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RESUME

Notre travail porte sur l'extraction, la caractérisation et la quantification de
quelques métabolites secondaires de l'espéce méditerranéenne M communis L.

(Rihan). et I'espece saharo-endémique M nivellei Batt et Trab. (Tafeltest).

Les essais d'introduction in vitro, nous ont permis de mettre en place un
protocole pour la désinfection des graines. La micro-propagation a partir de vitro-
semis a montré que le milieu de base MS complété avec 1.5 mg/l BA+0.5 mg/I
ANA+0.05mg/l GAz, a permi un trées bon allongement caulinaire. L'induction des
racines est plus efficace sur le milieu contenant 1mg/l ANA. Les essais de
callogénése ont réevélé que les milieux contenant une balance hormonale equilibrée
auxine/cytokinine ont fourni des cals volumineux. Cependant, les explants de feuilles

et d'entrenoeuds sont plus callogenes que les racines.

L'analyse de la fraction volatile par CG/SM a permis d'identifier les composés
majoritaires des huiles essentielles des plantes récoltées, grace a laquelle nous
avons attribué le chémotype Limonene/a-pinene a M communis, et le chémotype
0-elemene/a-Terpinéol a M nivellei. Le dosage par spectrophotométrie UV-visible
de quelques groupes de polyphenols a révélé leur présence en concentrations
élevées dans les extraits polaires des plantes, alors que les extraits des cals sont
pauvres en polyphenols mais riches en sucres.L'étude de l'activité anti-microbienne
des huiles essentielles et des extraits a montré que les souches E coli, S aureus et S
epidermidis sont les plus sensibles. Un important pouvoir anti-oxydant a été observé
pour les extraits des deux plantes, alors que les huiles essentielles et les extraits des

cals ont présenté un excellent pouvoir chélateur du fer.

Mots clefs: Myrtus communis L., Myrtus nivellei Batt et Trab., micro-propagation,

huiles essentielles, extraits.



ABSTRACT

Our work concerns the extraction, the characterization and the quantification
of some active secondary metabolites of the mediterranean specie Myrtus

communis L. and the saharo-endemic specie Myrtus nivellei Batt and Trab.

The in vitro assay leads to the determination of the best protocol for the seed's
disinfection. The in vitro shoot's culture from seedling plantlets show that the basic
medium MS supplemented with 1.5mg/l BAP+0.5mg/l ANA+ 0.05mg/l GAg, is the
best medium for the buds' elongation. The rooting induction is more efficient on
MS medium containing 1mg/l ANA. The callus culture assays reveal that the
media containing an equilibrated balance auxin/cytokinin allow the growth of big
callus. However, explants taken from leaves or hypocotyles are more callogenous

than roots.

The analysis of the volatile fraction by GC/MS permits the identification of the
major components of the essential oils. We give the chemotype Limonene/a-
pinene to M communis and the chemotype 0&-elemene/a-terpineol to M nivellei.
The quantification of some scales of polyphenols by UV-vis spectrophotometry
shows high concentrations of these metabolites in the polar extracts. Whereas, the
callus extracts are poor on polyphenols but very rich on sugar. The antimicrobial
activity of the essential oils and the extracts shows a high sensitivity of some
strains like: E coli, S aureus, S epidermidis. An important free-radical scavenging
activity is observed with the different extracts of these two species. Whereas,

essential oils and callus extracts have an excellent iron chelating ability.

Keywords: Myrtus communis L., Myrtus nivellei Batt et Trab., micro-propagation,

essential oils, extracts.
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INTRODUCTION

Les plantes ont été longtemps employé comme remédes traditionnels sans
savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiqgues. Cependant, I'évaluation de
leurs propriétés phyto-thérapeutiques demeure une tache tres intéressante et utile
[1], en particulier pour les plantes d’utilisation rare ou moins fréquente dans la

médecine et les traditions médicinales.

Malheureusement, la récolte et I'utilisation intensive par ’lHomme ont provoqué
la disparition de certaines espéces [2]. Pour pallier a ce probleme, de nombreux
chercheurs font appel aux techniques de culture in vitro, qui sont de plus en plus
employées pour assurer la propagation clonale des génotypes élites, afin de
satisfaire les besoins en agriculture, en industrie et en horticulture. Elles
demeurent un outil tres efficace au service de la recherche biologique et

physiologique [3].

L’'organisation mondiale de la santé OMS a estimé que prés de 80% de la
population mondiale utilisait principalement des remedes a base de plantes [4].
Parallelement on estime ['utilisation de plusieurs huiles essentielles et extraites de

plantes dans le domaine thérapeutique, pharmaceutique et agro-alimentaire [5].

Les composés anti-oxydants naturels font actuellement I'objet de nombreuses
études, car, en plus de leur role dans la conservation des denrées en industrie
alimentaire, ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaxie ou le traitement de

nombreuses pathologies.

L’Algérie de par son aire géographique et sa diversité climatique riche en flore
naturelle, recele d'une gamme importante de plantes médicinales et aromatiques,
faisant partie du grand patrimoine végétal de notre pays. L'intérét porté aux
principes actifs d'origine végétale, nous a conduit a axer nos recherches sur deux
espeéces appartenant au genre Myrtus: l'espéce meéditerranéenne Myrtus

communis L. et I'espece saharo-endémique Myrtus nivellei Batt et Trab.
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Ce travail apporte une nouvelle contribution a I'etude du myrte algérien, ayant
pour but d'isoler et d'étudier I'activité anti-microbienne et anti-oxydante de certains
metabolites obtenus a partir des plantes récoltées in situ d'une part et celles
développées in vitro d'autre part.

Cette étude s'integre également dans le contexte plus global de la mise en
valeur de la biodiversité des plantes aromatiques algériennes, ainsi que dans le
cadre de la préservation des especes endémiques en voie de disparition du

Sahara central.

Notre problématique a pour objectif de déterminer, pour la premiere fois en
Algérie, la composition chimique de Myrtus communis L. et M nivellei Batt et Trab.
d’en connaitre éventuellement les principes actifs qui lui conférent ses propriétés
thérapeutigues. Elle vise aussi a répondre a deux interrogations majeures :

- Est-ce que ces plantes contiennent réellement des substances bioactives ?

- Ont-elles vraiment des effet biologiques?

Afin de trouver des reponses a ces guestions, notre experimentation a porter

sur les points suivants:

= Une description botanique détaillée de la partie aérienne de chaque espéce
basée sur des observations macro et microscopiques.

» Un essai de callogenese et de micro-bouturage des deux espéces.

» Une extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur et
détermination de leur composition chimique par CG/SM.

= Une extraction des composés polaires non volatils par solvant.

» Une détermination de la sensibilité des bactéries et des champignons vis-a-vis
des extraits naturels obtenus.

» Une évaluation de la capacité des extraits naturels a piéger les radicaux libres.
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CHAPITRE 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Les plantes médicinales et la phytothérapie

1.1.1. Historique

Depuis l'antiquité, les Hommes ont apprécié les plantes médicinales pour
leurs effets bénéfiques sur le corps et I'esprit, liés essentiellement aux principes

actifs qu’elles contiennent et qui agissent directement sur I'organisme [6].

Cependant, 'THomme n’a découvert les vertus bénéfiques des plantes que par
une approche progressive, facilitée par I'organisation des rapports sociaux, en
particulier a partir du néolithique (8000 ans avt.J.C). L'observation liée a
I'expérience et la transmission des informations glanées au cours du temps, font
que certains guerisseurs deviennent capables de poser un diagnostic, de
retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le malade [7]. Cependant,
I'utilisation des plantes n’était pas sans danger, parce qu'ils n'avaient pas la notion
des dosages efficaces pour traiter telle ou telle affection, et ne distinguaient pas

encore les plantes toxiques des plantes thérapeutiques [8].

En chine, il y a 5000 ans, I'empereur Chen Nong passionné par la
phytothérapie répertorie plus de 365 plantes médicinales, on Ilui attribue
eégalement les premiers traitements par 'acupuncture [9]. Quatre milles (4000) ans
avant la naissance du Christ, les populations babyloniennes et sumériennes
utilisaient les plantes pour se soigner. Dans les civilisations indienne et azteque,
on trouve aussi la trace d'utilisations médicinales tres anciennes [7]. Le soin de la
peau a commencé 3000 ans avt.J.C, les égyptiens l'ont enregistré en forme

hiéroglyphique sur les peintures murales des temples [10].

Les grands médecins grecs, dont le plus célébre est Hippocrate (5° siécle avt.
J.C.), utilisaient les narcotiques, les laxatifs ou les émétiques, et Theophraste

(370-285 avt. J.C.) a classé les plantes dans son ouvrage "Historia plantarum” [7].

A l'apogée de I'empire arabe, les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en
médecine et en pharmacie: Abu Bakr al-Razi ou Rhazés (865-925) qui fut I'un des
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grands médecins de son temps et le précurseur de la psychothérapie. Il fut suivi
par Ibn Sina ou Avicenne (980-1037), qui écrivit le “Canon de la médecine”. Ce
livre servira de base a I'enseignement de la médecine dans les universités de
Louvain et de Montpellier jusqu’a 1650. Ibn al Baytar (1197-1248) rédigea “ Le
tres complet Somme des Simples” qui contenait une liste de 1400 plantes

médicinales, dont un millier, étaient connues par des auteurs grecs [7].

Récemment, l'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme
alternative de soin et le développement de la résistance des germes aux
antibiotiques disponibles, a mené les chercheurs a étudier lactivité anti-
microbienne des plantes médicinales [11, 12]. A cet égard, l'utilisation de ces
substances naturelles présente un avantage certain sur les produits de synthése,
qui se révelent toxiques et parfois méme canceérigenes, aussi bien pour les

cellules animales que végétales [13].

1.1.2. Les plantes a caractére médicinale

Les plantes sont dites médicinales lorsqu’un de leurs organes, possede des
activités pharmacologiques pouvant conduire a des emplois thérapeutiques [14,
15, 16, 17]. Cependant, de nombreuses plantes sont toxiques et ne doivent étre
utilisées que sous forme de principes actifs comme précurseurs pour I'obtention
de médicaments [18, 19]. L'emploi incontrdlé de plantes cueillies dans la nature

peut aboutir & des intoxications graves, voir mortelles [20].

1.1.3. La phytothérapie

D'apres DEBUIGNEG [21], la phytothérapie est étymologiquement le
traitement par les plantes ou leurs formes dérivées, dont on disttingue deux types :
» Une pratique traditionnelle, trés ancienne basée sur l'utilisation de plantes

réputées médicinales, qui est encore massivement employée. C'est une

médecine paralléle du fait de I'absence d'études cliniques [22].
 Une pratique basée sur les avancées scientifigues et la recherche des

principes actifs des plantes. Cette phytothérapie est assimilée aux

médicaments: c'est la pharmacognosie [22].
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1.1.4. La récolte des plantes médicinales

Les organes d'une plante médicinale ne sont pas forcement tous actifs: selon
I'espece on utilise les fleurs, les feuilles, les fruits, I'écorce ou les racines.
L'époque et le moment de la cueillette ont une grande influence sur l'activité
thérapeutique, car les phénomeénes physiologiques et biochimiques, qui ont lieu
dans les cellules végétales, dépendent de la photosynthése [23]. Selon VALNET
[24], plusieurs régles doivent étre respectées:

- Les racines, les tubercules, les rhizomes et les bulbes se récoltent en
automne, avant que leurs réserves se mobilisent.

- Les tiges se récoltent en automne lorsque les feuilles ne sont pas en activité.

- Les feuilles se récoltent au moment de leurs développement mais avant
la formation des boutons floraux, qui diminueraient la teneur en principes actifs.

- Les fleurs doivent étre ramassées avant leur épanouissement et avant la
fécondation.

- Les fruits charnus doivent étre cueillis dés qu’ils sont mars.

- Les semences doivent étre récoltées en pleine maturité.

1.1.5. La conservation des plantes médicinales

La récolte et le séchage des plantes médicinales demandent beaucoup de
soins, afin qu'elles gardent leurs qualités thérapeutiques. Le séchage se fait a
I'abri de la poussiére et de I'humidité, dans un endroit ombré et bien aéré, car les
rayons solaires causent une altération des matieres actives. Aprés séchage, elles
doivent étre conservées a sec et a I'obscurité, dans des récipients fermés, des

boites en carton ou des sacs en papier [15].

1.1.6. Domaines d’application des plantes médicinales

Les substances contenues dans les plantes sont de nature chimique variée,
certaines sont solubles dans I'eau, dans l'alcool, ou bien dans l'huile. On peut
utiliser une plante seule ou en mélange avec plusieurs drogues, parfois méme
combinée avec d'autres préparations naturelles ou synthétiques [15]. Elles ont des
intéréts multiples en industrie et en pharmacie, qui utilisent une forte proportion de
plantes comme source de molécules actives nouvelles, ou comme matieres

premieres pour la semi-synthése [25].
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1.1.7. Place des plantes médicinales

Durant cette derniere décennie, le recours a la médecine traditionnelle a
connu un regain d’attention et d’intérét a travers le monde. En Chine, 40% environ
de 'ensemble des soins s'inspirent de la médecine populaire. En Amérique latine

plus de 50% de la population ont recours a cette thérapie [26].

Par ailleurs, selon l'organisation mondiale de la santé OMS, prés de 6377
plantes sont utilisées en Afrique. En 2004, pres de 75% de la population africaine
ont eu recours aux plantes pour se soigner. Car, dans certains pays d’Afrique
centrale, le savoir faire des guérisseurs traditionnels représente le seul moyen de
traitement des maladies, surtout celles qui ont une grande ampleur comme le

malaria et le syndrome d'immunodéficience acquise (Sida) [27].

Dans les pays développés, la médecine traditionnelle connait toutefois un
succes croissant, surtout qu'elle peut étre acquise a moindre co(t sans effets
secondaires [28]. Ainsi, le pourcentage des populations ayant eu recours a cette
pratigue au moins une fois est de: 48% en Australie, 70% au Canada, 49% en
France et 42% aux Etats-Unis [26].

De nos jours, l'usage des plantes médicinales est fréquent sur toutes les
zones rurales des pays du Maghreb, notamment au Maroc ou le recours a ces
plantes atteint jusqu'a 70% de la population [29]. Les pharmacopées régionales
s'inspirent de la médecine arabe classique et de I'expérience locale des
populations en matiére de soins. Elles refletent a la fois I'histoire des magrébins et

les spécificités de leur environnement naturel.

C'est dans ce contexte international marqué par le sommet de Rio et les
recommandations de I'OMS, que des stratégies de conservation des plantes
médicinales sont en cours d'élaboration, par I'ensemble des pays de I'Afrique du
nord, particulierement 'Algérie qui présente une richesse floristique inestimable,
aussi bien pour I'’économie du pays que pour le maintien de I'équilibre écologique
de la région. Parmi ces ressources naturelles, il existe au moins 500 espéces de
plantes médicinales utilisables par les phytothérapeutes, dont 100 espéeces se

vendent au marché chez les herboristes [30].
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1.2. Les substances actives

Une des originalités majeures des végétaux, réside dans leur capacité a
produire des substances naturelles tres diversifiees. En effet, a coté des
métabolites primaires classiques, ils accumulent frequemment des métabolites
dits secondaires. Ces derniers appartiennent a des groupes chimiques variés, qui
sont tres inégalement répartis chez les végétaux, mais dont le niveau

d'accumulation peut quelquefois atteindre des valeurs élevées.

1.2.1. Les huiles essentielles

1.2.1.1. Définition

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges de composés aromatiques,
issues du métabolisme secondaire de la plante, certaines essences ont jusqu'a
250 molécules dans des proportions parfaitement adaptées les unes aux autres
[16]. Se sont des molécules volatiles, réfringentes, optiqguement actives et d'odeur
tout a fait caractéristique [8]. Elles s'oxydent facilement a I'air, insolubles dans
I'eau, mais totalement solubles dans les graisses et les solvants organiques d’ou
le nom d’huile, soulignant le caractére visqueux et hydrophobe [31]. Mais
contrairement aux huiles végétales, les huiles essentielles ne contiennent pas de

corps gras [32].

1.2.1.2. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les plantes supérieures
[33]. La synthése et I'accumulation de ce métabolite est associée a des structures
histologiques spécialisées, situés sur ou a proximité de la surface des organes de
la plante [34, 33]. Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister
simultanément chez une méme espece, voire dans un méme organe [35, 36, 37].

Les huiles essentielles se forment dans le cytosol ou elles s’accumulent dans
les vacuoles du mésophile ou les glandes oléiferes [36]. L'excrétion dans les
cavités des poches ou des canaux est réalisée par exocytose ou par lyse des
cellules bordant la cavité [38]. Dans une méme espece, la composition de 'huile
essentielle peut différer d'un organe a un autre [39].
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1.2.1.3. Roles physiologigues des huiles essentielles

1.2.1.3.1. Pour la plante

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles, leur mode d’action
exact demeure encore obscure [40], mais de nombreux travaux tentent de dévoiler

leur réle dans la vie d'une plante, il semble qu'elles:

- Favorisent la pollinisation en attirant les insectes pollinisateurs [41].

- Représentent une source énergétique facilitant certaines réactions chimiques et
conservent I'humidité des plantes poussant dans les régions arides [42].

- Protegent la plante contre la flore microbienne par leurs propriétés fongicides et
bactéricides, et contre les herbivores par leur golt amer et leurs effets
défavorables sur leur systeme nerveux [43].

- Responsables du parfum des fleurs et jouent parfois le réle d'insecticide [44].

1.2.1.3.2. Pour I'Homme

De par la diversité de leur composition, les huiles essentielles trouvent des

emplois dans différents domaines:

En pharmacie, elles sont utilisées pour la préparation des médicaments,
infusion ou dans l'aromatisation des formes meédicamenteuses par voie orale,
elles sont parfois utilisées comme suppléments diététiques [45]. Sans oublier
gu’elles constituent le support de I'’Aromathérapie [33].

En parfumerie, c'est le débouché principal des huiles essentielles, la
cosmétologie et le secteur des produits d’hygiéne sont également des
consommateurs, mais vu que les produits naturels sont souvent trés chers,
certaines industries privilégient les produits synthétiques [43].

En industrie alimentaire, elles sont responsables de I'amélioration de la saveur
et de la couleur de nombreux produits de consommation (produits laitiers,
boissons, soupes, confiserie et boulangerie) [46, 47, 48, 49].

Dans diverses industries, surtout chimiques, qui utilisent des isolats pour la

synthése des vitamines et des substances odorantes [33].
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1.2.1.3.3. Pour la nature

Les fonctions écologiques des huiles essentielles demeurent le plus souvent
mal connues [16], il est parfois vraisemblable qu'elles aient un rdle aussi bien dans
le domaine des interactions végeétal-végétal en tant qu'agents allélopathiques [43],

que dans celui des interactions végétal-animal [33].

Le réle attractif ou répulsif des huiles essentielles, vis-a-vis des prédateurs, les
conduits a une localisation épidermique, soit sous forme de cellules isolées
sécrétrices, soit le plus souvent sous forme de poils sécréteurs. Les essences ont
frequemment un effet télétoxique sur la germination des graines. Par leur odeur,

elles interviennent dans la pollinisation et dans la dispersion des diaspores [49].

1.2.1.4. Composition chimigue des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes renfermant des
constituants tres variables, qui appartiennent de facon quasi-exclusive a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: le groupe des
terpenes d'une part et le groupe des composés aromatiques, dérivés du
phénylpropane d’autre part. Elles peuvent aussi renfermer des composeés divers,

issus de processus dégradatifs, mettant en jeu des constituants non volatils [50].

» Terpénes
Les terpenes constituent une famille de composés trés répandus dans le

regne végétal. Leur particularité structurale est la présence dans leur squelette
d’'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par WALLACH
dés 1887 (figure 1.1). Cet isoprene est a la base du concept de la “regle
isoprénique” énoncée en 1953 par RUZICKA et complétée par LYNEN et al.
(1958) et BLOCH et al. (1959) [29].
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Figure 1.1: Structure de l'unité isopréne (CsHsg) [29].
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Les terpénes sont classés selon le nombre d’unités isopréne en une série de
structures homologues: hémiterpénes Cs, monoterpénes C;g, sesquiterpenes Cjs,
diterpenes Cy, triterpenes Cgo, polyterpénes (Cs)n ou n peut étre compris entre 9
et 30000 [29]. Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les
terpenes les plus volatils, comme les monoterpenes, les sesquiterpenes et leurs
dérivés oxygénés [16]. Mais selon RICHTER [51], méme les diterpenes ont un
point d’ébullition peu élevé, qui détermine leur caractere volatil. Ainsi, les
monoterpenes constituent avec les sesquiterpénes et les diterpénes, la plus

arande partie des huiles essentielles (figure 1.2).
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Figure 1.2: Structure de quelques composeés des huiles essentielles.

« Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Ces-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
terpenes. On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des
composés (Cs-C;) comme la vanilline ou les lactones dérivees des acides

cinnamiques [52]. lls sont entrainables par la vapeur d’eau [16].

« Composés d’origines diverses

Selon BRUNETON [16] les huiles essentielles entrainées par la vapeur d'eau
contiennent des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles.
Ces composés contribuent souvent aux arémes des fruits. Compte tenu de leur

mode de préparation, les concretes et les absolues peuvent aussi en renfermer.
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1.2.1.5. Procédés d’obtention des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles est une opération trés ancienne.
Cependant, le choix de la méthode d'extraction dépend des propriéetés de I'huile
essentielle [57, 58]. L’extraction par la vapeur d'eau est la méthode la plus
largement utilisée [59, 60, 61]. D’autre part, il est bien connu que les rendements
d’extraction et la qualité finale de I'huile sont affectés principalement par la
meéthode d’extraction, le type et la quantité du solvant, la température, le temps

d’opération ainsi que la taille des particules [47, 33, 58].

De nouvelles méthodes plus selectives, ont été développées a petite et grande
échelle, afin de maximiser le rendement et réduire le temps d’extraction, comme:

» L'extraction par sonication [62, 16].

» L'extraction aux solvants volatils [57].

» L'extraction par expression des épicarpes de citrus [34, 16].

* L'extraction par enfleurage [57].

* L'extraction au CO; supercritique [57].

1.2.1.6. Activités biologigues des huiles essentielles

» Activités spasmolytiques et sédatives

De nombreuses huiles essentielles sont réputées efficaces pour supprimer les
spasmes gastro-intestinaux, ou pour stimuler la sécrétion gastrique, d’ou le nom
stomachique et gastrique [33]. D'autres sont utilisées pour traiter les insomnies,

I'anorexie nerveuse, la fatigue et les divers troubles psycho-somatiques [63].

» Activités antalgiques et anti-inflammatoires
Certaines huiles essentielles sont utilisées comme anésthésiants, antalgiques,

détoxifiants ou encore analgésiques [53].

» Activités cicatrisantes et régénératrices
L’huile essentielle du romarin et de la lavande présentent un pouvoir
cicatrisant tres avancé, aussi bien sur la peau que sur les tissus profonds dont les

mugqueuses [67, 68].
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» Activités anti-septiques, anti-microbiennes et anti -parasitaires

Selon SALLE [41], le pouvoir anti-septique des huiles essentielles s’exerce a
I'encontre de bactéries pathogenes variées, y compris les souches habituellement
antibiorésistantes (tableaul.l). Leur mécanisme d'action n’est pas entierement
compris, mais on pense qu’elles provoquent la rupture de la membrane du micro-
organisme [64]. Le nérolidol de l'espéce Viola surinamensis posséde une activité
anti-malariale [65]. L’alantolactone et son isomeére ont des propriétés anti-
bactériennes contre Mycohacterium tuherculosis et anti-fongiques contre des

pathogenes opportunistes [66].

» Activité irritante

Les huiles essentielles utilisées en usage externe peuvent augmenter la micro-
circulation et donner une sensation de chaleur. Actuellement, des gels, des
cremes et des pommades a base dhuiles essentielles sont destinées pour
soulager les entorses et les courbatures, mais en usage interne, elles déclenchent
des phénomenes d'irritation en stimulant les cellules & mucus et en augmentant

les mouvements de I'épithélium situé au niveau de I'arbre bronchique [33].

» Activité anti-oxydante

La capacité anti-oxydante des huiles essentielles est étroitement liée a leur
contenu en phénol [69]. Le carvacrol est un anti-oxydant puissant des huiles
essentielles chez les labiaceae [53]. JUKIE et MILO [70] ont montré que I'huile
essentielle de Thymus vulgarae est capable de réduire le radical 2,2’-diphenyl-I-
picrylhydrazyl (DPPH).

Tableau 1.1: Bioactivité de quelgues composés des huiles essentielles.

Composeés Bioactivités Références
Acétate de | Anti-bactérien, anti-spasmodique, anti-viral,
bornyl expectorant,
Analgésique,anesthésique, anti-oxydant, anti- TEIXEIRA DA
Camphre | septique anti-diabétique,anti-dysentérique,anti- SILVA [5]

spasmodique

a- thujone | Anti-bactérienne, insecticide, larvicide, pesticide

1,8- cineole | Anti-microbien SVOBODA et

Linalool | Anti-microbien, hypnotique, hypothermique HAMPSON [71]

- asarone | Sédatif, hypnotique
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1.2.2. Les composés phénoligues

Les polyphenols constituent un des groupes les plus largement distribués
dans le régne végétal, avec plus de 8000 structures phénoliques connues
(appendice B). Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des
végétaux, présents dans tous les organes de la plante. lls résultent
biogénétiguement de deux voies de synthése principales: la voie shikimate et la

voie acétate [72].

1.2.2.1. Définition

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances
chimiques comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes
hydroxyle, en plus d'autres constituants [73]. lls forment un groupe de composés
trés importants, englobant de nombreuses classes dont: les acides phénoliques,

les flavonoides et les tanins [74, 75].

De nombreux facteurs tels que la germination, le degré de maturité, la variéte,
le traitement et le stockage ont une influence sur le taux des polyphenols dans les
plantes [72]

1.2.2.2. Roles des composés phénoliques

1.2.2.2.1. R6le nutritionnel et thérapeutique

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus
dans la nature et jouent un grand r6le dans la qualité nutritive et hygiénique des
aliments, certain d'entre eux ont des propriétés vitaminiques, utilisées par
l'industrie pharmaceutique (tableau 1.2). On estime que la prise moyenne des

polyphenols par THomme s’étend de 25 mg/jour a 1 g/jour [76].

De nombreuses études ont montré que les polyphenols inhibent I'agrégation
plaguettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose [77], ils agissent
également comme agents suppresseurs des tumeurs [78]. SCALBERT et
WILLIAMSON [79] rapportent qu'ils peuvent exercer un effet protecteur contre

I'ostéoporose, en modulant la réponse aux cestrogénes endogénes.
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Tableau 1.2: Bioactivité de certains composés phénoliques.

Polyphénols Activités Auteurs
Anti-bactérienne DIDRY et al. [80]
Acides Anti-fongique RAVN et al. [81]
phénoliques | Anti-oxydante HAYASE et KATO [82]
Antalgique RIBEREAU [83]
Anti-carcinogéne DAS et al. [84]
Flavonoides | Anti-inflammatoire BIDET et al. [85]
Anti-oxydante ARUOMA et al. [86]
Anti-allergique MIDDLETON et KARDASNAMI [87]
Anti-oxydante BAHORUN et al. [88]
Anthocyanes | Anti-tumorale DE OLIVEIRA et al. [89]
Anti-fongique BROWNLEE et al. [90]
Anti-inflammatoire KREOFSKY et al. [91]
Anti-oxydante OKUDA et al. [92]
Tanins Anti-bacterienne CAVIN [93]
Vasocontrictrice PARIS et MOYSE [94]

1.2.2.2.2. R6le physiologique et écologique

Plusieurs travaux ont monté que les polyphénols sont associés a de nombreux
processus physiologiques: croissance cellulaire, différenciation, organogenése,
dormance des bourgeons, floraison et tubérisation [95, 96].

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs et représentent
des signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs. D'autres polyphénols
incolores interagissent avec les anthocyanes pour altérer, par co-pigmentation, la
couleur des fleurs et des fruits [97]. Certains flavonoides et surtout les tanins sont
des anti-appétants protégeant les plantes de la prédation [98]. lls agissent aussi
comme écran-protecteur contre les effet nocifs du rayonnement UV [99, 100]. La
capacité d'une plante a résister a l'attaque des insectes et des micro-organismes

est souvent corrélée avec sa teneur en polyphénols [101, 102, 103].

ZIOUTI et al. [104], ont étudié I'implication des polyphénols du palmier dattier
dans la réaction de défense de cette plante contre le bayoud: maladie infectieuse
die a un champignon tellurique Fusarium oxysporum fsp albidinis. Ces
meétabolites participent au renforcement des parois cellulaires de la plante, qui

deviennent moins dégradables par les parasites [105].
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Le monde animal et aussi concerné par les composés phénoliques et en
particulier les flavonoides. On trouve par exemple la chrysine et la quercétine
dans la propolis des abeilles. Ces insectes les fabriquent a partir des secrétions
des bourgeons d'arbres, les modifient par leurs enzymes salivaires, et mettent
instinctivement en ceuvre les propriétés anti-microbiennes de ces polyphénols

pour aseptiser leur ruche et colmater les fentes [106].

Les cellules végétales répondent au stimulus environnemental en synthétisant
les métabolites secondaires qui les protégent contre les agressions [107]. Lorsque
la plante est soumise a des blessures mécaniques, des polyphénols sont
synthétisés et l'activité peroxydasique caractéristique des tissus en voie de
lignification est stimulée, ce qui aboutit a la formation au niveau de la blessure,

d’un tissu cicatriciel résistant aux infections [108].

1.2.2.2.3. Rbéle technologigue

Les polyphénols sont partiellement responsables de nombreux caracteres
organoleptiques en industrie agroalimentaire, comme le godt, I'odeur et la couleur
[83, 72]. L'astringence est la capacité des tanins a former des complexes stables
avec les protéines et les sucres qui leur conféere leurs propriétés gustatives, car ils
précipitent les protéines salivaires, entrainant avec elles un cortege de molécules
d'eau, qui lubrifient alors la muqueuse et créent une sensation d'assechement
buccal [109, 110, 111].

1.3. Culture in vitro

1.3.1. Définition

Le principe de la culture in vitro consiste a reproduire des plantes semblables
a la plante mere, appelées "des clones”, par la stimulation des capacités
naturelles de multiplication végétative, ou par [linduction d'une nouvelle
organogenese des bourgeons ou des racines dans un milieu de culture approprié.
Ces techniques font intervenir, d'une part des pratiques d’asepsie et d’autre part,
la mise en place d'un environnement parfaitement contrélé [112], et peuvent
s'appliquer sur des plantes entiéres, des fragments de plants ou bien des cellules
isolées [113, 114, 115].
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1.3.2. Principales technigues de culture in vitro

La régénération de plantes entieres, a partir d'un fragment d’organe, voire
méme d’une seule cellule est basée sur le passage d’un état différencié a I'état de
cellule méristématique totipotente, favorisant la dédifférenciation cellulaire, puis

elle retrouve sa spécialisation par une autre différenciation [116, 117].

1.3.2.1. Micro-propagation

Le principe de la micro-propagation consiste a prélever un explant, a partir
d'une plante et a le mettre en culture. Elle est réalisée dans des conditions
aseptiques et sur un milieu synthétique capable d’induire rapidement une forte
prolifération cellulaire [3, 118]. Les techniques de micro-propagation empruntent
essentiellement deux voies:

e L'une qui utilise des tissus indifférenciés [119]. Cette technique est appelée
multiplication conforme, elle part de méristemes pré-existants dans lesquels les
cellules sont génétiguement tres stables [120].

 L'autre voie, utilise toute sorte de tissus différenciés pour aboutir a la
néoformation soit de bourgeons ou de racines, soit des embryons somatiques
[121, 122, 123, 124, 125, 126].

1.3.2.2. Embryogenése somatique

Elle consiste a la formation d'embryons a partir de cellules somatiques.
Cependant, cette forme de régénération n'implique aucune des structures qui
participent a la naissance d’'un embryon issu de la voie sexuée [127, 128, 129,
130, 131]. lls ont une structure chromosomique identique a celle de leur plante
mere [132, 133]. L'embryon somatique est reconnu par sa structure bipolaire
développant simultanément un méristeme caulinaire et un méristéme racinaire
[134, 135, 136, 137, 138, 139].

1.3.2.3. Culture de méristéme

Les méristemes sont des tissus en expansion continue et conferent a la plante
une organogenese permanente [140, 121]. lls sont constitués de petits massifs de
cellules indifférenciées, qui conservent la capacité de se diviser activement. Cette

particularité illustre la totipotence des cellules végétales [116, 141, 142].
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1.3.2.4. Culture des protoplastes

Le terme protoplaste désigne une cellule végétale débarrassée de sa paroi
squelettique, elle apparait alors sous forme d’une cellule sphérique, limitée par
une membrane plasmique [3, 143]. Une fois les protoplastes obtenus, il faut les
mettre en culture afin qu’ils puissent commencer leurs divisions cellulaires et

former de nouveaux plants [114].

1.3.2.5. Culture des suspensions cellulaires

La méthode qui permet d'obtenir des cultures de cellules isolées consiste a
utiliser des cals friables, dont les cellules périphériques se détachent facilement en
culture agitée. Ces cellules restent en suspension dans des densités compatibles
avec le maintien de leur capacité prolifératrice [144, 145, 146].

1.3.3. Les réqulateurs de croissance

Un régulateur de croissance est défini comme étant une substance, qui selon
sa concentration dans le milieu, peut modifier ou supprimer sous certaines
conditions, les processus de cyto-différenciation [147]. Les phyto-hormones les

plus utilisées in vitro sont:

» Auxines: Les auxines sont des composés a noyau indole dont la formule brute
est C1oHgO2N (appendice C). Leur synthése s’effectue dans I'apex des tiges, dans
les bourgeons et les embryons [128]. Elles assurent plusieurs réles dont on cite:
- Stimulation de l'action mitotique sur les cellules méristematiques d'origine
cambiale. Elle conduit aussi a la formation d'amas cellulaires qui forment un cal.

- Organogenese: Une action nette sur la rhizogenese [148, 149, 150, 151].

* Cytokinines: Les cytokinines sont des adénines substituées synthétisées dans la
racine [126]. Les cytokinines les plus utilisées sont la kinétine, la benzyladénine et
la 6-benzyl aminopurine (BAP) [152]. Elles ont un rdle dans:

- La multiplication cellulaire: elles s'utilisent conjointement avec les auxines; et
permet la séparation chromosomique [143].

- L'organogenese: les cytokinines stimulent la néoformation des bourgeons [153,
154, 150, 151], mais s'opposent a la rhizogenése et a la dormance apicale.

- La stimulation du métabolisme: elles favorisent la synthese protéique et

protégent les métabolites contre I'hydrolyse enzymatique [155].
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* Gibbérellines: C'est une famille de composés diterpéniques tétracycliques, a

noyau gibbane. La synthése a lieu au niveau des bourgeons terminaux racinaires
et caulinaires, des jeunes feuilles et de I'embryon. Elle provoque plusieurs effets:

- Allongement des entre-noeuds en stimulant le méristeme intercalaire

- Germination et levée de la dormance par stimulation de la synthése de l'a-

amylase dans les semences.

» Acide abscissigue; L’ABA est synthétisé dans la coiffe radiculaire et les feuilles

sénescentes [156, 3]. Cependant, il empéche le transport de I'auxine, entraine des
retards dans la croissance des rameaux, stimule la tubérisation et contrble

I'ouverture et la fermeture des stomates [157, 158].

 Ethylene: C’est un composé gazeux de formule développée CH,=CH,. Il est
synthétisé par toutes les parties de la plante [143]. Il intervient dans le
déclanchement du processus de maturation des fruits, Inhibe la mitose et réprime

la production d’auxine, il induit la floraison précoce chez certaines espéces [128].

1.3.4. Conditions de culture

Les conditions de culture jouent un réle primordial et doivent étre contrélées,

pour éviter toute dérive néfaste au développement des explants [159, 160].

1.3.5. Les facteurs de régénérabilité

Les facteurs influant sur la régénérabilité in vitro peuvent étre répartis en deux
groupes: Le premier représente les facteurs internes liés a la plante, qui concerne
d'une part le génotype, la nature et I'dge ontogénique de I'explant et d'autre part,
I'état physiologique de la plante mére sur laquelle I'explant a été préleveé [161, 162,
164]. Le second réunit les différents facteurs externes liés aux milieux et aux
conditions de culture [163, 3, 126].

1.3.6. La culture in vitro et les métabolites secondaires

La culture in vitro permet d'étudier les voies de biosynthése des métabolites
secondaires, dans des conditions expérimentales plus favorables que celles de la
plante entiere, dans son environnement naturel. Elle peut fournir des métabolites
intéressants en raison de leurs activités biologiques, ou utilisables pour

I'némisynthese d'autres molécules [112].
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1.4. Les plantes médicinales étudiées

1.4.1. Historique

Le myrte est connu depuis I'antiquité, dans la mythologie de la Gréce antique,
on [lutilisait pour couronner les guerriers glorieux et les vainqueurs aux jeux

olympiques, le myrte est le symbole de la déesse Venus [165]

En Rome antique, le myrte était un arbuste sacré utilisé pour célébrer les
mariages, les jeunes épouses se ceignaient la téte avec ses branches considérée
comme le symbole d'amour, de beauté et de pureté. Bien que le myrte occupait
une grande place dans les mythes et les cérémonies religieuses, il n'était pas
entré dans la pratique médicale [165].

La médecine égyptienne est trés riche en prescriptions des plantes, on utilisait

le myrte pour I'embaumement des morts [41].

Cette plante jouissait autrefois d’'un grand prestige, elle est le symbole de la
paix pour les hébreux, considérée comme l'une des quatres plantes sacrées, les

feuilles sont également utilisées pour célébrer leurs priéres [166].

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la
connaissance et l'utilisation de cette plante médicinale, afin d'extraire et d'isoler

les substances responsables de ses vertues thérapeutiques [167, 168, 169].

1.4.2. La famille des myrtaceae

La famille des myrtaceae renferme des plantes dicotylédones, appartenant a
l'ordre des myrtales, elle présente environs 3800 especes, appartenant a 130
genres [170]. L'Eucalyptus sp est l'espéce arborescente la plus fréquente qui
appartient a cette famille. Les genres Heteropyxis et Psiloxylon ont été transférés
vers d'autres familles, en raison de la divergence dans l'origine de leurs ancétres
communs avec les myrtaceae [171]. Les myrtaceae sont caractérisés par leurs
poches seécrétrices d'essences, ces organes de sécrétion se localisent sous
I'épiderme foliaire et dans I'écorce des tiges, mais n'ont jamais été signalés au
niveau des racines [171]. Cependant, cette famille présente la particularité d'avoir

du phloéme qui est situé au dessus et au dessous du xyleme.
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1.4.2.1. Le genre Myrtus

Le genre Myrtus comporte deux especes spermaphytes, il s'agit d'arbustes
caractérisés par une huile essentielle trées aromatique dans leurs feuilles. Les
pieces florales stériles (pétales et sépales) sont des multiples de cing avec un
nombre trés important d'étamines. Les fleurs sont pollinisées par les insectes et

les baies sont bleu-noiratres [165].

1.4.2.2. Systématique du genre Myrtus

La classification retenue est celle de Paris et Moyse [172]:

Regne : PLANTAE.

Phylum : Phanerogames ou spermaphytes.
Sous phylum : Angiospermes.

Classe : Dicotyledones.

Sous classe: Dialypetales.

Ordre : Myrtales.

Famille : Myrtaceae.

Sous famille : Myrtoidae.

Genre : Myrtus.

Espece 1 : Myrtus communis L.

Espece 2 : Myrtus nivellei Batt et Trab.

1.4.3. L'espéce Myrtus communis L.

1.4.3.1. Nomenclature

Le mot "Myrtus" vient du grec "Myrtos", lui-méme dérivé de "Muron" qui signifie
parfum, ceci indiqgue que toute la plante est aromatique, "communis" signifie
commun [173]. L'existence du nom de cette plante dans la langue parlée de
différentes cultures lui a fourni plusieurs noms vernaculaires:

Nom latin: Myrtus communis.

Nom francgais: Myrte commun, Herbe du lagui.

Nom arabe: Rihan (¢\=2), Hadas, Mersin, Henblass, As [174].
Nom berbére: Chelmoun, Halmouch.

Nom tamahaq: Tarihane, Tchimoun [175].
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1.4.3.2. Origine et répartition géographigue

C'est une espece méditerranéenne [41], elle pousse spontanément dans les

maquis, les bois humides, le bords des routes ainsi qu'a proximité du littoral [176].

* Dans le monde: L'espéce M communis L. pousse dans différentes régions

du monde [177, 178, 179]. On la trouve a l'est de I'Amérique et dans les
régions tempérées chaudes de I'hémisphére boréal [180, 181], son aire de
diffusion s'étend en Asie et jusqu'en Perse [165, 182, 183]. Cette plante rentre
dans [l'ethno-pharmacopée de nombreux pays meéditerranéens: Chipre,
Ethiopie, Iran, Irak, Italie, Maroc, Palestine, Tunisie, Turquie, Yemen [184,
185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 169,194, 195].

» _En Algérie: M communis L. habite les foréts de chéne et le Tell littoral

algéro-canstantinois [196, 174], le mot Tell utilisé désigne le nord de I'Algérie.

1.4.3.3. Déscription botanigue

C'est un arbuste annuel ramifié, trés odorant d’environs 1 a 3 meétres de haut
(figure 1.3), le myrte pousse tres lentement et peut vivre plus de 100 ans. Sur le
plan génétique, il est constitué de 22 paires de chromosomes [197].

» Les tiges: Elles sont tres ramifiées, glabres, I'écorce est rougeatre, utilisé en
marqueterie [165]. Avec le temps, I'écorce devient grisatre [198]

» Les feuilles: Elles sont opposées, persistantes et coriaces, de couleur vert
fonce, munies d'un court pétiole. Les feuilles présentent de petites glandes
oléiferes, contenant une huile essentielle caractéristique [165, 175].

» Les fleurs: Elles sont axillaires, solitaires et trés parfumées [199]. Chaque
fleur renferme une touffe d’étamines (figure 1.4). Le gynécée est constitué
d’'un ovaire infere [175, 198]. Elles sont pollinisées par les insectes [200].

» Les fruits: Se sont des baies preneuses sucrées, a peine charnues (figure
1.5). Elles deviennent noire bleuatres en automne et persistent assez
longtemps sur la plante, elles sont commesibles [199, 201, 198].

» Les graines: Elles sont réniformes de couleur jaune, leur nombre est de 3 a
8 par baie [175, 198]. Elles sont disséminées par les merles [202], les
mammiferes [203] et les fourmis [204]. Les graines sont riches en acides
gras insaturés [191].



35

Figure 1.3: Arbuste de M communis L. (photo originale)

| Yy
Figure 1.5: Description des différentes parties de M communis L. [197]

a). Rameau en floraison; b). Rameau fructifié; c). Détail de la partie basale du

limbe foliaire; d). Fleur; e). Calice; f). Fruit; g). Section longitudinale dans un fruit

immature; h).Section longitudinale dans un fuit mur; i). Graine.
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1.4.3.4. Ecologie et régénération de la plante

Le myrte pousse en plein soleil ou en mi-ombre et préfére un sol argilo-
siliceux. Il résiste au gel a -10C et s'adapte tre s bien aux conditions d'aridité,
pouvant tolérer des températures avoisinant 45C. Les pieds cultivés ont besoin
d'un arrosage régulier mais pas trop fréquent. En raison de sa localisation
géographique, cette plante bénéficie d'une humidité importante tout au long de
I'année [205].

La multiplication du myrte se fait, soit par bouturage en Juin avec des rameaux
semi-lignifiés [206], soit par marcottage en début d’automne, ou alors par semis
en Septembre. La plante fleurie de Juin a Aodt et sa floraison peut se prolonger
jusqu'au mois d'Octobre [182, 207, 208], sa récolte s’étale de Septembre jusqu'au
mois de Décembre. Cependant, les feuilles sont récoltées selon le besoin tout au

long de I'année [205]. Pour I'entretenir, il suffit de le tailler au mois de Mai [182].

Le myrte est traditionnellement propagé a partir des graines [209] et des
boutures [210]. Cependant, la premiere dépond de la viabilité des graines et la
deuxiéme peut disséminer les maladies, ces problemes peuvent étre résolus par
les méthode de multiplication in vitro qui permettent d'accentuer le cycle de

reproduction et d'obtenir des clones indemnes de virus [211].

1.4.3.5. Composition chimique

Les études réalisées sur l'espéce Myrtus communis L. ont révélé qu'elle

comporte plusieurs composés dont:

¢ Les huiles essentielles

La recherche des constituants volatiles de [l'huile essentielle de Myrtus
communis L. a fait I'objet de hombreuses études [212, 213, 214, 179, 215]. Elle
est trés riche en monoterpénes oxygéneés surtout en période estivale (1,8 cinéole,
myrténol et a-pinene) [43, 213]. Cependant, plusieurs facteurs environnementaux
comme l'ensoleillement, la nature du sol, la période de récolte, l'origine
géographique (Tableau 1.3) et le climat sont responsables de l'apparition de
chémotypes différents, avec des réponses thérapeutiques spécifiques [216, 217,
218, 219, 213, 214, 220, 221].
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Tableau 1.3: Principaux chémotypes de M communis L. selon l'origine géographique

Chemotype Origine uF:ﬁlig:léeeSS Réferences
Alpha pinéne/Limonene Italie Feuilles FLAMINI et al. [220]
Gréce GARDELI et al. [221]
Acétate de myrtenyl/Alpha pinéne Maroc | Rameaux FARAH et al. [222]
Croatie | feuillés JERKOVIC et al. [223]
Iran YADEGARINIA et al. [224]
Alpha pinéne/Limonéne Gréce | Feuilles KOUKOS et al. [215]
Italie RAPPARINI et al. [225]
1,8 cinéole/Alpha pinéne Tunisie | Feuilles MESSAOQUD et al. [226]
Turquie AGKUL et BAYRAK [227]
Limonene/Alpha pinéne Tunisie | Feuilles MESSAOUD et al. [226]
Suede SHIKHIEV et al. [228]

* Les polyphenols

Le myrte contient un faible taux en acides phénoliques (acide gallique,
ellagique et caféique) alors que les flavonoides (quercetine, catéchine et
myricetine) et les tanins sont détectés en grandes quantités [229, 230, 231, 232,
233, 234]. La teneur la plus élevée en polyphenols a été observée en période de

pleine floraison [221].

* Les minéraux
Selon OZKAN et AKBULUT [235], le myrte est trés riche en nitrate avec un

trés faible taux en nitrite, ce méme travail a révélé la présence de 18 minéraux

avec des teneurs notables en Al, B, Fe, Mn et Zn.

* Les acides gras

Selon CAKIR [191], les fruits du myrte sont riches en acide oléique, linoléique
et palmitique, la quantité des acides gras saturés est plus faible que les acides
gras poly-insaturés, dont la carence peut provoquer de sérieux problemes
dermiques [236]. La richesse de ses graines en lipides (acides gras poly-
insaturés) leur ouvre de larges perspectives en cosmétologie [237]

e Autres

Les fruits sont comestibles et de saveur remarquablement sucrée en pleine
fructification [173]. Les feuilles contiennent de la vitamine C en faibles teneurs,
ainsi que des substances résineuses et des acides organiques comme l'acide

malique et I'acide citrique [172].
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1.4.3.6. Propriétés thérapeutigues

* Propriétés digestives et anti-spasmodiques

Toutes les parties du myrte présentent des propriétés stomachiques [201, 174,

238], cette plante a le pouvoir de contracter les tissus [2].

* Propriétés anti-septiques et anti-microbiennes

Ces deux propriétés sont ddes a la présence des terpenes (cinéole, myrténol)
et des phloroglucinols complexes, qui auraient le méme effet que la pénicilline et
la streptomycine sur les bactéries Gram+ [239, 240, 2]. Ces constituants justifient
I'utilisation du myrte dans les affections de la sphére bronco-pulmonaire et des
voies urinaires [240, 43, 238]. Il est préconisé en gargarisme pour traiter les
aphtes et les gingivites, généralement d'origine fongique [201, 241]. Les
myrtucomulones et la quercetine des feuilles du myrte montrent une forte action
anti-virale contre trois taxons de virus: Retroviridae [242], Picornaviridae [243,
244] et Herpesviridae [245].

* Propriétés astringentes, tonifiantes et stimulantes

Le myrte est trés riche en tanins, auxquels il doit son action astringente [240].
Il a le pouvoir de tonifier les tissus [41]. C’est un immuno-stimulant, il augmente le

taux des globules blancs et stimule la fabrication des plaquettes [246].

* Propriétés anti-parasitaires

La toxicité du myrte sur de nombreux parasites a été démontrée par de
nombreux travaux contre: Plasmodium falciparum [247, 248], Trichomonas
vaginalis [249] et Leishmania donovani [241]. Cette plante possede egalement des
propriéteés:

- Anti-helminthique: réputée contre Peduculus humanus (pediculidae) [250],

Meloidogyne javanica (tylenchidae) [251], Culex pipiens (culicidae) [252].

- Insecticide: les recherches menées par BARDEAU [253] sur le pouvoir
insecticide de I'huile essentielle du myrte sur les cafards, montrent que la
fraction de distillation la plus active est le cinéole.

- Anti-mollucide: les extraits hydro-alcooliques des feuilles de myrte ont un

effet remarquable contre le genre Schistosoma [254].
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= Autres propriétés

Le myrte est trés connus pour ses propriétés anti-radicalaires et anti-
génotoxiques [255, 256, 232], en plus de son pouvoir hemagglutinant du sang
[257], anti-hyperglycémiant [258, 230, 259, 260], hypo-cholesterolemiant [261,
255] et anti-inflammatoire [185].

Sur le plan écologiqgue, MORENO-JIMENEZ et al. [262], ont rapporté que le
myrte est tres bénéfigue dans la dépollution et la revégétation des sols

contaminés par l'arsenic.

Cet arbuste est caractérisé par une teneur €levée en composés phénoliques,
son usage comme additif au foin dans I'élevage des ruminants, protége contre la
perte de leurs poids durant la saison seche, surtout s'il est associé au
polyéthyléne glycol, qui augmente sa valeur nutritive et facilite sa digestibilité
[263].

1.4.3.7. Usages en médecine traditionnelle

Tous les organes de cette plante sont utilisés comme reméde populaire et se
sont aveérés utiles pour lutter contre de nombreuses maladies selon le mode

d'administration:

e Usage interne

La plante entiére est utilisée en infusion ou en décoction contre les infections
urinaires et vaginales [41], elle est également recommandée contre les maladies
des voies respiratoires, I'otite, la diarrhée ainsi que les hémorroides [264, 265].

- Les feuilles en décoction sont utiles pour traiter les troubles gastriques, c'est un
excellent anti-némorragique, anti-septique et anti-malariale [266, 267, 268, 269].

- Les fleurs en décoction sont utiles contre les affections hépatiques [174] et pour
remédier aux troubles de la circulation sanguine [238].

- Les fruits sont soit consommeés frais ou séchés pour fortifier le coeur, soit
préparés en infusion comme hypoglycémiant [205]. lls sont utilisés contre la
variole et la diarrhée [238]. Leur décocté est préconisé pour soulager l'ulcére et

les douleurs gastriques [270].
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e« Usage externe

Les feuilles et les fruits en décoction sont utils en gargarisme désinfectant, en
compresses sur les plaies suppurantes et les blessures, ainsi que les affections
cutanées en raison de leur action cicatrisante, anti-septique et hémostatique [165,
174]. Les feuilles broyées sont employées dans le traitement des cheveux en
association avec le henné pour les noircir et contre les pigires des scorpions
[205]. L’huile essentielle est utilisée en inhalation et massage des plexus, elle est

trés bien tolérée par la peau [41, 246].

e Autres usages

L'huile essentielle de Myrtus communis L. est trés utilisée en cosmétologie,
parfumerie, confiserie et dans le breuvage industriel [271, 272, 227, 212, 269, 214,
179]. Les baies seches sont utilisées comme condiment culinaire substitué du
poivre [273]. En Russie et en Turquie, les tiges et les racines du myrte sont

utilisées pour tanner le cuir [274].

1.4.4. L'espéce Myrtus nivellei Batt et Trab.

1.4.4.1. Nomenclature

C'est une plante endémique du Sahara central, appartenant a la famille des
myrtaceae [275, 276]. Le nom du genre Myrtus vient du grec "Myrtos" qui signifie
parfum, alors que le nom de l'espece dérive du nom d'un lieutenant francais
appelé Nivelle, cette espéce fut décrite en 1911 par Battandier et Trabut. Plusieurs
noms vernaculaires lui ont été attribués dont:

Nom tamahaq : Tafaltast ou Tefaltast [277], Tafiltast [278].
Nom francais : Myrte de nivelle, Myrte du sahara.

Nom anglais: Saharian myrtle.

1.4.4.2. Origine et répartition géographigue

Myrtus nivellei Batt et Trab. est une espéce saharo-endémique, restreinte aux
montagnes du Tassili n'Ajjer (figure 1.6), Tassili n'Immidir, Tefedest et des massifs
de I'Ahaggar ainsi que les montagnes du Tibesti tchadien, ou elle couvre des
zones trés réduites [279, 280, 281]. Cette espéce est listée parmi les espéces en
voie de disparition (décret exécutif N93-285 du 23/11/1993 fixant la liste des

especes vegetales non cultivées protégées en Algeérie).
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Myrtus communis
Myrtus nivellei

Figure 1.6: Répartition géographique de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
[286].

Au Tassili, plusieurs plantes reliques de souches méditerranéennes se
rencontrent, dont la variabilité croit avec l'altitude, I'espece M nivellei Batt et Trab.
apparait au dela de 1400 a 2000 meétres d'altitude [282, 283]. Les buissons de
cette espece sont toujours localisées a proximité des oueds, ou se développent
une belle végétation ligneuse comprenant: Nerium oleander, Pistacia atlantica,
Lavandula antinea et quelques fougeres [284, 285].

1.4.4.3. Description botanigue

Myrtus nivellei Batt et Trab. est un arbuste de 0,5 a 2 métres de hauteur
(figure 1.7), poussant spontanément. Il s'adapte trés bien a la sécheresse,
pouvant tolérer des températures estivales avoisinant 48<C.

Les tiges: Elles sont ramifiées, ligneuses, a écorce rugueuse et rougeatre
[275].
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- Les feuilles: Elles sont opposées, lancéolées et sessiles (figure 1.8 et
figure 1.9) comportant des glandes oléiferes minuscules sur les deux faces,
responsables de la sécrétion d'une huile essentielle a odeur agréable et
insectifuge [282, 275].

» Les fleurs: Elles sont blanches, isolées a l'aisselle des feuilles, chaque fleur
est constituée par un ovaire infere, surmenté de cing dents courtes, de cing
pétales blanches et de nombreuses étamines, et un style long et fin [275].
Les fleurs sont pollinisées par les insectes [287].

« Les fruits: Les fruits sont des baies noires [275], dont la taille est plus petite

en comparaison avec les fruits de Myrtus communis L (figure 1.8).

1.4.4.4. Utilisation en médecine traditionnelle

M nivellei Batt et Trab. est tres réputée au sud algérien pour ses vertues
thérapeutiques en médecine populaire [276, 275]. Pour traiter le mal de gorge et la
fievre, les feuilles de cette plante sont préparées en décoction avec des figues et
des raisins secs. Elles sont utilisées pour traiter les problémes gastro-intestinaux,
les mycoses et le diabéte ainsi que les problemes hépatiques. Les baies trés
sucrées sont consommees soit fraiches ou séchées pour traiter les aphtes de la

sphéere bucco-dentaire [270].

Les feuilles sont utilisées comme produit de beauté en macération dans du
beurre fondu. Cette préparation (brillantine) est nécessaire a la coiffure des

femmes et parfume agréablement le corps [288].

Les touaregs l'utilisent aussi comme ressource pastorale pour la faune
sauvage et domestique, comme aromate ou condiment culinaire, et parfois méme
comme matériaux de l'artisanat et de I'habitat au méme titre que l'acacias, l'olivier,
le ficus et bien d'autres espéces encore, ainsi que pour teinter les peaux

d'animaux destinées a la fabrication de sacs et des ceintures.



Figure 1.9: Rameau de Myrtus nivellei Batt et Trab. [275].
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CHAPITRE 2
EXPERIMENTATION ET METHODES D'ANALYSES

2.1. Présentation des zones de prélévement

2.1.1. Le Tassili n'Ajjer

Le Tassili n’Ajjer, vaste massif montagneux, longeant le nord-est du Hoggar,
sur une aire de 7.200.000 hectares, ses grands plateaux rocheux se caractérisent
par de hautes falaises qui culminent a plus de 1800 metres d’altitude dans la
région de Djanet [289]. Ce vaste plateau, présente un taux d’endémisme proche
de 50 % [290].

Le Tassili est caractérisé par un climat désertique aride dont le taux
hygrométrique est inferieur a 26 %, soit environ 50 a 100 millimetres par an [291].
Les précipitations sont caractérisées par une repartition particuliére, liee au fait
que le Sahara central est soumis a l'influence de deux régimes climatiques: le

régime méditerranéen au nord et le régime tropical au sud [292].

Malgré les quantités de pluies extrémement réduites, une couverture végétale
basse et clairsemée se retrouve, le plus souvent, confinée au niveau des oueds et

des hauteurs dépassant 1600 métres [284].

L'espéce M nivellei Batt et Trab. a été récolté a 146 km du chef lieu de la
wilaya de Djanet, cette station est située a 94,8 km au sud de lhrir, faisant partie
du parc national du Tassili (tableau 2.1 et figure 2.1).

Tableau 2.1: Coordonnés géographiques du site de récolte de M nivellei Batt et
Trab.

Région Localisation | Altitude Latitude Longitude Etage bioclimatique

Tassili n’Ajjer

Wilayade | 5418 0 | 2459 Nord | 807 Ouest |~ide a hiver frais
Djanet (Sahara central)
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2.1.2. Zaccar

Le mont de Zaccar, longeant le massif du Dhahra raccordé au massif de
I'Ouarsenis au sud, situé au nord ouest de ['Algérie, il culmine a plus de
1 500 métres d’altitude dans la wilaya de Ain Defla. Il est caractérisé par un climat
semi aride, a hiver tempéré caracterisé par de fortes précipitations dépassant

150,2 millimetres par an.

Le mont Zaccar représente a la fois un refuge pour la faune et la flore, on y
trouve notamment de vastes foréts de cedres, ces foréts sont marquées par des
conditions naturelles difficiles et subissent un surpaturage lié au surnombre des

troupeaux de cheptels ovins et caprins.

Elles présentent une proportion élevée de peuplements dégradés et ouverts
dont le volume sur pied est généralement faible. Mais elles constituent
néanmoins un capital, qu’il convient de protéger en le préservant des

dégradations naturelles, humaines et animales.

Le matériel végétal a été récolté a 32 km du chef lieu de la wilaya de Ain

Defla, a proximité de la commune de Ain Torki (tableau 2.2 et figure 2.2).

Tableau 2.2: Coordonnés géographiques du site de récolte de M communis L.

Région Localisation Altitude Latitude Longitude Etage bioclimatique
Wilaya de : , Semi-aride a hiver
e Ain Defla 522m 36°18" Nord 216" Est tempéré (Atlas tellien)
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Flgure 2.1: Carte géographique de la région du Tassili n'Ajjer (Djanet) montrant le

site de récolte de I'espece M nivellei Batt et Trab.[293].
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de récolte de I'espéce M communis L. [293].
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2.2. Matériels

2.2.1. Instruments et réactifs

Le détail des instruments et des réactifs utilisés est representé sur I'appendice D

2.2.2. Matériel biologigque

2.2.2.1. Matériel végétal

Les rameaux feuillés et les fruits mars ont été récoltés sur des pieds adultes
de M communis L. et M nivellei Batt et Trab., respectivement dans la région de
Zaccar (Ain Defla) et du Tassili n'Ajjer (Djanet) au cours de l'année 2008 (tableau
2.3). Les échantillons ont été identifiés au niveau du laboratoire de botanique de

I'Institut National d'Agronomie — El Harrach (Alger).

Tableau 2.3 : Les parties récoltées de chaque espece étudiée.

Nom botanique Organes récoltés D?te ik Usage
récolte
M communis L. Rameaux feuillés 05/2008 Extractlon‘des huiles essentielles et
des concretes

Fruits et Graines 10/2008 | Etude botanique et culture in vitro
M nivellei Batt Rameaux feuillés 05/2008 Extraqtlon des huiles essentielles et
et Trab. concretes

Fruits et Graines 10/2008 | Etude botanique et culture in vitro

2.2.2.2. Le matériel végétal in vitro

Des boutures herbacées et semi-ligneuses provenant de leur biotope naturel
ont servi de matériel de base pour réaliser un essai de micro-bouturage. Les
graines récupérées a partir des fruits murs ont été utilisées pour générer un
matériel végétal juvénile nécessaire aux essais de callogenese et de micro-
bouturage. Des cals ont été initiés a partir des vitro-plants sur un milieu de
callogenése. Les cultures ont été entretenues par repiquages successifs tous les
21 jours. Les cals sont récupérés aprés un cycle de 66 jours.

2.2.2.3. Souches microbiennes

Les souches utilisées pour I'évaluation du pouvoir anti-microbien regroupent

huits souches bactériennes, une levure et quatres souches fongiques.
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2.2.3. Conservation

Un partie des plantes fraichement récoltées du terrain a été directement
destinée a l'extraction des huiles essentielles (tableau 4.3), et également pour
I'étude anatomique et la détermination de la teneur en eau. Le reste a été lave et
séché a température ambiante et a l'abri de la lumiere, afin d’éviter la photo-
oxydation, et dans un endroit bien aéré, pour éviter les moisissures. Apres
séchage, chaque plante a été broyée en poudre fine et conservée dans des boites

hermétiquement fermées pour la suite des travaux.

Les graines ont été conservées dans leurs baies et stockées au frais (a 16<C)

jusqu'a leur utilisation.

Quant aux cals obtenus par culture in vitro, une partie a été conditionnée pour
la détermination du contenu en eau, le reste a été séché a I'étuve a 25T pendant
trois semaine dans des boites de pétri en verre, fermées pour éviter les
contaminations, puis réduits en poudre fine et conservés dans des boites

hermétiquement fermées jusqu'a leur utilisation.

Les souches microbiennes ont été conservées comme suit:
- Les souches bactériennes sur des milieux de conservation.
- Les champignons phytopathogénes sur milieu PDA (conservés au frais a 59.
- Candida albicans sur gélose Sabouraud additionnée de chloramphénicol

(conservée a température ambiante).

2.3. Méthodes

Le matériel végétal utilisé pour les différentes expérimentations a été divisé en
trois parties: la premiere partie sert a I'analyse phytochimique, la seconde partie
aux coupes histo-anatomiques, et la troisieme partie a l'introduction in vitro (figure
2.3).



Matériel vegétal

Analyse phytochimigque Coupes histo-anatomigques

= | = o
Extrait flavonordique Callogenése

del"huile

Acnens

Extrait MeOH

Micrebouturage

Cinétique de creissance

Analyse A ctiwité anti -

Activite anti- § Activite anti- Analyse Activité anti-

micrcbienne oY Oa =Z-E‘I-lftlll.']1'='3' microbienne cCimicjue micrebienne

Etude qualitative
Dosage chimique
Dosage chimique
Etude qualitative
Dosage chimique
Dosage chimique
Etude qualitative

Dosage chimique
Analyse par CG/SM

Analyse par CG/SM
Analyse par CG/SM

Figure 2.3 : Diagramme descriptif des principales méthodes et tests effectués.
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2.3.1. Etude botanigue des plantes

Le but de cette étude est de dévoiler I'existence des principales différences
morphologiques apparentes de ces deux espéeces appartenant au genre Myrtus et
de mettre en évidence les structures cellulaires impliqués dans la sécrétion des
huiles essentielles, ces manipulations sont faites au sein du laboratoire de

biotechnologie végétale.

2.3.1.1. Etude morphologique

Elle est basée sur des observations a I'ceil nu, puis a la loupe binoculaire, afin
de chercher les spécificites morphologiques et anatomiques de chaque plante.
Pour cela nous nous sommes basées sur la description de leurs appareils

végétatifs:

1- Examen macroscopique des fleurs: Nous avons cherché des spécificités

florales communes caractéristiques du genre Myrtus (nombre et aspect des
étamines, position de l'ovaire, nombre de carpelles et type de placentation).
2- Examen _macroscopique des feuilles: Nous avons décrit les caractéristiques

foliaires de chaque espece (type de nervation, taille et aspect des feuilles,
phyllotaxie)
3- Examen macroscopigue des tiges et de I'écorce: Nous avons abordé l'aspect et

l'apparence externe des tiges et des rameaux ligneux de chaque espéce
(morphologie des tiges, aspect et couleur de I'écorce).

4- Examen macroscopiqgue des fruits et des graines: Nous nous somme basées

sur la description de la forme des bais et des graines, leur taille, et leur contenu.

2.3.1.2. Etude histo-anatomigue

L'espéce Myrtus communis L. a fait I'objet de nombreuses études pour évaluer
ses activités biologiques. Cependant, du point de vue histologique, une seule
étude a été effectuée sur les fleurs par CICCARELI et al. [176] , alors que I'espéce
M nivellei Batt et Trab. n'a fait I'objet d'aucune exploration au préalable. Ceci nous
a conduit a approfondir I'étude sur les différents tissus typiques de la partie
aérienne, afin de mieux connaitre leur anatomie. Pour cette fin, nous avons utilisé

la technique de double coloration.
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2.3.1.2.1. Préparation des échantillons

Les rameaux feuillés récoltés sont soigneusement nettoyés a l'eau courante,
eégouttés puis conservés dans des flacons contenant de l'alcool a 70 %, fermés
hermétiquement, afin de maintenir les organes prélevés dans un état aussi proche

gue possible de I'état vital. Les organes étudiés sont : les tiges et les feuilles.

2.3.1.2.2. Réalisation des coupes histologiques

Les coupes ont été réalisées a l'aide d'une lame de rasoir neuve, les organes
sélectionnés sont coupés a main levée. Le mouvement doit étre rapide et le plan
de la coupe doit étre perpendiculaire au grand axe de I'organe, pour avoir des
sections transversales. Les coupes doivent étre aussi fines que possible et sont

immédiatement recueillies dans I'eau pour éviter leur desséchement

2.3.1.2.3. Coloration des parois

Pour la différenciation des tissus, nous avons utilisé la technique classique de

double coloration [294], qui comporte les étapes (figure 2.4):

1- Un traitement des coupes a I'hypochlorite de sodium pendant 15 minutes, afin
de vider le contenu cellulaire, a I'exception des parois qui persistent.

2- Un rincage soigneux des coupes a I'eau de robinet pendant 5 min.

3- Un traitement a l'acide acétiqgue a 0.1% pendant 1 min, afin de neutraliser le
pH et assurer la fixation des colorants sur les parois.

4- Un traitement au vert de méthyle pendant 10min, pour colorer les parois
lignifiées.

5- Unringage soigneux des coupes a l'eau de robinet pendant 5 min.

6- Un dernier traitement avec le rouge congo pendant 10 min, pour colorer les
parois péctocellulosiques.

7- Un dernier ringcage des coupes a l'eau de robinet.

2.3.1.2.4. Observation

Les différents organes aériens de chaque plante ont été observés a la loupe
pour |'étude macroscopique. Quant aux coupes histologiques, aprés coloration,
elles ont été placées entre lame et lamelle pour I'observation au microscope

photonique.



Faire des coupes transversale Eal{"C_OUPES
avec une lame de raso tres fines

| min
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1} min

Vert de méthyle Eau
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Mettre entre lame et
Observation au lamelle
microscope photoniquu

Figure 2.4 : Différentes étapes de la réalisation de la technique de double

coloration
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2.3.2. Partie culture in vitro

2.3.2.1. Milieux de culture

En faisant notre bibliographie, nous n'avons rencontré aucun renseignement
sur l'espece saharienne M nivellei Batt et Trab., méme les travaux concernant
'espece méditerranéenne, ne s'intéressent globalement qu'a son aspect
phytochimique. A cet effet, nous avons tenter d'introduire ces deux especes en

culture in vitro.

Le milieu de culture de base utilisé est celui de MURASHIGE et SKOOG
(1962) [295] composé de:
- Macroéléments de MURASHIGE et SKOOG (1962). (Appendice E)
- Microéléments de MURASHIGE et SKOOG (1962). (Appendice E)

-Fe EDTA: Na;EDTA....coooiiiii e, 37,25 mgl/l.
FeSO, 7H,O......................27,85 mgl/l.

- Saccharose............ccooeiiie. 30 g/l

- Gélose (Agar-agar).................. 8 g/l.

- Vitamines de Morel (Appendice E).

Le pH est ajusté entre 5,7 et 5,8 avant I'addition de la gélose. Les milieux sont
répartis dans des tubes a essais (2,5x20 cm) a raison de 15 ml par tube, puis

stérilisés par autoclavage a 120 sous une pressio n de 1 bar pendant 20 min.

2.3.2.2. Désinfection des instruments utilisés

Tous les instruments metalliques utilisés (pinces, ciseaux et scalpels) sont

enveloppés dans du papier aluminium et stérilisés a I'étuve a 120C durant 12 h.

2.3.2.3. Désinfection du matériel végétal

2.3.2.3.1. Désinfection des boutures

Les boutures sont prélevées sur terrain a partir de rameaux feuillés recoltés au
début du printemps (Mars 2008). Les boutures sont enveloppées dans du papier
imbibé d’eau, puis mises dans des sachets en polystyrene, afin d'éviter leur

desséchement au cours du voyage.
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Une fois au laboratoire, ces boutures sont conservées au réfrigérateur. Au
moment de la mise en culture, les tiges feuillées sont d’abord lavées a l'eau
courante, puis coupées en petites boutures de deux a trois nceuds pour faciliter

leur désinfection.

La difficulté rapportée par ZRYD et al. [112] sur la désinfection du matériel
végétal ligneux, nous a mené a expérimenter plusieurs modes de désinfection, en
faisant varier différentes concentrations d'hypochlorite de calcium, en relation avec
différents temps de trempage (tableau 2.4). La méthode de désinfection que nous
avons adopté se résume en:

- Un ringage abondant a I'eau de robinet.

- Un traitement fongicide dans une solution de benlate (0,5g/l) durant 10 min.

- Unrincage a l'alcool (éthanol 70%).

- Une désinfection au Ca(ClO)2 avec 3 difféerentes concentrations.

- Trois ringages de 10 min a I'eau distillée stérilisée.

Tableau 2.4 : Mode de désinfection des boutures prélevées in situ.

Concentration Temps de trempage (min)

30
16% 20
10
Hypochlorite 30
de calcium 8% 20
Ca(ClO)2 10

30
4% 20

10

Les fragments sont ensuite débités au scalpel en micro-boutures de 0,5-1 cm
comportant au moins un bourgeon, puis introduites verticalement et
individuellement dans les tubes sur milieu MS contenant 1,5 mg/l BA et 0,5mg/l
ANA avec 100 mg/l d'acide ascorbique, afin d'éviter I'oxydation des phénols. Les

tubes sont ensuite transferés dans la chambre de culture.

2.3.2.3.2. Désinfection des graines

La désinfection est réalisée en utilisant deux types de désinfectants:
I'hnypochlorique de sodium Na(ClO), et I'hnypochlorite de calcium Ca(ClO),, avec

une gamme de concentrations et des temps de trempage variables (tableau 2.5)
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Tableau 2.5: Mode de désinfection des graines.

Concentrations |  Temps de trempage (min)
Rincage a I'eau du robinet
Alcool 70°(EtOH) 02
10
16% 20
30
Hypochlorite 10
de calcium 8% 20
Ca(ClO), 30
10
4% 20
30
10
16° 20
Hypochlorite 30
de sodium 10
Na(ClO), 8° 20
30

2.3.2.4. Multiplication a partir de vitro-semis

2.3.2.4.1. Essai préliminaire sur boites de pétri

Un essai préliminaire de germination a été réalisé sur des boites de pétri a
raison de 50 graines par boite. Deux lots de graines ont été ensemencés pour
chaque espece: le premier lot renferme des graines entiéres (témoin) et le
deuxieme renferme des graines auxqguelles nous avons enlevé une partie du

péricarpe (scarification mécanique a l'aide d'un scalpel).

Au laboratoire, les graines entieres et scarifiées sont trempées d’abords dans
de I'eau pendant 24 h, qu’on renouvelle frequemment, pour ramollir le péricarpe et
favoriser également I'ouverture du mésocarpe. A travers ce traitement, on élimine
les graines qui flottent a la surface, ce tri densimétrique par flottaison est d’'usage
frequent [296]. Une désinfection rapide des graines est préconisée avant leur

introduction en boites de pétri.

Chaque lot de graines désinfectées est repartis dans des boites de pétri
préalablement tapissées avec du coton stérile imbibé d'eau distillée sterilisée. Les

boites sont bien scellées, étiquetées et placées dans une chambre de culture.
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Les observations de I'évolution de la germination sont relevées chaque 24h
pendant le 1* mois puis chaque 10 jour jusqu'a la fin de la période d'observation

estimée a 100 jours.

2.3.2.4.2. Essai de germination in vitro et étude de la cinétique de croissance

Les graines désinfectées de M communis L. et M nivellei Batt et Trab. ont été
divisées en deux lots égaux a raison de 100 graines par lot, le premier sert de

témoin et le second a été soumis a un pré-traitement par scarification.

Sous hotte et a l'aide d'un scalpel et une pince stérilisée, nous avons scarifié
les graines en prélevant une partie du péricarpe. Chaque lot de graines est
introduit dans des tubes contenant le milieu de base MS supplémenté de 100 mg/l
d'acide ascorbique. La croissance des vitro-semis obtenus a été suivie durant une

période de 160 jours. Nous avons ensemence entre 4 et 6 graines par tube.

2.3.2.5. Multiplication par micro-bouturage

2.3.2.5.1. Phase de multiplication

Les vitro-semis agés de 16 semaines ont été fragmentés en explants
présentant des bourgeons axillaires ou apicaux. Leurs tailles varient entre 0.5 et

1cm. Les explants sont repiqués sur un milieu de multiplication (tableau 2.6).

Cependant nous avons joué sur le balance hormonale en utilisant deux
hormones de croissance: la benzyladénine BA (cytokinine) et lacide a-
naphtylacétigue ANA (auxine).

Tableau 2.6: Combinaisons hormonales des milieux de multiplication.

Milieu MS Composition du milieu
Mo Témoin sans hormones
M; 0,5mg/l BA+0,1mg/l ANA
M, 1mg/l BA + 0,1 mg/l ANA
M3 1,5 mg/l BA+ 0,1 mg/l ANA
My 2 mg/l BA+ 0,2mg/l ANA
Ms 1mg/l BA + 0 mg/l ANA
Ms 0,5mg/l BA+0,5mg/l ANA




2.3.2.5.2. Phase d’élongation
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Nous avons suivi l'allongement des micro-boutures en modifiant la balance

hormonale BA/ANA en faveur des cytokinines (tableau 2.7).

Tableau 2.7: Combinaisons hormonales des milieux d'élongation.

Milieu MS BA (mg/l)

ANA (mg/l) 0 Jos5] 1 J15] 2
0 + + + + +
0,1 - + + + +

Nous avons testé également ces mémes combinaisons hormonales enrichies

par 0,05 mg/l d'acide gibbérelligue (GA3), car ce dernier a une influence sur
l'allongement des pousses et des entre-nceuds (tableau 2.8). Une meilleure
élongation de ces derniers permet une bonne fragmentation des vitro-plants issus

de l'introduction primaire.

Tableau 2.8: Combinaisons hormonales des milieu d'élongation supplémentés de

GAs.

Milieu MS BA mg/I ANA mg/| GAs; mg/l
Mo - - -
M, 1 0,1 0,05
M, 15 0,1 0,05
M3 2 0,1 0,05

2.3.2.5.3. Phase d'enracinement

Cette phase est caractérisée par la formation de racines sur les tiges feuillées
(obtenues a la fin de la phase d'élongation). L'induction de I'enracinement est
testée sur différents milieux contenant des concentrations variables en ANA
(tableau 2.9).

Tableau 2.9: Combinaisons hormonales des milieux d'enracinement.

Milieu MS | Composition du milieu
Mo Sans hormones
M, 0,1mg/l ANA
M, 0,5mg/l ANA
M3 1 mg/l ANA
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2.3.2.6. Induction de la callogenése a partir des vitro-plants (culture de tissus)

Pour l'induction de la callogenése chez les deux espéces étudiées, nous
avons utilisé des vitro-semis obtenus apres 16 semaines de culture. Ce choix a
été motivé par les travaux de AUGE et al. [3], qui ont rapporté que les tissus
jeunes sont plus aptes a régénérer des tissus indifférenciés par rapport aux tissus
adultes. Pour cette fin, nous avons utilisé des fragments de feuilles, d'entre-nceuds

et de racines.

Sous hotte a flux laminaire, le vitro-plant est délicatement retiré du tube et
débarrassé du milieu gélosé, puis a l'aide d'une pince et d'un scalpel, on le
découpe en petits fragments d'environs 0,25cm? ne comportant jamais de
bourgeons. On obtient ainsi des explants de racines, d'entre-nceuds et de feuilles,
chaque type d'explants est placé ensuite sur un milieu MS enrichi en hormones de

croissance (tableau 2.10).

Tableau 2.10: Combinaisons hormonales utilisées pour ['évaluation de la

callogenése
- Auxines (mg/ml) Cytokinine (mg/ml)
Milieu MS ANA 2,4D KIN
Mo - - -
My 0,5 - 0,5
M2 - 0,5 0,5
M3 1 - 1
My - 1 1

2.3.2.7. Conditions de culture

Les tubes contenant chacun un explant (graine, micro-bouture avec au moins
un bourgeon axillaire ou apical, ou bien fragment de tissu végétal), sont placés par

paniers de 24, dans le phytotron sous les conditions suivantes :

- Photopériode : 16 heures lumiere / 8 heures obscurité.

- Température : constante 26+1<C.

- L’éclairage horizontal est assuré par une série de 16 néons d’'une intensité de
25000 lux.



59

2.3.3. Partie étude phytochimique

2.3.3.1. Caractérisation physico-chimique

2.3.3.1.1. Détermination du potentiel hydrogéne (pH)

Dans une fiole de 200 ml, on disperse 4 g de poudre végétale dans de l'eau
chaude. Apres refroidissement, la fiole est complétée jusqu'au trait de Jauge avec
de I'eau distillée. On determine le pH de cette solution utilisant un pH-métre [297].

2.3.3.1.2. Détermination de la teneur en eau de la plante

Elle consiste a déterminer la masse de la perte en eau d'une prise d’essai
apres un seéjour de 24 heures a I"étuve [44].

On place des rameaux feuillés de poids frais déterminé dans une étuve portée
a 75TC. Les échantillons sont ainsi pesés chaque 24 heures jusqu’a la stabilisation
du poids sec de la matiére végétale [298]. Son estimation se fait en pourcentage

selon la formule :

Tes = (MF - MS). 100 / MF

Ty: Teneur en eau (%)
MF : Masse fraiche

MS : Masse seche

2.3.3.1.3. Détermination du taux d'humidité dans la poudre véqgétale

Le taux d’humidité dans la poudre végétale est I'un des indices importants qui
caractérisent la bonne qualité de celle ci. Les plantes médicinales ne doivent pas
contenir une quantité d’humidité dépassant la norme décrite par la pharmacopée
européenne [44].

On met 1 g de poudre végétale dans un creuset en porcelaine préalablement
séché et pesé. L'ensemble est placé dans une étuve réglée entre 100 et 105C
durant 2 heures. Apres avoir obtenu un poids constant, on calcule le pourcentage
d'eau contenue dans la poudre par la formule [299]:
X%=(M-M;)/M x 100

X%: Taux d’humidité de la poudre

M : Masse de I'échantillon prise en gramme
M; : Masse de I'échantillon apres séchage en gramme
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2.3.3.1.4. Détermination de la teneur des substances extractibles

Les substances extractibles sont des substances organiques et inorganiques

extraites a partir des matiéres végétales par un solvant.

2.3.3.1.4.1. Substances extractibles par I'éthanol 80%

On Introduit dans un erlenmeyer 1 g de poudre végétale et 40 ml d’éthanol 80
%, qu'on laisse macérer pendant 24 heures a la température du laboratoire, apres
I'avoir fermer a lI'aide d’'un verre de montre. Ce mélange est filtré avec du papier
filtre. On pese le bécher vide avant d'y mettre le filtrat, on laisse évaporer a sec et
on repese le bécher avec le résidu. La teneur des substances extractibles par
I'éthanol exprimée en pourcentage, est calculée par la formule [300]:
Substances extractibles par I'éthanol a 80% = (M’ — M)/Mg x100

Pe: Masse de la prise d'essai
M: Masse du bécher vide

M': Masse du bécher avec le résidu

2.3.3.1.4.2. Substances extractibles par I'eau

On Introduit dans un ballon un gramme de poudre et 20 ml d’eau distillée,
qu'on porte a ébullition pendant 15 min. On laisse refroidir pendant 20 min et on
filtre. Le filtrat est mis dans un bécher préalablement pesé (masse m), apres
évaporation a sec, on repese a nouveau le bécher avec le résidu (masse m’). La
teneur des substances extractibles par I'eau, exprimée en pourcentage, est

calculée par la formule [301]:

Substances extractibles par I'eau = (M’ — M)/ Mg x100

Me: Masse de la prise d'essai
m : Masse du bécher vide

m': Masse du bécher avec le résidu

2.3.3.1.5. Détermination des cendres totales

La détermination des cendres est une méthode utilisée pour mesurer la
quantité des substances résiduelles non volatiles contenues dans une plante

lorsque I'échantillon est complétement calciné.



61

On pese 1 g de poudre vegétale, qu'on distribue uniformément dans un creuset
préalablement taré. La température est augmentée progressivement au cours de
I'incinération au four a moufle durant les deux premiéres heures, puis elle est
maintenue a 800 pendant 4 heures. L'échantillon e st refroidi durant 1 nuit, une
fois sortie du four, la capsule est placée dans un déssiccateur pendant 15min puis
pesée. Le calcul du pourcentage des cendres totales par gramme de poids sec se

fait selon la formule [44]:

%c= (M-Mc)/ME x 100
%c : Pourcentage des cendres

M : Masse du creuset apres calcination
Mc : Masse du creuset vide

Mg : Masse de matiéere prise

2.3.3.2. Screening phytochimigue des métabolites

Le screening phytochimique est un ensemble de réactions chimiques simples,
permettant d’orienter rapidement vers l'étude détaillée de quelques types de
constituants chimiques [11]. Le but est donc de connaitre les principales familles

de metabolites de chaque espece.

2.3.3.2.1. Recherche des alcaloides

On fait humecter 5 g de poudre végétale avec 20 ml d'ammoniaque 0.5M,
gu'on laisse macérer pendant 24 h dans 50 ml d’'un mélange éther/chloroforme
(3/1), le filtrat est épuisé par de 'HCI 2N. A 1 ml du filtrat, on ajoute quelques
gouttes du réactif de Valser Mayer, l'apparition d'un précipité blanc jaunatre

indique la présence d'alcaloides [302].

2.3.3.2.2. Recherche de sennosides

On introduit 2,5 g de poudre dans une fiole, a laquelle on ajoute 50 ml d’eau
distillée et 2 ml d’'HCI concentré, ensuite on chauffe dans un bain marie pendant
15 min. Aprés refroidissement, on lui ajoute 40 ml d’éther puis on filtre.Le filtrat est
placé dans une ampoule a décanter, on sépare la couche éthérée, qu'on séche
sur du sulfate de sodium anhydre. Au résidu obtenu, on ajoute 5 ml d'ammoniaque
1M, il se développe une coloration jaune orange en présence des sennosides
[302].
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2.3.3.2.3. Recherche des substances polyphénoliques

2.3.3.2.3.1. Solution a analyser: (préparation de l'infusé 5%)

Nous avons introduit 5 g de la poudre séche dans un erlenmeyer de 250 mi
contenant 100 ml d’eau distillée bouillante. Nous avons arrété I'ébullition et fermeé
avec un verre de montre, apres infusion pendant 15 min, nous avons filtré et rincé

avec un peu d’eau chaude de maniére a obtenir 100 ml de filtrat [303].

* Les anthocyanes

On prend 5 ml d’'infusé auquel on ajoute 5 ml d’acide sulfurique 1M, puis 5 ml
de NH,OH 0.5M. Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu
violacé en milieu basique, on peut confirmer la présence d’anthocyanes [303].

* Les leuco-anthocyanes (pro-anthocyanidols)

On additionne 2 g de poudre végétale a 20 ml d’'un mélange propanol/acide
chlorhydrique 1M (v/v) et on le porte a ébullition dans un bain marie pendant 3

min. Une coloration rouge indique la présence des leuco-anthocyanes [302].

e Les Tanins

Les tanins sont des polyphénols polaires, ils existent dans les écorces, les
feuilles, les fruits et les racines [304]. lls sont divisés en deux groupes: les tanins
condenseés et les tanins hydrolysables [64].

On Introduit 5 ml d’'infusé dans un tube a essai, puis on lui ajoute 1 ml d’'une
solution aqueuse diluée de FeCl; a 1%. En présence de tanins il se développe
une coloration verdatre ou bleu-noiratre [303].

- On ajoute 15 ml de réactif de Stiany a 30 ml d’infusé. Ce mélange est
chauffé au bain-marie a 90C pendant 15 min. L'appartion d'un precipité
montre la présence de tanins cathéchiques [305].

- Pour révéler les tanins galliques, il faut saturer 10 ml de linfusé avec
I'acétate de sodium pulvérisé. On y ajoute goutte a goutte 1 ml d’'une solution

de FeCl; 1% jusqu'a I'obtention d'une couleur bleu-noiratre[305].

* Les Flavonoides

On introduit dans un tube a essai 5 ml d’infusé, auquel on ajoute 5 ml d’HCI,
1ml d’alcool iso-amylique puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une

réaction de crépitation durant quelques minutes [303].
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L'apparition d'une coloration rose orangée indique la présence de flavones, une
couleur rose violacée indique la présence des flavanones, alors que le rouge
indique la présence de flavanols. Pour rechercher les flavanes, on ajoute quelques
gouttes d'une solution de vanilline 2% a 2ml d'infusé. L'apparition d'une couleur

rouge indique leur présence [306].

2.3.3.2.4. Recherche des Coumarines

On fait bouillir 2 g de poudre végétale dans 20 ml d’alcool éthylique pendant
15 min dans un bain marie, aprés refroidissement on filtre. On prend 5 ml du filtrat
auquel on ajoute 10 gouttes de KOH 10 % et quelques gouttes d’'HCI 10 %,

I'apparition d’un trouble indigue la présence des coumarines [303].

2.3.3.2.5. Recherche de saponosides

A 2 ml d’infusé, on ajoute quelques gouttes d'une solution saturée d’acétate
de plomb, la formation d’'un précipité blanc indique la présence des saponosides
[302].

2.3.3.2.6. Recherche de mucilages

On introduit 1 ml de l'infusé dans un tube et on lui ajoute 5 ml d’éthanol absolu,

I'obtention d’un précipité floconneux indique la présence des mucilages [303].

2.3.3.2.7. Recherche d'anthraquinones

=  Dérivés anthracéniques libres

A 1g de poudre végétale, on ajouter 10 ml de chloroforme, ce mélange est
chauffé au bain marie pendant 3 min puis filtré. On introduit 1ml de ce filtrat dans
un tube a essai et on lui ajoute 1ml d'NH,OH 0.5M. L'apparition d'une coloration

rouge indique leur presence: ¢’ est la réaction de Borntragger [300, 303].

=  Dérivés anthracénigues combinés

Deux grammes de poudre végétale sont additionnés a 5 ml d’H,SO,4 2N, puis
portés a reflux pendant 2 heures. Le produit d'extraction est filtré puis épuisé par
20 ml de chloroforme. La solution chloroformique est évaporée a sec puis reprise
par le NH4,OH, l'apparition d'une couleur rouge foncée indique la présence des

quinones combinées [302].
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2.3.3.2.8. Recherche de glucosides

A 2 g de poudre végétale, on ajoute quelques gouttes d’'H2SO4 1M, la
formation d’'une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des

glucosides [302].

2.3.3.2.9. Recherche de I'amidon

A 2g de poudre végétale, on ajoute quelques gouttes d’'iode, la formation d’'une
coloration bleu-violacée indique la présence de I'amidon [302].

2.3.3.2.10. Composés réducteurs

On introduit 5 ml de l'infusé dans une capsule puis on laisse évaporer au bain
marie jusqu'a sec. Au résidu obtenu, on ajoute 1ml de réactif de Fehling.
L'obtention d’un précipité rouge brique indique la présence de composés
réducteurs [303].

2.3.3.3. Etude des composés volatils (les huiles essentielles)

2.3.3.3.1. Extraction de 'huile essentielle par entrainement a la vapeur d'eau

L'extraction des huiles essentielles des deux espéces étudiées a été réalisée
au laboratoire d’extraction de l'usine Extral-bio. L'extraction de I'huile essentielle
concerne exclusivement les plantes fraiches obtenues in situ, car en raison des
quantités extrémement importantes nécessaires pour extraire quelques millilitres
de ce principe actif, nous n'avons pas pu la réaliser pour les plantes obtenues in

vitro, surtout que ces espéces ont une croissance trés lente.
Principe

Ce procedé consiste a placer la matiére végétale dans un extracteur, ce
dernier est relié a un ballon rempli au 2/3 d'eau et contenant un agent régulateur
d’ébullition, et déposé sur un chauffe ballon. L'ensemble du montage est fixé a
des supports. La vapeur envoyée dans I'extracteur, traverse la matiére végétale et
se charge d’huile essentielle, elle passe ensuite dans le réfrigérant ou elle se
condense, le distillat est recueilli dans une ampoule a décanter pour séparer les

deux phases: I'hydrolat et I'huile essentielle.
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Mode opératoire

L'eau distillée contenue dans I'erlenmeyer en amont du montage est portée a
ébullition. Les vapeurs dégagées vont s'accumuler dans le ballon a fond rond,
contenant la matiére végétale fraiche (200g) et vont entrainer ainsi toutes les
substances volatiles par leur parcours (figure 2.5).

Les vapeurs d'eau chargées d'essences vont se condenser au niveau du
réfrigérant qui est alimenté par un courant d'eau continu. Celles-ci seront
recueillies en aval du montage, ce qui formera le distillat qui est riche en huiles
essentielles. La séparation des deux phases (hydrolat et huile essentielle) se fait
par une simple décantation grace a la différence de densité entre les deux
liquides. L'extraction dure environs 3h, on commence le comptage du temps avec

I'apparition des premiéres gouttes de I'hydrolat dans I'ampoule a décanter.

Figure 2.5 : Montage de I'entrainement a la vapeur

2.3.3.3.1.1. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles recupérées sont conservées a 4C dans des flacons

stériles en verre brun, hermétiquement fermés et a I'abri de la lumiere.

2.3.3.3.2. Evaluation de quelques propriétés organoleptigues des huiles

essentielles

Les huiles essentielles extraites sont soumises a des tests pour évaluer leurs
caracteres organoleptiques (aspect, couleur et odeur).
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2.3.3.3.3. Détermination du rendement de I'huile essentielle

Le rendement de l'huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la
masse de I'huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére
végeétale utilisée [307].

Aprés un temps estimé a 3 heures d'extraction, on préléve I'huile essentielle
qui est récupérée par une simple décantation et qu'on pése ensuite dans une
balance de précision. Le rendement, est calculé par la formule:

Rue= (Mue/ Muy) X100

Rue : Rendement de I'huile essentielle en pourcentage

Mye : Masse de 'huile essentielle en gramme
Mwmv : Masse de la matiere végétale en gramme

2.3.3.3.4. Détermination de la densité relative de I'huile essentielle

La densité relative d’'une huile essentielle est le rapport de la masse d'un
certain volume d’huile essentielle et un méme volume d’eau distillée a 20T [58].
On pése dans un bécher un volume bien déterminé de I'huile essentielle dans une
balance de precision et on note la masse trouvée, ensuite on applique la formule:
Due=M1/M;

Due : Densité de I'huile essentielle
Mj : Masse en gramme d’un volume d'huile essentielle

M, : Masse en gramme d’un méme volume d’eau distillée

2.3.3.3.5. Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse CG/SM

L’analyse des huiles essentielles des deux espéces étudiées par couplage
CG/SM a été realisée au laboratoire de chromatographie du centre de recherche
et de développement, de l'entreprise algérienne des aérosols sise a Alger, afin
d'identifier et de quantifier leurs différents constituants volatils.

La chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM) est une technigue de séparation chromatographique et d’identification
qui résulte de l'alliance entre la chromatographie phase gazeuse (CG) et la
spectrométrie de masse (SM).
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Principe

Un spectre de masse est représenté suite a la fragmentation des molécules
lorsqu’elles sont bombardées a la sortie en phase gazeuse, par un faisceau
d’électrons. Ces molécules sont d’abord ionisées, puis elles sont plus ou moins
fragmentées. Ce systeme moderne est piloté par un logiciel, qui peut prendre en
charge la comparaison automatique des spectres obtenus avec des bibliothéques
de spectres, contenant des informations sur des milliers de composés. Il est donc
théoriqguement possible de déterminer la nature des fragments, et en déduire la

structure de la molécule originale [308].

2.3.3.3.5.1. Partie Chromatographie phase Gazeuse (CG)

L’échantillon analysé est injecté dans le chromatographe a I'aide d’'une micro-
seringue, puis mélangé au gaz vecteur. Ce dernier classiquement [I'hélium,
constitue la phase dite mobile, il a pour réle de véhiculer les analytes depuis

I'injecteur jusqu’au détecteur via la colonne capillaire.

La colonne capillaire est située a [lintérieur du four ou souvent la
programmation de la température varie entre 40 et 350C. Cette colonne capillaire
est constituée d'un tube de silice fondue trés long, dont la paroi interne est
recouverte d’'un film chimiqgue nommé la phase stationnaire. Les constituants d’un
mélange sont alors séparés en fonction de leur polarité. Les différences des
propriétés physico-chimiques leur conferent des vitesses d’élution différentes.

Ainsi ils seront séparés en fonction du temps de rétention [309].

2.3.3.3.5.2. Partie Spectrométrie de Masse (SM)

Les sources utilisées sont dites a ionisation électronique. Leur usage est
réservé a l'analyse des composés gazeux ou tres volatiles. L’analyse par
spectrométrie de masse soumet les molécules a une série de tests:

- L’ionisation électronique qui consiste a bombarder les molécules par un faisceau
d’électron de haute énergie. L'impact de cette ionisation est d’arracher un électron
a la molécule, conduisant ainsi a la formation d’un ion radiculaire M".

- La séparation des ions produits en fonction du rapport de masse et charge (M/Z)
- La détection des ions proportionnellement a leur nombre et amplification du

courant correspondant pour les rendre détectables par I'appareil [309].
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L'identification est faite par comparaison des spectres de masse avec la
banque de données fournie par le logiciel Chemstation (NIST 2002 et Wiley
version 7.0). Ce logiciel, aprés comparaison des spectres de masse des
composeés détectés a ceux de la banque de données, propose des structures
validées pour des taux de reconnaissance supérieurs a 90 %. L'appareil est
soumis a des réglages précis contrblant les conditions opératoires avant l'analyse
des huiles essentielles (tableau 2.11)

Tableau 2.11 : Conditions d’analyse du CG/SM

Chromatographe en phase gazeuse

Type de détecteur Hewlett Packard 6890

Type d'injecteur Avec diviseur (split)

Colonne capillaire HP5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym)
Température de l'injecteur | 250C

Volume d'’injection 0,5 ul en mode split (1/50)

Programmation de la température durant I'analyse
Température initiale du four | 60C pendant 1min

Vitesse de chauffage 2C/min jusqu’a 130T

Température final du four 250C

Gaz vecteur Hélium

Débit du gaz vecteur 1 ml/min
Spectrophotometre de masse

Type de détecteur MS Model 5973

Température Interface 280C

Température Source 230C

Température Quadripdle 150C

Energie d’ionisation 70eV

2.3.3.4. Etude des composés non volatils polaires

2.3.3.4.1. Extractions par solvant (solide-liquide)

Elles sont réalisées par épuisements de la poudre végétale a l'aide d'un
solvant, a froid ou a chaud. Les solvants utilisés sont le méthanol et I'éthanol
(tableau 2.12), afin de libérer les composés non volatils présents dans les

structures vacuolaires par rupture du tissu végétal et par diffusion.

On prend le matériel végétal réduit en poudre fine, afin de [I'utiliser pour
I'extraction des composés polaires non volatils. L'usage de la poudre offre une
plus grande surface de contact de la poudre végétale avec les solvants

extracteurs, permettant ainsi d’'ameéliorer le rendement des extractions.
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Tableau 2.12: Conditions des extractions solide-liquide effectuées.

Solvant utilisé Polarité Température
M communis Méthanol CHsOH 0,995 60C
EthanolC,HsOH 0,980 Ambiante
M nivellei Méthanol CHs;OH 0,995 60C
Ethanol C,HsOH 0,980 Ambiante

2.3.3.4.1.1. Extractions a chaud par soxhlet au méthanol

L’extracteur de soxhlet est un appareil spécifique congcu pour I'extraction
continue solide-liquide. Le solvant (a raison de 100 ml pour 10 g d'échantillon a
extraire) est porté a ébullition. Ensuite, les vapeurs sont condensées a l'intérieur
de l'extracteur contenant le solide a extraire dans une cartouche de papier épais.
Le contact entre le solvant et le produit a extraire dure pendant I'accumulation du
solvant dans le réservoir, puis quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce
le siphon et retourne dans le ballon en entrainant les substances dissoutes. Ce

cycle peut étre répété plusieurs fois jusqu'a I'épuisement complet du solide [310].

Mode opératoire

* Pour la plante obtenue in situ

Le montage comporte une plaque chauffante, un ballon de 500 ml a col rodé et
a fond plat, dans lequel le solvant est chauffé jusqu'a environ 64,9C (température
d'ébullition du méthanol), un réfrigérant qui condense les vapeurs et un extracteur
de 250 ml a l'intérieur duquel on introduit, dans une cartouche poreuse, la poudre
végétale a extraire et ou retombe le solvant condensé par le réfrigérant. Un siphon
permet de vider périodiquement I'extracteur de la solution obtenue. La solution
retombe alors dans le ballon ou se concentrent les extraits.

Par ce procédé, la poudre végétale est successivement épuisée a l'aide du
méthanol. L'extrait brut issu de l'extraction précédente est soumis a une double
filtration, puis concentré a I'évaporateur rotatif et enfin séché a température

ambiante (figue 2.6).

Le résidu sec obtenu est pesé pour déterminer son rendement et conservé au
frais, dans un flacon sombre bien fermé, pour effectuer ultérieurement les tests

phytochimiques. La formule utilisée pour calculer le rendement est:

R = (Masse d'extrait sec / masse de la prise d'essai) x 100




70

e A
Réfrigérant Eau
Cartouche
Matériel végéte -

Extrait

Figure 2.6 : Montage de I'extraction par soxhlet.

* Pour les cals obtenus in vitro

Le matériel végétal séché a I'étuve est réduit en poudre fine (2 g) puis extrait
avec du méthanol (50 ml x 2) & chaud pendant deux heures jusqu'a épuisement,
I'extrait obtenu est filtré deux fois [311]. Le filtrat obtenu est concentré a
I'évaporateur rotatif a 60° pour I'élimination du solvant. Le résidu sec obtenu est
pesé pour évaluer son rendement, ensuite conservé au frais dans un flacon

sombre bien fermé jusqu'a son usage.

2.3.3.4.1.2. Extraction a froid par macération dans |'éthanol

Elle consiste a mettre en contact direct le solvant avec la poudre végétale,
durant un temps déterminé a température ambiante. Cette extraction ne concerne
que les plantes obtenues in situ.

Mode opératoire

On verse 100 ml d"éthanol sur 10 g de poudre contenue dans un bécher, ce
mélange est maintenu sous agitation magnétique pendant 24 h, ensuite filtré deux
fois. Le filtrat obtenu est concentré a I'évaporateur rotatif et le résidu obtenu est
pesé pour déterminer son rendement puis conservé au réfrigérateur, dans un

flacon sombre bien fermé. Le rendement est calculé par la formule:

R = (Masse d'extrait sec / Masse de la prise d'essai)

Ballon de récupération
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2.3.3.4.1.3. Extraction des flavonoides

Pour l'extraction des flavonoides, nous avons suivi le protocole décrit par

GUIGNARD [49]. Elle se réalise en plusieurs étapes (figure 2.7):

2.3.3.4.1.3.1. Macération et évaporation

* On fait macérer 30 g de poudre végétale avec 100 ml de méthanol pendant 72 h.
* Apreés filtration, le méthanol est évaporé par un évaporateur rotatif (2 60C sous

vide), on ajoute au résidu sec obtenu 50ml d’eau tiede (extrait aqueux).

2.3.3.4.1.3.2. Extraction liquide-liquide

Cette opération permet la séparation d'un ou de plusieurs constituants par

l'utilisation de leur distribution inégale dans deux liquides pratiguement non

miscibles (Appendice F).

2.3.3.4.1.3.2.1. Elimination de la chlorophylle et des lipides par le chloroforme

» On verse I'extrait aqueux dans 'ampoule a décanter, auquel on ajoute 30 ml de
chloroforme (d=1,476 a 1,481). La séparation se fait par différence de densité.

« On élimine la phase organique, cette étape est refaite trois fois jusqu'a
I'élimination totale de la fraction lipidique et chlorophyllienne, ensuite on récupeére

la phase aqueuse.

2.3.3.4.1.3.2.2. Elimination des génines libres

* On ajouter a la phase aqueuse récupérée 30 ml d'éther diéthylique.
» Apres la formation de deux phases, on récupere la phase inférieure.
* On élimine ensuite la phase supérieure (éther diéthylique + génines libres).

» On refait cette étape plusieurs fois jusqu'a élimination totale des génines.

2.3.3.4.1.3.2.3. Elimination des monosides

* On verse 30 ml d’acétate d’éthyle (d= 0,898 a 0,901) dans I'ampoule qui contient
I'extrait aqueux, aprés decantation, on suit les mémes démarches que celles

réalisées precedemment, jusqu'a I'élimination totale des monosides.

2.3.3.4.1.3.2.4. Récupération des flavonoides et évaporation du butanol

Pour la séparation des flavonoides, on ajoute 30 ml de butanol a trois reprises
a I'extrait aqueux et on récupere la phase alcoolique qui contient les flavonoides.

L'évaporation du butanol (température d’évaporation du butanol est de 55C)
sous vide a I'évaporateur rotatif est indispensable pour I'obtention d'un résidu sec

des flavonoides.
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Figure 2.7: Schéma du protocole d'extraction des flavonoides
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2.3.3.4.1.3.3. Détermination du rendement des flavonoides

Le rendement des flavonoides est évalué aprés ['obtention du résidu

flavonoidique sec, nous avons procédé comme suit :

1. On calcule le poids des résidus flavonoidiques avec la formule:
Mf = Mz - M]_

Ms : Masse de I'extrait sec des flavonoides

M, : Masse du ballon avec I'extrait sec des flavonoides

M; : Masse du ballon vide

2. On calcule le rendement des flavonoides avec I'equation:
Ri= M¢/Mp,y X100

R¢: Rendement des flavonoides
Mmnyv: Masse de la matiere végétale initiale

2.3.3.4.2. Analyses spectrophotométrigues

2.3.3.4.2.1. Spectrophotométrie UV-visible

L'absorption moléculaire dans le spectre UV-visible dépend de la structure de
la molécule. L'absorption d’énergie est quantifiée et résulte du passage des
électrons d'orbitales de I'état fondamental vers des orbitales d’'un état excité

d’énergie supérieure.

L’absorption dans le domaine du visible est courante et se traduit par une
coloration de I'échantillon [54]. La spectrophotométrie UV-visible permettra donc:

= De reconnaitre des groupements chimiques particuliers. L’interprétation
d’un spectre ultraviolet est plus aisée que celle d’un spectre visible.

= En mesurant, a une longueur donde précise (la longueur donde
d’absorption maximale du complexe formé avec un réactif, Amax), l'intensité
de cette absorption par rapport a un témoin de concentration connue, on

peut déterminer la quantité de la molécule présente dans un échantillon.
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Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé un appareil SHIMADZU UV-1601
pour déterminer les spectres d’absorption des molécules isolées ainsi que pour
mesurer la densité optique, selon les conditions suivantes:

- Measering mode: ABS
- Scanning range:190-800 nm
- Scan speed: Fast

- Display mode: sequential

Principe

En faisant traverser par un faisceau lumineux monochromatique (lumiére a
longueur d'onde fixe et définie) une cuve contenant une solution, une partie de la
lumiére incidente va étre absorbée par les molécules de la substance dissoute
(figure 2.8). Si I'énergie lumineuse de la lumiére incidente est Iy et celle de la
lumiére transmise est I;, la loi de Beer-Lambert indique que: I= lo e*¢
L’'absorbance (A) d’'une solution est le logarithme décimal de l'inverse de la

transmitance (T) pour un rayonnement monochromatique. Elle s’exprime par

1 I
A= IOgm(E] =logy, [?:]

lp : Intensité du rayonnement monochromatique incident.

I'équation [312]:

l; : Intensité du rayonnement monochromatique émergent.

T: 1t /1
v Faisceau Faisceau
incident _ emer_ge,:nt
d'intensitél (A) d'intensitél, (\)
e b

cuve de
longueur

Figure 2.8: Principe de la spectrophotométrie UV-visible

2.3.3.4.2.2. Balayage des extraits obtenus au spectrophotomeétre UV-visible

Le spectre d’absorption UV-visible d’'un composé est relativement tres simple
caractérisé habituellement par une ou deux bandes d’absorption maximum. Cette
opération est réalisée en comparant le tracé d'un spectre d’absorption d'une

solution a tester, de composition inconnue, avec le tracé d’'une solution du

composeé pur de référence.



75

Mode opératoire

Tous les extraits obtenus ont été analysés par spectrophotométrie UV-visible
en mode séquentiel. Pour cela, nous avons préparé des solutions en dissolvant
I'extrait sec dans du méthanol absolu a raison de 1mg/ml. Le spectre d'absorption
de chaque extrait est obtenu dans le visible. Des étalons ont été soumis a un
balayage dans les mémes conditions, pour servir de référence a l'interprétation

des tracés des spectres obtenus.

2.3.3.4.2.3. Dosages biochimigues

2.3.3.4.2.3.1. Dosage des polyphenols totaux

Le dosage des polyphenols, contenus dans les extraits alcooliques secs, est
réalisé selon le protocole de SLINKARD et SINGLETON [313].

Le réactif de Folin Ciocalteu (FCR) est un acide de couleur jaune, constitué par
un  mélange d'acide  phosphotungstigue  (H3PW1,04) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de l'oxydation des phénols,
en un mélange d'oxydes bleu de tungsténe et de molybdéne [314]. La coloration
produite, dont I'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité

des polyphénols présents dans I'extrait végeétal.

Mode opératoire

Un millilitre de la solution, contenant 1mg de l'extrait sec (éthanolique ou
méthanolique), est ajouté a 46 ml d'eau distillée et 1 ml de FCR, I'ensemble est
bien mélangé. Aprés trois minutes, 3 ml d'une solution de carbonate de sodium
(2%) sont ajoutés au meélange, qui est maintenu en agitation permanente durant 2

heures a température ambiante, I'absorbance est lue a 760 nm.

L'indice de Folin-Ciocalteu est exprimé en microgramme équivalent acide
gallique par milligramme d'extrait sec (1g eq Ac gallique/mg ES), on utilise une
gamme-étalon établie dans les mémes conditions avec de l'acide gallique. La
concentration des composeés phénoliques est calculée selon I'équation obtenue a

partir de la courbe d'étalonnage.
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2.3.3.4.2.3.2. Dosage des flavonoides totaux

Mode opératoire

La mesure des flavonoides totaux des extraits est inspirée de la méthode
décrite par PARK et al. [315].

Un aliguote de 1ml de la solution contenant 1mg d'extrait végétal, est placé
dans un tube a essai, auquel on ajoute 0,1 ml de solution de nitrate d'aluminium
10%; 0,1 ml de solution d'acétate de potassium 1 M et 3,8 ml d'éthanol. Apres 40
min d'incubation a température ambiante, la lecture de I'absorbance est réalisée a
415 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant la quercetine a différentes
concentrations, pratiquée dans les mémes conditions opératoires. La
concentration des flavonoides est calculée conformément a I'équation obtenue a
partir de la courbe d'étalonnage de la quercetine et exprimée en microgramme

équivalent qurcetine par milligramme d'extrait sec.

2.3.3.4.2.3.3. Dosage des flavonols

Mode opératoire

La teneur en flavonols est déterminée par la méthode de YERMAKOV et al.
[316]. On mélange 2 ml de I'extrait sec avec 2 ml d'une solution d'AIClI3; (20 g/l)
et 6 ml d'une solution d'acétate de sodium (50 g/l). Apres 2 heures et demi
d'incubation a 20T, la lecture de I'absorbance est réalisée a 440 nm. Le taux des
flavonols est déterminé en microgramme équivalent rutine par milligramme
d'extrait sec. La courbe d'étalonnage est réalisée avec des concentrations allant

de 0,0166 a 0,5 mg/ml de solution méthanolique de rutine.

2.3.3.4.2.3.4. Dosage des sucres totaux

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, et les

polysaccharides) sont dosés par la méthode Phénol-Acide sulfurique [317].
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Le principe de la réaction est basé sur la coloration des produits de
dégradation des oses neutres par I'H,SO,4 concentré. Il transforme a chaud les

glucides en dérivés sulfuriques, qui se colorent en jaune orange par le phénol.

Préparation de la solution de phénol

On dissout 5 g de phénol dans 100 ml d'eau distillée. Le réactif est
fraichement préparé avant le dosage et doit impérativement étre maintenu a

['obscurité.

Mode opératoire

On introduit 1ml de la solution contenant 1 mg d'extrait sec dans un tube a
essai, auquel on ajoute 5 ml du réactif phénol et 5 ml d'H,SO, concentré 96%
(d=1,86). Le mélange est vigoureusement agité et incubé dans un bain d'eau trés
froide pendant 30 min, l'absorbance est mesurée a 488 nm. On obtient, une
solution jaune orange a la surface, on passe au vortex pour homogénéiser la
couleur de la solution. La couleur de la réaction est stable pendant plusieurs
heures, les résultats sont exprimés en pg eq Glu/ mg ES. En paralléle on trace la
courbe d’étalonnage en préparant des solutions de glucose a differentes

concentrations. Apres incubation, la DO est lue a 488 nm.

2.3.3.4.2.3.5. Dosage des tanins

Les tanins sont dosés selon la méthode colorimétrique Folin Denis, décrite par
JOSLYN [318]. Son principe est basé sur la réduction de lacide
phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, qui en présence des tanins

donne une coloration bleue dont l'intensité est mesurée a 760 nm.

Mode opératoire

Dans une fiole de 100 ml, on introduit 75 ml d'eau distillée, 1 ml de la solution
a tester (Img/ml), 5 ml de réactif de Folin Denis et 10 ml d'une solution saturée de
COsNa; (10%). Apres agitation mécanique, la préparation est incubée pendant 30
min, la mesure de la densité optique est faite a 760 nm. Une gamme étalon
d'acide tannigue est préparée dans les mémes conditions avec des concentrations
allant de 0,022 a 0,1 mg/l. Les resultats sont exprimés en microgramme équivalent

acide tannique par milligramme d'extrait sec.



78

2.3.3.4.2.3.6. Dosage des anthocyanes

Les anthocyanes sont déterminés par la méthode de décoloration proposée
par JUR [319]. Son principe est basé sur la décoloration des solutions
d'anthocyanes en utilisant une solution de bisulfite de sodium. JUR [319] a montré
gue ce phénomeéne était di a I'existence d'une réaction entre le cation flavylium et
I'nydrogénosulfite HSOj3;. Cette réaction est équilibrée et conduit a la formation
d'un produit d'addition incolore, plus ou moins stable selon le pigment. Cette
méthode suppose que les autres composés phénoliques n'interferent pas sur le
dosage.

Mode opératoire

Dans un bécher de 80 ml, on introduit 1 ml de I'échantillon (contenant 1mg
d'extrait sec), 1 ml d'éthanol et 20 ml d'une solution agueuse d'HCI 2%. A partir de
cette solution S:

- On met dans un 1* tube a essai 10 ml de la solution S et 4 ml d'eau distillée.

- Dans un 2°™ tube, on met 10 ml de la solution S et 4ml de bisulfite de

sodium a 15%

Apres une incubation de 20 min, on procede a la mesure de la densité optique
a 520 nm. Les résultats sont exprimés en microgramme equivalent cyanidine par
milligramme d'extrait sec, apres extrapolation des absorbances obtenues sur la

courbe d'étalonnage de la cyanidine.

2.3.3.5. Evaluation du pouvoir anti-microbien des huiles essentielles et des extraits

L'évaluation du pouvoir anti-microbien est realisée par la technique de
diffusion des disques sur milieu gélosé [320]. L’antibiogramme teste I'action des
antibiotiques sur les micro-organismes en mesurant leurs zones d’inhibition. En
1970, cette pratigue a été adoptée par des aromathérapeutes, qui la baptisent

"Aromatogramme” [24].

2.3.3.5.1. Les substances testées

- Les huiles essentielles: Les huiles essentielles pures des deux especes,

recueillies par simple décantation, ont été testées sans dilution.
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. Les concréetes méthanoligues, éthanoligues et flavonoidigues: Un essai

préliminaire pour la sélection du solvant approprié pour la solubilisation des

concretes a été effectué. A cette fin, nous avons testé la toxicité du

méthanol et de I'éthanol absolu, vis-a-vis des souches microbiennes

sélectionnées: le solvant qui présente le plus grand pouvoir solubilisant et

la moindre toxicité sur les micro-organismes devra étre sélectionné comme

excipient pour la préparation des solutions a tester. Ces dernieres sont

préparées a raison de 2mg/ml, soit une charge de 50ug/ disque.

2.3.3.5.2. Les milieux de culture utilisés

La gélose nutritive et la gélose Mueller Hinton sont employées pour tester

I'activité anti-bactérienne des souches selectionnées [12]. Le milieu Sabouraud est

utilisé pour la levure Candida albicans, et le milieu PDA préparé au laboratoire,

pour les champignons [29].

2.3.3.5.3. Les souches testées

Pour évaluer le caractére anti-microbien des huiles essentielles et des extraits,

nous avons utilisé huit souches bactériennes, une levure et quatres champignons

(tableau 2.13).

Tableau 2.13 : Origine des souches microbiennes testées.

ATCC Milieu
Souches e T > Source
Culture Collection approprle
Moisissures
Alternaria sp -
Fusarium  oxysporum fsp -
aIbiinpig Milieu PDA Lgboratoire delmycologig du
Penicillium sp - département d'Agronomie
Fusarium  oxysporum fsp -
lycopersici
Bactéries
Escherichia coli 25922
Staphylococcus aureus 25923 ] ] ) )
Staphylococcus epidermes 12228 Laboratoire Qe rrjlcropjologle
du Laboratoire d'Hygiéne de
Pseudomonas aerogenosa 27853 Gélose nutritive | Blida
Salmonella typhi 4404540
Shigella flexineri 25936
Streptococus pneumoniae 2258 Laboratoire de microbiologie
Enterococcus phaecalis 237013 de CHU Frantz Fanon
Levures
Candida albicans 237062 Gélose Laboratoire de microbiologie

Sabouraud

de CHU Frantz Fanon
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2.3.3.5.4. Contrble microbiologigue des micro-organismes

Avant la réalisation des tests microbiologiques, toutes les souches ont subi
une seérie de repiquages pour s’assurer de leur pureté. Les champignons
phytopathogenes ont été soumis a une identification macro et microscopiques afin

de confirmer leur identité (appendice G).

2.3.3.5.5. Réalisation du test anti-microbien

Des disques stériles de papier buvard, imprégnés de la substance active a
tester, sont déposés sur le milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une
culture jeune de la souche a étudier. Dés l'application des disques, les substances
actives diffusent de maniere uniforme. Apres incubation, les disques s'entourent
de zones d'inhibition circulaires, correspondant a une absence de culture [321,
322].

Mode opératoire

- On fait fondre, dans un bain-marie a 95T, le milieu de culture, ensuite on le
verse aseptiquement dans des boites de pétri de 90 mm de diameétre a raison de
10ml/boite [323]. On laisse solidifier les milieux de culture dans les boites de pétri

sur la paillasse a température ambiante.

- On prépare une suspension microbienne (inoculum), a partir d’'une jeune culture
réactivée de 18 heures pour les bactéries et 48 heures pour la levure ou d'une
culture agée de 7 jours pour les champignons. On réalise une suspension trouble
pour chaque germe, en prélevant 3 a 5 colonies bien distinctes a l'aide d'une anse
de platine stérile, qu’on introduit dans 5 ml d’eau physiologique stérile, ensuite la
susponsion est bien homogénéisée au vortex.

La densité optigue de chaque suspension doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 a
une longueur d’onde de 625 nm qui correspond environ & 10° germes par ml pour

les bactéries, et 0,3 pour les champignons et la levure.

- On préléve a I'aide d’un écouvillon une petite quantité de la suspension trouble et
on lI'ensemence en stries serrées sur la gélose en faisant pivoter la boite de pétri

horizontalement a 60°pour couvrir toute sa surface .
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- On imbibe un disque stérile avec 25 ul de la substance a tester, puis a l'aide
d'une pince stérile, on le dépose sur la surface de la gélose inoculée au préalable
par la suspension microbienne. Des témoins sans extraits ont été réalisés:
- Un contrdle négatif sur Mueller Hinton avec l'alcool solubilisant, et un
contréle positif avec un antibiotique de référence: I'amoxycilline pour les
souches bactériennes pathogénes.
- Un controle négatif sur les milieux Sabouraud et PDA avec lalcool
solubilisant, et un controle positif avec un fongicide: la nystatine pour la

levure et les champignons.

- On laisse les disques diffuser sur la paillasse pendant 30min puis on transfere
les boites pour incubation dans une étuve bacteriologique en les renversant sur
leur couvercle (37T pendant 24h pour les bactérie s et a 25C pendant 48h pour

la levure et 4 jours pour les champignons).

- La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d’inhibition (en mm), qui
est représentée par une auréole formée autour du disque ou aucune croissance

n’'est observée.

2.3.3.6. Evaluation de l'activité anti-oxydante des huiles essentielles et des extraits

2.3.3.6.1. Pouvoir réducteur des radicaux libres par le test DPPH

Le pouvoir anti-oxydant de nos extraits a été évalué par le test DPPH [324].

Principe

Le 1,1-diphényl-1,2picrylhydrazyle ou DPPH est un radical stable, il présente
une absorption spécifigue a 517 nm qui lui confére une couleur violette.
Lorsqu’il est piégé par des substances anti-oxydantes, la forme réduite confere a
la solution une coloration jaune pale, l'intensité de la décoloration du réactif en
solution dépend de la nature, la concentration et la puissance de la substance
anti- radicalaire [325]. On peut résumer la réaction sous la forme de I'équation :

DPPH+ (AH), ——» DPPH-H + (A),
ou (AH), représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical

DPPH: (violet) pour le transformer en molécule DPPH-H (jaune).
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2.3.3.6.1.1. Préparation de la solution DPPH
On dissout 4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol, ce réactif doit étre

fraichement préparé et maintenu a I'abri de la lumiere.

2.3.3.6.1.2. Préparation des échantillons

On prépare pour chaque extrait a tester trois dilutions (0,25/0,5 et 1mg/ml),
afin de pouvoir tracer une droite a partir de laquelle, on déduit le pourcentage de

réduction des radicaux libres.

Mode opératoire

Dans des tubes a essais, on introduit 50 ul de l'extrait a tester auquel on
ajoute 5 ml de réactif DPPH. Aprés agitation, les tubes sont placés a I'obscurité et
incubés pendant 30 min a température ambiante. La lecture de I'absorbance se
fait contre un blanc a 517 nm. Nous avons utilisé la quercetine, I'a tocophérol et
I'acide ascorbique comme contrGles positifs.

2.3.3.6.1.3. Expression des résultats

L'activité anti-oxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre, est
estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le
méthanol. Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres est déterminé par la
formule de WANG et al. [327] :

%Inhibition = [ ( Abs blanc - Abs échantillon) / Abs blanc ] x 100

Abs : Absorbance a la longueur d’'onde de 517 nm.

La valeur ECsp a été déterminée pour chaque extrait, elle correspond a la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité du DPPH[327].
Les valeurs moyennes de ECs ont été calculées par les régressions linéaires des
trois essais séparés pour chaque substance étudiée, ou l'abscisse représente la
concentration des composés testés et l'ordonnée représente lactivité anti-

oxydante en pourcentage.

2.3.3.6.2. Pouvaoir inhibiteur de la peroxydation de I'acide linoléique

L'activité anti-oxydante des huiles essentielles et des extraits est déterminée
par la méthode thiocyanate décrite par JAYAPRAKASHA et al. [329].
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Principe

L'oxydation de l'acide linoléique engendre des hydro-peroxydes d'acide
linoléique, se qui génere plusieurs produits d'oxydation [330]. Ces derniers
réagissent avec le chlorure de fer pour former le chlorure ferrigue puis le
thiocyanate ferrigue de couleur rouge-sang dont l'intensité de la coloration est
proportionelle a la formation de radicaux libres.

2.3.3.6.2.1. Préparation de I'émulsion d'acide linoléique

On homogénéise 0,28g d'acide linoléique avec 0,289 de Tween 40 et 50 ml de
tampon phosphate (0,2 M; pH 7,0). L'émulsion doit étre bien homogénéisée.Les
huiles essentielles ont été utilisées pures, alors que les concretes ont été

dissoutes dans le méthanol a raison de 1mg/ml.

2.3.3.6.2. 2. Préparation des suspensions a incuber

On met dans chaque tube a essai 500 ul de I'échantillon a analyser,
supplémenté de 2,5 ml de I'émulsion d'acide linoléique et 2,5 ml de tampon
phosphate, les tubes sont incubés a température ambiante pendant 168 heures.

Mode opératoire

On prépare un contréle negatif de la méme facon. L'acide ascorbique est
utilisé comme contrdle positif. La cinétique de I'évolution de la lipo-péroxydation

est évaluée chaque 24h pendant une semaine.

2.3.3.6.2.3. Evaluation de la cinétigue de I'oxydation de l'acide linoléigue

Chaque 24h, on préleve dans un tube a essai 0,1 ml de la suspension incubée
a laquelle on ajoute 5 ml d'éthanol 75%, 0,1 ml d'ammonium thiocyanate et 0,1 ml
de chlorure de fer (20 mM). Les tubes sont incubés a température ambiante
pendant 3 min, l'absorbance est mesurée au spectrophotométre UV-vis a 500 nm.
Le pourcentage d'inhibition de la peroxydation de l'acide linoléique est calculé,
apres 120h, en utilisant la formule de PIN DER [331]:
% inhibition=[ 1- ( ADO échantillon/ADO contréle négatif)] x 100
% inhibition: Pourcentage d'inhibition de la peroxydation de I'acide linoleique

ADO échantillon: Correspond a la différence de DO de I'échantillon entre J; et Js
ADO blanc: Correspond a la différence de DO du contrble négatif entre Jiet Js



84

2.3.3.6.3. Pouvoir chélateur du fer

Le pouvoir chélateur des ions Fe?* est mesuré selon la méthode rapportée par
DECKER et WELCH [332].

Principe

Il est basé sur la réduction des ions Fe®" en ions Fe**, l'extrait testé fournit les
protons H* stabilisateurs s'il exerce un effet anti-oxydant. La férrozine joue le réle
d'un ligand qui raccorde les ions Fe?* avec I'extrait anti-oxydant.

Mode opératoire

Un millilitre d'extrait a tester (contenant 1mg) est placé dans un tube a essai
auquel on ajoute 0,1 ml d'une solution FeCl, (2 mM) et 0,2 ml de férrozine (5 mM).
Le mélange est agité vigoureusement, puis maintenu en incubation pendant 10

min. L'acide ascorbique est utilisé comme contr6le positif dans ce test.

L'absorbance est mesurée a 562 nm au spectrophotometre. Les résultats sont

exprimés en pourcentage de chélation selon I'équation de GULCIN [333]:

%chélation = [ ( Abs contréle négatif - Abs échantillon) / Abs contrdle négatif ] x 100

Abs : Absorbance a la longueur d’'onde de 562 nm.

2.3.3.7. Analyse statistique

Tous les essais (24 tubes par essai) ont été répétés trois a six fois, et réalisés
dans les mémes conditions, pour lI'ensemble des mesures de la cinétique de
croissance des vitro-semis et des micro-boutures, ainsi que la détermination des
pourcentages de germination, de débourrement et de callogenése. Il en est de
méme pour les parametres phytochimiques analysés chez les deux espeéeces
obtenues in situ et in vitro. Les résultats ont été verifiés par le logiciel SPSS. De
méme, des corrélations ont été établies entre les différentes variables. Les

différences ont été considérées significatives a p < 0,05.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Etude botanique des plantes

Etant donné que les deux espéeces étudiées appartiennent au méme genre,

elles partagent en commun un grand nombre de critéres macro et microscopiques.

3.1.1. Etude morphologigue

3.1.1.1. Examen macroscopique des fleurs

Myrtus communis L.

La fleur est hermaphrodite, actinomorphe, de 2 a 3 cm de diametre, localisée a
l'aisselle de la feuille et portée par un pédoncule gréle de 2 cm de long, qui se

termine par deux petites bractées caduques (Figure 3.1).

Le périanthe est formé d'une calice composée de cing petits sépales verts
finement poilus, qui persistent méme aprés la formation du fruit, et une corolle
formée par cing petites pétales rondes de couleur blanchatre. Ces derniéres
tombent juste aprés la pollinisation. Les sépales et les pétales présentent des

extrémités arrondies (figure 3.2 et figure 3.3).

L'androcée est dialystemone, il se compose d'une touffe d'étamines insérées
sur deux cycles a raison de 200 étamines/fleur en moyenne, dont chacune est
formée par un long filet blanc surmonté par une anthére jaune midifixe, présentant
deux loges polliniques (figure 3.4). Le gynécée est constitué d'un ovaire infere
finement velu a I'extérieur et doté de trés petites glandes oléiferes (figure 3.5), il
est formé par trois carpelles soudées a placentation axiale (figure 3.6), le style se

termine par un stigmate légerement papilleux (figure 3.7).
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Etamines
Pétale

Figure 3.2: Sépale vu de face (G:x4) Figure 3.3: Pétale vue de face (G:x2,5)

Figure 3.4: Etamine vue de profil (G:x4,5) Figure 3.5: Face externe de l'ovaire (G:x4)

Figure 3.6: Ovaire en coupe transversale Figure 3.7: Style vu de profil (G:x2,5)
(G:x4,5)

Planche N°1: Morphologie de la fleur de M communis L.
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La floraison débute a partir du mois de Juin et s’étale jusqu'a la fin du mois
d'Aoldt. Cependant, il semble que les variations climatiques influent
considérablement sur la période de floraison, BIANCHINI et CORBETTA [165]

rapportent qu'elle s'étale du mois d'Avril jusqu'a Juin.

Myrtus nivellei Batt et Trab.

La fleur est hermaphrodite, insérée a l'aisselle de la feuille, actinomorphe ne
dépassant pas 2 cm de diamétre, elle est portée par un fin pédoncule de 1,5 a 2
cm de long (figure 3.8).

Le périanthe est composé d'une calice a cing petits sépales poilus de couleur
verte contenant de minuscules glandes, et une corolle a cingq petites pétales
blanchatres rondes (figure 3.9 et figure 3.10).

L'androcée est dialystemone, il est constitué par une touffe d'étamines a
raison de 180 étamines/fleur en moyenne. Chaque étamine est formée par un long
filet blanc et une anthére jaune midifixe (figure 3.11).

Pour ce qui est du gynécée, nous avons noté gu'il est constitué par un ovaire
infere a paroi finement velue et présentant de minuscules glandes (figure 3.12). Il
est gamocarpellé (3 carpelles soudées), contenant un grand nombre d'ovules a
placentation axiale (figure 3.13 et figure 3.14). Le style est Iégérement poilu (figure
3.15).

La période de floraison de cette espéce saharienne commence a partir du
mois de Mars et s'étale jusqu'a la fin du mois de Juin, si les conditions climatiques

sont favorables.
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Figure 3.8 : Fleur de M nivellei Batt et Trab. Figure 3.9: Sépale vu de face (G:x4,5)

Figure 3.11 : Etamine vue de profil (G:x4,5)

Figure 3.12: Face externe de l'ovaire Figure 3.13: Ovaire en coupe transversale
(G:x4,5) (G:x4)

Figure 3.14: Ovaire en coupe longitudinale Figure 3.15: SI vu de profil
(G:x4) (G:x4)

Planche N?2: Morphologie de la fleur de M nivellei Batt et Trab.
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3.1.1.2. Examen macroscopique des feuilles

Myrtus communis L.

Les feuilles sont trés aromatiques, d'un vert brillant persistant, opposées
décussées (figure 3.16). chaque feuille est caractérisée par un limbe entier a
contour lisse, avec une forme ovale lancéolée, de 15 a 45 mm de long sur 10 a 30
mm de large, et présentant une nervation pennée. Les feuilles se raccordent avec
I'axe principale de la plante par un pétiole rougeatre trés court de 1mm, le stipule
est absent (figures 3.17).

A l'éclatement des bourgeons, les jeunes feuilles sont trés tendres, poilues
avec une teinte pourpre, qui persiste durant le premier mois de croissance (figure
3.18). Ensuite le limbe devient de plus en plus cutinisé, coloré en vert foncé et
dépourvu de poils. Il faut noter que, durant toute la vie de la feuille, la teinte du
limbe reste homogéne (figure 3.19). Des petites glandes oléiferes sont visibles
sous loupe sur ses deux faces.

Les feuilles du myrte poussant dans les endroits trés ensoleillés présentent une
taille plus petite que celles poussant dans les régions ombrées. Cela est justifié
par le fait que les feuilles poussant a I'ombre ont besoin d'élargir leur surface

foliaire, afin d'intercepter le maximum de lumiére necessaire a la photosynthese.

Myrtus nivellei Batt et Trab.

Le feuillage est d'un vert sombre persistant et luisant, opposé décussé (figure
3.20) avec des entre-nceuds courts. Chaque feuille est caractérisée par un limbe
entier a nervation pennée, munie d'un contour lisse et une forme allongée a
extrémité pointue, de 20 a 50 mm de long sur 5 a 10 mm de large. Le limbe peut
étre qualifie de sub-sessile, parcequ'il est raccordé a la tige par un pétiole trés
court rougeatre et poilu ne dépassant pas 1mm, le stipule est absent (figure 3.21).

A I'éclatement des bourgeons, les jeunes feuilles sont tendres et trés poilues,
présentant une pigmentation rouge foncée, qui vire au pourpre (figure 3.22). Cette
teinte persiste durant le premier mois de croissance. Ensuite le limbe devient
progressivement glabre, plus brillant et coriace, I'ensemble évolue rapidement
vers le vert clair puis devient vert foncé. La pigmentation persiste chez les feuilles
adultes, en se localisant exclusivement au niveau du pétiole et a la pointe du limbe
foliaire (figure 3.23). Les deux faces renferment un nombre important de petites

glandes oléiféres visibles sous loupe.
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Figure 3.16: Disposition des feuilles sur Figure 3.20: Disposition des feuilles sur la
la tige de M communis L. tige de M nivellei Batt et Trab.
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Figuré 317 Feuillés de'M communis L. Figure 3.21: Feuilles de M nivellei Batt et Trab

Figure 3.19: Face supérieure de la
feuille montrant des poils tecteurs et des montrant les glandes oleiferes et I'extrimité
glandes oléiferes (G:x4) pointue pigmentée du limbe (G:x2)
Planche N3: Morphologie des feuilles de M communis L. (& gauche) et
M nivellei Batt et Trab. (a droite)
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3.1.1.3. Examen macroscopique des tiges et de I'écorce

Pour les deux especes étudiées, I'axe aérien se ramifie dés la base du collet,
les tiges qui en divergent sont trés ramifiées, rugueuses a écorce rougeatre et
entierement ligneuses (figure 3.24 et figure 3.25).

La présence des poils est notable au stade juvénile (figure 3.26 et figure 3.27),
ils disparaissent graduellement avec la croissance. Les tiges des jeunes pousses
sont tendres herbacées et fortement pigmentées.

Pour I'espéce M communis L., la taille de la partie aérienne peut facilement
atteindre 2 m de long avec un diameétre qui peut aller jusqu'a 50 cm pour les vieux

rameaux.

L'espéce M nivellei Batt et Trab. est caractérisée par une partie aérienne qui
ne dépasse pas 1,2m de long avec un diamétre moins important des tiges

ligneuses.

Figure 3.24: Rameau ligneux de Figure 3.25: Rameau ligneux de
M communis L. (G:x 2) M nivellei Batt et Trab. (G:x 2)

Figure 3.26: Tige herbacée et poilue de  Figure 3.27: Tige herbacée et poilue
M communis L. (G:x 4) de M nivellei Batt et Trab. (G:x 4)

Planche N°4: Morphologie des tiges de M communis L. (a gauche) et
M nivellei Batt et Trab. (a droite)
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3.1.1.4. Examen macroscopigue des fruits et des graines

Les fruits des deux éspeces étudiées sont des baies peu charnues,
couronnées par le calice, de forme ellipsoide ou sub-globulaire. Elles sont
disposées a l'aisselle des feuilles et renferment un nombre important de graines
(figure 3.28 et figure 3.32). A maturité, elles deviennent trés sucrées et acquiérent
une couleur bleue noiratre, ces baies sont trés appréciées par les oiseaux et les

insectes.

Les graines sont réniformes, de couleur jaune avec un tégument externe lisse

et trés dur et un élaiosome central brun.

M communis L.

Chez M communis L., les baies présentent en moyenne une dimension qui est
de 7-10 x 6-8 mm (figure 3.29 et figure 3.30). Elles sont portées par un pédoncule
legerement poilu, pouvant atteindre 2 cm de long. Le nhombre moyen des graines
est de 9,05+0,66 graines/baies, ces graines mesurent en moyenne 4 x 2 mm
(figure 3.31).

M nivellei Batt et Trab.

Les baies de M nivellei Batt et Trab. ont une dimension plus petite de l'ordre
de 4-6 x 5-8 mm, leur couleur est plus sombre, elles sont portées par un
pédoncule long et Iégerement poilu (figure 3.33 et figure 3.34). Le nombre moyen
des graines est de 8,34+1,2 graines/baie, la taille moyenne de la graine avoisine
3 x 2 mm (figure 3.35)

TRAVESET et al. [334] rapportent que le fruit de M communis L. présente les
dimensions suivantes: 11,3 x 10,21 mm et renferme en moyenne 12 graines.
Cependant, les travaux de ARONNE et ROSSU [203] ont rapporté qu'il renferme

3 a 3,5 graines/baie.

Il y a une corrélation linéaire significative entre la taille géométrique des baies
et le nombre de graines de M communis L. (r>= 0,991, p<0,05) et M nivellei Batt et
Trab. (r*=0,949, p<0,05). Cette méme déduction est confirmée par TRAVESET et
al. [334].



Figure 3.28: Disposition des baies sur le
rameau de M communis L.

Figure 3.29 : Taille et diamétre de la baie

de M communis L.
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Figure 3.30: Fruit de M communis vu
de profil
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Figure 3.31: Taille de la graine de
M communis L. (G:x4)
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Figure 3.32: Disposition des baies sur le
rameau de M nivellei Batt et Trab.

Figure 3.33: Taille et diamétre de la baie
de M nivellei Batt et Trab.

Limbe foliaire
Calice
Baie

Pédoncule

Figure 3.34: Fruit de M nivellei vu
de profil

Tégument
externe

Elaiosome

Figure 3.35: Taille de la graine de
M nivellei Batt et Trab. (G:x6)

Planche N°5: Morphologie des fruits et des graines de M communis L. (a gauche) et
M nivellei Batt et Trab. (a droite)
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3.1.2. Etude histo-anatomique

3.1.2.1. Examen microscopique des tiges

L'organisation anatomique en coupe transversale de la tige chez les deux
especes est pratiqguement identique. Cependant des différences structurales sont

observées chez les tiges adultes par rapport aux tiges jeunes.

» Tige ligneuse

On observe a lextérieur le liege (suber) constitué par des cellules
rectangulaires a parois subérifiées, disposées en file radiales formant la couche
externe rugueuse qui couvre la tige (figure 3.36, figure 3.38, figure 3.44 et figure
3.46). Ce tissu d'origine secondaire prend naissance a partir de lassise
génératrice subero-phéllodermique, cependant le phelloderme n'est pas percu.

Le liber chez le genre Myrtus présente la particularité d'étre situé au dessus et
au dessous du bois, dont on observe clairement les cellules (a parois
péctocellulosiques) et les rayons libériens intensément riches en macles
d'oxalates de calcium (figure 3.39 et figure 3.47). Le liber dirigé vers l'extérieur
s'organise en un anneau continu.

L'oxalate de calcium est la forme insoluble de l'acide oxalique, ayant un role
répulsif pour les insectes et les herbivores [157]. La densité de ces macles
d'oxalate de calcium est parmi les caractéristiques les plus importantes de ces
deux plantes, leur permettant une adaptation aux milieux arides et une meilleure
protéction contre les prédateurs.

Au dessous de la zone cambiale, on trouve le bois hétéroxylé constitué par:

- Des vaisseaux representés par de grandes cellules a lumiére importante avec
des diameétres variables (figure 3.40 et figure 3.48), il s'agit des vaisseaux de
grand calibre (bois de printemps) et des vaisseaux de petit calibre (bois d'automne).

- Un parenchyme ligneux vertical formé par un ensemble de cellules dont
certaines sont lignifiées et un parenchyme ligneux horizontal, formé par une file
unisériée de cellules allongées dans le sans radial.

- Des fibres de sclérenchyme: a paroi lignifiée et lumiére réduite.

Le liber situé sous le bois en contact étroit avec la moelle, est formé par de
petites cellules regroupées en quatre amas ou arcs. La partie centrale de cet

organe est constituée par un parenchyme médullaire formé par de larges cellules
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a parois péctocellulosiques, riches en cristaux d'oxalates de calcium, séparées par
de larges lacunes donnant l'apparence d'un tissu spongieux chez l'espéce M
communis L. (figure 3.43). Cependant, I'espece M nivellei Batt et Trab. est
caractérisée par un parenchyme médullaire, formé par des cellules larges, a
parois fines péctocellulosiques, dont certaines sont pourvues de macles ou de
petites vésicules taniféeres (figure 3.51).

* Tige herbacée

Les tiges herbacées présentent une structure quadrangulaire en section
transversale qui a tendance a disparaitre dés l'installation du suber (figure 3.37 et
figure 3.45). L'épiderme est représenté par une seule assise de cellules
épidermiques a parois péctocellulosiques. On note la présence de poils
unicellulaires, correspondant a un prolongement d'une cellule épidermique vers
I'extérieur de l'organe, ces poils sont typiques des tiges jeunes, car au fil du
temps, dés que le suber s'installe, les poils disparaissent. Il s'agit la de poils
técteurs unicellulaires a réle protecteur (figure 3.41 et figure 3.49).

Le parenchyme cortical est localisé juste sous I'épiderme, il est formé par5 a 6
assises de petites cellules arrondies a parois péctocellulosiques laissant entre
elles des méats. Ce tissu est riche en cristaux d'oxalates de calcium. Les cavités
sécrétrices endogénes appelées également poches sécrétrices (PS) sont
clairement visibles en coupe transversale (figure 3.42 et figure 3.50). Elles sont
enfoncées dans le parenchyme cortical et étroitement accolées a I'épiderme par
deux petites cellules appelées "cellules chapeau" d'aprés CICARELLI et al. [176].

Les tissus conducteurs secondaires, naissant a partir de la zone cambiale,
sont représentés par un bois hétéroxylé, délimité de part et d'autre par du liber. Le
liber orienté vers l'extérieur est couronné par des amas de fibres de sclérenchyme,
qui sont séparés par le prolongement des rayons libériens dans I'écorce, alors que
le liber orienté vers le centre semble s'organiser en quatre amas libériens,
interrompus par les rayons libériens qui s'enfoncent jusqu'a la moelle. Les fibres
de sclérenchyme disposées en amas sont caractérisées par une paroi lignifiée,
épaisse et rigide délimitant une lumiere réduite. Le parenchyme meédullaire est
constitué par des cellules larges a parois péctocellulosiques riches en macles et
de larges lacunes inter-cellulaires. Cet aspect persiste chez I'espéce M communis

L.(figure 3.43), alors qu'il change pour M nivellei Batt et Trab
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<«—— Suber Poches sécrétrices

Liber
Bois
hétéroxylé
Moell
Liber

Figure 3.36: Coupe transversale d'une tige Figure 3.37 : Coupe transversale
ligneuse de M communis L. (G: x 10) d'une jeune tige (G: x 10)

Figure 3.38: le suber d'une tige ligneuse Figure 3.39 : Macle d'oxalate de
G: x 40 calcium (G: x 100)

Poils tecteutr

Figure 3.40 : Bois hétérxylé (G: x40)

Figure 3.41: Poils tecteurs (G: x 40)

e

Figure 3.42: Poche sécrétrice (G: x 40)  Figure 3.43: Parenchyme médullaire (G: x 40)
Planche N%: Anatomie des tiges de M communis L.
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Poches sécrétrice

Figure 3.45: fCoupe transversaie d'une
jeune tige (G: x 10)

Figure 3.46: Le suber d'une tige ligneuse Figure 3.47 : Macle d'oaléte' de calcium
(G: x 40) R (G: x40)

Poils

tecteur
e \

Figure 3.49 : Poils técteurs (G: x 40)

Flgurévs’-:Sé : Poche sécrétrice (é: x 40)  Figure 3.51: Parenchyme médullaire (G: x 40)
Planche N%7: Anatomie des tiges de M nivellei Batt et Trab.
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3.1.2.2. Examen microscopique des feuilles

Chez les deux especes, I'épiderme foliaire est constitué par une seule assise
de cellules épidermiques, il est suivi d'un parenchyme chlorophyllien palissadique
représenté par 1 a 2 assises de cellules allongées.

Plus profondément, se situ le parenchyme chlorophyllien lacuneux, qui est
parcouru par les nervures secondaires (figure 3.52 et figure 3.56). Du coté de la
face supérieure de la feuille, on note la présence d'un amas de cellules du
collenchyme annulaire, situé au dessus de la nervure principale. Les fibres de
sclerenchyme oganisées en amas delimitent les tissus conducteurs secondaires
(figue 3.53 et figure 3.57)

On note également la présence des macles (cristaux d'oxalate de calcium)
dans les parenchymes (lacuneux et palissadique) situés juste au dessous de
I'assise épidermique.

Le limbe foliaire présente une symétrie bilatérale clairement perceptible en
section transversale (figure 3.54 et figure 3.58), avec une pigmentation violacée
naturelle a I'état juvénile, qui a tendance a disparaitre au fil du temps (figure 3.55,
figure 3.59).

+ La fonction sécrétoire

Cette fonction est inégalement répartie suivant les organes: elle est nulle dans
les parties souterraines, et faible dans les tiges ageées. L’activité principale
s’exerce dans un ordre décroissant des feuilles, aux tiges, aux sépales puis aux
pétales. Les structures seécrétrices sont inégalement distribuées sur tous les
organes aériens et sont localisées a proximité de I'épiderme chez ces deux
especes. Il s'agit de glandes sécrétrices sous forme de cavités sub-épidermiques
sphériques ou oblongues, délimitées par deux rangées de cellules, la rangée la
plus interne est formée par des cellules applaties a paroi tres fine, ces cellules
sécrétrices dégénerent a maturité, la deuxieme rangée est formée par des cellules
parenchymateuses a parois épaisses.

Chez M communis L., les cavités sécrétrices des fleurs sont formées a partir
des cellules épidermiques [335, 336, 176], lI'ontogénie de ces cavités montre
gu'elles suivent un développement schyzolysogéene, ce terme a été introduit pour
la premiére fois par TSCHIRCH [176].



99

On suppose que quelques cellules du parenchyme corticale sont a l'origine
des cavités sécrétrices présentes dans les tiges et les feuilles: ces cavités sont
initialement schizogenes mais deviennent plus tard lysogenes a maturité, suite a
la destruction des cellules sécrétrices, ce qui provoque un élargissement du lumen
glandulaire (figure 3.60, figure 3.61 et figure 3.62). Le sommet de la poche (ou
cavité) est délimité par 2 a 4 cellules appelées cap cells ou cellules chapeau [176].

LUCKOW et GRIMES [337] ont proposé quatre hypothéses démontrant le role

de ces cavités sécrétrices:

- Elles représentent un aliment pour les pollinisateurs.

- Elles secretent une substance collante qui facilite I'attachement des grains
de pollen au corps du pollinisateur.

- Elles protégent contre les insectes prédateurs et les herbivores.

- Elles attirent les pollinisateurs.

Ces poches glandulaires sont localisées a l'intérieur du mésophile, a proximité
étroite avec la surface. Ces structures sont abondantes au niveau de la tige et
des feuilles, ou elles sont enfoncées dans le parenchyme, donnant I'aspect d'un
tissu spongieux. Ces poches persistent uniquement au niveau des feuilles et ont
tendance a disparaitre progressivement dans les organes qui vont se lignifier
(figure 3.63).
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Figure 3.52: Poche sécreétrice dans une  Figure 3.56 : Poche sécrétrice dans une feuille

feuille de corpmunis_L. (C_;:_x 40) de M nivellei Batt et Trab. (G: x 40)

Fibre de
sclérenchyme

Liber
Bois
Liber
5 3 f
Figure 3.53 : Coupe transversale dans la Figure 3.57: Coupe transversale dans la
nervure centrale d'une feuille de nervure centrale d'une feuille de M nivellei Batt
M communis L. (G: x 40) et Trab.(G: x 40)

Face
inferieure

Face
superieure

Face
superieure

ace
inferieure

Figure 3.54: Coupe transversale dans Figure 3.58: Coupe transversale dans une jeune
une jeune feuille de M communis L.(G:x4) feuille de M nivellei Batt et Trab. (G: x 40)

Figure 3.55: Pigmentation naturelle de Figure 3.59: Pigmentation naturelle de
la feuille a I'état vital (G: x 10) la feuille a I'état vital (G: x 10)
PCL: parenchyme chlorophyllien lacuneux FS: face supérieure
PCP: parenchyme chlorophyllien palissadique FI : face inferieure
PS : poche sécrétrice M : macles

Planche N9B: Anatomie des feuilles de M communis L. (a gauche) et
M nivellei Batt et Trab. (a droite)
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Figure 3.60: Début de formation de Figure 3.61: Elargissement graduel du lumen
la cavité résultant de la séparation avec lyse des cellules séparant la cavité de

des cellules sécrétrices (G: x 40) I'épiderme (G: x 40)

Figure 3.62 : Elargissement apparent du lumen délimité par une couche de cellules
sécrétrices et une rangée de cellules parenchymateuses. Le point de fusion (en fléche)
de la cavité avec I'épiderme est marqué par deux petites cellules "cap cells" (G: x 40)

Figure 3.63: Dégénérescence des poches sécrétrices (G: x 40).

A.1: Dégénérescence de la rangée de cellules sécrétrices au niveau de la cavité
sécrétrice mature.
A.2: Début de dégénérescence de la cavité sécrétrice associé a un début de

lignification de I'organe.

Planche N9: Les différents stades de développement des poches sécrétrices.
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3.2. Résultats des essais in vitro

3.2.1. Résultats de la désinfection des micro-boutures recoltées en in situ

Chez l'espece M communis L., nous avons constaté que lutilisation de
I'nypochlorite de calcium a une concentration de 8%, a donné le plus faible taux de
contamination pour les micro-boutures herbacées, puisque le pourcentage de
contamination (cryptogamiques essentiellement) est de 10,66% seulement, notant
gu’il était de 100% au départ. Cependant, les micro-boutures semi-ligneuses
répondent trés mal aux différentes concentrations utilisées, avec des

pourcentages de contamination supérieures a 70% (figure 3.64)

L'augmentation de la concentration du désinfectant a 16% ne semble pas
résoudre le probleme, au contraire elle provoque des nécroses sur la quasi-totalité
des micro-boutures herbacées et sur 90% des boutures semi-ligneuses
désinfectées. Toutefois, les résultats obtenus montrent que les micro-boutures
herbacées sont les moins infectées mais également les plus sensibles aux

traitements prolongées.

Pour I'espece M nivellei Batt et Trab., les rameaux préleves étaient tous lignifiés

et les essais de désinfection des micro-boutures ont tous échoués.
100%—100%

100 1 B 90%
g0
BO 73,25%
70 1
60
50 -
W % contamination

40 % contamination
30 % nécrose
20 7 m 66%
T %

8 16

0

Co centratlon d Ca(CIO)Z

Micro -boutures herbacées Micro -boutures semi -ligneuses

Figure 3.64 : Effet de Ca(ClO), sur le taux de contaminations des micro-boutures

de M communis L.
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ZRYD [112] rapporte que chez beaucoup d'espéces ligneuses, les tissus
peuvent renfermer certains agents infectieux a localisation endogéne, et qui ne
sont pas éliminés par les méthodes de désinfection classique. C’est ainsi que

certains contaminants peuvent se manifester ultérieurement.

Selon SEZNEC [339], pour s'assurer de I'état sanitaire du matériel végétal, il
est préférable de traiter la plante mére sur terrain avec un fongicide systémique au

moins un mois avant la récolte.

En effet, les micro-boutures ligneuses sont difficiles a aseptiser. La méthode
de désinfection dépend de I'époque de prélevement et du degré de lignification du
matériel végétal [340]. Cependant, BOUDERRAH [338] suggere que les produits
stérilisants utilisés doivent avoir un double effet: éviter les infections dles a la
propagation des bactéries et des champignons d'une part, et éviter le traumatisme

des tissus pouvant conduire a la nécrose et la mort cellulaire d'autre part.

Les micro-boutures sont mises en culture sur milieu MS contenant 1,5mg/l BA
et 0,5mg/l ANA avec 100mg/l d'acide ascorbique. La richesse du milieu MS en
macro-éléments et en saccharose (20g/l) explique le bon comportement des
micro-boutures, marqué par un début de débourrement des bourgeons, a
peme

croissance trés lente. Cependant, au-dela de la 1 semaine, les micro-boutures

se nécrosent (figure 3.65)

Les nécroses observées sont marquées par un noircissement total ou partiel
de la micro-bouture. Des observation similaires sur le comportement des ligneux
vis-a-vis du milieu MS ont été rapportées par de nombreux travaux [341, 339]. Ces
derniers suggerent que la concentration importante en éléments minéraux et en
particulier les ions ammonium NH;" devient toxique et serait responsable du

dépérissement des micro-boutures.

Introduction primair Nécrose

Débourremen

Figure 3.65: Différents stades d'évolution des micro-boutures de M communis L.
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3.2.2. Résultats de la désinfection des graines

Deux désinfectants ont été utilisés avec une variation des concentrations en
hypochlorite de calcium Ca(ClO), et en hypochlorite de sodium Na(ClO),, en
testant plusieurs combinaisons de temps de trempage et de concentrations des

désinfectants.

L'utilisation de I'hypochlorite de calcium a 8% pendant 30 min peut abaisser le
taux de contamination jusqu'a 11 % pour les graines de M communis L., et ne
dépasse pas 16% pour M nivellei Batt et Trab (tableau 3.1). Nous avons remarqué
aussi que toutes les contaminations d’origine fongique ont pu étre maitrisées au

fur et a mesure de I'expérimentation.

Quant a l'utilisation de I'hypochlorite de sodium, les résultats montrent une
détérioration de I'état des graines, qui est d’autant plus accentuée que la dose du
désinfectant est élevée, engendrant la libération continue des phénols, qui en
s'oxydant, deviennent toxiques et entrainent la mort des cellules. Les phénols
peuvent diminuer ou annuler les échanges entre I'explant et le milieu de culture
[121].

Tableau 3.1: Effet de Ca(ClO), et Na(ClO), sur le taux de contamination des
graines de M communis L.(MC) et M nivellei Batt et Trab.(MN).

Pourcentage de Pourcentage
Concentration Temps de contamination de nécrose %
S trempage %
MC MN MC MN
10 0 64 49 36
16% 20 0 51 50 38
30 0 0 100 100
Hypochlorite 10 76 81 0 0
de calcium 8% 20 34 40 0 0
Ca(ClO). 30 11 16 2 5
10 96 100 0 0
4% 20 67 80 0 0
30 50 66 0 0
10 52 76 10 20
16° 20 44 64 40 30
Hypochlorite 30 0 0 100 100
de sodium 10 38 40 0 0
Na(ClO). 8° 20 30 32 0 0
30 16 20 0 0
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Les travaux menés par AUGE et al. [3] sur la stérilisation du matériel végétal,
ont montré que I'hypochlorite de calcium est un produit stérilisant trés efficace
pour la destruction des micro-organismes, car il ne pénetre pratiquement pas dans
les tissus. Par contre, I'hypochlorite de sodium a la possibilité de pénétrer dans les
tissus et de provoquer leur détérioration, qui se manifeste par une nécrose et

I'arrét ulterieur de la croissance.

3.2.3. Résultats de la multiplication par graines sur boites de pétri

3.2.3.1. Graines entieres

Au laboratoire, a 26C, le début de la germin ation des graines sur boites de
pétri se manifeste a partir du 20°™® jour pour I'espéce M communis L. et au-dela
4éme

de la semaine pour M nivellei Batt et Trab. Le taux de germination du départ

a été de 10% pour M communis L. et 8% pour M nivellei Batt et Trab (figure 3.66).

La cinétique de I'évolution du pourcentage de germination a été suivie sur une
durée de 100 jours, marquée par une croissance exponentielle & partir de la 3™
semaine. Elle a tendance a ralentir au dela du 90°™ jours, ou il avoisine un seuil
stable estimé a 46% pour M communis L. et ne dépasse pas 39% pour I'espece M
nivellei Batt et Trab (figure 3.66).

100
a0
80
70
60
50

40 /(;ﬁ:____ =—#— M communis

0 == M nivellei

” 3% i

10
0 .
0 10 20 30 40 30 &0 70 &0 90 100 110

Pourcentage de germination des graines (%)

Nombre de jours

Figure 3.66: Evaluation de la cinétiqgue de germination des graines entiéres de

M communis L. et M nivellei Batt et Trab. sur boites de pétri.
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3.2.3.2.Graines scarifiées

Nous constatons que la scarification mécanique influe de fagcon remarquable
sur la germination, surtout lorsqu'elle est associée a une immersion des graines

dans de I'eau distillée pendant 24 heures avant le semis.

Pour lI'espéce M communis L., la germination des graines scarifiees débute

aprés le 2°™ jour, avec un taux de germination de 75%, il évolue ensuite jusqu'a

100% aprés un mois.

Des résultats similaires ont été obtenus pour I'espéce M nivellei Batt et Trab.,
chez laquelle la germination débute & partir du 2°™ jour avec un taux de
germination de 86% pour les graines scarifiées pour atteindre apres 70 jours un
seuil maximal de 98% (figure 3.67). D'aprés ces essais, on constate que les

graines scarifiées ont germe dix fois plus que les témoins en boites de pétri.

On peut expliquer cette différence dans les taux de germination entre les
graines entieres et scarifiées, par la dureté du tégument externe de la graine qui
protége I'embryon, et induit une dormance de type tégumentaire. Celle-ci peut étre
rompue par simple scarification mécanique sans risque pour la viabilité de
I'embryon, ce qui facilite la pénétration de I'eau et le déclenchement du processus
physiologique de germination. Cette explication est fort similaire a celle décrite
par BERRIE [342], HARTMANN et al. [343] ainsi que les travaux de BANI AMEUR
et ALOUANI [344].

100 T —
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-g 80
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s 60
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S 40 e SEER4EEiniana M nivellei (scarifiées)
3 30 —* T.M communigentieres)
v "
1k 4 T. M nivellei (entieres)
g 20 7
8
S 10
< |

0 W—wrar

0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110

Nombre de jours
Figure 3.67: Evaluation de la cinétiqgue de germination des graines de M communis L.
et M nivellei Batt et Trab. pré-traitées par scarification.
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3.2.4. Résultats des essais de multiplication in vitro

3.2.4.1. Résultats de la cinétique de croissance des vitro-semis

La croissance des vitro-semis a été suivie durant une période de 160 jours, vu
gue ces plantes présentent un rythme de croissance trés lent.

On constate que la croissance des vitro-semis chez les deux espéces suit une
progression lente, mais avec un développement plus important de M communis L.
par rapport a I'espece M nivellei Batt et Trab (figure 3.68 et figure 3.69). Aprés huit
semaines de développement, leur appareil végétatif est constitué par deux feuilles
cotylédonaires, un hypocotyle et une petite racine.

Feuilles
cotylédonaires

Hypocotyle

Racine

Figure 3.68: Vitro-semis de M communis L.  Figure 3.69: Vitro-semis de M nivellei
agé de 8 semaines. Batt et Trab. 4gé de 8 semaines.

3.2.4.1.1. Elongation de I'hypocotyle

La cinétique de croissance du semis sur un milieu MS dépourvu d’hormones
chez les deux espéces, montre durant les dix premiers jours un début de
germination marqué par I'apparition d'une fine racine blanchéatre.

L'hypocotyle suit une évolution exponentielle pour I'espece M communis L.
marquée par une progression lente durant le premier mois, mais connait une
accélération importante au dela et atteint, apres 160 jours, une longueur moyenne
de 57,75 mm (figure 3.70).

Quant a I'axe aérien de lI'espece M nivellei Batt et Trab., il suit une évolution
lente observée pendant les deux premiers mois et ne s'épanouit qu'au-dela du
60°™ jour, pour atteindre 38,45 mm en moyenne aprés 160 jours (figure 3.70).
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Figure 3.70: Evaluation de la cinétique d'allongement des hypocotyles chez les vitro-

semis de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.

3.2.4.1.2. Production foliaire

Nous avons remarqué que la production foliaire est presque similaire pour les
deux espéces, pendant les trois premiéres semaines de culture, marquée par
I'apparition des deux feuilles cotylédonaires. Le developpement des feuilles se fait
par paire, car ces plantes sont caractérisées par des feuilles opposées décussées

par rapport a l'axe caulinaire.

Ainsi le developpement foliaire parait plus important chez I'espéce
méditerranéenne M communis L., ou nous enregistrons l'apparition des deux
premiéres feuilles cotylédonaires & partir du 20°™ jour. Ce n’est qu'a partir de la
4°™ semaine que 'on commence & observer l'apparition des feuilles proprement
dites. Le vitro-semis de M communis L. peut donner entre 16 et 18 feuilles (en
moyenne 16,25 feuilles/vitro-semis) au terme du 160°™ jour d'observation (figure

3.71).

L'espece saharo-endémique a donné les plus faibles résultats de croissance,

l'apparition des feuilles ne débute qu'a partir de la 4°™® semaine sur I'ensemble
des vitro-semis, cette différence va s'accentuer au-dela du 60°™ jour pour

atteindre en moyenne 10,36 feuilles/vitro-semis apres 160 jours (figure 3.71).
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Figure 3.71: Evaluation de la cinétique d'apparition des feuilles chez les vitro-

semis de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.

3.2.4.1.3. Développement de la racine

L'évolution de la croissance racinaire a été lente durant les trois premieres

semaines, suivit par une croissance exponentielle entre la 4°™ et la 5°™ semaine.
Au terme de la periode d'observation, la longueur moyenne de la racine principale
avoisine 19,01mm pour M communis L. et 14,14 mm pour I'espéce M nivellei Batt

et Trab (figure 3.72).
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Figure 3.72: Evaluation du développement racinaire de M communis L.
et M nivellei Batt et Trab.
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Le développement des racines adventives a partir des feuilles cotylédonaires a
été observé chez M communis L. au cours des essais effectués sur boites de pétri
ainsi que ceux realisés in vitro, témoignant de leur bonne aptitude rhizogéne
(figure 3.73).

Figure 3.73: Developpement des racines adventivezsM communid..
A: Racines adventives chzcommunid.. cultivée en boites de pétri
B: Racines adventives cidzommunid.. cultivée enin vitro.

3.2.4.2. Résultats de la multiplication par micro-bouturage des vitro-semis

3.2.4.2.1. Phase de multiplication

A partir des vitro-semis agés de 16 semaines nous avons procédé a leur
fragmentation en micro-boutures de 0,5 a 1 cm, portant au moins deux nceuds
opposés par micro-bouture. Cependant, plusieurs balances hormonales ont été
testées en utilisant la BA et 'ANA.

3.2.4.2.1.1. Effet de la balance hormonale ( BA/ANA)

Nous avons constaté que la plupart des combinaisons hormonales testées
donnent un bon débourrement des micro-boutures, avec des pourcentages
dépassant 50% sur les milieux Mz, M3, Ms et Ms. Le témoin présente un
pourcentage inferieur a 20%.

Les résultats obtenus aprés sept semaines de culture montrent que la
meilleure combinaison hormonale pour le développement caulinaire est celle
représentée par le milieu M3 et le milieu M, respectivement (figure 3.74). Le taux
de débourrement, sur le milieu M3, est plus important pour M communis L. avec
92,12%, par rapport a M nivellei Batt et Trab. ayant présenté un taux de 90,13%.
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Figure 3.74: Pourcentage de débourrement des bourgeons chez M communis L

et M nivellei Batt et Trab.

Le milieu témoin présente un faible pourcentage de débourrement des
bourgeons évalué a 18,04% pour M communis L. et 14,36% pour M nivellei Batt et
Trab., mais qui n'est toutefois pas négligeable. Alors que le milieu Mg n'a présenté
aucun débourrement visible mais plutdét une dédifférenciation cellulaire marquée

par I'apparition d'un cal & la base de la micro-bouture. (figure 3.75 et figure 3.76)

Figure 3.75: Micro-bouture de Figure 3.76: Micro-bouture de
M communis L. en début de M nivellei Batt et Trab. en début de

différenciation callogéne. différenciation callogéne.



3.2.4.2.2. Phase d'élongation

3.2.4.2.2.1. Effet de la balance hormonale auxine/cytokinine

¢ Chez M communis L.
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Le milieu de base MS contenant 1,5mg/l BA et 0,1mg/l ANA a donné le

meilleur allongement de I'axe caulinaire avec une moyenne de 5,81+0,23 cm, et le

plus grand nombre de feuilles développées avec 20,00+0,77 feuilles/micro-bouture
(tableau 3.2 et figure 3.77).

Le milieu contenant 2mg/l BA et 0,1mg/l ANA arrive en deuxiéme position avec

un allongement moyen de 5,40+0,25 cm et un nombre moyen de feuilles variant
entre 16 et 20 (17,12+0,67 feuilles/micro-bouture).

Tableau 3.2: Effet de la balance hormonale BA/ANA sur l'allongement moyen des

tiges et le nombre moyen des feuilles chez M communis L.

MC BA (mg/l)
(angﬁ‘) 0 0.5 1 1,5 2
'rf:fe“nen“; 0 1,55+0,45 | 1,85+0,11 | 2,21+0,05 | 3,30+0,67 | 3,46%0,37
delatige cm) | 0,1 - 2,28+0,33 | 4,21+0,69 | 5,81+0,23 | 5,40+0,25
nﬁlof;"ggfge 0 3,00+0,21 | 11,00+1,20 | 13,08+0,42 | 16,39+0,25 | 14,54+1,20
feuilles 0,1 - 12,50+2,06 | 16,50+0,33 | 20,00+0,77 | 17,12+0,67

\

1mg/l BA+0,1mg/l ANA

1,5mg/l BA+0,1mg/l ANA

2mg/l BA+0,1mg/l ANA

Figure 3.77: Croissance des micro-boutures de M communis L. selon la balance

hormonale
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e Chez M nivellei Batt et Trab.

On observe un bon allongement de l'axe caulinaire sur le milieu de culture
contenant 1,5mg/l BA et 0,1mg/l ANA, ou il atteint en moyenne 5,63+0,48 cm,
associé a un grand nombre de feuilles développées estimé a 25,00+0,89
feuilles/micro-bouture (tableau 3.3 et figure 3.78). Cependant, tout comme pour
M communis L., l'augmentation dans la concentration en BA n'apporte pas
d'amélioration.

On remarque également qu'au dela de la 8°™ semaine, les nouvelles feuilles
se développent lentement et la sénescence des anciennes s’accélere. Ce qui
nous a poussé a repiquer les explants sur un milieu neuf de méme combinaison
hormonale. Nous supposons que cela pourrait étre di a I'épuisement du milieu de

culture, des observations similaires ont été rapportées par HAROUNI et al. [345].

Tableau 3.3: Effet de la balance hormonale BA/ANA sur l'allongement moyen des
tiges et le nombre moyen des feuilles chez M nivellei Batt et Trab.

MN BA (mg/l)
ANA
(mg/N 0 0,5 1 1,5 2
Longueur 0 1,33+0,25 | 1,65+0,06 | 2,11+0,95 | 2,56+0,36 | 3,02+0,55
moyenne
de la tige (cm) 0,1 - 1,98+0,08 | 3,42+0,19 | 5,63+0,48 | 5,16+0,33
Nombrg 0 3,44+0,67 | 6,12+1,24 | 10,23+1,12 | 15,46+2,45 | 15,78+0,39
moyen de
feuilles 0,1 - 10,25+0;34 | 18,50+0,32 | 25,00+0,89 | 23,22+0,33

1mg/l BA+0,1mg/l ANA

1,5mg/l BA+0,1mg/l ANA

2mg/l BA+0,1mg/l ANA

Figure 3.78: Croissance des micro-boutures de M nivellei Batt et Trab. selon la
balance hormonale.
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3.2.4.2.2.2. Effet de I'acide gibbérelligue (AG3)

Certaines plantules obtenues aprés induction du bourgeonnement axillaire, se
sont développées en touffe avec des entre-nceuds trés cours, rendant ainsi leur
séparation difficile (figure 3.79 et figure 3.80). A cet effet, nous avons tenter de
reprendre ces mémes combinaisons hormonales avec l'addition de I'AG3 a raison
de 0,05mg/l.

Aprés 1 mois, I'axe caulinaire a connu un allongement remarquable et une
bonne séparation inter-nodale chez M communis L. et M nivellei Batt et Trab. par

rapport aux témoins (figure 3.81 et figure 3.82).

La réponse aux régulateurs de croissance est variable (figure 3.83). Le milieu
M, a fourni le meilleur allongement caulinaire aussi bien pour M communis L
(7,8+0,23cm) que pour M nivellei Batt et Trab (6,63+0,48cm). Le milieu M3 vient en
2eme

position et le milieu M; en 3°™ position, ce dernier n'a pas fourni un bon

allongement pour lI'espéce M nivellei Batt et Trab (4,10+0,56cm).

L'analyse de la variance (au risque a=0,05) révele que la composition du

milieu influe de facgon significative sur I'allongement moyen des vitro-plants.

Les travaux de DRUART et al. [346] ainsi que ceux de MOREL et MULLER
[347] ont montré que, dans de nombreux cas, si la séparation des vitro-plants est
difficile, il suffit de les introduire sur un milieu additionné de GA;. Son action
s’exerce au niveau de la zone méristématique subapicale en favorisant

I’élongation des entre-nceuds de la tige.
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Figure 3.79: Vitro-plant de M communis L.  Figure 3.80: Vitro-plant de M nivellei Batt

a entre-nceuds tres courts. et Trab. a entre-nceuds trés courts.
- . 1 |

""""""
-----

Figure 3.81: Vitro-plant de M communis L.  Figure 3.82: Vitro-plant de M nivellei Batt
aprés un mois sur milieu Ma. et Trab. aprés un mois sur milieu Ma.

BN communis

m M nivellei

Longueur moyenne en ¢m

MO M1 M2 M3

Figure 3.83: Effet de la GA3z sur I'allongement moyen des vitro-plants de
M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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3.2.4.2.3. Phase d'enracinement

L'enracinement des vitro-plants est obtenu aprés 12 semaines sur le milieu de
base MS additionné d’ANA a des concentrations allant de 0,1 a 1mg/l. Nous avons
constaté que seuls les vitro-plants développés sur le milieu d'élongation contenant

1mg/l BA et 0,5mg/l ANA, ont pu développé des racines (figure 3.84).

L'ANA a 0,5mg/l a pu initier la rhizogenése, mais une concentration de 1mg/I
(M3) a donné un résultats meilleur (figure 3.85 et figure 3.86), aussi bien pour
M communis L (3,98+0,23 cm) que pour M nivellei Batt et Trab (2,69£0,33 cm).

Aprés trois mois d'observation, les plantules cultivées sur le milieu d'élongation
contenant 1,5mg/l BA + 0,1mg/l ANA, et celui contenant 2mg/I BA + 0,1mg/l ANA,

n‘ont pas développé de racines (figure 3.87 et figure 3.88).

En culture in vitro, la phase d’enracinement est généralement favorisée par
I'addition d'auxines aux milieux de culture. Selon VIANA et al. [348], les tiges
prélevées sur des végétaux jeunes fournissent des vitro-plants dont les

potentialités rhizogénes sont les meilleures.

Le phénomene de la rhizogenése est expliqué par LEIFERT [349], rapportant
que, s’il est admis par tous, que lauxine joue un rble prépondérant dans le
mécanisme de I'enracinement adventif, c’est cependant, la blessure de la tige au
moment du micro-bouturage, qui donne le signal initial. Celui-ci peut ensuite étre

amplifié par I'apport d’auxine exogene.

Selon FAVRE [350], la néoformation des racines est déclenchée par I'action
d’'une substance mobile synthétisée par les feuilles adultes, celle-ci migre vers la
base de la tige, cette substance hypothétique spécifique de la rhizogenése avait
éte appelée la rhizocaline, celle-ci fonctionne en association avec les auxines

exogenes.

Par ailleurs, HARTMANN et al. [343] ont démontré, que dans la plupart du
temps, la présence des bourgeons et des feuilles sont nécessaires a la
rhizogenese, tout en sachant que la synthése des auxines se fait au niveau des

bourgeons.
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Figure 3.84: Effet de la variation de la concentration en ANA sur I'enracinement
des vitro-plants de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.

Figure 3.85: Développement de racines Figure 3.86: Développement de racines sur
sur un vitro-plant de M communis L. un vitro-plant de M nivellei Batt et Trab.

Figure 3.87: Vitro-plant de M communis L.  Figure 3.88: Vitro-plant de M nivellei Batt et
sans racines. Trab. sans racines.



118

3.2.4.3. Résultats de la callogenése

Les résultats des expériences préliminaires nous ont permis de mettre en
exergue, l'influence de l'age de l'explant et sa provenance. Ainsi, les explants
provenant de plantules cultivées in vitro réagissent mieux que ceux prélevés des

plantes obtenues in situ.

L'utilisation des explants de feuilles, obtenus en in situ, n'a pas fourni de
résultats satisfaisants, d'autant plus que ces derniers sont trés riches en
polyphenols et se nécrosent au bout de 15 jours de culture. Les explants de
feuilles, d'entre-nceuds et de racines prélevés des vitro-semis sont mis en culture

sur le milieu de base MS avec differentes combinaisons hormonales.

3.2.4.3.1. Effet de la balance cytokinine/auxine (1/1) sur la callogenése

Les pourcentages de callogenése ont été déterminés apres 60 jours de leur
premiere induction séparément, sur les explants de feuilles, d'entre-nceuds et de
racines. Nous constatons que les milieux contenant une teneur élevée en
régulateurs de croissance sont les moins callogenes. De plus, le milieu contenant
I'ANA et la kinetine est significativement plus callogéne que le milieu contenant le
2,4-D et la kinetine. Ceci se répercute sur la surface totale des cals qui est

nettement plus importante pour le premier.

Le brunissement des milieux est significativement plus important sur les
milieux contenant le 2,4-D comme auxine. Des constatations similaires ont été
rapportées par les travaux de SEZNEC [339] sur le comportement callogene de

I'espece Bremontiera ammoxylon.

Par ailleurs, si aucune corrélation n‘apparait entre le brunissement et la nature
des fragments callogénes, il n'est pas impossible que ces nécroses observées
soient dles a la production de composés de nature phénolique ayant une action
inhibitrice sur l'activité des tissus et la croissance des cals.

3.2.4.3.2. Effet de la nature des explants sur le développement des cals

Les résultats obtenus ont montré que le milieu Mgy est le seul n'ayant fourni

aucune réponse pour I'ensemble des explants étudiés.
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L'espece M communis L.

« Explants de feuilles

Les feuilles ont exprimé une excellente aptitude a la callogenése sur le milieu
M1, 96,04% des explants ont abouti a des cals apres 4 semaines de culture, suivi
en deuxieme position par le milieu M, avec 70,75% (figure 3.89). On note un faible
pourcentage de callogenese sur les milieux M3z et My, estimé respectivement a
54,16% et 48,30%. Les concentrations de ces derniers sont deux fois plus faibles
que celles de M; et M.

« Explants d'entre-noeuds

Les milieux M; et M, ont fourni les pourcentages les plus élevés pour la
callogenése des explants d'entre-nceuds, avec une prédominance du premier qui
a exprimé 89,17%. Les milieux M,, M3 et My ont donné des pourcentages
respectivement décroissants (figure 3.89).

+ Explants de racines

Pour les explants issus des racines, les observations ont été prolongées pour
une durée de 12 semaines. Ces derniers ont présenté les plus faibles
pourcentages de callogenese sur la quasi totalité des milieux testés, seuls les
milieux Mz et M, ont fourni des résultats plus ou moins satisfaisants mais qui ne

depassent pas le seuil de 25% (figure 3.89).

L'espéce M nivellei Batt et Trab.

D'apres les résultats obtenus, les quatres milieux testés ont tous répondus

favorablement a la callogenése, mais avec des proportions variables.

« Explants de feuilles

Le milieu M; a pu fournir le meilleur pourcentage d'apparition de cals estimé a
82,14% alors que le milieu M, a présenté 60,05%. Les milieux M3z et My ont
provoqué I'expression des cals sur la moitié des explants testés. Par contre, le
milieu témoin dépourvu d'hormones n'a aucun effet (figure 3.90).

+ Explants d'entre-nceuds

La callogenése des fragments d'entre-nceuds ne débute jamais avant 7
semaines et ne concerne que 78,22% pour M; et 68% pour M, (figure 3.90). Ces
cals connaissent une croissance trés active au dela de la 12°™ semaines, et

aboutissent presque toujours a la formation de cals compacts de couleur claire.
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+ Explants de racines

Sur I'ensemble des milieux testés, aucune manifestation callogene n'a été

observée (figure 3.90).
D'apres ces résultats, on peut dire que:

- Les tissus foliaires constituent un matériel de choix pour l'obtention rapide de
cals. Les fragments de feuilles sont tous callogénes apres seulement 4 a 5

semaines de culture et donnent naissance a des cals de couleur verte.

- La callogenése des explants d'entre-nceuds commence au-dela de la
7°™ semaine, la prolifération des tissus est souvent lente au départ, mais aboutit

presque toujours a la formation de cals volumineux et compacts.

- Pour les explants de racines, la callogenése n'a été observée que chez M
communis L., ol elle ne débute jamais avant la 10°™ semaines, et ne concerne
gu'un nombre tres restreint d'explants. Les rares cals obtenus connaissent parfois

une croissance active au dela de la 18°™ semaine.

L'effet combiné des différents milieux et de la nature de I'explant montrent un

effet hautement significatif dont on peut tirer les observations suivantes:

» Effet des différentes concentrations de I'ANA et la kinetine combinées sur le
développement callogéne: le développement callogéne est excellent pour
les feuilles, bon pour les entre-nceuds et tres faible voir nul pour les racines.

» Effet des milieux témoins sur le développement des cals: le milieu MS sans
hormones ne présente aucune aptitude a la callogenése.

« Effet des différentes combinaisons sur la couleur et la texture des cals.
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Figure 3.89: Effet des balances hormonales auxine/cytokinine (1/1) sur le

pourcentage d'induction de callogenése chez M communis L.
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Figure 3.90: Effet des balances hormonales auxine/cytokinine (1/1) sur le

pourcentage d'induction de callogenese chez M nivellei Batt et Trab.
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3.2.4.3.3. Effet des différentes combinaisons hormonales sur la texture et la

couleur des cals

3.2.4.3.3.1. Aspect et texture des cals issus d'explants de feuilles

Le cal commence a se former souvent au niveau de la nervure principale, et

parfois sur les marges du limbe foliaire chez les deux espéeces (appendice I).

En présence de la kinetine, les cals sont limités, de forme réguliere et de
texture friable, ils passent progressivement d'une couleur initiale jaune-vert clair au

vert.

Nous remarquons que les cals des feuilles, développés sur les milieux M; et
M, présentent une couleur verte a vert claire, avec une texture friable a
consistance molle, caractéristique morphologique des cals non embryogenes
(tableau 3.4). Ces derniers sont aptes a étre conduit vers une organogenese bien
définie, car la couleur verte indique la présence dune initiation de

bourgeonnement (cals caulogéenes).

Cependant, les milieux M3 et M, fournissent des cals dont la couleur est
initialement vert a jaune claire, caractérisés par un développement réduit, mais

finissent par se dessécher au bout de 8 semaines et deviennent brunatres.

Tableau 3.4: Aspect et couleur des cals obtenus a partir des explants de feuilles.

Milieu Composition (mg/ml) Aspect des cals obtenus Couleur des cals
Mo Témoin sans hormones Explant nécrosé aprés 1 mois -
M, 0,5mg/l ANA + 0,5mg/I Kin Cals friables bien developpés Vert
M, 0,5mg/l 2,4-D + 0,5mg/l Kin Cals friables bien developpés | Vert Claire, vert
M3 1mg/l ANA + Img/l Kin Cals compacts tres petits Brunétre
M, 1mg/l 2,4-D + 1mg/l Kin Cals compacts tres petits Brunétre

3.2.4.3.3.2. Aspect et texture des cals d'entre-nceuds

Le développement callogene commence a partir des deux extrémités
opposées de l'explant d'entre-nceuds (appendice ). Les différents milieux de
cultures utilisés au cours de cet essai donnent des cals de couleur et de texture

variées ( tableau 3.5).




123

Nous remarquons que les cals issus d'entre-nceuds différent par leur couleur
et leur texture en fonction de la composition du milieu en hormones de croissance.
La plupart des milieux ont donné des cals de couleur vert claire, beige a jaune, de
texture friable a consistance molle, caractéristique morphologique des cals
embryogenes d'aprés PIATTI [137]. Le milieu témoin, quant a lui, ne donne

aucune structure indifférenciée et I'explant finit par se nécroser.

Tableau 3.5: Aspect et couleur des cals obtenus a partir des explants d'entre-

nceuds.
Milieu Composition (mg/ml) Aspect des cals obtenus Couleur des cals
Mo Témoin sans hormones Explant nécrosé aprés 1 mois -

M, 0,5mg/l ANA + 0,5mg/I Kin Cals friables bien developpés | Vert Claire, jaune

M, 0,5mg/l 2,4-D + 0,5mg/l Kin | Cals friables bien developpés | Vert Claire, beige

Ms 1mg/l ANA + 1Img/l Kin Cals friables tres petits Brunatre

My 1mg/l 2,4-D + 1mg/l Kin Cals friables tres petits Brunatre

3.2.4.3.3.3. Aspect et texture des cals issus d'explants de racines

Quand aux explants de racines chez M communis L., on note le
developpement de cals trés petits avec une texture noduleuse, a consistance
molle, caractéristique morphologique des cals embryogenes (appendice I).
Malheureusement, aucun développement callogéne n'a été observé sur les

explants des racines de M nivellei Batt et Trab.

Selon BOXUS et al. [351], les fragments prélevés a différents niveaux de la
plante ne donnent pas les mémes résultats. Cela est di a I'état physiologique
interne des cellules de I'explant. En outre, CHAUSSAT et al. [125] confirment que
le milieu MS sans hormones ne manifeste aucune réaction callogene et la plupart

des explants se nécrosent. Chose que nous avons constaté au cours nos essais.

3.2.4.3.4. Développement de bourgeons néoformés sur cals

Quelgues cals issus des explants de feuilles, développés sur les milieux M; a
balance hormonale ANA/Kin, ont présenté sur des zones vertes finement
granuleuses des points végetatifs (bourgeons néoformés). Ces derniers ont été
transférés sur un milieu d'élongation contenant 1 mg/l BAP+0,05mg/l
ANA+0,05mg/l GAs.
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Un mois et demi plus tard, le bourgeon néoformé sur le cal a évolué en une
minuscule pousse feuillée, avec une longueur moyenne de 14+0,67mm pour M

communis L. et 15,23+0,45mm pour M nivellei Batt et Trab (appendice J).

Certains cals développés sur le milieu M; ont été transférés sur un méme
milieu de base neuf (milieu de callogenése) et ont été régulierement repiqués
pour tenter de stimuler le développement des bourgeons restants,
malheureusement, bien que le volume des cals a légerement augmenté, mais les
bourgeons néoformés n'ont pas bien évolué et ont gardé une teinte jaune pale

(vitrifiés) surtout chez M nivellei Batt et Trab (appendice J).

Apres 7 semaines, les bourgeons se sont desséchés. Ces mémes
constatations ont été obtenues lorsque nous avons tenté de transférer des cals

organogenes sur un milieu dépourvu de régulateurs de croissance (appendice J).

Le rapport de concentrations en cytokinine et en auxines joue un réle essentiel
dans le déclanchement ou la stimulation du bourgeonnement en culture in vitro
[352].

Au cours de nos expériences, l'apparition sporadique des bourgeons sans
développement, suggére bien que les cals issus des feuilles possédent un
potentiel caulogene, dont I'expression est limitée par des conditions de culture non
optimales. Le transfert des cals sur un milieu riche en BAP pourrait peut étre

stimuler le bourgeonnement et accentuer le développement de I'axe aérien.

Mais au dela du bourgeonnement lui-méme et des facteurs qui le contrélent,
se pose également le probleme d'obtention de pousses feuillées bien
développées. En effet, contrairement au micro-bouturage, nous avons remarqueé
que le développement des bourgeons reste dans le meilleur des cas limité a

guelques feuilles.



125

3.3. Résultats de I'étude phytochimigue des plantes étudiées

3.3.1. Résultats de la caractérisation physico-chimigue

3.3.1.1. Détermination du pH

L'analyse des résultats obtenus indique que les valeurs de pH mesurées

présentent une légére différence entre les deux espéces étudiées selon leur

origine (figure 3.91).

L'espéce M communis L. prélevée en in situ montre un pH légerement acide
(pH=5,38) par rapport a celui de M nivellei Batt et Trab (pH=5,66). Ces résultats
semblent étre plus ou moins similaires avec ceux obtenus par culture in vitro, ou
les cals de M communis L. présentent un pH inferieur a celui des cals de M nivellei

Batt et Trab (5,45 et 5,57 respectivement).

HELLER [353] a indiqué que le pH peut varier suivant |'état physiologique de la
plante, mais aussi suivant les variations climatiques, les conditions de stockage et

les pratiques culturales appliquées.
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Figure 3.91: Valeurs du pH de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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3.3.1.2. Résultats de la teneur en eau

3.3.1.2.1. Résultats de la teneur en eau de la plante fraiche in situ

Les plantes étudiées sont des plantes ligneuses (arbustes), les analyses de
nos échantillons ont révélé, chez M communis L., un pourcentage moyen en eau
avoisinant 47,912%. Cela s'approche de la moitié du poids de la plante fraiche
(figure 3.92), autrement dit, l'organisme végétal comprend en poids
approximativement des proportions équivalentes de matiére séche et d’eau.

L'espece M nivellei Batt et Trab. présente, quant & elle, un pourcentage moyen
de 39,917%, ce dernier est Ilégérement inferieur a celui de I'espece M communis L
(figure 3.93)

Selon PARIS et MOYSE [172], I'eau représente un taux de 35 a 50% dans les
tissus lignifiés. Les résultats que nous avons obtenus s'intégrent parfaitement

dans cet intervalle.

Il est probable que la différence de la teneur en eau entre ces deux especes
soit dde aux conditions climatiqgues et a l'environnement proche de chacune
d'elles. Sachant que M communis L. est une especes méditerranéenne, alors que
I'espece M nivellei Batt et Trab. est originaire d'un étage bioclimatique aride.

52,088%

M Teneur en esu

W Taux de MS

47,912%

Figure 3.92: Teneur en eau chez I'espéce M communis L.

60,083%

H Teneur en 2au

B Tauxde MS

39,817%

Figure 3.93: Teneur en eau chez I'espéce M nivellei Batt et Trab.
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3.3.1.2.2. Résultats de la teneur en eau dans les cals

La teneur en eau des cals est remarquablement élevée, dépassant 80% pour
les deux espéces, ceci semble étre tout a fait évident vu qu'il s'agit d'une culture

tissulaire soumise a des conditions opératoires controlées.

L'espéce M communis L. présente une teneur en eau égale a 84,7703%
(figure 3.94), alors que M nivellei Batt et Trab. en renferme 80,8693% (figure
3.95).

15,2297%

BTeneureneau

O Taux de M3

B4,7703%

Figure 3.94: Teneur en eau des cals de M communis L.

19,1307%

ETeneuren eau

M Taux de M5

80,8693%
Figure 3.95: Teneur en eau des cals de M nivellei Batt et Trab.

3.3.1.3. Résultats du taux d'humidité

Le taux d’humidité dans la poudre végétale obtenue en in situ de M communis
L. avoisine 6,9286%, alors qu'il est égal a 6,7686% pour I'espéce M nivellei Batt et
Trab. Il est de méme pour la poudre des cals, qui a présenté un taux d’humidité
compris entre 6,5 et 6,7% chez les deux plantes étudiées (tableau 3.6).
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Nous avons trouvé un pourcentage d eau avoisinant 6,7% en moyenne dans
la poudre de chaque espece, indépendamment de leur origine. Ceci montre que
I"échantillon sur lequel nous avons travaillé a été soumis a de bonnes conditions
de conservation. De plus, ces taux d’humidité obtenus répondent a la norme
décrite par la pharmacopée européenne [44]. La poudre obtenue est donc de
bonne qualité.

Tableau 3.6: Taux d'humidité chez M communis L (MC) et M nivellei Batt et Trab
(MN).

MC (masse en g) Tau_x_ MN (masse en g) Tau_x. Norme
Avant Aprés | d'humidité | Avant Aprés | d'’humidité [44]
séchage | séchage (%) séchage | séchage (%)
Insitu | 1,0002 | 0,9309 6,9286 1,0002 | 0,9325 6,7686 <15%
Invitro| 1,0000 | 0,9345 6,5500 1,0000 0,933 6,7000

3.3.1.4. Résultats du taux des substances extractibles

L'extrait sec obtenu par macération dans I'éthanol affiche un taux de 16,44%

pour M communis L. contre 11,12% seulement pour M nivellei Batt et Trab.

Le taux du résidu sec extrait par I'eau (infusion) représente 3,02% pour
I'espéce M communis L., il est [éegerement plus élevé pour I'espéce M nivellei Batt
et Trab. ou il avoisine 3,41% (figure 3.96).

Nous avons remarqué que le taux des substances extraites par I'éthanol est
cing fois plus important que celles extraites par I'eau pour I'espece M communis L.
Alors que, chez M nivellei Batt et Trab., le taux des substances extractibles par

I'éthanol est quatre fois plus important que celui obtenu avec I'eau.
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Figure 3.96: Taux de substances extractibles par I'eau et par I'éthanol 80%
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Le taux moyen des cendres de la poudre végétale de M communis L. obtenue

en in situ est estimé a 4,3083%, alors qu'il avoisine 6,1147% pour l'espéece M

nivellei Batt et Trab. Ces résultats indiquent la présence d'une forte teneur en

minéraux chez la plante saharienne par rapport a l'espéce méditerranéenne

(figure 3.97).

Le taux de cendres moyen pour les cals de M communis L. est égal a

5,3462%, et avoisine 6,1124% pour l'espéce saharienne M nivellei Batt et Trab

(figure 3.97).

AMMAR et al. [354] rapportent que la matiere organique représente 957g/kg

de M communis L. soit un taux de cendres égal a 4,3%, ce taux concorde

parfaitement avec celui que nous avons trouvé.
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Figure 3.97: Taux des cendres chez M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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3.3.2. Résultats du Screening phytochimique

Le nombre de signes "+" est fonction de lintensité de la coloration et/ou des
précipités. Les composés les plus abondants chez M communis L. sont

essentiellement: les tanins galliques, les flavonoides, les sennosides, les

coumarines, les saponosides et les leuco-anthocyanes. Cette plante est
moyennement riche en anthocyanes, glucosides et en mucilages: ces derniers
sont présents mais leur taux est faible. L'iode a fourni une réaction négative par
les techniques de caractérisations que nous avons utilisé indiquant l'absence

d'amidon (tableau 3.7).

Tableau 3.7: Résultats du Screening phytochimique de M communis L.

Recherche Réactifs Réaction Résultats
Alcaloides NH,OH+éther/chloroforme+HC
[+ Précipité blanc +/-
Réactif de Valser Mayer jaunatre
Flavonoides HCIl+Mg Rouge orange +++
Flavanes HCl+vaniline Rouge +++
Tanins Réaction avec FeClj Bleu noire ++++
Catéchiques Réactif de Stisny Precipité ++
Galliques Réactif de stiany+acétate de | Bleu noire ++++
sodium+ FeCl3
Saponosides Acétate de plomb Précipité blanc +++
Coumarines Ethanol+KOH+HCI Trouble ++++
Mucilages Ethanol absolu Précipité floconneux ++
Anthocyanes H,SO4+NH,OH Rouge puis bleu ++
Leucoanthocyane | Propanol/HCI Rouge ++++
S
Quinones
Quinones libres HCI+CHCI3+NH,OH Rouge +
Quinones H,SO4+ CHCI3+NH,OH Rouge foncé +/-
combinés
Glucosides H,SO,4 Rouge brique puis | ++
violet
Sucres réducteurs | Liqueur de Fehling (A+B) Rouge brique ++
Amidon P Bleu violet -
Sennosides HCl+éther+sulfate de sodium | Rouge violet +++
anhydre +NH,OH
- Nulle + : Faible +++ : Riche

+/- : Tres faible

++ : Moyennement riche

++++: Tres riche
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Pour lI'espéce saharienne M nivellei Batt et Trab., on constate qu'elle est tres

riche en flavonoides, sennosides, tanins galliques, leuco-anthocyanes et en

saponosides. La présence des coumarines, des mucilages et des glucosides

demeure, toutefois, non négligeable. Les quinones combinées sont tres faiblement

détectées. Les tests de caractérisation des alcaloides, tanins catéchiques,

anthocyanes, quinones libres et amidon ont donné des réactions négatives,

témoignant de I'absence de ces molécules dans la plante étudiée (tableau 3.8).

Tableau 3.8: Résultats du Screening phytochimique de M nivellei Batt et Trab.

Recherche Réactifs Réaction Résultats
Alcaloides NH4OH+éther/chloroforme+H
Cl Précipité blanc | -
+Réactif de Valser Mayer jaunatre
Flavonoides HCIl+Mg Rouge orange ++++
Flavanes HCl+vaniline Rouge ++++
Tanins Réaction avec FeClj Bleu noire +++
Catéchiques Réactif de Stiany Precipité -
Galliques Réactif de stiany+acétate de | Bleu noire +++
sodium+ FeCl3
Saponosides Acétate de plomb Précipité blanc +++
Coumarines Ethanol+KOH+HCI Trouble ++
Mucilages Ethanol absolu Précipité floconneux ++
Anthocyanes H,SO4+NH,OH Rouge puis bleu -
Leucoanthocyane | Propanol/HCI Rouge ++++
s
Quinones
Quinones libres HCI+CHCI3+NH,OH Rouge -
Quinones H,SO4+ CHCI3+NH,OH Rouge foncé +/-
combinés
Glucosides H,SO4 Rouge brique puis | ++
violet
Sucres réducteurs | Réactif de Fehling (A+B) Rouge brique ++
Amidon P Bleu violet -
Sennosides HCl+éther+sulfate de sodium | Rouge violet ++++
anhydre +NH,OH
-: Nulle + : Faible +++ : Riche

+/- : Tres faible

++ : Moyennement riche

++++:Trés riche
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3.3.3. Résultats de I'étude des principes actifs

3.3.3.1. Résultats de I'étude de la fraction volatile (huiles essentielles)

3.3.3.1.1. Propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles des deux plantes étudiées ont un aspect liquide et
limpide, dont chacune possede une odeur caractéristique rappelant celle des
feuilles.

La couleur de l'huile essentielle de M communis L. apparait jaune claire,
cependant celle de M nivellei Batt et Trab. est d'un jaune foncé, parsemée par de

tres petites gouttelettes bleuatres (tableau 3.9).

GARDELI et al. [221] rapportent que la couleur de I'huile essentielle de M
communis L. est d'un jaune clair, Mais en raison de la non disponibilité
d'informations concernant ces huiles étudiées dans les normes AFNOR [58], nous

n'avons pas pu comparer nos résultats.

Tableau 3.9: Caractéres organoleptiques des huiles essentielles étudiéees.

Couleur Aspect Odeur
M communis | Jaune claire Liquide, limpide et mobile | Odeur rappelant celle des feuilles
M nivellei Jaune foncé | Liquide, limpide et mobile | Odeur rappelant celle des feuilles

3.3.3.1.2. Rendement des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été extraites a partir de plantes fraiches, I'espéce
M communis L. présente un rendement égal a 0,195% (tableau 3.10). Ce dernier
est meilleur que celui décrit par AYDIN et OZAN [234], ainsi que par la norme
AFNOR [58]. Cependant, les travaux de GARDELI et al. [221] ont rapporté que
M communis L., originaire de la Grece, présente un rendement relativement élevé
égal a 1,45; ils ont également constaté que les variations saisonnieres n'influent
pas sur le rendement, contrairement a l'altitude qui semble en avoir un réle

déterminant.

L'huile essentielle de M nivellei Batt et Trab. présente un rendement égale a
0,291% (tableau 3.10). Il semblerait que le biotope aride de cette plante influe sur
sa richesse en essences. Dans ce méme contexte, BELAICHE [42] rapporte que
les huiles essentielles conservent 'humidité des plantes poussant dans les climats

arides, comme c'est le cas pour notre espéce saharo-endémique.
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Tableau 3.10: Rendement des huiles essentielles étudiées.

Masse de la matiere Poids de I'HE Rendement
végétale fraiche (Q) (9) (%)
M communis 600 1,1700 0,19500
M nivellei 520 1,5142 0,29119

3.3.3.1.3. Densité relative des huiles essentielles

Les mesures de la densité des huiles essentielles de M communis L. et M
nivellei Batt et Trab. effectuées a 20C, montrent qu'elles appartiennent a un

intervalle étroit entre 0,8 et 0,9.

La densité de l'huile essentielle, a 20C, est de 0,81+0,0407 pour M
communis L. et de 0,85+0,1471 pour M nivellei Batt et Trab. Il parait ainsi que les
huiles essentielles de ces deux plantes ont des densités presque semblables
(tableau 3.11), qui
pharmacopée européenne. Ces huiles essentielles sont solubles dans I'éthanal,

s'integrent parfaitement dans lintervalle decrit par la

cette solubilité facilite leur utilisation pour différents usages.

L’augmentation de la densité relative s’explique par la présence de certains
composés caracterisés par de grandes masses moléculaires (limonéne:CioHjs,
camphre:CyoH160, citronellol:C1oH200) [41].

Tableau 3.11 : Densité relative des huiles essentielles étudiées.

Masse de 50ul | Masse de 50ul Densité IC Norme
de I'HE (mg) d'H,O (mQ) relative [44]
M communis 40,60 50,1 0,8103 0,81+0,0407 0.80-0.95
M nivellei 42,59 50,1 0,8501 0,8540,1471

3.3.3.1.4. Analyse et identification des huiles essentielles par CG/SM

Les chromatogrammes obtenus par CG/SM des huiles essentielles de
M communis L. et M nivellei Batt et Trab. donnent une distribution des différents
composeés identifiés et non identifiés. Selon les proportions obtenues, nous
pouvons distinguer les composés majoritaires a partir desquels nous pourrons

déterminer le chémotype de chaque espéce (figure 3.98 et figure 3.99).
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Pour I'espéce M communis L.

L'analyse de la composition chimique de I'huile essentielle par CG/SM a révélé

la présence de 62 composeés, caracterisée par 5 pics majoritaires (tableau 3.12).

- On note la présence d'une forte proportion en monoterpéenes hydrocarbonés dont
on cite les deux fractions majoritaires: le limonene et l'alpha pinene avec des
valeurs respectives de 16,22% et 15,93%.

- Un autre composé maijoritaire est observé, appartenant a la famille des alcools, il
s'agit de I'octadiénol avec un taux de a 15,04%, suivi par le 1,8 cinéole (9,12%).

- Trois sesquiterpénes hydrocarbonés: le bornylene, l'alpha caryophyléne et
l'alpha patcoulene ont été identifies avec des valeurs respectives de 4,64 %,
4,14% et 1,38 %.

- Trois alcools monoterpéniques ont été détectés dans cette huile essentielle, il
s'agit du linalool (7,49%), du bergamiol (3,13%) et de I'alpha terpineol (4,30%).

- Les composés non identifiés représentent un taux inferieur a 5%.
A la lumiere de ces résultats nous pouvons déduire que I'huile essentielle de
I'espéce M communis L. appartient au chémotype: Limonéne/Alpha pinéne avec

une présence remarquable de I'octadiénol et du cinéol (figure 3.98).

Tableau 3.12: Composés majoritaires de I'huile essentielle de M communis L.

Temps de Pourcentage | Nature chimique

N° rétention Composé identifié %
(min)

1 6,75 Alpha pinéne 15,93 Monoter hydroc
2 11,04 Limonene 16,22 Monoter hydroc
3 13.07 1,8 cinéol 9,12 Monoter oxyge
4 16,66 Octadienol 15,04 Alcool
5 20,63 Bornylene 4,64 Sesqui hydroc
6 21,40 Alpha terpineol 4,30 Alcool monoter
7 24,97 Linalool 7,49 Alcool monoter
8 32,75 Bergamiol 3,126 Alcool monoter
9 33,71 Benzen,1,2dimethoxy-4-(2propenyl) 5,06 Monoter oxyge
10 35,88 Alpha caryophylléne 4,14 Sesqui hydroc
11 43,55 Alpha patcoulene 1,38 Sesqui hydroc
Chemotype étudié Limonéne/alpha pinéne
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Pour I'espéce M nivellei Batt et Trab.

L'analyse de la composition chimique de I'huile essentielle par CG/SM a réveélé
la présence de 48 composeés, caracterisée par 6 pics majoritaires, avec une
prédominance des sesquiterpénes hydrocarbonés, dont on cite: le & elemene
(15,69%), I'alpha terpineol (13,01%), le 1,8 cinéole (12,06%) et le citral (11,66%)

- On note la présence d'un sesquiterpéne hydrocarboné trés intéressant: il s'agit
de l'azuléne avec une teneur de 6,18%.

- Un autre composé maijoritaire appartient a la famille des alcools, il s'agit du 1,2-
benzenzdiol avec un taux de 5,36%. L'alpha patcoulene présente un taux égale a
2,87% (tableau 3.13).

- Les autres composés non identifiés représentent un taux inférieur a 10%.

D'aprés ces résultats, on peut déduire que I'huile essentielle de M nivellei Batt
et Trab. appartient au chémotype & elemene/ Alpha Terpineol avec une

présence non négligeable du cinéol et du citral (figure 3.99).

Tableau 3.13: Composés majoritaires de I'huile essentielle de M nivellei Batt et
Trab.

N° VS de_ Composé identifié FOUIEENEEE Nature chimique
retention (min) %

1 6,75 O elemene 15,69 Sesqui hydroc
2 11,07 1,8 cinéol 12,06 Monoter oxyge
3 14,16 1,6 octadien-3-ol,3,7-dimethyl 2,42 Alcool

4 20,34 Alpha Terpinéol 13,01 Alcool monoter
5 32,53 Citral 11,66 Aldehyde

6 38,66 1,2-benzenediol,3,5-bis 5,36 Alcool

7 41,43 Quinoline 2,29 Quinone

8 43,16 Azuléne 6,18 Sesqui hydroc
9 43,57 Alpha patcouléne 2,87 Sesqui hydroc
Chémotype étudié & elemene/ Alpha Terpinéol
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On constate que les huiles essentielles de ces deux myrtaceae sont trés
riches en monoterpenes et en sesquiterpénes, qui représentent les deux
principaux groupes de terpénes. En revanche, certains aldéhydes et alcools
identifiés occupent une position secondaire. Les esters, les acides et les cétones
sont minoritaires, dont certains sont sous forme de traces (acide

benzendicarboxylique, dodecatrienol, acide hexadecanoique).

Cependant, nous remarquons la présence de quatre composés communs chez
les deux espéces (cinéol, alpha terpinéol, octadiénol et alpha patcoulene) mais
avec des proportions variables. L'effet combiné de ces composés est responsable
de l'odeur caractéristique de I'huile essentielle de chaque plante. L'alpha terpinéol
est responsable de l'odeur florale sucrée exhalée par le végétal [218]. L’huile
essentielle de M communis L. présente une composition chimique tout a fait

différente des autres myrtaceae [355].

Néanmoins l'azuléne, composé tres utilisé en cosmétologie et connu pour ses
propriétés anti-inflammatoires, donne un aspect de trés petites gouttelettes
bleuatres dispersées dans I'huile essentielle de M nivellei Batt et Trab.

Le chémotype Limonéne/alpha pinéne de I'huile essentielle de l'espéce M
communis L. que nous avons détecté, concorde avec les résultats de I'analyse
chimigue de I'huile essentielle du myrte en Turquie [227], en Tunisie [226], et en

Suede [228], qui ont tous révélé la présence de cette race chimique.

Cependant, nos résultats montrent que la composition chimique de I'huile
essentielle de Myrtus communis L. algérien est complétement différente de celle
de I'huile essentielle du myrte en Gréce. En effet, cette derniére est caractérisée
par une prédominance en acétate de myrtenyl (39%), en 1,8 cinéole (13,5%), en
alpha pinéne (10,9%) et en linalool (7,7%), d'ou le chémotype Acétate de

myrtenyl/cinéole [221].

BRADESI et al. [213] ont révélé la présence de deux chémotypes d'huiles
essentielles de M communis L., il s'agit du chémotype acétate de myrtenyl/cinéole
et le chémotype cinéole/acétate de myrtenyl, ce méme auteur a constaté que
chacun des deux chémotypes déja cités se divise a son tour, en deux sous-
groupes selon le rapport relatif: a pinéne/ acétate de myrtenyl ou a pinene/ 1,8

cinéole.
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Toutefois, selon les travaux de YADERGARINIA et al. [224], le myrte iranien
est caractérisé par la présence des mémes fractions majoritaires que nous avons
détecté chez M communis mais avec une prédominance de |'a pinéne par rapport

au limonene(a-pinéne:29,1%, limonéne:21,5%, cinéol:17,9%, linalool: 10,4%)

L’un des principaux constituants de I'huile essentielle de M communis L. est le
1,8 cinéole, auquel peuvent s'ajouter le linalool, le myrténol, l'a-pinene et l'acétate

de myrtenyl comme composés majoritaires [41] [213] [179].

Les travaux de FLAMINI et al. [220] ont démontré que l'a-pinene, le limonene,
le 1,8 cinéole et le B-caryophyllene sont présents en grandes concentrations chez
le myrte poussant dans un sol calcaire, alors que le linalool, I'acétate de myrtenyl

et 'acétate de linalyl sont fréquents chez le myrte vivant dans un sol siliceux.

Cependant, plusieurs facteurs environnementaux comme l'ensoleillement, la
nature du sol, la période de récolte, I'origine géographique et le climat en sont
responsables [59] [218] [219] [221]. Ces facteurs influent sur les voies de
biosynthése de I'huile essentielle provoquant I'apparition de chémotypes différents

avec des réponses thérapeutiques spécifiques [213] [214] [220].

3.3.3.2. Résultats de I'étude de la fraction non volatile polaire (analyse des extraits)

3.3.3.2.1. Extraits méthanoligues et éthanoligues

Les extraits méthanoliques sont quantitativement les plus importants. Cela
voudrait dire que la plante contient beaucoup de composés solubles dans ce
solvant. Nous avons d'ailleurs pu le constater lors des extractions a chaud. En
effet, l'extraction au méthanol a duré 6 heures, alors que la macération
éthanolique a été étendue sur 24 heures. L'extrait méthanolique est d'un marron
tres foncé légérement gras, tandis que l'extrait éthanolique est poudreux et friable
de couleur vert claire. Quant aux extraits des cals, ils ont un aspect collant de
couleur vert foncé (tableau 3.14).

Cependant, la macération est une méthode discontinue, le solvant devrait étre
remplacé jusqu'a ce que la matiére vegétale soit épuisée [356]. Le rendement
n'est que relatif et dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles
I'extraction a été effectuée. La méthode d’extraction affecte également le contenu

total en polyphénols ainsi que les propriétés biologiques attendues [357].
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D'apres le tableau 3.14, le rendement des extraits méthanoliques (MeOH) de
M communis L. est inferieur a celui de l'espéece saharienne. Cependant l'extrait
éthanolique (EtOH) de M communis L. se montre plus rentable.

GARDELI et al. [221] ont montré que le rendement de I'extrait methanolique de
M communis L. va de 43,4 a 59,5 % et atteint son maximum lorsque la plante est
récoltée en pleine floraison. Dans ce méme contexte, HAYDER et al. [358], ont
rapporté que le rendement de I'extrait méthanolique de M communis L. est égal a

28,66%, signalant qu'il est trés riche en tanins, en flavonoides et en coumarines.

Tableau 3.14: Aspects, couleurs et rendements des extraits obtenus.

Nature de Rendement de Aspect de Couleur de
I'extrait I'extrait (%) I'extrait I'extrait
In vitro | Extrait MeOH 35,56 Collant pateux | Vert foncé
M communis In situ Extrait MeOH 41,30 Collant pateux | Marron foncé
Extrait EtOH 14,41 Friable Vert claire
M nivellei In vitro | Extrait MeOH 40,45 Collant pateux | Vert foncé
In sit Extrait MeOH 59,15 Collant pateux | Marron foncé
St Extrait EtOH 12,45 Friable Vert claire

3.3.2.2.2. Extraits flavonoidiques

Les deux especes étudiées ont donné une masse en extrait flavonoidique sec
relativement faible. Ces extraits ont présenté un aspect poudreux, friable, de
couleur jaune orange. Du point de vue rentabilité, nous avons obtenu une
proportion de 4,26 % pour M communis L. et 3,74 % pour l'espéce M nivellei Batt
et Trab (figure 3.100).

B M communis
3.5 A

H M nivellei
2.5 -

1.5 A

Rendement de I'extraits flavonoidique(%)

M communis M nivellei
Figure 3.100: Rendement des extraits flavonoidiques de M communis L. et M nivellei

Batt et Trab.
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3.3.3.2.3. Analyse des extraits par spectrophotométrie UV- visible

L’analyse des extraits par spectrophotométrie UV-vis a été effectuée sur des
solutions homogénes, en dissolvant 1mg de chaque résidu sec dans 1ml de
méthanol absolu. Nous avons comparé le spectre de l'acide gallique (étalon) avec
ceux des extraits alcooliqgues afin de confirmer ou d'infirmer leurs richesse en

polyphenols (figure 3.101 et appendice L).

0 T T T T ‘#

190 290 390 490 590 690 790
Longueur d'onde (nm)

Figure 3.101 : Spectre UV-visible de I'acide
gallique

« Extraits méthanoliques

Selon MARKHAM [359], les longueurs d'ondes allant de 260 a 360 nm
présentent deux pics importants correspondant au domaine d'absorbance des
flavonoides. Cependant, les quatre extraits méthanoliques provenant des plantes
obtenues in situ et in vitro, présentent deux pics majoritaires, tous inclus dans cet

intervalle.

Les longueurs d'ondes 536,5 et 537 nm correspondent au domaine
d'absorbance de la chlorophylle dont le présence est sous forme de traces dans
les extraits (figure 3.102, figure 3.103, figure 3.104, figure 3.105 et appendice L).
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Figure 3.102 : Spectre UV-visible de I'extrait Figure 3.103 : Spectre UV-visible de I'extrait
MeOH de M communis L. (in situ) MeOH de M nivellei Batt et Trab. (in situ)

190 290 390 490 590 690 790
Longueur d'onde (nm) 190 290 Lg%(g)ueufg%ndes(?l?n) 690 790
Figure 3.104 : Spectre UV-visible de I'extrait Figure 3.105 : Spectre UV-visible de I'extrait
MeOH de M communis L. (in vitro). MeOH de M nivellei Batt et Trab. (in vitro).

+ Extraits éthanoliques

D’aprés MARKHAM [359], les pics d'absorbance situés entre 247 et 339 nm
correspondent a des polyphenols de type flavonols. Nos extraits présentent des
domaines d'absorbance dans ce méme intervalle ce qui confirme la présence de

ce type de composés phénoliques (figure 3.106, figure 3.107 et appendice L).
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Figure 3.107 : Spectre UV-visible de I'extrait

Figure 3.106: Spectre UV-visible de I'extrait
EtOH deM communid.. (in situ) EtOH de M nivellei Batt et Trab. (In situ)
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* Extraits flavonoidiques

Les différents pics d’absorption en fonction de la longueur d’onde et de
I'absorbance des extraits flavonoidiques sont étudiés (figure 3.108 et appendice
L). Pour cette fin, la quercetine dissoute dans le méthanol a été également

soumise au balayage spectrophotométrique au méme titre que les extraits.

2

190 290 390 490 590
Longueur d'onde (nm)

Figure 3.108: Spectre UV-visible de la quercetine

D’apres les spectres obtenus, nous constatons que les valeurs de la longueur
d’'onde des flavonoides des deux espéces sont presque identiques (pic 3 de M
communis L. et pic 2 de M nivellei Batt et Trab. par rapport au pic 3 de I'étalon). Il
s’agirait éventuellement d’'un méme composé. Rappelant que les longueurs
d’'ondes 278 et 283 nm correspondent a I'absorbance des noyaux aromatiques
(figure 3.109, figure 3.110 et appendice L).
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Figure 3.109: Spectre UV-visible de I'extrait Figure 3.110: Spectre UV-visible de I'extrait
flavonoidique de M communis L. flavonoidique de M nivellei Batt et Trab.



144

3.3.3.2.4. Dosages biochimigues de quelgues métabolites par spectrophotométrie

UV-Visible)

L'étude quantitative des extraits au moyen des dosages spectro-
photométriques, avaient pour objectif la détermination de la teneur de quelques
métabolites. Pour chaque dosage, nous avons réalisé une courbe de calibration a
différentes concentrations d'étalon selon une équation de type : y = ax + b. Le

choix de I'étalon dépend étroitement de la nature de I'extrait (tableau 3.15).

Tableau 3.15: Principaux étalons sélectionnés pour les dosages et leurs longueurs

d'ondes.
Parametre de dosage | Etalon sélectionné | Longueur d'onde (nm)
Polyphenols Acide gallique 760
Flavonoides Quercetine 415
Flavonols Rutine 440
Sucres totaux Glucose 488
Tannins Acide tannique 760
Anthocyanes Cyanidine 520

3.3.3.2.4.1. Dosage des composés phénoliques

L'analyse quantitative des polyphenols totaux a été réalisée par la méthode
Folin Ciocalteu. La teneur en composés phénoligues des extraits méthanoliques et
éthanoliques a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage de l'acide gallique

(appendice K).

Nous avons constaté que les extraits obtenus par macération sont plus riches
en polyphenols que ceux obtenus par extraction a chaud avec du méthanol chez
les deux espéces étudiées, soit 789 ug eq ac gal/mg ES pour M communis L. et

734 ug eq ac gal/mg ES pour M nivellei Batt et Trab (figure 3.111).

Cependant, indépendamment du mode d'extraction effectué, les extraits de la
plante M communis L. sont toujours plus riches en polyphenols par rapport a ceux
de M nivellei Batt et Trab., qu'ils soient obtenus in situ ou bien in vitro (figure
3.111).

Les extraits méthanoliques présentent également des concentrations
rapprochées estimées a 487 ug eq ac gal/mg ES pour M communis L. et 348 ug

eg ac gal/mg ES pour I'espece M nivellei Batt et Trab.
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Selon GARDELI et al. [221], la teneur des extraits méthanoliques en
polyphenols chez M communis L. varie entre 352 et 373 ug eq ac gal/mg ES et
atteint un maximum durant la période de pleine floraison. Cependant, AMMAR et

al. [354] rapportent que sa teneur avoisine 227ug eq ac gal/mg ES.

Par ailleurs, si nous comparons les teneurs en polyphénols des extraits de
M communis L. et M nivellei Batt et Trab. obtenues en in situ, a ceux de leurs
homologues obtenues en in vitro, on peut dire que ces derniers ne sont pas trés
riches en composés phénoliques. Il conviendrait de jouer sur certaines conditions

de culture afin d'optimiser la synthese de ces métabolites.

Dans ce méme contexte, une série de travaux portant sur l'optimisation des
conditions de culture de colonies tissulaires de Fagopyrum esculentum ont permis
d’obtenir des quantités intéressantes en polyphenols, mais qui suggerent

I'exposition des cals a un éclairage permanant 24h/24h [360].

BAHORUN et al. [361] ont rapporté que l'introduction de I'acide shikimique au
milieu de culture augmente le rendement en polyphenols, ces résultats rejoignent
aussi les observations faites par SHAH et MEHTA [362], qui ont amélioré la
production des colonies tissulaires de Crotalaria en présence de différents acides
phénoliques.
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Figure 3.111: Concentrations en polyphenols des différents extraits de

M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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3.3.3.2.4.2. Dosage des flavonoides

L'analyse quantitative des flavonoides, dans les extraits méthanoliques et
éthanoliques, a été effectuée par une méthode adoptée par PARK et al. [315]. Les
teneurs en flavonoides ont été alors calculées a partir de la courbe d'étalonnage

de la quercetine (appendice K).

Pour I'espéce M nivellei Batt et Trab., la concentration en flavonoides est trés
importante dans I'extrait ethanolique avec 181,1 ug eq quer/mg ES, légérement
inferieure pour l'extrait méthanolique ou elle avoisine 152,25 ug eq quer/mg ES.
Concernant les cals, ils sont moins riches en flavonoides, avec une concentration

qui ne dépasse pas 91ug eq quer/mg ES (figure 3.112).

Chez M communis L., la concentration de I'extrait ethanolique est de 146,9 ug
eqg quer/mg ES, alors son extrait méthanolique présente un taux de 125,25 ug eq
guer/mg ES, le plus faible taux en flavonoides a été marqué dans l'extrait
méthanolique des cals de M communis L. avec un 64,1 pg eq quer/mg ES

seulement.

D'apres les résultats obtenus, on remarque que le taux des flavonoides dans
les extraits éthanoliques demeure plus important, que celui des extraits
méthanoliques mais avec des concentration plus élevées chez I'espece M nivellei
Batt et Trab.
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Figure 3.112: Concentrations en flavonoides des différents extraits de
M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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3.3.3.2.4.3. Dosage des flavonols

La quantification des flavonols contenus dans les extraits a été faite
conformément au protocole décrit par YERMAKOV et al. [316]. La teneur en
flavonols de chaque extrait (méthanolique, éthanolique et flavonoidique) a été
évaluée a partir de la courbe d'étalonnage de la rutine (appendice K).

Il parait clairement que les extraits éthanoliques et flavonoidiques fournissent
respectivement les taux les plus élevés en flavonols, qui dépassent 700 ug eq
rut/mg ES chez les espéces obtenues en in situ (figure 3.113).

La concentration en flavonols dans les extraits méthanoliques des plantes
récoltées in situ, est moins importante avec 438,5 ug eq rut/mg ES pour M nivellei
Batt et Trab. et 378 pg eq rut/mg ES pour M communis L. Quant aux extraits
méthanoliques des cals, le taux varie entre 100 et 111 pg eq rut/mg ES, mais
demeure toutefois non négligeable.
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Figure 3.113: Concentrations en flavonols des différents extraits de
M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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3.3.3.2.4.4. Dosage des sucres

La teneur en sucres de chaque extrait (méthanolique et éthanolique) est
calculée a partir de la courbe d'étalonnage du glucose (appendice K).

On remarque d'apres les résultats obtenus (figure 3.114), que les extraits
méthanoliques et éthanoliques de M nivellei Batt et Trab. récoltée in situ
présentent respectivement 2,2820 et 17,2628 ug eq glu/mg ES. lIs sont plus riches
en sucres que les extraits de M communis L. qui présentent des concentrations

moindres (respectivement 0,7948 et 15,8461 ug eq glu/mg ES).

Les extraits méthanoliques des cals ont donné les plus grandes teneurs en
sucres. Ces concentrations relativement élevées ne sont pas surprenantes, car
elles témoignent de leur intense activité métabolique, ce qui explique la production
importante de ce métabolite primaire.
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Figure 3.114: Concentrations en sucres des différents extraits de M communis L.
et M nivellei Batt et Trab.



149

3.3.3.2.4.5. Dosage des tanins

Aprés extrapolation des résultats de [I'absorbance mesurée au
spectrophotometre, sur la courbe d'étalonnage de Il'acide tannique (appendice K),
nous avons constaté une forte présence de tanins dans les extraits méthanoliques
des plantes obtenues in situ avec une concentration de 155,27 pg eq ac tan/mg
ES pour M nivellei Batt Trab. et 135,02 pg eq ac tan/mg ES pour M communis L.
(figure 3.115)

Les extraits éthanoliques renferment des concentrations moins importantes
gue les precedentes, ne dépassant pas le seuil de 140ug eq ac tan/mg ES (figure
3.115).

Quant aux extraits des cals, ils ont fourni de trés faibles concentrations, nous

pensons que I'état juvénile de ces tissus en est la cause principale.

Les travaux de GASMI BOUBAKER et al. [263] rapportent que la
concentration des tanins dans I'extrait méthanolique de M communis avoisine 104
ug eq Ac tan/mg ES. Alors que AMMAR et al. [358] ont confirmé la présence d'un

taux de tanins qui avoisine 282 ug eq ac tan/mg ES chez cette méme espéce.
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Figure 3.115: Concentrations en tanins des différents extraits de M communis L.
et M nivellei Batt et Trab.
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3.3.3.2.4.6. Dosage des anthocyanes

La teneur en anthocyanes de chaque extrait est calculée a partir de la courbe

d'étalonnage de la cyanidine (appendice K)

Les extraits éthanoliques ont enregistré des teneurs estimées a 21,3ug et
25,5ug eq cyan/mg ES respectivement pour M communis L. et M nivellei Batt et
Trab. (figure 3.116).

Les extraits méthanoliques des plantes obtenues in situ ont fourni des faibles
teneurs, avec un taux de 19,8 pg eq cyan/mg ES pour M communis L. et 17,2 ug
eg cyan/mg ES de M nivellei Batt et Trab. Pour les cals obtenus en in vitro, ces

taux demeurent tres faible et ne dépassent pas 5,20 pug eq cyan/mg ES.

En comparant les teneurs des extraits des plantes obtenues in situ avec leurs
homologues cultivés in vitro, nous pouvons dire que les cals de M communis L. et

M nivellei Batt et Trab. ne montrent pas des productions élevées.

D'apres les travaux de ISHIKURA et TERAMOTO [363], Il parait que les
cultures en suspensions des cals de Cryptomeria japonica produisent jusqu’a 26
Ug eq cyan/mg d'extrait sec. Des résultats impressionnants ont été également
obtenus a partir des suspensions cellulaires de Pseudotsuga menziesii avec un
rendement en anthocyanes allant jusqu'a 40ug/mg ES [364]. Alors que Ginkgo
biloba peut accumuler jusqu'a 50 a 60 pug d'anthocyanes par gramme de masse
séche [365].

Il est important de signaler que les anthocyanes, sur le plan théorique
augmentent avec la maturation des fruits, atteignant un maximum puis diminuent.
Par ailleurs, les différentes réactions qui provoquent la diminution des
anthocyanes sont :

* Les reactions de condensation des anthocyanes et/ou flavanols avec
d'autres molécules inférieures comme l'acide puracique ou l'acide
glycoxylique [366].

« La combinaison des anthocyanes avec les tanins pour donner des
polymeéres, qui possedent des propriétés et des couleurs différentes de

celles des anthocyanes.
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Figure 3.116: Concentrations en anthocyanes des différents extraits de
M communis L. et M nivellei Batt et Trab.

3.3.3.3. Résultats du pouvoir anti-microbien

3.3.3.3.1. Résultats du test préliminaire

Pour évaluer l'activité anti-microbienne des extraits, il fallait s'assurer de la non
toxicité des solvants utilisés pour les dissoudre, car méme a I'état de traces, un
solvant ne devrait pas s'opposer a la croissance normale des souches
microbiennes [360].

Nous avons constaté que le méthanol exerce une zone d'inhibition autour du
disque. En revanche avec I'éthanol absolu, la souche se développe normalement.
A la lumiere de ces résultats, I'utilisation de I'éthanol est préférée pour dissoudre
les extraits secs plutbét que le méthanol, qui exerce un effet bactéricide.

Nous avons enregistré que les champignons se sont montrés sensibles vis-a-
vis de la nystatine, a I'exception du genre Fusarium qui a présenté une nette
résistance (tableau 3.16). Concernant la levure C. albicans, une zone moyenne
d’inhibition de 12 mm a été obtenue sous l'action de la nystatine.
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Tableau 3.16: Effets de la nystatine sur les souches fongiques testées

Souche Dose Diametre de l'auréole d'inhibition  (mm)
Candida albicans 12,50
Alternaria sp 09,00
Fusarium oxysporium fsp albidinis 50 ppm/disque 00,00
Fusarium oxysporium fsp lycopersici 00,00
Penicillium sp 07,50

L'amoxycilline a un effet remarquablement positif sur les bactéries testées
avec des zones d'inhibitions variables, une seule souche bactérienne a présenté

une nette résistance vis-a-vis de cet antibiotique: Shigella flexineri (tableau 3.17).

Tableau 3.17 : Effets de I'amoxycilline sur les souches bactériennes testees.

Souche Dose Diametre de l'auréole d'inhibition (mm)
S pneumoniae 0
E faecalis 16
S epidermidis _ 7
P aerogenosa 30ug/disque >3
E coli 3
S aureus 11
S typhi 17
S flexineri -

3.3.3.3.2. Résultat de 'aromatogramme

Nous constatons que les extraits et les huiles essentielles des deux especes
présentent des activités anti-microbiennes (appendice M). Néanmoins, cette action
est effective mais a différents degrés[367],. Le diametre de la zone d’inhibition des

cultures microbiennes est exprimé en millimétre (figure 3.117).
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Figure 3.117: Activité des huiles essentielles et des extraits de M communis L. et M nivellei Batt et Trab. sur la
croissance des différentes souches étudiées (exprimée en diamétre de la zone d'inhibition)
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* Les huiles essentielles

Les souches: E faecalis, S. aureus, S. epidermidis, S typhi, S flexineri et C
albicans ont présenté des zones d’inhibition allant de 15 & 20 mm (figures 3.118
a,b,d,e). Elles sont donc considérées comme des souches sensibles aux huiles
essentielles de M communis L. et M nivellei Batt et Trab. Cependant, ces
essences se sont averées moyennement actives sur les champignons

phytopathogenes.

Le test avec 'huile essentielle de M communis L. a révélé une forte sensibilité

de E coli ou nous avons noté une zone d’inhibition de 38 mm.

Nos résultats concordent avec ceux de DELAURENTIS et al. [368] ainsi que
YADEGARINIA et al. [224], qui parlent d'une trés bonne activité anti-microbienne
contre: E coli, P aerogenosa, E faecalis, S aureus, S epidermidis et S flexineri.
Cette activité peut étre dle a la richesse de ces huiles en: a-pinéne, limonene,
cinéole et terpinéol [369] [370].

L'action de [I'huile essentielle de M communis L. sur Alternaria sp est
remarquable ou la valeur moyenne de l'auréole d’inhibition a été de 20 mm. Des
zones d’inhibitions modérées (< 15 mm) ont été enregistrées avec F oxysporum
fsp albidinis,F oxysporum fsp lycopersici et Penicillium sp. Des résultats similaires
sont rapportés par DOMINIGUEZ et ORTEGA [371].

L'huile essentielle de l'espece saharienne a montré une activité sur P
aerogenosa avec une zone d'inhibition égale a 15 mm par rapport a M communis
L. qui n'a pas dépassé 12 mm. Cependant, nous avons remarqué que l'action de
I'nuile essentielle de M nivellei Batt et Trab. sur F oxysprum fsp lycopersici et

Penicillium sp est nulle.

L'effet synergique des composés aromatiques contenus dans [huile
essentielle du myrte sont les principaux responsables de cette activité: a-pinene,
limonéne, cinéole et terpinéol, et qui sont connus pour leurs propriétés anti-
microbiennes [372], leur mécanisme d'action n'est pas totalement élucidé, mais il

est connu qu'ils fragilisent les membranes des micro-organismes [64].

Selon DOMINIGUEZ et ORTEGA [371], I'huile essentielle extraite des graines
de M communis L. possede une action contre Alternaria sp, Penicilium sp et

Fusarium sp.
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a. Action des HE sur C albicans

c. Action des HE sur E

coli

e. Action des HE sur S epidermidis
F: HEM communis H: HE M nivellel
Figure 3.118 : Effets des huiles essentielles de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.

sur quelques souches testées

* Les extraits méthanoliques

Nous constatons que les extraits methanoliques des plantes obtenues in situ
présentent une action anti-microbienne. Néanmoins, cette action est effective mais
a des degreés différents. Les souches: S pneumoniae, S epidermidis, S aureus, S
flexineri, S typhi et C albicans ont toutes montré une nette sensibilité a I'égard de
I'extrait méthanolique de M communis L. Cependant, l'extrait de M nivellei Batt et
Trab. a présenté des résultats proches mais avec une zone d'inhibition réduite de
l'ordre de 13,67 mm pour S epidermidis (figure 3.119).

De nombreux travaux ont démontré [l'effet anti-bactérien des extraits
méthanoliques sur de nombreuses bactéries [239] [268]. Cet effet anti-bacterien
significatif est attribué particulierement aux phloroglucinols [373] et a leur richesse
en polyphenols [187].
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Pour ce qui est des extraits méthanoliques des cals, nous avons noté une
grande résistance de toutes des souches testées, ou aucune zone d’inhibition n'a
été détectée avec les extraits des cals de M communis et M nivellei. On attribue
cette grande resistance a leur stade de croissance juvenile, n'ayant pas encore

developper assez de métabolites susceptibles d'avoir un effet anti-microbien.

= | es extraits éthanoliques

Les souches: S flexineri, C albicans et S pneumoniae et surtout S aureus
présentent toutes une sensibilité remarquable a I'égard des extraits éthanoliques
de M communis L., avec des zones d'inhibition de 16 a 17 mm. Cependant, le

reste des souches présentent une sensibilité modérée (figure 3.119).

L’extrait éthanolique de M nivellei posséde un excellent pouvoir anti-microbien,
contre S aureus (19mm) et F oxysporum fsp albidinis (15mm), cette derniere s'est

montrée plus ou moins résistante face aux autres extraits testés.

Les extraits éthanoliques de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
paraissent moins actifs que leurs homologues méthanoliques, et pratiquement
inactifs face a P aerogenosa. Cette résistance n'est pas surprenante, elle est en
relation avec la nature de sa membrane externe, qui lui confére une résistance a

la plupart des agents biocides [374].

= | es extraits flavonoidigues

L'extrait flavonoidique de M communis L. présente une action modérée sur E
coli, S aureus, S epidermidis et C albicans dont les zones d'inhibition apparaissent
entre 12 et 14 mm (figure 3.119).

Avec les extraits flavonoidiques, a la concentration de 50 pg par disque, une
faible activité est constatée. Ce qui nous améne a supposer que cette

concentration est trop faible pour exercer une action anti-microbienne.

~

Les champignons ont montré une nette résistance face a ces extraits,
I'exception est observée avec l'extrait flavonoidique de M nivellei Batt et Trab. qui
a exerceé une action sensibilisante contre F oxysporum fsp albidinis avec une zone
d'inhibition de 14mm.



157

La souche Alternaria sp est remarquablement la plus résistante de touts les
champignons testés. HOLETZ et al. [375] ont rapporté que certains extraits bruts

naturels peuvent favoriser la prolifération et I'envahissement du mycélium.

S aureus

P aerogenosa S flexineri

S epidermidis

C albicans F oxysporium fsp albidinis F oxysporium fsp
lycopersici
A: extrait méthanolique de M communis  T': témoin négatif
B: extrait méthanolique de M nivellei J: extrait flavonoidique de M nivellei
C: extrait ethanolique de M communis K:extrait méthanolique des cals de M
communis
D: extrait ethanolique de M nivellei i: extrait flavonoidique de M communis

Figure 3.119: Effets de certains extraits alcooliques et flavonoidiques de M

communis L. et M nivellei Batt et Trab. sur quelques souches testées.
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3.3.3.4. Résultats des tests du pouvoir anti-oxydant

3.3.3.4.1. Résultats du Test au DPPH

Les pourcentages d'inhibition des radicaux libres des différentes substances
testées, extraites a partir de M communis L. et M nivellei Batt et Trab. ont été

comparés avec les contréles positifs (tableau 3.18)

La ECso définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
de I'activité de DPPH [376]. Cette derniére est déterminée graphiquement, a partir
de trois essais indépendants dont l'abscisse représente la concentration de
I'extrait brut et 'ordonné l'activité anti-oxydante en pourcentage, soumise a une

régression linéaire.

Un autre parametre exprimant la puissance anti-radicalaire a été calculé a
partir du premier paramétre nomme : "ARP" qui est égale a 1/ECs,. Les valeurs
ARP de tous les extraits sont significatives (tableau 3.18). Plus ces valeurs

s’éloignent du zéro, plus la puissance anti-oxydante augmente.

Tableau 3.18: Effet anti-oxydant des huiles essentielles et des extraits de

M communis L. et M nivellei Batt et Trab. par le test DPPH

Contréles positifs In situ In vitro
HE Extraits MeOH | Extraits EtOH ﬂi’\‘gﬁgf : Extraits MeOH
VitC | VitE | Quer | MC | MN | MC | MN | MC | MN | MC | MN | MC | WMN
inhiZ‘i’tion 86,62 | 51,27 | 8556 | 2,32 | 2,18 | 77,52 | 52,00 | 81,01 | 78,81 | 90,55 | 74,08 | 47,90 | 33,49
ECso(mg/ml) | 0,39 | 099 | 0,43 | 23,12 | 26,06 | 0,60 | 098 | 049 |059 | 018 | 071 | 1,01 | 1,44
PAR 256 | 1,01 | 232 | 004 | 004 | 1,45 | 1,02 | 204 | 1,69 | 556 | 1,41 | 0,99 | 0,69
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3.3.3.4.1.1. Les huiles essentielles

D'apres les résultats, il semble qu'il existe une relation inversement
proportionnelle entre la valeur de I'absorbance et la concentration de I'huile testée.
Nous avons mesuré l'activité anti-oxydante de trois concentrations croissantes
pour chaque huile essentielle (0,25/0,5 et 1mg/ml), afin de déterminer la ECsg

correspondant a la concentration de I'huile qui inhibe 50% des radicaux libres.

Les huiles essentielles des deux espéces présentent une activité infiniment
faible par rapport aux contréles positifs testés. L'huile essentielle de M communis
L. présente un pouvoir anti-oxydant égale a 2,32% (ECso= 23,12mg/ml) alors que
M nivellei Batt et Trab. présente 2,18% (ECs,=26,06mg/ml). Les pouvoirs anti-
oxydants des trois contrdles positifs sont largement supérieurs (figure 3.120, figure
3.121, figure 3.122 et figure 3.123).

Les résultats du pouvoir anti-oxydant obtenus pour les huiles essentielles
concordent avec les travaux effectués par YADERGARINIA et al. [224], qui ont
rapporté que l'huile essentielle de M communis L. présente un trés faible pouvoir
anti-oxydant de I'ordre de 3,53%, ils ont attribué ce déficit du pouvoir réducteur a

la faible quantité de cinéole présente dans I'huile essentielle testée.

De nombreux travaux rapportent que les composés majoritaires des huiles
essentielles étudiées dont l'a-pinene, le cinéole et le limonéne sont connus pour

leur importante activité anti-oxydante [377].

MOHAMMEDI [29] rapporte que pour les huiles essentielles, l'activité anti-
oxydante sera davantage augmentée de facon significative lorsqu’on prolonge le

temps d’incubation.



160

SUOIIBJIUDIUOD SBIUDIDYIP B I3]|IDAIU |\ 9P 3||9IIUBSSD
aliny,| yed HAdQ ap uoniqiyul,p abeluadinod :€g1°¢ ainbi

Jwi/SWw ua NIAI 3H,| @p UOIIEJIUSIUOD

'L 8 2'0 9'0 ¥'0 Z'o 0
0
1]
®
T o
=
=
\ &
ST &
3
66610+ zd 4
820 +X806'T =A
4

SUOI1BJIUBIUO0D SBIUBIDYIP B SIUNWWOD | 3p 9||91UaSSa
ajiny,| Jed HAd@ ap uoniqiyul,p abelusainod :zz1 e ainbi4

Jw /3w ua JA IH,| 2p UoieIUIU0)

'l l 3'0 9'0 ¥0 Z'0 0
0
)
®
T =
=
=
g
ST &
=1
886°0= 74 [4
TO+XPST T =4
5z

(nus i) "qesy 18 weg 19||dAIU N 9P
3|l anuassa a|Iny,| ap uepAxonue lIoANod :TZT'S ainbi4

jw /3w ua NIA 3H,| @p uoneIIuU3U0)

a 1 80 90 0 70 0
1T
T
>
(=2
. w
/ T e
lw]
N\ - B
oTT I
E\
/ gTT M
N S
3
s
T

(nus un) 7 sluNWWod N
ap 9||anuassa a|iNy,| ap epAxonue 1oANod : 0ZT S ainbi4

W /3w ua JAl IH,| 2P UoIIRIUIIUD)

z1 T g0 90 ¥'0 Z'0 0

w
b
=
WU/TS & Hddd NP sqv




161

3.3.3.4.1.2. Les extraits alcooligues

3.3.3.4.1.2.1. Les extraits éthanoligues

On note la présence dune relation inversement proportionnelle entre
I'absorbance et la concentration de l'extrait a tester (figure 3.124 et figure 3.125).
La densité optique diminue remarquablement lorsqu'on augmente la concentration

de I'extrait a tester, il s'agit donc d'une realation de type dose-dependante

D'apres les réesultats obtenus, on déduit que l'extrait éthanolique de M
communis L. exerce un effet anti-oxydant remarquable qui est égale & 81,01%
(EC50=0,49mg/ml) alors qu'il est de l'ordre de 78,81% (ECs0=0,59mg/ml) pour M
nivellei Batt et Trab (figure 3.126 et figure 3.127).

Toutefois, Il existe une corrélation linéaire (r°=0,98) entre le pouvoir anti-

oxydant et la teneur des extraits éthanoliques en polyphenols.

De plus, il n'y a pas de différence significative entre les extraits éthanoliques, la
quercetine et l'acide ascorbique utilisés en tant que contrbles positifs, or I'alpha

tocophérol semble étre moins efficace que ces extraits.
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3.3.3.4.1.2.2. Les extrait méthanoligues

L’absorbance du DPPH mesurée a 517 nm, montre une diminution importante
de cette derniere au fur et a mesure que I'on augmente la concentration de I'extrait
testé, ceci plaide en faveur d'une relation de type dose-dépendante (figure 3.128,
figure 3.129, figure 3.132, figure 3.133).

Les extraits méthanoliqgues des plantes obtenues en in situ ont présenté des
pourcentages d'inhibition de 77,52% (ECs,=0,69mg/ml) pour M communis L. et
52% (ECs0=0,98mg/ml) pour M nivellei Batt et Trab. Ces résultats sont meilleurs
que ceux de l'a tocophérol, mais demeurent, toutefois, inferieures aux résultats

obtenus avec la vitamine C et la quercetine.

Bien que les extraits méthanoliques des cals présentent des pourcentages
d'inhibition faibles, par rapport a leurs homologues obtenus in situ, leur pouvoir
anti-oxydant n'est pas négligeable (figure 3.130, figure 3.131, figure 3.134, figure
3.135). Il cbétoie 47,90% (ECs0=1,01mg/ml) pour M communis L. et environs
33,49% (ECs0=1,44mg/ml) seulement pour M nivellei Batt et Trab.

Les travaux de BANERJEE et al. [378], sur I'extrait méthanolique de l'espece
Syzygium cumini appartenant a la famille des myrtaceae, ont rapporté qu'elle

présente un pouvoir anti-radicalaire avec une ECsg égale a 0,168 mg/ml.

L'activité anti-oxydante des extraits méthanoliques dépend essentiellement du

taux de polyphenols accumulés durant le cycle végétatif de la plante [379] [380].

La ECso de M communis L., rapportée par les travaux de GARDELI et al. [221]
est incluse entre 0,0095 et 0,017mg/ml, la plus faible ECsy correspond a la plus
grande activité anti-oxydante, ces mémes auteurs ont également démontré que
les extrait de M communis L. récoltés pendant la période estivale étaient les plus

anti-oxydants.
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3.3.3.4.1.3. les extraits flavonoidigues

Nous avons déterminé les valeurs des ECsy de chaque extrait testé a partir
des représentations graphiques (figure 3.136, figure 3.137, figure 3.138 et figure
3.139).

De nombreux travaux ont montré que les flavonoides d'origine naturelle sont

des excellents capteurs de radicaux libres [327] [381].

On note une baisse rapide de la densité optigue des différentes doses
d'extraits flavonoidiques de M communis L. testés dans un intervalle trés réduit a
517nm, ceci confirme que l'activité anti-oxydante de ces extraits est de type dose-
dépendante. Les résultats obtenus nous permettent de tracer les graphes
montrant la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de

['extrait:

- Le pouvoir anti-oxydant de I'extrait flavonoidique de I'espece M communis
L. a été estimé a 90,55% (ECs0=0,18mg/ml), il s'avere plus élevé que celui
des trois contréles positifs testés dans les mémes conditions.

- L'espece M nivellei Batt et Trab. a donné un pourcentage d'inhibition de
74,08% (ECso= 0,71mg/ml), bien gu'il soit moins important que celui de M
communis L., de la vitamine C et de la quercetine, mais semble avoir un

effet meilleur que celui de I'alpha tocophérol.

Les ECsp des extraits flavonoidiques sont tres bas, cependant, ils sont dotés
d’'un pouvoir anti-radicalaire potentiellement éleve, par rapport aux huiles

essentielles ou aux extraits alcooliques.

Il existe également une corrélation entre la composition en polyphénols et

l'intensité du pouvoir anti-oxydant pour I'ensemble des extraits testés.
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Les flavonoides sont des molécules connues pour leurs propriétés anti-
oxydantes [380]. L'étude menée par TUBEROSO et al. [382] a prouvé l'activité
réductrice des baies de M communis L. et a démontré que leur richesse en
anthocyanines, leur procure une protection supplémentaire contre le processus

d’oxydation.

D'apres les travaux menées par MOHAMMEDI [29], les extraits flavonoidiques
présentent toujours un potentiel anti-oxydant tres fort, en comparaison avec les

huiles essentielles ou les extraits alcooliques.

Le pouvoir réducteur des extraits étudiés est lié a la richesse de ces derniers
en flavonoides et en flavonols, présents en concentrations importantes [231] [233]
[383].

Ces resultats confirment la présence d'une corrélation entre la richesse des
extraits en polyphenols et I'importance de leur pouvoir anti-oxydant. La présence
de composés phénoliques anti-oxydants naturels dans ces plantes, les rend plus
performants que les anti-oxydants de synthése largement utilisés en technologie
agro-alimentaire [384] [379]. De plus, la consommation de produits riches en
polyphenols naturels semble prévenir contre les maladies causées par les

radicaux libres [385].

3.3.3.4.2. Résultats du pouvoair inhibiteur de la peroxydation de l'acide linoléique

Afin d'évaluer I'action des huiles essentielles et des extraits sur l'inhibition de la
peroxydation de l'acide linoléique, nous avons effectué un test sur une période

d'une semaine.

Nous avons utilisé 'acide ascorbique comme controle positif (Cp). L'intensité
de la réaction colorimétrique est d'autant plus importante que I'échantillon testé est
riche en radicaux libres (tableau 3.19, figure 140a et figure 140b).

Tableau 3.19 : Pourcentages d'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique ((Js).

Control In situ In vitro
positif EM EM
Cp HE MC HE MN EM MC EM MN EE MC EE MN EF MC EF MN MCc MNG

%inhibition | 50,5706 | 92,2739 | 56,8042 | 87,4451 | 74,0122 | 98,6830 | 93,5030 | 76,9095 | 67,9543 | 66,8129 | 82,8797
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Figure 3.140a: Effet de I'huile essentielle et des extraits de M communis L. sur

I'évolution de la peroxydation de I'acide linoléique
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Figure 3.140b: Effet de I'huile essentielle et des extraits de M nivellei Batt et Trab.

sur I'évolution de la peroxydation de I'acide linoléique

Cp: contr6le positif

HE: huile essentielle
EM: ectrait methanolique
EE: extrait ethanolique
EF: extrait flavonoidique
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MC:M communis
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D'apres les résultats obtenus pour le contréle négatif (Cn), nous remarquons
que l'absorbance augmente progressivement jusqu'au 4°™ jour puis connais une
réduction vers le 5°™ jour, et demeure stagnante au-dela. Ceci s'explique par le
fait qu'au cours des quatres premiers jours, l'acide linoléique a été soumis a une
importante oxydation (tableau 3.24), engendrant des hydro-peroxydes d'acide
linoléigue qui sont des produits d'oxydation

Ces produits d'oxydation réagissent avec le chlorure de fer pour former le
chlorure ferrique, puis le thiocyanate ferrique de couleur rouge-sang. Aprés 120h
d'incubation, la formation des peroxydes est stagnante en raison de la non
disponibilité de I'acide linoléique qui se traduit par une absorbance stable. De plus
les produits intermédiaires ont tous été convertis en produits finaux stables.

Autrement dit, la totalité de I'acide gras a été oxydée.

Le contrble positif (Cp) a presenté des absorbances plus basses par rapport a
celles enregistrées par le contréle negatif, ce qui expliqgue un comportement
préservateur ou conservateur de l'acide ascorbique contre I'oxydation rapide de
I'acide linoléique. Cet effet justifie son usage dans de nombreux domaines agro-

alimentaires et cosmeétiques [330].

La non disponibilité des hydro-peroxydes retarde lI'oxydation du FeCl,, et par
conséquent l'absorbance n'augmente plus en présence de l'acide ascorbique,

I'oxydation de I'acide linoléique est tres ralentie, donc la couleur est moins intense.

« L'espece M communis L.

L'extrait ethanolique et I'huile essentielle testés par la méthode thiocyanate,
ont montré une excellente capacité de ralentir la peroxydation de I'acide linoléique
(figure 3.140a). Cependant, I'extrait methanolique, I'extrait flavonoidique et I'extrait
des cals ont respectivement montré, eux aussi, des pourcentages d'inhibition
largement supérieurs a ceux du contréle positif (tableau 3.19). Il reste a signaler
que l'extrait flavonoidique présente la faculté de ralentir I'oxydation compléete de
l'acide linoléique jusqu'au 5™ jour.

On peut les classer selon l'ordre décroissant:
Extrait éthanolique (98,6830%) > huile essentielle (92,2739%) > extrait
méthanolique (87,4451%) > extrait flavonoidique (76,9095%) > extrait

méthanolique des cals (66,8129%) > Cp (50,5706%)



171

*« L'espece M nivellei Batt et Trab.

Il parait clairement que l'extrait ethanolique ainsi que l'extrait des cals exercent
un excellent effet inhibiteur de la lipo-peroxydation avec des pourcentages
depassant 80% (figure 3.140b et tableau 3.19).

Quant a I'extrait méthanolique, il présente également un trés bon effet avec un
pourcentage de 74,0122%, suivi par l'extrait flavonoidique. Cependant, I'huile
essentielle a marqué le plus faible pourcentage, mais qui demeure toutefois
supérieure a celui du contréle positif (Cp).

De fagon générale, le classement selon I'ordre décroissant est:

Extrait ethanolique (93,5030%) > extrait méthanolique des cals (82,8797%) >
extrait méthanolique (74,0122%) > extrait flavonoidique (67,9543%) > huile
essentielle (56,8042%) > Cp (50,5706%).

YADERGARINA et al. [224] ont constaté que I'huile essentielle de M
communis L. présente un effet inhibiteur de la lipo-peroxydation, meilleur que celui
du test DPPH. Ceci peut étre lié a la grande spécificité de la methode thiocyanate

pour les composés lipophiles.

Les travaux de BANERJEE et al. [378], sur I'extrait méthanolique de Syzygium
cumini, appartenant a la famille des myrtaceae, ont rapporté qu'elle présente un

pouvoir inhibiteur de la lipo-peroxydation avec une ECsy=222ug/ml.

Quant a I'aspect biochimique des cals, THORPE et GASPER [386] ont montré
une augmentation de l'activité peroxydasique au cours de la formation de cals
issus de différents explants, et ont constaté que la perte de I'activité caulogene
d’'un cal correspond a une perte graduelle de lactivité peroxydasique. Cet
accroissement de l'activité peroxydasique préalable a linitiation des bourgeons
végétatifs pourrait étre I'indication d’une réduction du niveau auxinique endogéne
[387]. Cette propriété est trés recherchée en industrie agro-alimentaire, en
cosmeétologie et en pharmacie, pour obtenir de nouvelles molécules naturelles,

susceptibles de remplacer les conservateurs synthétiques.

3.3.3.4.3. Résultats du pouvoir chélateur du fer

Le pourcentage de chélation des ions Fe?* exercé par I'acide ascorbique est

egale a 43,2164%, il parait étre dix fois plus important, que celui de la quercetine
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n‘ayant exprimer que 4,9813% (figure 3.141). Quant aux extraits testés, nous

pouvons déduire que:

L'extrait méthanolique de l'espéce M communis, présente un pouvoir
chélateur de 14,8908%, qui est quatre fois supérieur a celui exprimeé par

M nivellei (3,309%).

Pour ce qui est des extraits méthanoliques des cals, le pouvoir chélateur
est tres remarquable avec 73,1303% pour M communis et 66,7107% pour
M nivellei, ces taux paraissent largement supérieurs a celui de Cp.

Les extraits éthanoliques des deux especes présentent un pouvoir
chélateur remarquablement supérieur a celui du contrdle positif utilisé.
L'extrait flavonoidique de M communis marque un pourcentage de chélation
de 46,7902%, légérement supérieur a celui de I'acide ascorbique, alors que
I'espece M nivellei n'a exprimé que 35,1422% .

Les huiles essentielles ont exercé le plus fort pouvoir chélateur, ou le

pourcentage d'inhibition moyen dépasse 80% chez les deux especes.

Selon GARDELI et al. [221], I'extrait méthanolique de M communis L. exerce

un important effet chélateur en pourcentage de réduction des ions Fe®". Il est

estimé entre 63,4+0,4 et 70,2+2,3 mmol Fe?'/l, il a aussi confirmé qu'il varie

significativement selon les saisons.Les variations de l'activité réductrice des

radicaux libres, sont directement liees aux taux des composés phénoliques

présents dans la plante récoltée [380] [388].

Pourcentage d'inhibition de chélation du fer (%)
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Figure 3.141: Pouvoir chélateur du fer exercé par les huiles essentielles et les

extraits de M communis L. et M nivellei Batt et Trab.
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CONCLUSION

A l'issue de notre experimentation, nous avons acquit guelgues connaissances
sur deux especes du myrte algérien: I'espéce méditerranéenne Myrtus communis
L. et I'espéce saharo-endémique Myrtus nivellei Batt et Trab. Les techniques
utilisées nous ont permis d'étudier les propriétés de certaines substances

bioactives obtenues in situ et in vitro.

Dans le cadre de la valorisation des plantes a caractere thérapeutique d'une
part, et la préservation des espéces endémiques du Sahara central d'autre part,
nous avons consacré une partie de ce travail a l'introduction de ces deux especes

en culture in vitro, via la technique de micro-bouturage et la callogenése.

Les essais préliminaires ont abouti a la détermination d’'une méthodologie pour
une meilleure désinfection des graines. L'utilisation de I'hypochlorite de calcium a
8% pendant 30 min s'est revélée plus efficace que I'hypochlorite de sodium. Le
pré-traitement des graines par scarification a augmenté le pourcentage de
germination a plus de 98% aprés 10 jours de leur introduction in vitro.

Concernant la micro-propagation a partir de vitro-semis, les résultats obtenus
ont montré que les hormones de croissance jouent un rble important dans les
différentes étapes de la multiplication. Le milieu de base MS complété avec 1.5
mg /| BA et 0.1 mg/l ANA a favorisé le développement des bourgeons avec un
taux de 92,12% pour M communis L. et 90,13% pour M nivellei Batt et Trab.
Cependant, I'élongation est plus favorable sur un milieu contenant cette méme

combinaison hormonale supplémentée de 0,05mg/l GAs.

Le milieu MS contenant 1 mg/l ANA a fourni un bon enracinement des vitro-
plants aprés trois mois de culture. Cependant, les micro-boutures développées sur
les milieux riches en cytokinine, présentent par contre, un pouvoir d'enracinement

faible voir nul.

Les essais pratiqués sur la culture de tissus indifférenciés, ont révélé que les
cals peuvent apparaitre aprés 60 jours d'introduction sur milieu MS contenant une
balance hormonale équilibrée Kin/ANA ou Kin/2,4-D. Se sont les explants de

feuilles et d’hypocotyles qui ont exprimé une trés bonne aptitude a callogenese.
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L'utilisation de la technique de CG/SM a permis d’identifier les constituents
chimiques de la fraction volatile. Pour I'espéce M communis L., hous avons noté la
présence d'une forte proportion en monoterpenes hydrocarbonés, dont on cite: le
limonene (16,22%), I'a pinene (15,93%), l'octadienol (15,04%) et le 1,8 cinéole
(9,12%). Quant a l'espece M nivellei Batt et Trab., une prédominance des
sesquiterpénes hydrocarbonés est constatée, dont on cite: le & elemene (15,69%),
I'a terpinéol (13,01) le 1,8 cinéole (12,06%) et le citral (11,66%).

Différents extraits ont été préparés a partir de la poudre végétale des plantes
obtenues in situ: extraits méthanoliques (par soxhlet), extraits ethanoliques (par
maceération) et extraits flavonoidiques (par purification chimique). Cependant, en
raison de la faible quantité des cals obtenus in vitro, seuls les extraits

méthanoliques ont été préparés.

Nous avons pu déterminer aussi, grace aux dosages spectrophotométriques,
que les extraits éthanoliques sont plus riches en polyphenols par rapport aux
extraits méthanoliques, ceci nous laisse supposer que l'extraction douce par
maceération permet de préserver les métabolites dans une situation aussi proche
de la normale, contrairement a [I'extraction par soxhlet ou la chaleur est
susceptible de dégrader certains composés chimiques thermosensibles, bien que
son rendement est meilleur. Il reste également a souligner que les extraits obtenus
a partir des cals sont moins riches en métabolites secondaires, mais en raison de

leur intense activité métabolique, ils ont témoigné d'une forte teneur en sucres.

L’activité anti-microbienne des huiles essentielles des deux espéces a été plus
importante que celle des extraits surtout pour les souches: E coli, S aureus et
S epidermidis. Cependant, les extraits de M nivellei Batt et Trab. ont présenté des
résultats prometteurs surtout contre la souche F oxysporium fsp albidins. Ces
résultats peuvent constituer une plateforme pour l'introduction de cette espéce
saharienne dans la lutte biologique contre cet agent responsable de la maladie du

Bayoud ravageant le palmier dattier.

Les huiles essentielles et les extraits testés pour leur activité anti-oxydante,
nous ont permis de conclure que l'activité des extraits testés dépend étroitement
de leur richesse en polyphenols. Les extraits flavonoidiqgues ont exprimé un

pouvoir anti-radicalaire trés interressant. Cependant, les extraits methanoliques et
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ethanoliques ont montré une excellente inhibition de la peroxydation de l'acide
linoleique. Quant aux huiles essentielles et aux extraits methanoliques des cals, ils
ont presenté un important pouvoir chelateur du fer. Ces resultats sont tres
prometteurs, surtout qu'ils ont depassé largement le seuil marqué par la

guercetine, I'a tocophérol ou I'acide ascorbique.

A la lumiere des résultats obtenus, ce travail a permis de dévoiler, pour la
premiére fois, la composition chimique de I'huile essentielle et des extraits de M
nivellei Batt et Trab. ainsi que ses effets anti-microbiens et anti-oxydants. L'essai
de son introduction in vitro nous a permis également de comprendre son

comportement organogene.

Au terme de cette étude, nous pouvons dire que M communis L. et M nivellei
Batt et Trab. présentent un haut potentiel thérapeutique, puisqu’elles renferment
de nombreuses substances bioactives. Il est certain que l'action de chaque
espéece, n'est pas dle a la présence d'un seul principe actif isolé, mais a l'effet
synergique de ses différents composés.

Un appel de sensibilisation a la préservation du patrimoine floristique doit étre
sollicité, surtout pour la préservation des espéces endémiques du Sahara central,
qui se raréfient d'avantage, d'autant plus qu'elles jouent un réle important dans la
conservation de la biodiversité. Les résultats obtenus sont encourageants et
ouvrent de belles perspectives, qui consistent a:

Apporter des preuves scientifiques a l'activité pharmacologique de ces plantes,
dans le but d'accroitre la valeur économique de ces ressources naturelles.

Etuder leur activité anti-oxydante sur un model cellulaire.

Augmenter la production des métabolites secondaires en in vitro par
transformation génétique (développer des chevelus racinaires ou "Hairy roots").
Optimiser les milieux de culture en testant de nouvelles combinaisons
hormonales, afin d'assurer la production de quantités importantes de matériel
végetal. Avec ces vitro-methodes, il serait possible de cultiver ces plantes en
faisant abstraction aux saisons, tout en preservant les ressources potentielles
naturelles.

Opter pour l'acclimatation des plantules obtenues in vitro en vue de les replanter

ulterieurement dans leur biotope naturel.



APPENDICE A
LISTE DES ABREVIATIONS, SYMBOLS ET CONVENTIONS

Partie phytochimie

Abs : Absorbance

Ac gal . Acide gallique

Ac tan . Acide tannique

Batt et Trab. : Battandier et Trabut

CG/SM : Chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Cn : Contréle négatif

Cp : Contr6le positif

Cyan : Cyanidine

EE . Extrait ethanolique

EF . Extrait flavonoidique

EM . Extrait méthanolique

ES . Extrait sec

EtOH : Ethanol

eV . Electron volt

FCR : Folin Ciocalteu Reagent

HCI : Acide Chlorhydrique

HE : Huile Essentielle

Hydroc : Hydrocarboné

L. : Linné

MeOH : Méthanol

Monoter : Monoterpéne

Oxyge . OXygéné

Quer : Quercetine

R : Rendement

RL : Radicaux libres (= ERO: especes reactives a l'oxygene)

rut : Rutine

Sesqui . Sesquiterpéne

Vit C : Vitamine C= Acide ascorbique

Vit E . Vitamine E= Alpha tocophérol

Partie culture in vitro

2,4-D . Acide 2,4-Dichlorophénoxyacétique

ANA : Acide Naphtaléne Acétique

BA : Benzyladenine

BAP : 6-Benzyl Amino Purine

ENARP . Entreprise National d’Aménagement des Réserves des Parcs
nationaux et de loisirs

GA3 . Acide Gibbérellique

Kin : Kinétine

MC : Myrtus communis L.

MCc : Cals de M communis L.

MN : Myrtus nivellei Batt et Trab.

MNc : Cals de M nivellei Batt et Trab.
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Figure 1: Structure de quelques composés phénoliques [76].
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Tableau 1: Structures chimiques de quelques régulateurs de croissance
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APPENDICE D
INSTRUMENTS, APPAREILLAGES ET REACTIFS UTILISES

1. Appareillage:
- Agitateur magnétique (Snijders)
- Autoclave (Aesculap)
- Bain marie (Memmert)
- Balance analytique (Scaltec SBC 31)
- Balance analytique de précision (Kern)
- Broyeur
- Chromatographe phase gazeuse couplé a un spectrométre de masse
- Dispositif d’extraction (montage pour entrainement a la vapeur)
- Etuve (Nuve EN 500)
- Etuve bactériologique (Nuve EN400)
- Evaporateur rotatif (Stuart RE300)
- Extracteur Soxhlet (250 ml)
- Four a moufle (Prolabo N°57018)
- Hotte a flux laminaire
- Loupe binoculaire (Motic ST30)
- Microscope photonique binoculaire (Motic BA 200)
- pH-metre
- Phytotron
- Plaque chauffante
- Réfrigérateur
- Spectrophotométrie UV-visible (Shimadzu UV-1601)
- Vortex (Velp HP/MSD Agilent 5890)

2. Verrerie et autres consommables:
- Ampoule a décanter 500 ml
- Anse de platine
- Ballons: 250, 500 ml
- Bec bunzen
- Beéchers: 100,250, 500ml
- Boites de pétri stériles de 90 mm de diameétre
- Creusets en platine et en verre
- Cristallisoir : 1000ml
- Disques de papier filtre stérile
- Disques d'antibiotiques et antifongiques de référence : Amoxycilline, Nystatine.
- Entonnoir en verre
- Eprouvettes: 500,1000ml|
- Erlen Myers: 500, 1000, 3000mI
- Fioles jaugées: 50ml; 100ml, 2000mi
- Gants, gaze chirurgicale
- Lames et lamelles
- Micropipettes
- Papier aluminium, papier filtre
- Pipettes graduées: 1, 5, 10, 25ml
- Pipettes pasteur
- Portoirs
- Scalpels, ciseau, pinces




. Réactifs , colorants et produits chimiques divers:

Acétate de plomb

Acétate de potassium

Acétate de sodium (CH3-COONa)

Acétate d'éthyle

Acide acétique

Acide chlorhydrique (HCI)

Acide gallique

Acide linoléique

Acide sulfurique (H,SO,) concentré

Acide tannique

Alcool chlorhydrique (alcool a 95° eau distillée, HCI concentré v/v/v)
Ammoniaque (NH;OH) (10%)

Ammonium thiocyanate (30%)

Bisulfite de sodium (15%)

Butanol

Carbonate de sodium (NaHCO3)

Chloroforme (CHCly)

Copeaux de magnésium

Cyanidine

DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrzyle)

Ethanol ( 95%, 98%, absolu)

Ether diéthylique

Férrozine

Formol (10%) (1ml de solution mere de formaldéhyde 40%, 9ml eau physiologique)
Gélose nutritive

Glucose

Hydroxyde de potassium (KOH)

Hypochlorite de calcium Ca(ClO),

Hypochlorite de sodium Na(ClO),: Eau de javel du commerce.
Méthanol

Milieu Muller Hinton

Milieu Sabouraud

Nitrate d'aluminium (10%)

Phénol (5%)

Propanol

Quercetine

Reactif de fehling (0.5ml de réactif A + 0.5ml de réactif B, mélange extemporané)
Réactif de MAYER

Réactif de STIANY (un mélange de 2 volumes de formol et 1 volume d’HCI 1N)
Réactif Folin Ciocalteu (FCR)

Réactif Folin Denis

Rouge Congo (Rouge Congo:1g, NH,OH:100ml, Eau distillée qsp:1000ml)
Rutine

Saccharose

Soude (NaOH) (10%)

Tampon phosphate (0,2M, pH 7,0)

Trichlorure d'aluminium (AIClI5)

Trichlorure de fer (FeCly)

Vanilline (2%)

Vert de méthyle (Vert de Méthyle:1g, Ac Acétique:100ml, Eau distillée
gsp:1000ml)



APPENDICE E
COMPOSITION DES SOLUTIONS MINERALES ET VITAMINIQUES UTILISEES

Tableau 2: Compositions de solutions minérales utilisées lors de I'expérimentation

Solutions Composés Concentrations (mg/l)
NH; NO3 1650
KNO3 1900
Macroéléments MS KH,PO, 170
CaCl 4.2H,0 440
MgSO,. 2H,0 370
MnSO4.4 H,O 16.9
HsBO3 6.2
ZnS04. 7TH,0 8.6
Microéléments MS Kl 0.83
Na,MoQO;,. 2H .0 0.25
CuSO0.,. 5 H,0 0.025
CoCl,. 6H,0 0.025
Fe EDTA FeSO,7H,0 27.85
Na,EDTA 37.25
[112].

Tableau 3: Solution vitaminique de MOREL (1952) en mg pour 100 ml.

Vitamines Concentrations (mg/100ml)
Acide nicotinique 1
Thiamine (vitamine B;) 1
Pantothénate de Calcium 1
Pyridoxine (vitamine Bg) 1
Biotine 0.01
Méso-inositol 100

[112].
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Tableau 4:Principales étapes de I'extraction liquide-liquide des flavonoides (photos originales)

Elimination des lipides et de la Elimination des génines libres Elimination des monosides
chlorophylle Traitement par I'éther Traitement par 'acétate d'éthyle
Traitement par le chloroforme diethylique

Récupération des flavonoides
Traitement avec le butanol

Evaporation du butanol pour récupérer I'extrait flavonoidique sec
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Tableau 5: Identification des champignons phytopathogénes utilisés

Caracteres culturaux

| Morphologie microscopique

Penicillium sp

- Colonies poudreuses, grisatres, blanches
a la périphérie.
- Croissance tres rapide(1j)

Aspect macroscopique (originale)

- Conidiophores cloisonnés, ramifiés,

- Phialides serrés les unes contre les autres (pinceau)
- Conidies unicellulaires disposés en chaines (au bleu
de methylz_a'ne)

"L _——

O /)

Aspect microscopique (G: x 40) (oniginale)

Alternaria sp

- Colonies duveteuses, noiratres
- Croissance lente (5j)

Aspect macroscopique (originale)

- Conidiospores cloisonés,
- Conidies noires mariforme

Aspect microscopique (G: x 100) (originale)

Fusarium oxysporium fsp albidinis

- Colonies duveteuses blanchatres
- Croissance lente

- Conidiophores cloisonés
- Conidies fusiformes (macroconidies)

Aspect microscopique (G: x 100) (originale)

Fusarium oxysporium fsp lycopersici

- Colonies duveteuses rougeétres
- Ccroissance lente

Aspect macroscopique(originale)

- Conidiophores cloisonés
- Conidies fusiformes

Aspect microscopique originale)
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ETUDE STATISTIQUE

v' Caractéristiques des fruits

* Tableau 1: Propriétés des baies typiques de chaque espéce étudiée.

Nombre Taille Taille moyenne Dimensions
moyen des moyenne géométrique moyennes des
graines/baie | des graines des baies* baies
M communis 9,0510,66 4x2mm 7,1871mm° 7-10 X 6-8 mm
M nivellei 8,34+1,2 3x2mm 5,2277mm° 4-6 X 5-8 mm

*: la taille moyenne géométrique d'une baie est obtenue par la formule suivante:
D= (LWT)*® (exprimé en mm?®)

L: longueur (length) (mm)

(mm)

v' Essais in vitro

1. Etude de la multiplication par graines sur boites de petri

W: largeur (Width) (mm) T: épaisseur (thickness)

» Tableau 1.1: Taux de germination des graines sur boites de Pétri.

Espece Nombre Taux de | Développement
des graines | germination | des vitro semis
Semis des graines | M communis 100 100% Trés bonne
scarifiées M nivellei 100 98% germination
Semis des graines | M communis 100 46% Germination
non scarifiées M nivellei 100 39%, tres faible

* Tableau 1.2a: Effet de la scarification sur la germination in vitro de
M communis (Test ANOVA)

M communis Somme, gzs ddl Moyenn,e Facteur F
carrés des carrés

Inter-groupe 9468 3 3156 252,48

Intra-groupe 100 20 12,5

Total 9568

» Tableau 1.2b: Effet de la scarification sur la germination in vitro de
M nivellei (Test ANOVA)

M nivellei Somme, des ddl Moyenn}e Facteur F
carrés des carrés
Inter-groupe 2577 3 859 32,7238
Intra-groupe 210 20 26,25
Total 2787




2. Multiplication par micro-bouturage des vitro-semis.

* Tableau 2.1: Combinaisons hormonales testées (phase d'induction)

Milieu utilisé Pourcentage d'apparition des bourgeons_ (%)

M communis M nivellei
Mo : milieu témoin sans hormones 18,04 14,36
Mi: 0,5mg/l BA + 0,1mg/l ANA 56,45 51,09
M, : Img/l BA + 0,1 mg/l ANA 78,56 66,21
Ms: 1,5 mg/l BA + 0,1 mg/l ANA 92,12 90,13
M. 2 mg/l BA + 0,1 mg/l ANA 85,33 75,67
Ms: 1 mg/l BA + 0 mg/l ANA 64,25 60,67
Ms: 0,5 mg/l BA+ 0,5 mg/l ANA - -

* Tableau 2.2: Relation entre M3 et M, (comparaison de deux
proportions) HO: pas de difference significative entre M3z et M,

tc tt HO
M communis 1,9152 1 645 te>ty
M nivellei 2,9634 ’ Ho Regetée

» Tableau 2.3: Influence du milieu additionné de gibbérelline sur
l'allongement des tiges (cm)

Mo M1 My Ms
M communis 1,55+0,45 6,41+0,32 7,840,23 6,92+0,67
M nivellei 1,3340,25 4,10+0,56 6,63+0,48 5,12+0,33

 Tableau 2.4: Effet de I'ANA sur longueur moyenne des racines
développées chez M communis L. et M nivellei Batt et Trab.

ANA mg/l
Mo M; M, Ms
0 0,1 0,5 1
Longueur moyenne des racines de M communis (cm) - 1,42+0,6 3,98+0,23
Longueur moyenne des racines de M nivellei (cm) - - 1,25+0,24 | 2,69+0,33

3. Effet de la balance hormonale équilibrée sur la callogenese

 Tableau 3.1: Pourcentage de callogenese des différents explants
étudiés en fonction de la composition du milieu de culture

M communis L. M nivellei Batt et Trab.
Feuilles Entre-noeuds Racines | Feuilles Entre-noeuds Racines
Mo - -
M, 96,04% 89,17% 25% 82,14% 78,22% 20,83%
M> 70,85% 71,50% 19% 60,05% 70% 16,67%
M3 54,16% 54% 16% 48,91% 51,23% 16,64%
M, 48,30% 46% 15,38 39,33% 48% 12,5%
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ASPECT DES CAL OBTENUS

i
r -

Cal développé a partir d'un Cal développé a partir d'un  Cal développé a partir d'un
explant de racine explant de feuille explant d'entre-nceuds

Figure 2: Aspect des cals obtenus in vitro a partir de différents explants de
M communis L.(photos originales)

Cal développé a partir d'un Cal développé a partir d'un  Cal développé a partir d'un
explant de racine explant de feuille explant d'entre-nceuds

Figure 3: Aspect des cals obtenus in vitro a partir de différents explants de
M nivellei Batt et Trab.(photos originales)
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Tableau 6: Développement de bourgeons néoformés sur cals d'origine foliaire

A. Vitro-plant développé a partir d'un cal de
M communis sur milieu d'élongation.
~ -

B. Vitro-plant développé a partir d'un cal
de M nivellei sur milieu d'élongation.

C. Vitro-plant développé a partir d'un cal de
M communis sur milieu de callogenése.

D. Vitro-plant développé a partir d'un cal
de M nivellei sur milieu de callogeneése.

E. Vitro-plant développé a partir d'un cal de
M communis sur milieu MS
sans hormones.

F. Vitro-plant développé a partir d'un cal
de M nivellei sur milieu MS sans
hormones.




GLOSSAIRE

Antalgique Qui calme la douleur.
Antispasmodique  Contre les contractions brusques et violentes.
Astringente  Qui diminue ou arréte les secrétions et resserre les tissus.

Bractée Feuille frequemment colorée qui accompagne une fleur ou une inflorescence.

Les bractées se trouvent souvent a la base du pédoncule.

Cal Le cal qui se produit a la suite d’'une blessure est un tissu cicatriciel généralement
homogene formé de cellule se divisant activement. En culture in vitro, le cal est un

tissu de néoformation produit par I'explant sous I'effet de régulateurs de croissance.
Callogenese Neéoformation ou genese d’'un cal.

Caulogenése C'est la formation d’'une tige, il est aussi employé pour désigner la
formation des bourgeons a I'origine des tiges feuillées. Dans le cas de I'organogenése

in vitro, elle désigne la néoformation de bourgeons.

Dédifférenciation cellulaire Retour progressif de cellules différenciées vers I'état
meristematique avec apparition des caractéeres cytologiques embryonnaires suivants:

vacuum réduit, rapport nucléoplasmique éleveé et des plastes peu différenciés.

Différenciation cellulaire Perte progressive des caractéres cytologiques et
physiologiques des cellules embryonnaires et acquisition des caractéristiques des
cellules adultes spécialisées avec les caractéres cytologiques suivants: grande

vacuole centrale, rapport nucléoplasmique faible.
Dialystemone Amas d'étamines non soudées.

Multiplication végétative  Synonyme de reproduction asexuée. Elle aboutit a la

constitution de clones homogeénes.
Néoformation Formation de nouveaux tissus.

Organogenese Formation des organes. L’organogenése végétative se situe

essentiellement au niveau des méristémes.

Totipotence cellulaire  Aptitude des cellules a exprimer la totalité des potentialités du

génome.
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