of low temperatures,
reduction in oxygen (O2) concentration and
increase in carbon dioxide (CO2) concentration in
the storage atmosphere are utilized to extend the
storage life of produce [63]. However, maintaining
an adequate energy status is required to prevent
browning or senescence of harvested fruits and
vegetables [64, 95, 65, 66, 67]. It is well established
that lowering of O, concentrations during
controlled atmosphere storage reduces respiration
rates and energy supply and that severe limitations
of O, induce fermentative (anaerobic) respiration
and metabolism in stored produce [63].
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The net yield of ATP during anaerobic respiration
is only 2 moles of ATP of hexose sugar compared
with 36 moles of ATP per mole of hexose in aerobic
respiration. Hence, energy status may be
insufficient and provoke storage disorders [67].
Rygg [68], Suggested inert gas or vacuum packing
for storage of high-moisture dates. Mohsen et al.
[69], Noted that vacuum packaging is a useful
technique for reducing darkening of the date for
long-term storage [70]. Mutlak and Mann [71],
reported that browning can be inhibited at low
oxygen potentials. CA (5, 10, or 20 kPa CO;) at 8
°C extended storage period and maintained quality
of fully mature ‘Bahri’ date fruit [72]. The quality
of fruit stored under 20 kPa CO, was maintained for
up to 26 weeks compared to 17 weeks for fruit held
under 5 and 10 kPa CO, and only 7 weeks for fruit
kept in normal air [70].

A 20 kPa CO; maintained acceptable levels of fruit
soluble solids, total sugar, total tannins, and
caffeoylshikimic acid [70].

Dehghan-Shoar et al. [73], Compared the effects of
MAP under high CO; on the quality of Sayer dates
fruits with low temperature storage and freezing.
The results showed that MAP with 85% CO; + 3%
0O, and 75% CO; + 12% O, maintained the best
quality of dates with no physiological disorder, and
off-odor and off-flavor throughout the 150-day
storage. Dates were shown to be resistant to high
CO; as well as low CO2, which is probably due to
the low respiration rate. Aleid et al. [74], compared
dates packed in MAP in varying CO;
concentrations with dates packed in paperboard
carton (control). MAP in high CO> (up to 20%)
retarded date ripening and maintained the quality
and firmness of dates better than the control. Hunter
color of dates values were stable in MAP samples,
especially to day 9, though decreased at day 18 and
day 27 but were still significantly higher than the
control. High CO, MAP has also shown to be
effective in eliminating insects in stored dates [73].
Al-Redhaiman [75], also reported that storage under
high CO, atmosphere extended the shelf life of
Barhi date fruits. Shelf life of Barhi dates stored at
0°C was 26 weeks under 20% CO,, 17 weeks under
5% and 10% CO», and about 7 weeks under normal
air condition [34]. Storage under high CO, was
shown to reduce decay and weight loss, while
maintaining color, firmness, sensory quality,
soluble solids, total sugar content, and total tannins,
which are the principal antioxidants in dates.
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In addition, high CO» atmosphere was shown to
delay the degradation of caffeoyl-shikimic acid,
which is one of the major phenolic compounds in
dates [34].

Achour [76], studied the effect of MAP in
combination with vacuum on Deglet Nour dates and
dates stuffed with almond paste. Dates were
packaged in amorphous PET wrap (APET) and the
package was injected with 10 or 15% of a gas
mixture of 20% CO, + 80% N, and stored at 20,30,
and 40°C. The results showed that both vacuum and
MAP reduced dehydration of dates. Shelf life of
fresh dates packaged in APET with modified
atmosphere stored at 20 °C was increased to 9
months from 3.8 months in normal air conditions
[34].

The respiration rate of dates is very low: <5 mg CO,
kg/hr at 20°C (68 °F) at the Khalal stage, and <2
mg/kg/hr at the Rutab and Tamar stages [77].
Ethylene production of dates is also very low:
<0.1pl/kg/hr at Khalal stage and none at Rutab and
Tamar stages [78]. Dates beyond Kimri and Khalal
stages are not sensitive to chilling injury [77]. Yahia
[79], reported that dates may require postharvest
ripening if picked early. Soft and semi-dry cultivars
need to be dehydrated to eliminate excess moisture
if they will not be consumed immediately [77].
Hydration is used to soften the texture of hard-type
cultivars [77].

Kaderand Hussein [52], suggested that dates should
not be mixed with onions, garlic, potatoes, apples,
or other commodities with strong odors that can be
adsorbed by the dates.

Date fruit quality loss resulting from pathological
and physiological deterioration increases with
increasing  moisture content and  storage
temperature [78]. Storing dates at low temperatures
is the most important way of maintaining quality:
because it minimizes loss of color, flavor, and
textural quality; delays development of sugar
spotting, incidence of molds and yeasts, and insect
infestation; and prevents development of syrupiness
(due to conversion of sucrose into reducing sugars)
and souring of excessively moist dates [77]. Khalal
dates should be stored at 0°C and 85-95% RH to
reduce water loss, delay ripening to the Rutab stage,
and maintain their textural and flavor quality [52].
In order to reduce moisture loss and improve shelf
life, packaging in moisture-barrier plastic bags or
use of plastic liner in the box is helpful [77].
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Optimal temperature for Tamar dates is 0 “C for 6—
12 months, depending on cultivar (semi-soft dates,
like Deglet Nour and Halawy, have longer storage-
life than soft dates, like Medjhool and Barhee) [77].
For extended storage, the use of temperatures below
the highest freezing temperature of -15.7°C is
recommended. Dates with 20% or lower moisture
can be kept at =18 -C for more than one year, at 0
°C for one year, at 4 °C for 8 months, or at 20 °C for
one month; RH should be kept at 65-75% for all
cases [52].

There is a continuing trend toward increased
precision in temperature and RH management to
provide the optimum environment for fresh produce
during cooling, storage, and transport; precision
temperature control and management tools,
including  time-temperature ~ monitors,  are
becoming more common in cooling/storage
facilities and during transportation and shipping
[80].

Dates are non-climacteric with relatively low
respiration rate: <25 ml/kg/hr for Khalal stage
dates, and <5ml CO/kg/hr for Rutab and Tamar
stage dates kept at 20°C [36]. The respiration rates
increase with higher moisture content and
temperatures. Ethylene production rate of dates is
also very low at 20 °C, i.e.,<0.5 pl/kg/hr for Khalal
stage, and <0.1 pl/kg/hr for Rutab and Tamar stage
dates [79].

Serrano [81], studied some physicochemical
parameters related to ripening and their relationship
with ethylene in dates (cv. Negros), which were
harvested and classified into sixteen ripening stages
according to their color, ranging from yellow-
greenish to dark brown. Fruit firmness decreased
through the different ripening stages, while the
ripening index, expressed as the relation between
soluble solids and acidity, increased; the greatest
loss of fruit firmness correlated with the greatest
increases in  both  polygalacturonase  and
Pgalactosidase activities [36]. In early ripening
stages, a small peak in ethylene production was
detected, followed by a peak in respiration rate;
with the plant hormone ethylene being responsible
for changes in color, fruit firmness, total solids
content and acidity [36].

Regarding response to ethylene, it has been reported
that there was no effect of exposing Khalal stage
yellow Barhee dates to 100 ppm ethylene for up to
48 hours at 20°C and 85-90% relative humidity
[36].
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However, Khalal stage dates may respond to
ethylene action at higher temperatures (30-35 -C),
which are more optimal for their ripening. Rutab
and Tamar stage dates are not influenced by
exposure to ethylene but can readily absorb the
aroma of other products [36]. Thus, dates should not
be stored with garlic, onion, potato, or other
commodities with strong odor [52].

Heat treatment of dates at 60—70°C for 2 hours
killed 100% of both the figmoth and the saw-
toothed beetle, but resulted in a shiny appearance or
glazing of the fruit [82]. Exposing dates to
temperatures of 65-80°C for 30 min to 4 hours at
high humidity controls insects [78]; however, this
approach is not always very efficient for controlling
insects in dates with high moisture content because
high temperatures for prolonged periods may cause
darkening and the appearance of a dull colour and
loss of flavor [35].

Rafaeli et al. [87], described an effective, short-
duration and inexpensive method using postharvest
heating container. They found that the optimum
temperature regime for maximum escape of beetles
from the fruit was 55°C for 2.5 hours attained at a
rate of 1.8°C/min.

Heated air at 50-55°C for 2—4 hours (from the time
the fruit temperature reaches 50°C or higher) is
effective for insect disinfestation [88], but the use
of higher temperatures is not recommended because
it makes the color of the dates darker Elhadi et al.
[35]. Forced hot air is recommended to obtain faster
and more uniform heating of the dates [35]. Cooling
the dates to the desired storage temperature (0°C)
soon after completion of the heat treatment reduces
the intensity of color darkening [35]. Hussein et al.
[84], reported that boiling water is more efficient in
controlling insect infestation of dates than exposure
to hot air at 70 °C. However, very hot water also
increases sugar loss that can reach up to 20% [35].

Dates are very resistant to low temperature, and thus
can significantly reduce insect infestation [78, 3].
Fig-moth larva could live for 85 days at 2—6 °C, but
storage at 0°C can result in total mortality of the
larva of the fig-moth and adult of the grain beetle
after 15 and 27 days, respectively [82]. Thus,
packed fumigated dates could be kept free of
infestation at 4 °C for as long as 1 year [82].
Freezing at —18 °C or lower for at least 48 hr (from
the time when the fruit temperature reaches —18°C
or lower) is enough to kill all life stages of stored
products insects [35].
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Packing infested dates in polyethylene bags with
80-90% vacuum resulted in 100% mortality after
two days [82]. A 4-hour exposure at 2.8% O, in N
at 26 °C resulted in over 80% of the initial nitidulid
beetles populations to emigrate from the infested
dried dates [93, 94]. Al-Azab [85], used a mixture
of modified atmosphere (65% CO,, 15% N and
20% O,) and found that an exposure for 24 hours at
34 oC and 65% relative humidity cause 100%
mortality against the adults of E. cautella. El-
Mohandes [86], found that 100% mortality was
achieved after 36-hour exposure at CO;
concentrations of 75% at 25°C and 55% relative
humidity for the adults of Oryzaephilus
surinamensis and Tribolium confusum. Moreover,
application of CO; at concentrations of 75% with
half dose of PH3 at 28 +2°C and 60 +5% relative
humidity caused 100% mortality, of both tested
insects, after 6 hours of exposure [35].

CONCLUSION

Preserving the quality of the date from harvest to
consumption poses major problems for national
operators. Good conservation depends on both the
condition of the fruit at harvest and the conditions
of storage.

The control of the quality of the dates is largely
conditioned by the homogeneity of their degree of
maturity. The harvest period at the Tamar stage is
an important factor as the Deglet-Nour date is a
staggered mature fruit. To reduce the heterogeneity
of the fruit batches used in our studies, we selected
the most homogeneous fruits possible from the
point of view of color and general external
appearance. At the industrial level, an artificial
maturation, which remains to be studied (heat input,
humidification, etc.) would be wise to increase the
homogeneity of the fruits.

Thermization, heat treatment is proposed as an
alternative to fumigation. It is based on the use of
heat to destroy the worm of the date -Myelois- at its
different biological stages, including eggs and
larvae.
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Résumé

Description du sujet. Mech-Degla est I’un de nos produits du terroir ayant une grande valeur nutritive et
énergétique qui est peu valorisé. Sa valorisation souligne un manque accru sur toute sa chaine de valeur.

Obijectifs. Le but de cette étude est de substituer partiellement ou totalement la poudre de dattes au sucre blanc dans
un essai de formulation d’un biscuit.

Méthodes. Les propriétés chimiques et rhéologiques de la farine de blé et de la poudre de dattes ainsi que le test
organoleptique des biscuits sont déterminés.

Résultats. Avec la poudre de dattes Mech-Degla, nous avons pu formuler un produit fini de qualité avec un taux de
substitution de 75% répondant aux normes et aux exigences nutritionnelles.

Conclusion. La poudre de dattes présente un bon potentiel dans la formulation des biscuits.

Mots clés : Dattes séches ; valorisation ; poudre de dattes ; test de dégustation ; Mech-Degla ; sucre ; biscuit.

ATTEMPT TO VALORIZE THE DATE MECH-DEGLA BY SUBSTITUTION TO
WHITE SUGAR IN THE FORMULATION OF A BISCUIT

Abstract

Description of the subject. Mech-Degla is one of our local products with high-energy value too little valorization.
Its valuation underscores an increased lack throughout its entire value chain.

Objective. The purpose of this study is to substitute partially or totally date powder to white sugar in a biscuit
formulation test.

Methods. The chemical and rheological properties of the wheat flour and the powder of dates, as well as the
organoleptic test of the biscuits are determined.

Results. The Mech-Degla date powder has enabled us to formulate a quality-finished product with a 75%
substitution rate meeting the standards and nutritional requirements

Conclusion. The date’s powder has good potential in the formulation of biscuits

Keywords : Dry dates; valuation; powder of dates; tasting test; Mech-Degla; sugar; biscuit.

* Auteur correspondant : YEFSAH-IDRES Aicha, E-mail : yefsah_aicha@yahoo.fr
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INTRODUCTION

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est
l'arbre fruitier le plus apprécie par les
populations des oasis. Les dattes constituent un
excellent aliment, de grande valeur énergétique
avec un effet physiologique et thérapeutique
aveéré sur le corps humain sans équivalent [1, 2].
Outre la prédominance des sucres notamment les
polysaccharides dotés de propriétés anti
tumorales [3], ces fruits possedent une teneur
appréciable en certains acides aminés, dont deux
sont essentiels (valine et leucine, avec des
concentrations allant jusqu’a 78 et 100 mg/100 g
de masse séche) et des vertus biologiques trés
intéressantes liées a la présence de fibres comme
le B-D-glucane [4] indispensables au tractus
digestif. Le fruit de dattes constitue aussi une
bonne source d’antioxydants naturels
(polyphénols) qui sont impliqués dans la
protection contre les maladies dégénératives et
neuro-dégénératives [5, 6,7]. Par ailleurs, ces
substances sont dotées d’un effet protecteur
contre les radicaux libres incriminés dans le
stress oxydatif et le phénomene de vieillissement
cellulaire. Les travaux de Saafi [8] ont démontré
que I’extrait de fruit de dattes est en mesure de
restaurer les dommages oxydatifs induits par le
diméthoate dans le foie des rats, en inhibant la
peroxydation lipidique. L’Algérie est un pays
traditionnellement producteur de dattes. Selon
les dernieres statistiques, sa production mondiale
s’éleve a plus de 710 000 tonnes occupant une
superficie de 170 000 hectares [9] placant ainsi
I’Algérie au cinquieme rang des pays
producteurs de dattes, dont 30 a 50% sont des
dattes communes a faibles valeurs marchandes
pour la plupart destinées a I’alimentation du
bétail. Le palmier dattier constitue en effet, dans
certaines zones du Sahara, dans les zones Sud
des oasis algériennes, la principale production
économique et le principal moyen de fixation
des  populations [10]. Le patrimoine
phoenicicole national est représenté par la
wilaya de Biskra (83,6%) suivie d’Adrar (22%),
d’El-Oued et d’Ouargla de 21 et 15%
respectivement. Le secteur phoenicicole, malgré
les richesses qu’il procure dans les zones
désertiques, accuse un retard organisationnel et
technologique. La transformation technologique
de dattes communes est considérée comme une
approche qui permet d’obtenir de nouvelles
gammes d’assortiments et de formulations
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alimentaires dotées de praticités et de
fonctionnalités en harmonie avec les exigences
des consommateurs. En raison de I’absence
d’une industrie de transformation, les dattes sont
soit perdues, soit vendues a des bas prix ou
orientées vers I’alimentation de bétail [11]. La
valorisation des dattes communes Mech-Degla
(MD) et analogues a fait I’objet de travaux
scientifiques comme la transformation de ces
dattes en vinaigre par culture de Saccharomyces
uvarum sur un extrait de datte, en margarine
[12], en sirop [13]. Tout récemment, une gelée
entierement naturelle a été développée par
association d’un sirop de dattes a partir des
dattes secondaires et d’une suspension a base de
la partie blanche de I’écorce d’oranges et du jus
de citron [14]. MD présente en effet, une texture
farineuse et une consistance séche ce qui lui
confére une bonne aptitude a la conservation,
notamment sous vide pour plus de 12 mois, la
rendant ainsi trés appréciée des consommateurs
[15]. L étude menée par Oulamara [16] a montré
gue I’incorporation de 5% de farine de dattes en
panification permet I’obtention d’un pain de
meilleure qualité, de saveur plus agréable, ayant
une croute de couleur dorée et une mie bien
aérée. Si nous tenons compte de sa richesse en
sucres [17], ces dattes communes, peuvent
remplacer le sucre blanc raffiné du commerce et
leur valorisation pourrait représenter une forte
valeur ajoutée sur I’impact socio-économique
[18]. Pour ces raisons, cette étude nous permet
d’utiliser de la poudre de dattes comme
substituant au sucre blanc raffiné du commerce
dans la formulation de biscuits au beurre accepté
par les consommateurs. Le développement de ce
type de produit contribuerait, d’une part, a la
valorisation des dattes MD de faible valeur
marchande en un produit fini de qualité
nutritionnelle avérée sur le corps humain, et
d’autre part, a la diversification du marché local,
le maintien de la culture de ces variétés et la
sauvegarde du patrimoine de la palmeraie
algérienne.

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

La farine utilisée pour I’élaboration des biscuits
au beurre, est une farine de blé tendre
commerciale couramment utilisée en pétisserie.
Cette derniére est mise auparavant au repos,
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pour maturation, pendant deux semaines. Le devenir aprés séchage. Par ailleurs, la cinétique
temps de repos préconisé pour une farine avant de séchage de la pulpe, exigeant que les petits
son utilisation est de deux semaines [19]. morceaux de datte découpés, soient étalés sur un
Les dattes utilisées dans cette étude sont de la papier d’aluminium, est réalise a deux
variété seche Mech-Degla (MD), achetées chez températures 50 + 5°C et 70 + 5°C, dans une

un marchand de dattes dans la ville de Tichy.
Ces derniéres ont été récoltées au stade de
maturité physiologique «Tamar» a Biskra, tel
que défini par la nomenclature [20]. Elle est de
couleur beige clair teintée d’un marron peu

étuve, de marque Memmert type A013, jusqu’a
poids constant. Ces derniers, sont soumis a une
dessiccation jusqu'a une humidité résiduelle
inférieure a 5%. L’évolution de la teneur en eau

prononcé. Cette variété MD est choisie sur la au cours du sechage, aux mémes températures,
base de sa consistance séche, sa texture fibreuse est determinée a intervalle de temps régulier
[21] et sa faible teneur en eau ce qui nous donne d’une heure pour déterminer ensuite I’évolution
un fruit qui se détériore plus lentement, ainsi que de cette vitesse de séchage en fonction du temps
pour son prix d’achat moderé vu qu’elle est correspondant a la dérivée de I’évolution de
classée  parmi les dattes communes, I’humidité résiduelle (X) a un intervalle de
comparativement a la datte « noble » Deglet- temps (dt) en fonction du temps (t).

Nour. De plus, sa texture farineuse la rend plus Cette étape est suivie d’une opération de

adaptée au séchage, au broyage et également a la
conservation. Afin de sauvegarder la qualité
initiale, ces dattes sont stockées au réfrigérateur
jusgu’aux analyses, a une température de 4-7°C
environ, pour ralentir sa respiration et les
changements biochimigues qui peuvent survenir

broyage a froid afin d’éviter que la matiére
hygroscopique et sucrée devienne pateuse et de
chauffer I’appareil utilisé (mixeur). Le broyage,
consiste a diminuer la taille des particules des
dattes et augmenter ainsi la surface d’échange

[22]. entre le solide pulvérulent et le milieu exterieur.

Les dattes MD broyées, subissent des tamisages
2. Obtention de la poudre de dattes par séchage a travers un tamis d’ouverture de maille de
et broyage 180um et les poudres de dattes obtenues sont
La poudre (farine) de dattes MD, a été obtenue stockées dans des boites hermétiques jusqu’aux
par triage manuelle pour éliminer les déchets. En analyses. A la fin de cette opération, les
effets, les dattes sont dénoyautées et brossées a rendements de la farine des dattes en pulpe
sec, concassées grossiérement en fragments de fraiche (Rd) et en pulpe seche (Rs) ainsi que
longueur de 3 a 8 nm. Le procédé de préparation celui de la farine de blé tendre sont déterminés
de la farine (poudre) de ces dattes, exige des selon les formules suivantes :

dattes dures et cassantes ou susceptibles de le

Masse des dattes dénoyautées

- Rend t Ipe fraiche (Rd) Rd= ; . %100
endement en pulpe fraiche (Rd) Masse des dattes entiéres mise en ouvre

_ Masse des dattes dénoyautées séchées
- Rendement en pulpe séche (Rs) Rs= — - - %100
Masse initial des dattes dénoyautées

Masse de la farine obtenue|

-  Rendement en farine (Rf) Rf= — - x100
: Masse des dattes enticres mises en csuvre

3. Procédure analytique opération capitale pour I’intérét technologique,
3.1. Caractérisation biochimique de la datte analytique, commercial et réglementaire. Cette
fraiche MD, de la poudre de Dattes et de la teneur en eau de la datte MD est déterminée par
farine de blé tendre. une méthode analogue a celle des dattes
La détermination de la teneur en eau (NF V 05- fraiches. Elle est déterminée sur une prise
108, 1970) des céréales et des dattes est une d’essai (5 + 0,001g).
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Cette derniére a subi une dessiccation a 100°C
pendant une heure dans une étuve isotherme de
marque Chopin multicellulaire & chauffage
électrique réglable [23]. Cette derniére est
réalisée selon la méthode citée par Dawson et
Aten [24]. La détermination de la teneur en eau
de la farine de blé tendre est réalisée selon la
norme Francaise (NF 1SO 712) avec une
température de séchage de 130°C pendant 90
minutes [25]. La teneur en solides solubles
(°Brix) (NF V05-109, 1970) est aussi déterminée
dans 10 & 20 g des dattes déecoupées en petits
morceaux. Fondamentalement, le °Brix (%) est
calibré en fonction du nombre de grammes de
sucre de canne contenus dans une solution de
100 grammes. Le taux de résidu sec soluble est
déterminé par un réfractomeétre du type abbé.
Pour permettre le classement des farines, le taux
de cendres et la teneur en sucre sont réalisés sur
la farine de blé et celle de la datte MD. Le taux
de cendres [25], dans le cas de la farine de blé
consiste en une incinération a 900 = 25°C,
pendant deux heures d’une prise d’essai de 5 + 0
,001 g (NF V 03. 720) [26]. Pour la farine de
dattes, I’incinération de la prise d’essai de 3 +
0,001g, est réalisée a une température de 550 +
10 °C pendant deux heures [27]. Le taux de
cendres est le rapport entre la masse de cendres
et la masse de la prise d’essai (exprimé par
rapport a la matiere fraiche). La teneur en sucres
est déterminée selon la méthode de Dubois [28]
en présence de phénol (5%) et d’acide sulfurique
concentré. 1l se forme alors un complexe jaune-
orange dont I’intensité est proportionnelle a la
concentration des sucres a une longueur d’onde
de 490 nm pendant 30 mn. La concentration en
sucres est déterminée a I’aide d’une courbe
d’étalonnage de 120 pg de glucose
conformément a la méthode décrite par I’OAIC
[29].

3.2. Caractérisation technologiques de
farine de blé et celle de la datte Mech degla
Le taux d’affleurement est déterminé pour la
farine de blé et pour la farine de dattes MD, sur
une prise d’essai de 100g de farine selon la
méthode de plansichter « Buhler » [25].
L appréciation de la quantité et de la qualité du
gluten de la farine du blé tendre repose sur son
insolubilité dans I’eau chargée de sels et sur la
propriété qu’il posséde de s’agglomérer lorsqu’il

la
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est malaxé sous un courant d’eau qui élimine les
autres constituants.

La masse plastique et pesée a I’état humide
(NA.735.1991, I1SO 55 31), [30] pur et aprés
dessiccation (NA, 736.1991, ISO 6646). Au
cours de I’extraction il convient de noter I’aspect
et la plasticité du gluten. L’indice de chute (IC)
de la farine de blé est obtenu aprés gélatinisation
rapide d’une suspension aqueuse de mouture
intégrale ou de farine de céréales dans un bain
d’eau bouillante et mesure de la liquéfaction par
I’alpha-amylase de I’empois d’amidon contenu
dans I’échantillon conformément a la méthode
décrite par Barr et al. [31] et & la norme (NF V
03-703) de 1995). L’indice de chute de Hagberg
s’exprime en secondes. Il globalise la durée
d’agitation de la préparation (60 secondes) et
celle de la chute de I’agitateur [25]. Toutes les
mesures ont été répétées trois fois. Les
caractéristiques de la farine pour I’indice de
chute (IC) sont données par les normes
suivantes. IC < 180 s : forte activité amylasique
(farine hyper-amylasée), 180 s < IC <280 s :
activité amylasique normale, IC > 280 s : faible
activité amylasique (farine hypo-amylasee)

3.3.  Analyses alvéographiques de la farine de
blé
Le principal intérét de déterminer les

caractéristiques alvéographiques (I’alvéographe)
est de prédire I’aptitude d’un blé ou d’une farine
(force boulangére, les propriétés rhéologiques et
la teneur en eau constante) a étre utilisée dans la
fabrication de produits destinés a la cuisson. Le
principe de la mesure de I’alvéographe Chopin
repose sur I’étude du comportement d’un
échantillon de pate, formé a partir d’un mélange
de farine et d’eau salée lors de sa deformation
sous I’effet d’un déplacement d’air a débit
constant (ISO 5530/4) de septembre 1992.
L’évolution de la pression dans la bulle est
mesurée et reportée sous forme de courbe,
appelée alvéogramme [25]. Par ailleurs,
I’alvéogramme  est caractérisé par cing
parameétres principaux a savoir, la hauteur P, qui
correspond a la pression maximale, I’indice
d’élasticité le, I’indice de gonflement G, est une
expression de volume de la bulle (G = racine
carrée du volume de la bulle en cm3). Il se
détermine par correspondance avec la longueur
L de la courbe (G = 2,26 x racines carrée de L),
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Le rapport P/L ou ratio de configuration de la
courbe nous renseigne sur I’équilibre entre la
ténacité et I’extensibilité de la pate et la surface
de I’alvéogramme. Quant a la force boulangére
W, elle s’exprime en 10 Joules rapporté a un
gramme de péte a cing unités prés.

3.4. Essai d’élaboration d’un biscuit au beurre
en substituant, partiellement et totalement, le
sucre blanc par la poudre ou farine de dattes.
Cette partie est réalisée a I’unité de production
de SIDI AICH, qui fait partie de la filiale « Mes
Moulins de la Soummam ». L’étude de I’effet de
la substitution du sucre blanc par la poudre de
dattes sur les caractéristiques technologiques de
la pate (alvéographiques et du gluten) et sur les
caractéristiques organoleptiques des biscuits est
scindée en deux étapes :

- Détermination de [I'effet du taux
d’incorporation de la poudre de dattes MD sur
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les caractéristiques alvéographiques et du
gluten de la pate

La détermination de I'effet du taux
d’incorporation de la poudre de dattes sur les
caractéristiques alvéographiques et du gluten de
la pate est réalisée par la méthode issue de la
norme (ISO 5530/4) de septembre 1992 avec
une modification dans la quantité d’eau salée
ajoutée, uniquement pour les échantillons
contenant la farine (poudre) de dattes, pendant la
préparation de la pate dans I’alvéographe. La
guantitt  d’eau rajoutée est déterminée
expérimentalement pour chaque taux
d’incorporation. Le taux d’incorporation et les
quantités correspondantes en poudre de dattes et
en farine de blé tendre sont donnés dans le
tableau 1. Les caractéristiques alvéographiques
analysées sont les mémes que précédemment.
Les teneurs en gluten sec, gluten humide et la
capacitt ~ d’hydratation  sont  également
déterminées.

Tableau 1 : Proportions des farines de blé et de dattes utilisées pour la détermination des caractéristiques

alvéographiques et du gluten.

Quantité Quantité
(Alvéographe) (Gluten)
Taux d’incorporation Farine de Farine de Farine de Farine de
blé (g) dattes (@) blé (g) dattes (g)
0% 250 0 10 0
9,1% 227,09 22,91 9,10 0,9
16,7% 208,01 41,99 8,33 1,67
23,1% 191,88 58,11 7,69 2,31
28, 7% 178,08 71,91 7,13 2,87

-Détermination de I’effet de substitution du
sucre blanc par la poudre de dattes sur les
caractéristiques organoleptiques d’un biscuit
au beurre.

La poudre de dattes utilisée est tamisée par
le biais d’un tamis dont les ouvertures de
mailles sont de 180 micrometres, et cela
afin d’avoir la méme granulométrie que
celle de la farine de blé conformément a la
recette du biscuit au beurre élaborée par
Duncan Manley [32].
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-Détermination de la meilleure formulation du
biscuit au beurre (Evaluation sensorielle et
gustative)

Afin de déterminer la meilleure formulation
expérimentale possible de ce biscuit, des tests
d’appréciation sont réalisés par un panel de 31
dégustateurs non entrainés et n’ayant aucune
notion préalable sur le produit a déguster. Cing
essais de formulation de biscuit sont réalisés. Le
Biscuit A, (Témoin) avec un taux de substitution
de 0%, les biscuits B, C, et D, avec des taux de
substitution de 25%, 50%, 75% et 100%
respectivement.
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Le tableau 2 illustre les différentes proportions
de sucre, de poudre de dattes ainsi que les autres
ingrédients utilisés dans I’élaboration de ces
biscuits au beurre. A ce niveau, certains criteres
comme I’état de surface du biscuit ; sa forme ;
son aspect d’apparence (Fissuration) ; son godt ;
son arriere-go(t ; sa saveur ; son odeur ; sa
couleur extérieure et sa dureté sont adoptés. Une
évaluation sensorielle pour connaitre les
proportions de farine de dattes et de sucre de
table du commerce permettent d’avoir un biscuit
présentant les meilleures caractéristiques
organoleptiques. Pour ce faire, un test de
classement qui consiste a ranger, sur une
caractéristique speécifiée, des échantillons de
biscuits ainsi formulés, présentés simultanément
aux dégustateurs, par ordre d’intensité croissante
ou décroissante selon la méthode de Depledt
[33].
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L’évaluation des différents biscuits ainsi
formulés a été faite au niveau du département
d’agronomie de I’'USD de Blida 1 (Laboratoire
de chimie), dans des conditions favorables
(lumiere uniforme, absence d’odeur particuliére,
température et hygrométrie constantes) aupres
de 31 étudiants de I’'USD de Blida 1, dans la
matinée pour obtenir la meilleure sensibilité des
dégustateurs. Il leur a été demandé d’effectuer
un classement de préférence par ordre croissant
pour les cing échantillons préparés (la notation 1
correspond a I’échantillon le plus apprécié et 5
correspond a I’échantillon le moins apprécié).
Chaque dégustateur doit se rincer la bouche
aprés chaque dégustation et noter leur
classement sur un bulletin.

Tableau 2 : Proportions des différents ingrédients des biscuits au beurre élaborés avec différents taux de

substitution.

Formulations Biscuit Biscuit B Biscuit C Biscuit D Biscuit
A E
(Témoin)

Taux de substitution 0 25 50 75 100

(%)

Farine de blé (g) 100 100 100 100 100

Beurre (g) 49,70 49,70 49,70 49,70 49,70

Jaune d’ceuf (g) 3,79 3,79 3,79 3,79 3,79

Bicarbonate 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45

d’ammonium (g)

Soude (g) 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17

Sel (g) 0,76 0,76 0,76 0,76 0,76

Sucre (g) 31,82 23,87 15,91 7,95 0

Farine de datte (g) 0 10,09 20,19 30,29 40,38

4. Traitement et analyse des données RESULTATS

Les résultats obtenus sont analysés en triplicata.
Les valeurs des paramétres analysés sont
exprimées en moyenne affectée de leur écart
type et en pourcentage. L’analyse statistique
descriptive est réalisée a I’aide du logiciel
Microsoft® Excel (version 2013).

1. Caractéristiques physico-chimiques de la
datte MD

Les caractéristiques physico-chimiques de la
datte MD sont exposées dans le tableau 3.
L’humidité, paramétre essentiel pour I’obtention
des farines a partir des dattes, représente 12,07 +
0,02 %. Par contre la valeur du Taux de solides
solubles (TSS) de la datte analysée est de 71,5
0,29 %.

Tableau 3 : Caractérisation physico-chimiques de la datte « Mech-Degla »

Paramétres Teneur en eau (%)

TSS (Taux de solides solubles) (%)

Mech-degla 12,07 £ 0,02

71,50 + 0,29
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2. Obtention de la farine de dattes

2.1. Cinétique de séchage de la pulpe de dattes

La figure 1, illustre I’évolution de I’humidité
résiduelle (X), exprimée par rapport a la matiere
fraiche, en fonction du temps au cours du
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La courbe (Fig.1) nous montre la diminution de
I’lhumidité résiduelle en fonction du temps. Elle
est plus faible dans le cas du séchage a 50°C
gu’a 70°C. Les humidités résiduelles atteintes a
la fin de ce processus sont respectivement de

séchage aux températures 50 et 70 °C. 3,48% a 13h et 1,93% a 11h.
- -dX/dt
Humidité (X) 7
14
12 4 6
10 5
s 1\ - 50°C o\
6 S~ 70°C 3 ——T°(50°C)
4 ; _‘-.\7_ s 2 \ T°(70°C)
, . 1 S
0 Temps (h) 0 6 T Temps

6 8 10 12 14

Figure 1: Evolution de I'humidité résiduelle (X) des dattes au cours

du séchage en fonction du temps.

Nous avons noté que la courbe (Fig. 2) de
variation de la vitesse de séchage en fonction du
temps, -dX/dt = f(t) est d’autant plus grande que
la pente de la courbe est importante. L’analyse
de cette figure, permet de mettre en évidence
trois phases distinctes : Phase 1: (0 - 1,45 h)
lindaire, présente une vitesse moyenne de
séchage de I'ordre de 2.98 et 3.82 % /h
respectivement pour les températures 50 et
70°C. Les humidités résiduelles atteintes a la fin
de cette premiére phase, ou la majeure partie de
I’eau libre est éliminée, sont de I’ordre de 7,15
% (50°C) et 5,69 % (70°C). Phase 2: (1,45 -
4,50 h) présente une vitesse moyenne au séchage
a 50°C et de 1,45 - 4,50 h au séchage a 70°C. La
variation des vitesses de séchage dans cette
phase, comparée a la premiére phase, est faible
et les vitesses moyennes de séchage sont de
I’ordre de 0,48 et 0,58%/h. Phase 3: (4,50 -
13h) présente une vitesse moyenne au séchage a
50°C de 4,50 -11h au séchage a 70°C. Dans
cette phase, les vitesses de séchage sont trés
faibles et pratiquement constantes, elles sont de
I’ordre de 0,13 et de 0,12 %/h respectivement
pour les températures 50 et 70°C.

2.2. Calcul des rendements

Le rendement en pulpes est déterminé a partir de
1 kg de dattes fraiches. La masse de la pulpe
fraiche est de 0,826 kg, soit un rendement (Rd)
de 82,6%.
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0,3 2 4 8 10

Figure 2: Variation de la vitesse de séchage (-dX/dt) des
dattes en fonction de temps.

Les rendements en pulpe séchée sont
respectivement de I’ordre de 90,97 et 90,2 %
pour les températures 50°C et 70°C, ce qui
correspond a des taux d’élimination d’eau de
9,03 et 9,80 % respectivement. Par ailleurs, le
rendement en farine de dattes par kg de dattes
fraiches entiéres mises en ceuvre obtenu est
respectivement de 0,714 et 0,71 kg de la farine
pour les dattes séchées a 50°C et a 70 °C. Pour
ces derniéres, les rendements respectifs en farine
de dattes Rf sont de 71,4 et 71%.

3. Evolution des paramétres  physico-
chimiques et technologiques de la farine de blé
et de la poudre de dattes MD

Le tableau 4 récapitule I’ensemble des
parametres physico-chimiques et technologiques
de la farine de blé. L’humidité de la farine de blé
correspondant a 14, 31 + 0,09 %. Cette teneur en
eau est conforme a la norme algérienne
préconisée (13,5 -14,5%). Le taux de cendres de
cette farine (0,58 £ 0,05%), est dans I’intervalle
du seuil fixé par les normes algériennes (0,6%).
Nos échantillons renferment en moyenne 21,25
+ 0,55 % de gluten humide. Le gluten sec, quant
a lui, représente en moyenne 7,95 + 0,22 %. Ce
résultat se rapproche des normes algériennes qui
préconisent un taux de gluten sec compris entre
5 et 7%. La capacité d'hydratation (CH%), qui
représente le pourcentage d'eau contenue dans le
gluten de cette farine est de 62,57%
conformément a la méthode approuvée par
Lecoq [27].
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Les résultats obtenus par I’alvéographe Chopin,
(Tableau. 6), indiquent que la force boulangére
(w = 184) de la farine analysée est supérieure a
celle des farines destinées a la biscuiterie (NA :
90 < W < 110). Le rapport de configuration P/L,
dépasse légérement les valeurs 0, 3 a 0,4. Le
seuil maximal du gonflement G des farines
destinées a la biscuiterie, préconisé par les
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normes algériennes, est de 23. La farine
analysée, présente un gonflement (G) de 20,2 et
un taux d’affleurement de (4,83 = 0,21%)
conforme aux normes de I’entreprise. Cette
derniére préconise un taux d’affleurement ne
dépassant pas 5%. L’industrie biscuitiére exige
un taux d’affleurement tres faible selon Godon
et Willem [34].

Tableau 4 : Paramétres physico-chimiques et technologiques de la farine de blé

Criteres d’analyse Résultats Normes recommandées
Humidité (%) 14,31+ 0,09 135-145% (NA)
Cendre (%) 0,58+ 0,05 0,60-0,70% (NA)
Taux d’affleurement (%) 4,83+ 0,21 Inférieur a5% (NE)

W : 184 90<W<110 (NA)
Parametres alvéographiques P:70 -

P/L : 0.65 0,40 < P/L < 0,45 (NA)

G:20.2 23 (NA)

Teneur en gluten (%)

GH (MS): 21,252 0,55
GS (MS): 7,95+ 0,22

CH: 62,57

Indice de chute (S)

246+ 0,88

GS (MS) =5,00a 7,00 % (NA)
62% < CH < 65 % (Lecoq, 1965).
180 s<1C <280s (NF)

NA= Normes Algériennes

4. Paramétres physico-chimiques et
technologiques de la farine de dattes (FDS)
Les paramétres physico-chimiques et
technologiques de la farine de dattes (FDS) sont
récapitulés dans le tableau 5. Les teneurs en eau,
en sucres et en cendres moyennes ainsi que le
rapport « r » de la poudre) de dattes obtenue par
séchage (FDS) a 70 °C et a 50°C (Tableau 5)

NF= normes Francgaises

NE = Normes Européenne

sont respectivement de I’ordre de 2,00 + 0,18 et
3,78 £ 03 %, de 73,33 £ 0,73 et 78,80 £ 0,72 % ,
de 3,40 £ 0,3 et 5,21 + 0,28 % et 36,66 et 20,84.
Par ailleurs, les taux d’affleurement des farines
de dattes, obtenus par séchage aux températures
suscitées, sont relativement trés élevés comparés
a la farine de blé.

Tableau 5 : Evolution des parameétres physico-chimiques et technologiques de la poudre de datte

Parametres FDS a 70°C FDS a50°C
Humidité % 2,00+ 0,18 (MF) 3,78 +0,3(MF)
Sucre % 73,33+ 0,73 (MF) 78,80+ 0,72 (MF)
Indice r 36,66 20,84
Cendres % 340+0,3 5,21+0,28
Taux d’affleurement (T180) 43,67+ 0,06 4559+0,14

MF= matiére fraiche ; FDS= farines de dattes séchées ; indice r = teneur en sucre/teneur en eau

5.

Essai d’élaboration d’un biscuit au beurre en
substituant, partiellement et totalement, le
sucre blanc par la poudre de dattes

5.1. L’effet du taux d’incorporation de la
poudre de dattes sur les caractéristiques
alvéographiques et du gluten de la pate
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L’évolution des caractéristiques alvéographiques
et celle du gluten de la péate aux différents taux
d’incorporation de la farine de dattes sont
consignés respectivement dans les tableaux 6 et
7. Les taux d’incorporation étudiés sont 0%,
9,16%, 16,76%, 23,24%, 28,72%.
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Les résultats (Tableau 6), montrent I’absence de
corrélation entre les différentes caractéristiques
alvéographiques et le taux d’incorporation de la
poudre de dattes. Les taux de gonflement (G)
pour tous les taux d’incorporation, sont
conformes aux normes algériennes (G < 23). Par
contre, la force boulangére W et le rapport P/L
ne sont pas, pour tous les taux d’incorporation,
dans les limites souhaitées (90 < W < 110 NA)
et (0,40 < P/L < 0,45). Le tableau suivant montre
I’évolution des caractéristiques du gluten en
fonction de taux d'incorporation

Nos résultats (Tableau 7) montrent que la teneur
en gluten est incluse dans les limites des normes
algériennes.
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En effet, les taux d’incorporation 16,76% et
23,24%, montrent une teneur comprise dans les
seuils d’une farine biscuitiere. Pour le taux
d’incorporation 28,72%, les valeurs du gluten
trouvées sont inférieures aux normes existantes
500 < GS < 7,0%) pour le taux
d’incorporation  28,72%.  Concernant les
capacités d’hydratation (CH) du gluten, les
variations sont faibles, elles sont semblables,
comparés a la farine témoin  (taux
d’incorporation 0 %). Compte tenu de ces
observations, nous avons noté que la teneur en
gluten sec (GS), exprimée en %, du mélange des
farines est inversement proportionnelle aux taux
d’incorporation (Tableau 7).

Tableau 6 : Evolution des caractéristiques alvéographiques de la pate en fonction du taux d'incorporation.

d’incz)-ri)uoxration caractéristiques alvéographiques

P L G w P/L le (%)
0% 69 86 20.6 185 0.80 48.2
9.16% 44 110 23.3 114 0.4 37.9
16.76% 41 69 18.5 83 0.59 38.7
23.24% 40 20 10 36 2 0.00
28.72% 32 30 12.2 28 1.07 0.00

G : Indice de gonflement (cm3), P/L : Rapport de configuration (ténacité/extensibilité),
W:Travail de déformation (J), le : Indice d’élasticité.

Tableau 7 : Evolution des caractéristiques du gluten de la péte et de la capacité d’hydratation en fonction

de taux d'incorporation

Taux Taux du gluten et la capacité d’hydratation
d’incorporation
GH GS CH

0% 21.25+0.55 7.95+0.22 62.57
9.16% 16.64 £ 0.21 6.20 £ 0.10 62.71
16.76% 13.27+£0.04 4.89 £ 0.03 63.14
23.24% 12.10 £ 0.37 4.83 £ 0.05 61.92
28.72% 3.14+£0.1 1.22 +0.06 60.89

GH: gluten humide ; GS : gluten sec; CH: capacité d’hydratation

5.2

. Effet de substitution du sucre blanc par la
poudre de dattes sur les caractéristiques

organoleptiques et physiques d’un biscuit au
beurre.

Les figures suivantes nous renseignent sur
I’ensemble des appréciations des 31 panélistes

respectivement pour les criteres état de surface,
forme, fissuration, saveur, goQt, arriere-go(t,

odeur, couleur extérieur et la dureté. Les Biscuit
de I’échantillon A et B présentent un état de
surface le plus apprécié (Fig. 5). L’évaluation de
la forme et de la fissuration est représentée par
les figures 6 et 7. 1l a été observé que les biscuits
de I’échantillon A sont les mieux apprécies par
nos 31 panelistes. La saveur de I’échantillon D
est jugée la  meilleure  (Fig. 8).
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Pour le gout et I’arriere-go(t et I’odeur, les
biscuits de I’échantillon D sont les meilleurs
(Fig. 9 ; 10 et 11). Les biscuits A, sont ont une
couleur extérieure la plus appréciées (Fig. 12).
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m25%

m50%

75%

=100
Figure 5: Evaluation de
I'état de surface par les

jurys de dégustation.

Pour la dureté, I’échantillon D est le plus
apprécie (Fig.13). Pour I’appréciation globale,
I’échantillon D est celui qui présente les
meilleures caractéristiques (Fig. 14).

10% °% =%

m25%

"50%
65% 75%

= 100%

Figure 8: Evaluation de la
saveur.

0% " 0%

" 25% = 25%
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Figure 6: Evaluation de la Figure 7: Evaluation de la
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Figure 11: Evaluation de
l'odeur

Figure 9: Evaluation du 6% Figure 10: Evaluation de
gout l'arriére gott
o 6% . 6% u0%
0% m25%
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75%
100%
m 100%
' . 7%
Figure 12: Evaluation de Figure 13: Evaluation de
la couleur extérieur la dureté
m 0%
m25%
= 50%
75%
m 100%

Figure 14: Evaluation

globale

La structure et I’apparence des cing biscuits ainsi formulés aux différents taux de substitutions sont

représentées par la figure 15.
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Biscuit a 0% d’incorporation Biscuit a 25% d’incorporation

Biscwt 8 530 % d'meorporation Biscuit 4 75 %% d'incorporation

Biscwt 4 100 % d'incorporation

Figure 15 : Structure et apparence des biscuits élaborés
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DISCUSSION

La phoéniciculture constitue une bio ressource
patrimoniale de I’ Algérie. Les dattes, y compris
les variétés seches commune MD, sont un
véritable concentré de calories avec plus de 50%
de sucres par rapport a la matiére seche [35].
Selon les statistigues du ministere de
I’agriculture (2001), ces variétés dites commune
peuvent dépasser les 30% de la production. Elles
restent non utilisées et pourraient étre
récupérées, valorisées et transformées. La
valorisation technique de ces dattes devrait
mettre a la disposition du consommateur, un

produit fini de qualit¢ avec de nouvelles
fonctionnalités assurant ainsi la création
d’emplois et améliorer les revenus des

producteurs travaillant dans ces milieux aux
climats difficiles. MD est une variété qui a
I’aptitude d’étre transformée en poudre par
séchage. Compte tenu de sa richesse en sucres,
ces dattes peuvent remplacer avantageusement le
sucre blanc raffiné et leur valorisation pourrait
représenter une forte valeur ajoutée sur I’impact
socio-économique. Les résultats de la
caractérisation de la matiére premiére (dattes
fraiches) ont permis de mettre en évidence sa
conformité, du point de vue physico-chimique.
En effet, la teneur en eau (humidité) est un
parameétre essentiel pour I’obtention des farines
ou poudres a partir des dattes, puisque le
broyage ne peut se faire qu’en présence d’une
faible teneur en eau [36]. Le taux d’humidité
enregistré (12.07 %) est proche des résultats
rapportés par Belgued]j [15], par Benamara et al.
[12] et par Chibane et al. [37] pour la méme
variété MD. Ces derniers notent des teneurs
comprises entre 13 et 15% respectivement. En
effet, cette teneur en eau des dattes fraiches
dépond de la fréquence et du volume des
irrigations au stade khalal, de I’humidité relative
de I’atmosphére, du moment de la récolte et du
lieu d’entreposage aprés récolte [38]. Nos
résultats sont aussi en accord avec ceux notés
par Al-houti et al. [39] pour les variétés
saoudiennes Birhi et Safri. La faible teneur en
eau de la datte MD protege le fruit contre le
développement de microorganismes ce qui
favorise sa longue durée de conservation. En
outre, nous avons trouvé que I’indice de qualité
« r », permettant d’estimer le degré de stabilité
microbiologique, technologique et biochimique
du fruit, est supérieur a 3,5.

1554

Revue Agrobiologia (2019) 9(2): 1543-1559

Cette derniére est jugée séche et stable [40]. Le
taux de solides solubles (TSS) de la datte
analysée, traduit la richesse de ce fruit en
matiéres solubles, composées principalement par
le glucose, le fructose et le saccharose. Ce
résultat est compatible avec celui avancé par
Bousdira [41]. Par ailleurs, I’obtention de la
farine de dattes est passée par une cinétique de
séchage de la pulpe. Ce résultat tres élevé (71,50
%) fait de la datte un fruit unique. L’évolution
de I’humidité résiduelle au cours du séchage aux
températures 50 et 70 °C est semblable a celle
obtenue dans le cas de séchage des produits
biologiques [42]. Cette variation de la vitesse de
séchage est d’autant plus grande que la pente de
la courbe -dX/dt = f(t) est importante. Nous
avons noté que la majeure partie de I’eau libre
est éliminée au niveau de la premiére phase
jusqu’a atteindre des humidités résiduelles de
I’ordre de 7,15 % (50°C) et 5,69 % (70°C). Nous
avons aussi noté qu’a la troisieme phase, les
vitesses de séchage sont tres faibles et
pratiqguement constantes, ce qui peut s’explique
par le fait que le séchage a atteint la fraction
d’eau difficile a éliminer, correspondant a I’eau
liée. Ce séchage, a pour rble d’abaisser le
potentiel de croissance des microorganismes et
les réactions chimiques indésirables
(brunissement enzymatique), donc la
prolongation de la durée de vie du produit [43].

Les rendements en pulpe fraiche dépassent
Iégérement les 82%. Ces résultats sont en accord
avec ceux d’Oulamara [23] et Acourene et Tama
[44], qui sont respectivement de 81%, 79,45% et
de 82,45%. Pour ce qui est des rendements en
pulpe séchée, nos résultats sont respectivement
de I’ordre de 90,97 et 90,2 % pour les
températures 50°C et 70°C, ce qui correspond a
des taux d’élimination d’eau respective de 9,03
et 9,80 %. Les rendements respectifs en farine
de dattes sont de 71,4 % a 50°C et 71% a 70°C.
Nos résultats sont en accord avec ceux
d’Oulamara [23] qui ont noté un rendement en
farine des dattes MD de 73.10%. Nous avons
remarqué que ces rendements sont importants,
ils contribuent avantageusement pour la
transformation artisanale ou industrielle des
dattes de moindre qualité commerciale en tant
qu’aliment énergisant grace a sa teneur élevée en
sucres et a sa teneur appréciable en certains
acides aminés,
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dont deux essentiels (valine et leucine, avec des
concentrations allant jusqu’a 78 et 100 mg/100 g
de masse séche) [2].

L’évolution des parametres physico-chimiques
et technologiques de la farine de blé et de la
poudre de dattes, ont donnés une humidité
conforme a la norme algérienne (13,5-14,5%)
pour la farine de blé. Cette humidité est prise en
considération au cours de I’élaboration du
biscuit [45]. La détermination de I’humidité est
importante puisqu’elle conditionne d’une part la
précision des divers résultats analytiques
rapportés a la matiere seche et d’autre part celle
de la mise en ceuvre des tests technologiques tel
I’essai de la panification [45]. Pour ce qui est de
la farine de datte, nous avons cherché sciemment
a atteindre un taux faible d’humidité. En effet ce
dernier est favorable d’une part, aux différentes
manipulations de la farine dans la biscuiterie, et
d’autre part a la conservation. Du fait de
I’hygroscopicité de cette farine, il est préconisé
de la stocker a I” abri de I’air (humidité). Le taux
de cendres de cette farine de blé, est proche du
seuil fixé par les normes algériennes (0,6%). En
effet, il nous renseigne sur la teneur globale en
minéraux de chaque farine [36]. Pour ce qui est
du taux cendres des farines de dattes séchées a
70°C et a 50 °C, ils sont respectivement de
I’ordre de 3,40 = 0,3 et 521 + 0,28 %. Nos
résultats se rapprochent de ceux rapportés par
Lecoq [25], (2,33 et 2,46 %) pour la farine de
dattes obtenue par séchage a 50 °C de la variété
seche Degla-Beida. La teneur en sucre de la
farine de datte séchée a 70°C et a 50°C sont
respectivement de 73,33 £ 0,73 et 78,80 £ 0,72
%. Ce résultat est conforme aux travaux de
Nabhili [36] et ceux de Demirba [46] rapportant
une teneur en sucre comprise entre 73 et 85%,
pour les farine de dattes MD et degla beida. Par
ailleurs, de nombreux auteurs, dont Sawaya et
al. [47], s’accordent sur le fait que la teneur en
sucres des dattes varie en fonction de la variété
considérée, du climat, du stade de maturation et
de la méthode utilisée. Les normes Algériennes
préconisent pour les paramétres rhéologiques
des taux de gluten sec compris entre 5 et 7%. Un
gluten est considéré comme moyen d’estimation
de la qualité de la péte. Les farines usuelles ont
des teneurs de I'ordre de 27 a 37%.
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Les farines provenant de blé treés fort peuvent
présenter des teneurs allant jusqu'a 45% alors
que des pourcentages inférieurs a 25% signalent
une farine faible (farine pour biscuit par
exemple). Par contre la capacité d’hydratation
est conforme aux normes. Le méme résultat a été
observé par Khali et al. [48] lors de I’élaboration
d’un pain en lui incorporant des noyaux de
dattes. L’évolution des parametres
alvéographiques ont montré une force
boulangére W supérieure a celle des farines
destinées a la biscuiterie (90 < W<110) et, en
conséquence, conviendraient plutét a la
panification. Cependant, il est techniquement
possible de réduire I’effet de cette force en
utilisant soit de I’amidon de mais, soit un
coupage avec une farine tres faible. Nous
pouvons aussi corriger et réduire le rapport de
configuration (P/L) en utilisant des farines trés
extensibles c’est-a-dire des farines présentant
des P/L faibles. En effet, ce rapport de ténacité
au gonflement, représente I’équilibre entre la
ténacité et I’extensibilité des pates formées [49].
Nos résultats ont aussi démontrés que le taux de
gonflement (G) est conforme aux normes
algériennes et aux farines destinées a la
biscuiterie. Par ailleurs, le comportement des
farines au cours de leur transformation,
notamment la vitesse d’hydratation dépend du
taux d’affleurement [50]. Le résultat obtenu
(4,83t 0,21%) est conforme aux normes de
I’entreprise qui préconise un taux d’affleurement
ne dépassant pas 5%. Ceux de la farine de datte
obtenue par séchage aux températures suscitées
sont relativement trés élevés. Nous avons opté
pour la farine de dattes obtenue par séchage a
50°C, car cette derniere étant plus claire
(blanche) que I’autre, obtenue au séchage 70°C.
Apres caractérisation de la poudre de datte et de
la farine du blé tendre, nous avons étudié, dans
un premier temps, I’effet du taux d’incorporation
de la poudre de dattes sur les caractéristiques
alvéographiques et celles du gluten de la péte a
biscuit avant d’entamer la préparation des
biscuits au beurre, proprement dite, et la
détermination des caractéristiques
organoleptiques de ces derniers. Nos résultats
n’ont montré aucune corrélation entre les
différentes caractéristiques alvéographiques et le
taux d’incorporation de la farine de dattes.
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Nous avons constaté, qu’au fur et a mesure
de l’augmentation du taux d’incorporation
de la poudre de dattes dans la farine de blé,
I’extraction du gluten devient plus difficile
(s’agrége difficilement), il devient moins
élastique, cassant et sa couleur s’assombrie.
Il faut préciser que la quantité d’eau salée
rajoutée, étant  différente  pour chaque
coupage, est inversement proportionnelle
au taux d’incorporation de la poudre de
dattes. Notons aussi, que la variation de la
température lors de la manipulation joue un

role important. Néanmoins, les indices de
gonflement G, qui nous renseigne sur
I’extensibilitt de la pate, et permettent

d’apprécier I’aptitude de celle-ci a retenir le
gaz carbonique lors de la fermentation [51],
sont conformes aux normes algériennes (G
< 23) et frangaises [20 - 24] cm3 de
panification [52] pour tous les taux
d’incorporation. Nos résultats ont montré
aussi un rapport de configuration P/L qui
varie entre [0,4 - 2]. Hormis le coupage qui
corespond au taux d’incorporation 23,24%,
tous les autres répondent aux exigences de
panification algériennes [53], (0,45 - 0,65),
francaises (0,5 - 0,7) [52] et de I’association
Italienne du commerce des céréales pour
une farine supérieure de panification (0,8 -
1,2) ainsi qu’une farine courante de
panification (0,7 a 1,2) [54]. Nos résultats
sont aussi en accord avec les travaux
rapportés par Ait Kaddour et al. [55], qui
ont également noté un (0,44 < P/L < 1,2).
Le travail W, permet de déterminer la force

boulangére d’une farine. Les travaux de
Calvel [56] ont démontré, que si ce
parameétre a de I’importance, sa

signification reste limitée si on ne tient pas
compte des autres caractéristiques
alvéographiques. Les valeurs obtenues pour

les taux d’incorporation O % (témoin),
9,16% et 16,76% sont proches des
exigences algériennes de la panification
(130- 180) [53], et de [I’association
Italienne du commerce des céréales (140-
170) pour une farine courante de

panification [54]. Le gluten humide quant a
lui, représente les protéines insolubles dans
I’eau. Grace a son extensibilité et son
élasticité, le gluten confére a la pate ses
caractéristiques rhéologiques.
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Pour les taux d’incorporation 0% et 9,16%,
la teneur en gluten n’est pas conforme aux
normes algériennes, toutefois pour les taux
d’incorporation 16,76% et 23,24% la teneur
en gluten demeure dans les seuils d’une
farine  biscuitiere  [27]. Pour le  taux
d’incorporation  28,72% les valeurs du
gluten trouvées sont inférieures aux normes
existantes (5,0% < GS < 7,0%). La capacité

d’hydratation aux différents taux
d’incorporation se rapproche du témoin
(62,57%). Les caractéristiques

organoleptiques et physiques du biscuit au
beurre élaboré par la substitution du sucre
blanc raffiné du commerce par la poudre de
dattes a différents pourcentages, ont montré
que les deux biscuits formulés A (0%) et
B% (25%) de farine de datte)
respectivement présentent un état de surface
le plus apprécié par les 31 panélistes (jurys
de dégustation) et représente un score de
33% chacun. Pour I’état de surface, la
fissuration et le critere couleur extérieure,
I’échantillon A, est le plus apprécié. Par
ailleurs, la couleur peut varier selon le
pourcentage de I’incorporation de la farine
de datte car cette derniére peut I’influencer
en la rendant sombre. Nous avons aussi
not¢ que [I’échantillon D présente la
meilleure saveur, le meilleur goQt, une
bonne  appréciation  pour  Iarriére-goQt
(somme des rangs la plus faible), une bonne
odeur et la dureté la plus appréciée avec un
score de de 65%, de 75 % et 45%
respectivement. Au vu de tous ces résultats,
il parait clairement que la substitution du
sucre blanc raffiné par la poudre de dattes
induit des changements dans la majorité des
caractéristiqgues  sensorielles  du  biscuit.
Tenant compte des propriétés sensorielles
analysées pour les différents échantillons,
nous avons retenu I’échantillon D comme
étant celui qui présente les meilleures
caractéristiques avec un taux de substitution
de 75%.

CONCLUSION
La transformation est une nouvelle approche
préconisee pour aboutir & de nouvelles

formulations alimentaires dotées de praticité et
de fonctionnalités en harmonie avec les
exigences des normes en vigueurs et des
consommateurs.
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La poudre de dattes MD, étant donné sa richesse
en sucre, peut remplacer le sucre blanc raffiné et
sa valorisation pourrait représenter une forte
valeur ajoutée sur I’impact socio-économique et
améliorer ainsi la santé des consommateurs.
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Abstract

Description of the subject: The enhancement of wheat species requires the good knowledge of its genetic
variability and technological quality.

Objective : The main objective of this work was to study genetic diversity in different genotypes of durum
wheat using morphological traits and technological qualities parameters.

Methods: Twenty-eight Tunisian landraces and ameliorated varieties of durum wheat grown in the same
environment, and evaluated for their variability in forty traits (linked to technological qualities, phenological
periods, morphological traits and protein content). We measured Gluten strength of durum wheat genotypes with
SDS-sedimentation (SDSS) volume and mixograph parameters

Results : N accumulation and N use efficiency was positively correlated with vegetative biomass and therefore
with protein content. PCA (Principal Component Analysis) and HC (hierarchical clustering) clearly separated the
landraces from modern cultivars. Cultivars are higher yielding, quicker growing, have better gluten strength and
less protein content than landraces. The two highest yellow index values were observed in the modern varieties
“Grécale” and “Om Rabii”.

Conclusion : As a result, together, some local accessions and ameliorate varieties form an interesting resource of
favourable glutenin subunits and alleles linked to yellow colour that could be very useful in breeding activities
for improving durum wheat quality.

Keywords: Durum wheat, Genetic diversity, Gluten strength, Protein content, yellow index.

CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE ET DE LA QUALITE TECHNOLOGIQUE DU
BLE DUR TUNISIEN

Résumé

Description du sujet : La valorisation des espéces de blé nécessite une bonne connaissance de sa variabilité
génétique et de sa qualité technologique.

Obijectifs : L'objectif principal de ce travail est d'étudier la diversité génétique de différents génotypes de blé dur
en utilisant des caractéres morphologiques et les paramétres de la qualité technologique

Méthodes : Vingt-huit variétés locales et améliorées de blé dur tunisiennes cultivées dans le méme
environnement et évaluées leurs variabilités par quarante caractéres (Tel que la qualité technologique, la période
phénologique, traits morphologiques et la teneur en protéines). Nous avons mesuré la force du gluten, le volume
de sédimentation SDS (SDSS) et les parameétres du mixographe de différents génotypes de blé dur

Résultats : L'accumulation et l'utilisation efficace de N est positivement corrélées avec la biomasse végétative et
par la suite avec la teneur en protéines. La PCA (analyse en composantes principales) et le HC (regroupement
hiérarchique) ont clairement séparé les variétés locales des cultivars modernes. Les cultivars ont un rendement
plus élevé, une croissance plus rapide, une meilleure résistance au gluten et une faible teneur en protéines par
rapport aux variétés locales. Les indices de jaunes les plus élevés ont été observés dans les deux variétés
améliorés «Grécale» et «Om Rabii».

Conclusion : En conséquence, certaines génotypes locales et améliorées, ensemble, forment une ressource
intéressante de sous-unités de protéines de gluténine et d’alléles, intéressants, liés a la couleur jaune qui
pourraient étre utiles pour les activités de sélection et d’amélioration de la qualité du blé dur.

Mots clés : Blé dur, Diversité génétique, Force de gluten, Teneur en protéines, Indice de jaune

* Auteur correspondant : BABAY Elyes, E-mail: e.babay@yahoo.fr
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INTRODUCTION

Durum wheat (Triticum turgidum ssp. durum)
is a very important crop for the human diet,
particularly in the Mediterranean basin where
about 75% of the world‘s durum grain is
produced [1]. Local varieties, which have been
developed through a combination of natural
and farmer selections [2] for some useful traits,
can  contribute  significantly to  the
improvement of new cultivars and broaden
their genetic base. Therefore, local varieties
form a very valuable part of the genetic
heritage because they cover most of the intra-
specific genetic diversity of the species [3].
The activity of wheat breeders has been
focused on selecting varieties with high
production. Nevertheless, much remains to be
done to improve the technical quality and
study its genetic variation to determine the
selection markers [4, 5]. Breeding programs
depend on knowledge of the main
characteristics, the system that controls their
genetic heritage and environmental factors
influencing their expression. However, the
analysis of the variability of phenotypic and
phenological characteristics and the study of
their ~ correlations  with a  particular
characteristic is essential in order to develop
breeding and selection programs for desirable
traits [6]. Therefore, it is important to study the
relationships  between characteristics and
understand the genetic association between the
different parameters, as this can help improve
the efficiency of selection.

A combination of SDS-sedimentation test,
mixograph parameters, and protein content
have been found to be good predictors of
cooked pasta quality [7, 8]. Due to their
reliability, these tests of quality are used in
durum wheat improvement programs [5].

Little information is available regarding
genetic variation in Tunisian durum wheat
varieties. The main objective of this work was
to study genetic diversity in landraces and
cultivars of durum wheat using morphological
and phenological traits and quality parameters.
This information will be useful for improving
techniques for sampling wheat genetic
variation, which could increase the efficiency
of germplasm conservation. The second
objective was to analyze the relationships
between traits, especially the technological
quality parameters.
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MATERIEL AND METHODS

1. Plant material

Twenty-eight varieties of durum wheat
cultivated in farmlands in Tunisia were used in
this study. The genotypes were sown and
grown under rain fed conditions in the
experimental station of the Biotechnology
Canter of Borj-Cedria (Tunisia). All genotypes
were sown in a block, during the seasons
(2016-2017 and 2017-2018). Data for forty
basic morphological, phenological and quality
characteristics were used in this study (Table
1). The basic morphological data has been
compiled from standardized codes of the
International Union for the Protection of New
Varieties of Plants (UPOV).

2. Quality and morphological assessment

2.1. Experiment 1

A sample of grain (50 g) was cleaned and used
for the determination of quality. Protein
content, on a 14% moisture basis, was
estimated by near-infrared reflectance (NIR)
analysis using a Technical Infralyzer 300.
Gluten strength was estimated by the SDS-
sedimentation (SDSS) test according to Dick
and Quick [7]. The yellow colour index was
examined from grain flour by means of a
reflectance colorimeter (CR-300, Konica-
MinoltaTM) equipped with a filter tri-stimulate
system. The measured parameters of semolina
colour index were b*(yellow colour),
L*(brightness) and a*(red colour).

2.2. Experiment 2

Fifteen varieties from the two genetic pools of
the first collection (Experiment 1) were sown
for the second year, in a randomized complete
block design with two replicates per genotype,
during the season 2017-2018 in order to further
study the technological quality and to better
understand  the  relationships  between
morphological, phenological and quality traits.
We used a Mixograph of 10 g whole wheat
meal [10] in order to study pasta rheological
properties (Table 2): mixing development time
(MT), maximum peak height (MH), height at 3
min after peak (H3), and resistance to
breakdown (BDR) (percentage difference
between MH and H3).
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3. Statistical analysis

The morphological variability was
analyzed  using  Principal ~ Component
Analysis (PCA) and hierarchical
clustering. The Pearson correlation
coefficients (o = 0.05, standard PCA
without rotation of axes) were calculated
Table 1: Pedigrees and origins of varieties [9]
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by using the software XLSTAT 7.5.2.
Differences between mean values were
analyzed using the Duncan method for
multiple comparisons. Pearson correlation
coefficients were calculated to determine
the relationships between the mean values
of the test results.

Landraces Pedigree Origin / Year
Agili Landrace Tunisia, 1925
Aouadhi Landrace North Africa
Aouija Landrace North Tunisia, 1909
Arbi Landrace Tunisia
Baidha Landrace Tunisia
Bidi Landrace North Africa, 1908
Biskri Landrace Algeria, 1909
Chili Landrace France, 1932
Derbessi Landrace Tunisia, 1909
Frigui Landrace Tunisia
Hmira Landrace Tunisia, 1893
Jenah-Khotifa Landrace Tunisia, 1915
Mahmoudi Landrace Tunisia, 1893
Ouard Bled Landrace Tunisia
Richi Landrace Tunisia, 1908/1909
Sbei Landrace Tunisia, 1908
Souri Landrace Tunisia, 1915
Swabaa-Algia Landrace Tunisia, 1909
Grécale S2/WB881//Plinio/F22 Italy, 2004
Inrat69 Mahmoudi/Kyperounda Tunisia, 1969
Iride Altar 84/lonio Italy, 1996
Karim Jori“S”/Anhinga“S”//Flamingo“S” CIMMYT-Mexico, 1980
Khiar Chen/Altar 84 CIMMYT-Mexico, 1992
Maéstrale Iride/Svevo Italy, 2004
Nasr GoVZ512/Cit//Ruff/Fg/3/Pin/Gre//Trob ICARDA-Syria, 2002
Om Rabii Jori C69/ Hau ICARDA-Syria, 1996
Razzek Dmx69-331/Karim INRAT-Tunisia, 1987
Saragolla Iride/LineaPSB 0114 Italy, 2004
Grécale S2/WB881//Plinio/F22 Italy, 2004

Table 2: Morphological, phenological and quality characteristics used to describe wheat varieties

Morphologic traits

Phenological and

Stem and Leaf spike Lower glume Grain quality traits

Shape (spikelet in mid-

Growth habit Glaucosity third of ear) Shape Heading period
Frequency of
Plants with Distribution of Length of brush . .
Shape of shoulder hair in dorsal Flowering period
Recurved Flag awns .
view
Leaves
Glaucosity of Length in . Coloration with A
sheath relation to ear Shoulder width phenol (4h) Heading time
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Flag leaf:
glaucosity of . Coloration with . .
blade Awn: colour Length of beak phenol (72h) Vegetative period
(lower side)
Ear: hairiness
Anthocy_anln of_ margln_of Shape of beak Grain fllllng
coloration first rachis period
segment
Ear: colour (at ~ Hairiness on external Protein content %
Flag leaf area .
maturity) surface
Glaucosity of Ear: shapein  Anthocyanin coloration .SDS' .
i sedimentation
neck profile of flowers
(mm)
Straw: plth in Ear: density Yellow berry
Cross section
Twist of neck
of the ear Awns layout Semolina: yellow
Spike length :

Height (stem,

index

without beard
ear and awns)

RESULTS

1. Morphological diversity

The majority of the varieties have white ears
(64%), 25% have lightly colored ears and only
11% have a strongly colored ear. Most
varieties (89.3%) have a long beard and 50%
have a compact ear. Sapegin and Baransky
[11] noted that the varieties with compact ear
have shown resistance to leaf rust. This
characteristic is controlled by two recessive
genes, scl and sc2 [12].

The dendrogram of similarity by Pearson
correlation coefficient clearly separates the
modern cultivars from landraces. The
hierarchical clustering (HC) of the 28 varieties,
as defined by the matrix of the forty
characteristics, is presented in Figure 1.
Analysis of the similarity dendrogram
indicates that the cleavage at 24% similarity
defines two main groups, | and I, containing
18 and 9 varieties, respectively. One variety
(Jenah-Khotifa) remains outside the groups
because it is morphologically very different
from all the others (Fig. 1).

Hierarchical Classification (HC)

CHILI é
MAHMOLUDI
INRATGS

BIDI
AQUADHI
ARBI

BAIDHA

FRIGLUI
AOULJA
SWABA-ALGIA
HMIRA

RICHI
BISKRI

Landrac

DERBESSI

SOURI

OUARD-BLED
SBE

RAZZAK
MAESTRALE
KARIM
SARAGOLL
NASR
GRECALE

cultivars

KHIAR
OM-RABII ©

D6 0.4

Similarity

Figure 1 : Hierarchical classification of durum wheat varieties (Similarity Dendrogram)
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The first two PCA axes accounted for 34.1%
of the total variability expressed by
morphological, phenological and quality traits.
The first component accounts for 25.4% of the
total variation. It is determined mainly by
phenological traits, vegetative characteristics
(plant length and flag leaf area) and some
quality parameters. The second, which
accounts for 8.74% of the total variation, is

Revue Agrobiologia (2019) 9(2): 1560-1567

strongly correlated to ear shape and colour.
The correlated variability of genotypes shown
by axis 1 reveals two groups (Fig. 2). The
modern cultivars were separated from the old
cultivars, forming two distinct groups. The
modern cultivars are more productive, quicker
growing and have lower grain protein content
than the landraces.

AxesFl andF2:34.1 %

KARIM
-

AGILI

& >
_ HMIRA
= BAIDHA @ ® @ JENAH-KHOTTIFA
3$ OM-RABII ® BISKRI
-f-‘
% RAZZAK . MAESTRALF \OUADHI g QUARD-BLED
0 @ FRIG1 SBEI
1 IRIDE ® . wp1 88 REBY
2 : A \ RI I
BHIAR o B SWABA-ALGIA
NASR "HILI 508 A0ThA
° AT6 - ' '
SARAGOLLA g MAHMOUDI * ricu
GRECALE
¢
8 0 2 6 8
F1 (25.4 %)

Figure 2 : Principal component analysis (PCA) of morphological, phenological and end-use quality
datato classify twenty eight Tunisian landraces and ameliorate cultivars of durum wheat.

2. Technological Quality

2.1. Yellow colour

Colorimetric determinations of semolina are
often used by breeders as tools to select
varieties with a strong yellow colour [13]. The
semolina colour parameter b* (indices of
yellow colour index) ranged from 13.9 for
‘Karim’ to 20.9 for ‘Grécale’, with an average
of 18.8. Although the average yellow index
(b*) in landraces was slightly larger than that
of the improved varieties, we note that the two
highest b* values were obtained for the
modern varieties Grécale and Om rabii (Fig.

60

3). No significant correlations were detected
between the colour index and others
characteristics  studied, although  the
colorimetric values (a, b*, L) had significant
correlations between them. The brightness
index (L) had negative correlations with (b*)
and brown index (a) of -0.75 and -0.66,
respectively, and there was a positive
correlation between a and b* of 0.33. The
yellow pigment content (YPC) in grains and
the yellow colour of milling products are
considered as complex and heritable traits
controlled by several genomic regions [14].

Grain Quality Traits

50

Figure 3 : Means values of end-use
40

quality tests of durum wheat landraces
30

and cultivars. SDSS: Sodium Dodecyl

20

T

Sulphate Sedimentation, MT: Mixing
Time, BDR: Breakdown Resistance, b*:
yellow colour, L*: brightness,

a*: red colour.

10
o

-10

NN
N

i -
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Gluten
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w
(=]
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2.2. Protein content

Landraces had higher protein contents than the
high vyielding cultivars, same results were
obtained by Rodriguez-Quijano et al. [15].
Overall mean protein content for landraces and
high yielding cultivars were 12.4% and 11.3%,
respectively (Fig. 3). Daaloul et al. [16] also
obtained the same result with some Tunisian
cultivars. However, the range of protein
variation is slightly differed, all cultivars were

180
170
160
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grown under the same conditions. These
results confirm the limited genotypic effect on
protein content. In fact, the protein content is
highly influenced by environmental conditions
and fertilizer (N) [17]. Landraces have a higher
vegetative biomass than high yielding varieties
(semi-dwarf). Therefore, Flag leaf area and
plant length were positively correlated with
grain protein content (Fig. 4).

o *
150 o
o L] T -
-
E 140 ® ) =
o 130 ,'//
@ o
= —
B 120 o
[}
¥ 110 =
2 ® e ®
100 e ®
.-"/"
90 .’/'_,f
80
10 10.5 11 11.5 12 125 13
Protein content [%)
@ \egetative Biomass= leaf area + length (steam + ear)

— Linéaire (Vegetative Biomass= leaf area + length (steam + ear))

Figure 4 : Correlation between protein content (%) and vegetative biomass (Flag leaf area (cm?) and plant length

2.3. Gluten strength

Gluten strength of durum wheat is
measured by SDS-sedimentation (SDSS)
volume and mixograph parameters
(Mixing Time (MT) and Breakdown
Resistance (BDR)). A strong positive
correlation between MT SDSS and was
observed (0.69). Overall means of SDS-
sedimentation for landraces and high-
yielding cultivars and they were 30.0 mm

and 50.2 mm, respectively. For the
landraces and  high-yielding  varieties,
respectively, ‘Baidha’ and ‘Saragolla’ had

the highest values of SDSS and MT and
the lowest values of BDR. Mean values of
MT were 102.5 s and 163.7 s for landraces
and high-yielding cultivars, respectively.
Modern varieties had better mixograph
profiles and SDSS volumes than the
landraces  (Fig. 3). This  genotypic
variation in gluten strength is probably
due to the endosperm storage protein
allelic composition [18].

(cm))
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DISCUSSION

The analysis of genetic similarity based on
morphological, phenological and quality
characteristics, showed that modern cultivars
were genetically very similar to each another
and very different to the landraces. Some
correlations between technological quality
parameters and others traits were identified.
Despite the fact that most modern cultivars are
related by pedigree to the landraces, several
agro-morphological parameters are different
from those observed in the landraces. Old
varieties are taller, have lower yield, are slower
growing, have less gluten strength and contain
more grain protein than modern cultivars.
Simpson et al. [19] reported that, for wheat at
mid grain filling, leaves (i.e. leaf laminae and
sheaths) contributed 40%, glumes 23%, stems
23% and roots 16% of the daily accumulation
of grain N. In wheat, nitrogen (N) salvaged
from the leaves accounts for up to 90% of the
total grain N content [20]. Nitrogen (N) supply
increases flag leaf area by increasing cell
number.
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The accumulation of grain protein depends on
the accumulation and partitioning of reduced N
accumulated during the vegetative growth
stage and the relative contributions of nitrate
assimilation and N redistribution during grain
development for both low and high nitrogen
supply [21]. However, the nitrogen
accumulation ability of landraces is much
higher than that of the high-yielding varieties.
The high N accumulation of landraces was
closely related to their higher biomass. The
higher growth potential, and hence, the greater
ability for N accumulation in landraces may be
a valuable trait in breeding programs aiming to
further improve N use efficiency [22].

Landraces retain a wide genetic diversity of
morphological and quality characteristics that
have been mostly lost in modern varieties.
They are a natural reservoir of alleles that are
could be used to enhance and diversify gluten
characteristics in durum wheat breeding
programs. Modern cultivars had greater yields,
lower protein contents and higher gluten
strength than the landraces. The higher growth
potential and hence the greater N accumulation
ability of landraces may be a valuable trait in
breeding programs aiming to further improve
N use efficiency and, therefore, increase the
protein content. Furthermore, ‘Grécale’ and
‘Om rabii’ can be used by breeders to improve
the yellow colour index and “Saragolla” and
“Iride” can be used to improve gluten strength.

CONCLUSION

Landraces retain a wide genetic diversity of
morphological and quality characteristics that
have been mostly lost in modern varieties.
They are a natural reservoir of alleles, which
could be used to diversify and enhance gluten
characteristics in durum wheat breeding
programs. Modern cultivars had greater yields,
lower protein contents, and higher gluten
strength than the landraces. The higher growth
potential and hence the greater N accumulation
ability of landraces may be a valuable trait in
breeding programs aiming to further improve
N use efficiency and, therefore, increase the
protein content. Furthermore, the varieties
‘Grécale’,"Om rabii’,“Saragolla”and “Iride”
can be used by breeders to improve the yellow
colour index and gluten strength. The national
gene bank in Tunisia contains a very large
collection of indigenous durum wheat
genotypes.
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A more in-depth  qualitative, agro-
morphological and proteomic study of this
larger collection may reveal interesting results
on other genotypes that may contribute in the
wheat improvement programs in Tunisia.
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Abstract

Description of the subject: The genetic diversity of a vetch collection collected in Algeria was assessed by the
variation of 78 plant morphological characters and 5ecogeographic parameters of the collection stations. 37
accessions belonging to 7 taxa of the genus Vicia L. were the subject of this study

Objective: Characterize the accessions using two different markers and then correlate their results. In parallel, the
results are used in the taxonomy and phylogeny of the populations studied

Methods: the hierarchical classification in clusters using a Euclidean distance matrix based on a UPGMA -
principal component analysis - the Mantel test used to correlate the matrices of ecogeography and morphology
Results: Cluster analysis showed clear separation among accessions from their plant morphology but significant
differences at subspecies level were observed regarding the results of investigated morphological traits. Important
diversity in leaflet consistence, calyx hairness, stem form, leaflet abaxial hair density, leaflet hair elevation, seed
colour, spongy inside legume and peduncle length was found in most accessions of the collection. The dendrogram
obtained with ecogeographic parameters did not indicate clear division among accessions. A distribution map of
each taxa was produced and data obtained can be used as a guide for future collecting missions.

Conclusion: inter and intraspecific differences were obtained by the morphological descriptors. The collected eco-
geographic data can be used as a guide for future collection missions. Other markers should be used for the
phylogeny of the collection.

Keywords: Algeria; diversity; ecogeography; morphology;Vicia L.

CARACTERISATION DE 7 TAXA DE VICIA L. COLL’ECTEIS EN ALGERIE, SUR
LA BASE DE LA MORPHOLOGIE ET DE L'ECOGEOGRAPHIE

Résumé

Description du sujet : La diversité génétique d’une collection de vesce collectée en Algérie a été évaluée par la
variation de78 caracteres morphologiques et 5 paramétres écogéographiques des stations de collecte. 37 accessions
appartenant a 7 taxa du genre Vicia L. ont fait I’objet de la présente étude

Objectifs : Caractériser les accessions en utilisant deux marqueurs différents puis corréler leurs résultats. En
parallele, les résultats sont exploités dans la taxonomie et la phylogénie des populations étudiées

Méthodes : la classification hiérarchique en clusters en utilisant une matrice de distances Euclidiennes basée sur
une UPGMA - une analyse en composantes principales - le test de Mantel pour corréler les matrices de
I'écogéographie et la morphologie

Résultats : L'analyse en clusters a montré une nette séparation entre les accessions sur la base de leur morphologie
mais des différences significatives entre les sous-especes ont été observées. Une diversité importante dans la
consistance des folioles, la pilosité du calice, la forme de la tige, la densité des poils abaxiaux des folioles,
I'élévation des poils des folioles, la couleur des graines, la spongiosité a l'intérieur des gousses et la longueur du
pédoncule a été observée dans la plupart des accessions de la collection. Le dendrogramme obtenu avec les
parametres écogéographiques n'a pas indiqué de séparation claire entre les accessions. Une carte de distribution de
chaque taxon a été produite

Conclusion : Des différences inter et intraspécifiques ont été obtenues par les descripteurs morphologiques. Les
données écogéographiques collectées peuvent étre utilisées comme guide pour les futures missions de collecte.
D’autres marqueurs doivent étre exploités pour la phylogénie de la collection.

Mots clés: Algérie; diversité; écogéographie; morphologie; Vicia L.

*Auteur correspondant:BECHKRISakina, E-mail: s.bechkri@gmail.com
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INTRODUCTION

The taxonomy and nomenclature of Vicia
species are very confused. The number of
species recognized in the genus has varied
significantly from about 150 accepted by [1] up
to about 210 used by [2], which indicates
differences in species delimitation and ranking
in the genus, depending on the species concept
and the criteria used for their delimitation. [3]
pointed out that there had been 20 major
classifications of the group since Linnaeus.
These problems have, at least partially, resulted
from the publication of national or regional
floristic accounts, but also because of the
conflicting results produced by morphological,
cytological and molecular investigations [2];
[4]. Many characters vary considerably within
the genus, but few prove useful for infrageneric
grouping like characters of the morphology of
the inflorescence, the flower, the leaf, the pod
and the seed. Several not greatly different
classifications were proposed for the genus on
the basis of the above-mentioned character
differentiations [2]. The genus has been
subdivided into four sections (Ervum, Cracca,
Vicia, Faba) by [5]. [1] has subdivided the
genus into two subgenera (Vicilla, Vicia)which
can be distinguished using stipule nectary,
peduncle length, style type, keel shape, legume
and canavanine. Subgenera Vicilla and
Viciahave been further subdivided into 17 and 5
sections, respectively. The subgenus Viciasensu
[3] contains 9 sections including section
Hypechusa composed of 14 species (incl. V.
lutea) and section Narbonensis which
comprises 7 species (incl. V. narbonensis). [6]
indicated that Narbonensis should be
considered a well-separated section which may
be related to section Vicia. Moreover, [7]
showed that V. faba clustered in the
Narbonensis group with good support and
treated the group as section Narbonensis.
Section Hypechusa (subgenusVicia) is based on
the genus Hypechusa created by [8] who
separated into it six Vicia species. Hypechusa is
also treated as section by [1] and [3]. V. lutea
was treated in a separate series Luteae B.
Fedtch. by [9] and [10]. The isozyme evidence
provides further support to this treatment, even
suggesting sectional status for Luteae.
According to [11], V. lutea differs distinctly
from the other Hypechusa species by showing
no cross-hybridization of genomic DNAs.
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[12] placed V. lutea separately from a clade of
series Hypechusa. The subgenus name Cracca
(Dum.) Gams was rejected by [1] because it was
published later than the subgenera proposed by
[13]: Vicilla, Ervoidea and Pseudoervoidea.
[14] has applied Cracca Peterm. as a correct
name of the subgenus (published in 1847:
Deutchl. Fl., 152). Section Cracca sensu [1]
belongs to Subgenus Vicilla and is composed of
40 species including V. monantha, V. tenuifolia,
V. leucantha.

In the case of the Vicia species, only a relatively
minor proportion of the genepool is currently
conserved and therefore available for
utilization. There is a clear requirement for
further study of the genepool, accurately
targeted conservation (particularly  seed
collection), along with characterization and
evaluation of the currently unavailable elements
of the gene pool. The first step towards more
efficient conservation is to undertake an
ecogeographic study [15] The distribution maps
will be used to formulate conservation policy
and specifically in the planning of future ex situ
collecting missions.

In Algeria, the genus Vicia L. comprises 26
species according to the key used by [16] in the
unique flora covering the entire country. Using
the relative length of the flower, the presence or
the absence of the peduncle and the number of
flowers by inflorescence, the authors divided
the genus into three series where V. narbonensis
and V. lutea belong to the serie 1, V. monantha
and V. tenuifolia are grouped in the serie 2 and
V. leucantha belong to the serie 3. Since [16],
no work has been undertaken to study the genus
in Algeria. As the characterization of plant
genetic resources is the first step towards
improving their use and as effective exploitation
of any crop germplasm must be preceded by
efficient and comprehensive conservation of the
gene pool, whether ex situ or in situ, the purpose
of the present work was to study the diversity of
Vicia L. taxa from Algeria on both an inter and
intraspecific levels and evaluate species
groupings and relationships in the genus. The
paper describes variation of 78 morphological
traits and 5 ecogeographic parameters among 7
Vicia taxa belonging to sections Hypechusa,
Narbonensis and Cracca to improve the
resolution of phylogenetic relationships and to
assess the usefulness of plant morphology as
diagnostic characters to discriminate vetch
species and sections.
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MATERIAL AND METHODS

1. Plant material and taxa identification
Thirty-seven populations of Vicia L. collected
from their natural habitats in various bioclimatic
conditions of north Algeria are used in the
current study. Origins and field information are
given in Table I. Localities of the studies taxa
were shown in Figure I. Individual plants were
randomly collected in each sampling site. Pods
were shelled and the dry seeds were poured in
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to separate paper bags at room temperature and
the bags sealed tightly until their utilization. As
the only taxonomic study of the whole genus
Vicia in Algeria was undertaken by [16], the
present study relies on their taxonomy.
Taxonomic identification of accessions was
verified by the morphology of plants grown
from seeds. Germination and growing were
carried out according to the same approach
adopted in our previous study [17].

Table 1.Passport information and taxonomic identification of accessions investigated

Species Subspecies Code cgfetst?cr n Province /Locality/Origin Latitude Longitude Altitude (m)
1 28.5.14 Skikda Ramdane Djamel N36°45.977' E006°53.432' 42
4 22.5.14 Constantine  University N36°20.387" E006°37.177' 604
58 27.5.14 Constantine  Didouche Mourad N36°30.025' E006°40.058' 448
82 28.5.14 Guelma N36°28.361" E007°21.280" 223
62 1st.6.14 Skikda Azzaba N36°43.531" E007°04.708' 110
63 1st.6.14 Skikda  Ain Cherchar N36°44.366' E007°14.176' 52
79 1st.6.14 El Tarf  Ben M’hidi N36°46.402' E007°53.600' 11
87 30.5.14 Jijel El Milia N36°46.668' E006°13.551' 28
90 1st.6.14 Annaba N36°49.980' E007°34.092' 24
3 2.6.14 Oum EIl BouaghiSigus N36°04.485' E006°48.867' 822
12 5.6.14 Relizane N35°43.689' E000°24.265' 105
26 28.5.15 Guelma N36°14.816' E007°03.045' 757
27 2.6.14 Oum EI Bouaghi N35°51.459' E007°06.377" 887
V. lutea L. 40 28.5.14 Guelma N36°16.276' E007°05.751' 711
44 6.6.14 Tlemcen N34°52.088' W001°11.698' 843
45 3.6.14 Bordj Bou Areridj N36°04.070" E004°41.899' 923
49 28.5.14 Constantine  Ain Abid N36°13.543' E006°55.782' 847
60 2.6.14 Khenchla N35°33.685' E007°02.177" 860
74 14.6.14 Tébessa N35°15.936' E007°30.306' 1078
77 26.5.14 Batna  Ain Touta N35°17.632' E005°49.035' 683
78 20.5.14 Constantine  El Coudiat N36°21.787" E006°36.418' 633
84 10.6.14 Constantine  INATAA N36°19.002' E006°34.626' 586
98 14.6.14 Tébessa Chria N35°16.328' E007°44.359' 1087
29 2.6.14 Oum EIl BouaghiSigus N36°04.485' E006°48.867' 822
18 3.6.14 Bordj Bou Areridj  Ain taghrout N36°07.741' E005°03.364' 934
V. 46 3.6.14 Bordj Bou Areridj  El Achir N36°04.017" E004°40.525' 944
monanthasspcinerea 91 14.6.14 Khenchla N35°15.704' E007°20.957' 1222
(M.B.) Maire 101 14.6.14 Khenchla N35°15.807" E007°28.934' 1077
- Constantine  HammaBouziane o , o ,
23 30.5.14 (Chaabet EI Medhbouh) N36°26.391 E006°33.282 425
30 30.5.14 Mila Messaoud Boudjriou N36°29.748' E006°25.530' 325
34 27.4.14 Constantine  Didouche Mourad N36°29.216' E006°38.731" 434
V. narbonensisL. 55 27.5.14 Constantine  Didouche Mourad N36°30.023' E006°40.051' 443
81 22.5.14 Constantine  University N36°20.387" E006°37.177' 604
- 56 6.6.14 Ain Temouchent N35°16.476' W001°13.800' 276
89 6.6.14 Sidi Bel Abbes  Sidi Khaled N35°06.59' W000°44.238' 543
97 6.6.14 Ain Temouchent Ain Tolba N35°14.721' W001°17.054' 222
V. leucanthaBiv. - 100 10.6.14 Constantine  INATAA N36°19.002' E006°34.626' 586
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2. Morphological analyses
The variation of 78 morphological characters with two to five states was analyzed (Table 2)
on 111 individuals using the same approach explained by [17].
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Table 2. Morphological characters used for cladistic analysis

Symbol | Character name Character state

S.B Stem branching 0- unbranched 1-inthe upper part 2 - from the base

SH Stem height 0 - small (up to 40cm) 1 - high (over 40cm)

S.F Stem Form 0- slender 1 - rigid
Stem SEC Stem edgescolor 0- green 1 - purple

SP Stem pubescence 0- glabrous 1 - sparse 2 - dense

SHE Stem hairelevation 0- ascending 1 - adpressed 2 - curled

SHL Stem hairlength 0- short 1-long

SNC Stem nodecolour 0 - green 1 - purple

LPL Leaflets pairs per leaf 0- 1-3 pairs 1 - more than 3 pairs

LRSh Leaflets relative shape 0- all of same shape 1 - different shapes

LRS Leaflets relative size 0- all of same size 1 - larger at leaf base

LC Leafletconsistence 0- thin 1 - normal 2 - fleshy

LAC Leafletabaxialcolour 0- pale 1 - same as adaxial

LLP Lowerleaflets position 0- at base of rachis 1 - higher

LS Leafletshape 0- lineal 1 - elliptical 2 - obovate 3 - ovate
Leaflets | LBP Leafletbroadest point 0- at apex 1 -in middle 2 - at base

LAS Leaflet apex shape 0- acute 1 - obtuse 2 - truncate 3 - emarginate

LAD Leaflet apex dentate 0 - not 1 - two teeth 2 - more than two

LB Leaflet base 0- rounded 1 - acute

LM Leafletmargin 0 - entire 1 - dentate 2 - undulate

LMH Leafletmarginhairness 0- glabrous 1 - ciliate

LHE Leaflethairelevation 0 - ascending 1 - adpressed

LAHD | Leafletabaxialhairdensity 0 - glabrous 1 - sparse 2 - dense

SS Stipule size 0- small (shorter than 6 mm) 1 - large (longer than 6 mm)

SSh Stipule shape 0- lanceolate 1 - semi-hastatte 2 - semi-sagitatte 3 - ovate
Stipules | SNS Stipule nectariferous spot 0 - absent 1 - dark 2 - pale

SE Stipule edge 0- entire 1-dentate 2 -2 - 3-partite

Spa Stipules of the pair 0 - identical 1 - different

TP Tendrilpresence 0- absent 1-present 2 -insome leaves
Tendril B Tendr@lbranching 0- not branched 1 - branched

TL Tendrillength 0- short 1-long

THD Tendrilhairdensity 0- glabrous 1 - sparse 2 - dense

Number of flowers per

NFI inflorescence 0- one 1-1-4 2-5o0r more

FL Flower length 0-upt00.8(0.9) cm 1-25cm 2-over25cm

PcL Pedicellength 0- shorter than calyx 1 - equal or longer than calyx

PL Pedunclelength 0- absent 1 -veryshort 2-upto aslong as leaf 3 - longer than leaf

SCP Standard colour pattern 0 - absent 1 - differently coloured spot 2 - differently coloured veins

3 - differently coloured back 4 —darker

SC Standard colour 0 - white 1 - yellow 2 - purple (bluish)

SP Standard pubescence 0- glabrous 1 - pubescent at back

SASh Standard apex shape 0- stronglyemarginate 1 - slightlyemarginate

WCP Wing colour pattern 0- absent 1 - tip differently coloured 2 - differently coloured veins

WC Wing colour 0- white 1 - yellow 2 - purple

0- ¥4 shorter than standard 1 - little shorter than standard 2 - longer than

WL Wing length standard
Flower |KC Keelcolour 0- white 1 - yellow 2 - purple

KCP Keelcolour pattern 0- absent 1 - dark tip 2 - much darker

KL Keellength 0- shorter than wings 1 - equal or longer than wings

CBSh Calyx base shape 0 - not gibbous 1 - slightly gibbous 2 - strongly gibbous

CMSh Calyxmouthshape 0- straight 1 - slightly oblique 2 - strongly oblique

CH Calyxhairness 0- glabrous 1 - clayx teeth only 2 - general coverage

CHD Calyxhairdensity 0- sparse 1 —dense

CcC Calyxcolour 0- green 1-purple atbase 2 -teeth purple 3 - purple 4 - dark at base

CTL Calyxteethlength 0- equal 1 - unequal

CUTL Calyxupperteethlength 0- longer than tube 1 - shorter than tube

CLTL Calyxlowerteethlength 0- longer than tube 1 - shorter than tube

CUTSh | Calyxupperteethshape 0- triangular 1 - lanceolate 2 —subulate

CLTSh | Calyxlowerteethshape 0- triangular 1 - lanceolate 2 - subulate
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Symbol | Character name Character state

LSh Legumeshape 0 - linear 1 - lanceolate 2 - rhomboid 3 —ohlong

LCS Legume cross-section 0- rounded 1 - slightlycompressed 2 — compressed

LP Legume position 0- erect 1 - horizontal 2 — hanging

LSt Legumestipitate 0 - not 1 — stipitate

Lpu Legume pubescence 0- glabrous 1 - entire coverage 2 - only on sutures

LSf Legume surface 0- smooth 1 - slightly ridged with veins 2 - strongly ridged with veins
Legume

LT Legumetorulose 0 - not 1 —torulose

LC Legumecolour 0- black 1 - brown 2 - yellowish brown 3 — yellow

LSC Legume suture curvature 0- suture parallel 1 - sutures unparallel

LSH Legume suture hairness 0- glabrous 1 - hairy 2 —ciliate

LBe Legumebeak 0- absent 1 - short 2—long

LBSh Legumebeakshape 0- straight 1-curvedup 2 -curved down

SNL Seednumber per legume 0-2 1-3-4 2-over5

Ssha Seedshape 0- spherical 1 - cubical 2 —elliptical

SCS Seed cross-section 0- uncompressed 1 — compressed

Ssu Seed surface 0- smooth 1 - wrinkled
Seed Sco Seedcolour 0- black 1 - brown 2 - red-brown 3 - yellowish

SCM Seedcolourmottling 0- absent 1 - present

HL Hilumlength 0 —long(70 - 80%) 1 —intermediate(20 - 40%) 2 — short(less than 20%)

HC Hilumcolour 0 - pale 1 - seedcolour 2 - dark

LSI Legumespongyinside 0 - not 1 - spongy

SSz Seed Size 0 - 3-5(6) mm 1-over 6 mm

3. Ecogeographic parameters and climatic
data corrections

A Global Positioning Systems (GPSGARMIN
eTrex® model 30) was used to collect
coordinates of sites investigated. Each sampling
site was characterized by the five ecological
factors (table 3) of Mediterranean climate as

described in [17]. Data of reference stations did
not reflect the point of view ecogeographical
actual bioclimatic conditions. For this reason,
we have made correction of climate data based
on extrapolations for different altitudinal point
as reported by [17].

Table 3 Climatic characteristics of reference stations (2004-2014)

Reference station Latitude | Longitude | Alt. (m) P (mm) m (°C) M (°C)
Jijel (airport) 36°48 N 05°53 E 8 1066.1 6.8 315
Skikda 36°53 N 06°54 E 2 829 8.8 29
Annaba 36°50 N 07°48 E 3 684.4 6.7 315
Relizane 35°44 N 00°32E 95 352,5 5,3 38,6
Constantine 36°17 N 06°37E 693 486.6 2.2 35.2
Bordj Bou Arerridj 36°04 N 04°46 E 928 392,9 1,7 36,4
Khenchla 35°28 N 07°05 E 983 520,8 18 34,9
Oum EI Bouaghi 35°52 N | 07°07 E 889 410.4 1.1 35
Tlemcen (Zenata) 35°01N 01°28 W | 246 359.8 6.2 33.9
Tébessa 35°25N 08°07 E 821 382,6 1,7 35,6
Batna 35°45N 06°19 E 822 346,8 0,1 36,4
Guelma 36°28 N 07°28 E 227 622.3 4.5 36.4
Mila* 36°27 N 06°16 E 437 742 4.4 315
Ain Temouchent* 35°17 N 01°08 W | 235 485 6.8 30.2
El Tarf Ben M’hidi* 36°46 N 07°54 E 6 707 7,1 31,2

Alt altitude, P annual rainfall, M and m are the of the average maximum temperature of the hottest month
and the average of the minimum of the coldest month, respectively * Data from “Climate data org”

4. Calculation of the bioclimatic coefficient of
Emberger (1955) and definition of the
bioclimate

The pluviothermic Emberger quotient (Q2) is
determined by the combination of three major
climate factors. This quotient easy to interpret:
the more Q2 values are larger and more stations
are wet. Calculation details are reported in [17].
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5. Data analyses

Cluster analysis of morphological characters
and ecogeographic parameters were performed
with Euclidean Distances Matrix based on the
UPGMA. In the other side, a PCA was
undertaken to clarify correlation between
morphological characters and to identify
characters which contribute the most in
accessions distinction.
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These analyses were carried out with Data
analysis software (STATISTICA version 6.1
program). Finally, to display a possible
correlation between morphological characters
and ecogeographic parameters, a Mantel test
[18] based on Pearson’s correlation was used
(XLSTAT Pearson edition, version 2014.5.03).
The p-value was calculated from the
distribution of r(AB) using 10000 permutations.
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RESULTS

1. Cluster analysis based on morphological
characters

The dendrogram illustrated in Figure 2 shows
the relationships between taxa, based on the
variation in morphological characters. At a
distance of 7.71, the dendrogram can be divided
into 2 major clusters (I and I1).

8 E — 2 ¢ V. monantha subsp. calcarata
:—)—f—‘} b 0 V. monantha subso. cinerea
[ e SEE—— |
. 1 o V., lutea subsp. vestita
- } I =V juteasubso. ev-lutea
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Euchdian Gistances

Figure 2.Dendrogram generated using UPGMA cluster analysis based on morphological diversity of
37 Vicia L. accessions

1.1. Interspecific polymorphism

The similarity matrix of all pairs of
studied  populations  (Fig. 3)  shows
variability within and between accessions.
The low distance value indicates high
level of homology in the variation pattern
of the morphological characters.
Accessions 26 and 74 appears to be a
sister taxa of V. monantha subsp.
calcarata. This clade is strongly supported
by the lowest  distance (d=3.61).
Differences between the two accessions
concern only 13 characters on 78 used
(SP-SHL-LB-LHE-TP-TL-THD-NFI-

SCP-WCP-CBSh-CMSh-SNL). The
higher distance (d=9.59) is observed
between 97 (V. tenuifolia) and 34 (V.
narbonensis) which are different by 41

characters (SB-SEC-SP-LPL-LRSh-LRS-
LC-LLP-LS-LAS-LB-LM-LHE-LAHD-
SS-NFI-PL-WCP-WC-KC-CBSh-CMSh-
CH-CC-CTL-CLTSh-LCS-LP-Lpu-LT-
LC-LSH-LB-LBSh-SNL-Ssha-SCS-Ssu-
SCM-HL-SSz).
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1.2. Intraspecific variability

For each species, a distance matrix is obtained
and used to construct the dendrogram between
accessions of the same species (data not shown).
The results of the dendrograms are used in the
discussion.

2. Principal Component Analysis based on
morphological data

Six  characters (LAC-LBP-LAD-TB-WL-

LBSh) were excluded from PCA as they are

homologous between all accessions. The

remaining 72 characters were used for the

analysis. Two-dimensional (2D) plot was
obtained using the first two PCs. The
morphological characters which strongly

contributed to the formation of PC1 are LC, CH,
SF, LAHD, LHE, Sco, LSI and PL. Those
which most contribute to the formation of PC2
are LSf, SCM, HL, LPL, LLP and LRSh. In the
other side, characters which have a low loading
in accessions distinction are SNL, NFI, FL, SB
for PC1 and LSI, CC, PcL, SP and LC for PC2.



BECHKRI et al.

The strongest positive correlation (r = 1.00) was
found between SP and PcLand also between
SCM and LPL. The strongest negative one (r =
-0.89) was obtained between LPL and LRSh,
SCM and LRSH (p < 0.05).

F1 F3 Fa T12 T1s P23 P26 T2y Mo

n 0,00

3 6,75 0,00

Ta 545 615 0,00

Fia TAE 510 B4F 0,00

Figs 645 510 645 453 0,00

Tag 721 678 0T T2 616 0,00

Tag 6T 436 BT 455 455 6,36 000

Tar T2 SI0 812 555 523 T ST4 000

Tas G500 523 T45 553 6,00 TT5 574 4,47 000

T30 516 TE2 T4F 500 6,53 566 T42 500 537 0,00

T34 721 75 B00 60 TE2 S0 E06 555 560 463 0,00
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In parallel, the projection of individuals
(accessions) was done using the observation
with the sum of the squared cosinus >0.00. The
results are shown in figure 5.
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Figure 3. Similarity matrix of morphological characters

Figure 4.Principal Component Analysis of 72
morphological characters
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3. [Ecogeographic parameters

3.1. Data correction and bioclimate definition
The results of correction of the pluviometric and
temperature data and calculation of Q2 were
used to define the bioclimate of each site using
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studied populations
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Emberger climagramm. All results are shown in
table 4. The large difference between taxa in the
range of GPS coordinates from which they were
collected is reported in table 1.
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Table 4. Corrected data of climatic characteristics and calculation of Emberger quotient of sampling

sites investigated

Code | Alt.(m) | K P (mm) m(°C) | M (°C) Q2 Bioclimate

1 42 1,0386 | 860,99 8,64 28,72 147,07 | LH - warm winter

4 604 0,9268 | 450,98 2,55 35,82 46,49 | HSA - cool winter

58 448 0,7986 388,59 3,18 36,91 39,52 | MSA -temperate winter
82 223 1,0025 | 611,62 4,51 36,52 65,54 | SH - mild winter

62 110 1,1042 | 701,16 8,36 28,24 120,97 | SH - warm winter

63 52 1,0482 | 868,95 8,6 28,65 148,65 | LH - warm winter

79 11 1,0056 710,93 7,08 31,16 101,27 | SH - warm winter

87 28 1,0150 | 1082,09 6,72 31,36 150,63 | LH - mild winter

90 24 1,0245 | 701,16 6,61 31,35 97,21 | SH - mild winter

3 822 0,9346 | 383,56 1,36 35,46 38,58 | MSA - cool winter
12 105 1,0113 | 356,48 5,26 38,53 36,75 | LSA - mild winter

26 755 1,3393 | 833,44 2,38 32,80 93,97 | SH - cool winter

27 887 0,9980 | 409,57 1,108 35,014 41,43 | MSA -cool winter

40 711 13111 | 815,89 2,56 32,80 92,54 | SH - cool winter

44 843 2,3274 | 837,39 3,81 29,72 110,85 | LH - temperatewinter
45 923 0,9949 | 390,89 1,72 36,43 38,63 | MSA -cool winter

49 847 1,1265 | 548,15 1,58 34,12 57,78 | HSA- cool winter

60 860 0,9055 | 471,58 2,29 35,76 48,33 | HSA- cool winter

74 1078 1,2686 | 485,36 0,67 33,80 50,25 | HSA -cold winter

77 683 0,8396 | 291,17 0,65 37,37 27,20 | HA -cold winter

78 633 0,9506 | 462,56 2,44 35,62 47,82 | HSA - cool winter
84 586 0,9120 | 466,85 2,62 35,94 48,06 | HSA- cool winter

98 1087 1,2780 | 488,96 0,63 33,73 50,67 | HSA- cold winter

29 822 0,9346 | 383,56 1,36 35,46 38,58 | MSA - cool winter
18 934 1,0061 | 395,29 1,67 36,35 39,10 | MSA - cool winter
46 944 1,0162 | 399,26 1,63 36,28 39,52 | MSA - cool winter
91 1222 1,1835 | 616,36 0,84 33,22 65,29 | SH - cold winter

101 1077 1,0721 | 558,35 1,42 34,24 58,35 | HSA- cool winter

23 425 0,7796 | 379,35 2,62 35,94 39,05 | MSA - cool winter
30 325 0.9396 | 697.18 4.84 32.28 87,15 | SH - mild winter

34 434 0,7870 | 382,95 3,23 37,01 38,88 | MSA- temperate winter
55 443 0,7944 | 386,55 32 36,95 39,28 | MSA- temperate winter
81 604 0.9268 | 450.98 2.55 35.82 46,49 | HSA- cool winter

56 276 1,0338 | 501,38 6,63 29,91 73,87 | SH - mild winter

89 543 1,0725 | 402,29 2,52 35,52 41,81 | MSA - cool winter
97 222 1,0107 | 490,13 6,85 30,29 71,72 | SH - mild winter

100 586 0,912 466,85 2,62