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Résumé

Le but de ce travail est 1’é¢tude de la composition chimique et I’évaluation de 1’activité
antibactérienne des huiles essentielles extraites de quelques plantes médicinales de la région
semi aride algérienne : Thymus algeriensis Boiss & Reut.,, Rosmarinus officinalis L.,
Marrubium vulgare L. de Ain Beida et Salvia officinalis L. de Constantine. Ainsi la
germination et la propagation in vitro de ces espéces ont été évaluées pour objectif de
production et conservation.

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation et leur analyse
chimique par la technique de la CG/SM. Les huiles essentielles ont été testées pour leur
pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion de disques et la concentration minimale
inhibitrice.

Les graines des quatre plantes ont été testées in vitro pour leur capacité germinative et
leur réponse a I’effet de I’acide gibbérellique (GA3). La propagation in vitro a été effectuée
par la culture de fragments de 5 mm sur milieu de culture Murachige et Skoog additionné de
différentes concentrations de 1’acide indole-3-acétique (AlA) et N-6-furfuryladenine (Kin) et
I’incubation des explants a une photopériode (16h/25 °C, 8h/15 °C) dans un phytotron.

L’analyse CG/SM a indiqué que les composés majoritaires sont camphor (13.62%),
1.8-cinéole (6.00%), borneol (5.74%), viridiflorol (4.00%), linalool (3.93%), a-terpineol
(3.80%) et caroyophyllene oxide (3.50%) pour I’huile de T. algeriensis. Camphor (17.09%),
Z-B-ocimene (10.88%), isobornéol (9.68%), a-bisabolol (7.89%), bornéol (5.11%), trans
caryophyllene (4.40%) et o-terpinéol (4.03%) pour R. officinalis. B-thujone (16.44%),
viridiflorol (10.93%), camphor (8.99%), 1,8-cinéole (8.11%), trans-caryophyllene (5.85%) et
a-humuléne (4.69%) pour I’huile de S. officinalis.

Les tests antibactériens ont montreé que les huiles essentielles de T. algeriensis et S.

officinalis ont présenté des diamétres d’inhibition élevés vis-a-vis de Staphylococcus aureus



(17.3 £ 0.58, 155 + 0.50 mm) respectivement avec une faible concentration minimale
inhibitrice (CMI1=0.20 mg/ml). Escherichia coli s’est montré moins sensible et Pseudomonas
aeruginosa s’est montré le plus résistant vis-a-vis de trois essences testées.

Les tests de germination in vitro ont indiqué un pouvoir germinatif important et des
taux de germination élevés des graines de T. algeriensis (80 a 100%) et M. vulgare (53.30 a
86.70%). R. officinalis et S. officinalis ont présenté des taux de germination tres faibles.
L’application de la GA3z n’a exerceé aucun effet significatif (P > 0.05) sur le taux de
germination chez les quatre especes.

Les résultats obtenus de la propagation in vitro ont montré que la combinaison entre
I’AIA et la kinétine a exercé des effets significatifs sur la callogénése et la caulogénése chez
T. algeriensis, R. officinalis et M. vulgare (P < 0.05 et P < 0.001). Les concentrations (5 mg/L
AlA, 5 mg/L Kin) et (5 mg/L AIA, 10 mg/L Kin) ont présenté les meilleures formations de
cals chez T. algeriensis (20 et 23.30%). Les concentrations (2.5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) ont
induit le meilleur taux de callogénése chez R. officinalis (56.70%). Les interactions (2.5 mg/L
AlA, 2.5 mg/L Kin), (2.5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) et (5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) ont présenté
les meilleurs taux de cals formés chez M. vulgare (33.30 et 36.70%). Les trois especes ont
montré des taux faibles de caulogéneése. Par contre, S. officinalis n’a montré aucun
changement morphogénique chez toutes les combinaisons hormonales appliquées.
Mots clés: Plantes medicinales, huiles essentielles, CG/SM, activité antibactérienne,

germination in vitro, propagation in vitro.



Abstract

The objective of this study is to assess the chemical composition and the antibacterial
activity of the essential oils of some medicinal plants from Algerian semi arid zone: Thymus
algeriensis Boiss & Reut., Rosmarinus officinalis L., Marrubium vulgare L. from Ain Beida
and Salvia officinalis L. from Constantine. In addition, the in vitro germination and in vitro
propagation of these species were evaluated for production and conservation aim.

The essential oils were hydrodistilled and chemically analyzed using gas
chromatography (GC) and GC/ mass spectrometry (GC/MS).

The extracted essential oils were tested for their antibacterial activity using the disc
diffusion method and minimal inhibitory concentration.

The seeds of the four plants were tested in vitro for their germination ability and
response to gibberellic acid (GA3) effect. The in vitro propagation was achieved by culturing
the segments of 5 mm on Murashige and Skoog medium supplemented with various
concentrations of indole 3-acetic acid (IAA) and N-6-furfuryladenine (Kinetin) and the
explants were incubated under photoperiod (16h/25 °C, 8h/15 °C) in a phytotron.

The GC/MS analysis indicated that the major components are camphor (13.62%), 1.8-
cineole (6.00%), borneol (5.74%), viridiflorol (4.00%), linalool (3.93%), a-terpineol (3.80%)
and caroyophyllene oxide (3.50%) for T. algeriensis essential oil. Camphor (17.09%), Z-B-
ocimene (10.88%), isoborneol (9.68%), a-bisabolol (7.89%), borneol (5.11%), trans
caryophyllene (4.40%) and a-terpineol (4.03%) for R. officinalis. B-thujone (16.44%),
viridiflorol (10.93%), camphor (8.99%), 1,8-cineole (8.11%), trans-caryophyllene (5.85%)
and a-humulene (4.69%) for S. officinalis oil.

The antibacterial tests showed that T. algeriensis and S. officinalis oils presented high
inhibition diameters against Staphylococcus aureus (17.3 = 0.58, 155 = 0.50 mm)

respectively and exhibited the lowest minimal inhibitory concentration (MIC = 0.20 mg/ml).



Escherichia coli appeared less sensitive and Pseudomonas aeruginosa appeared the most
resistant against the three oils.

The in vitro germination experiment indicated an important germination ability and
high germination rates for T. algeriensis (80-100%) and M. vulgare (53.30-86.70%). However
R. officinalis and S. officinalis presented very low germination percentages. And the
application of GA3 did not exhibit any significant effect ( P > 0.05) on the germination rates
of the four plants.

The in vitro propagation showed that the combinations of IAA and Kin exhibited
significant effects on callogenesis and caulogenesis for T. algeriensis, R. officinalis and M.
vulgare (P < 0.05 and P < 0.001). The concentrations of (5 mg/L IAA, 5 mg/L Kin) and (5
mg/L IAA, 10 mg/L Kin) presented the highest formation of callus in T. algeriensis (20 and
23.30%). The combination of (2.5 mg/L 1AA, 5 mg/L Kin) presented the best callogenesis in
R. officinalis (56.70%). The concentrations of (2.5 mg/L IAA, 2.5 mg/L Kin), (2.5 mg/L 1AA,
5 mg/L Kin) and (5 mg/L IAA, 5 mg/L Kin) exhibited the best callus formation in M. vulgare
(33.30 and 36.70%). The three species presented low rates of caulogenesis. Whereas, S.
officinalis did not show any morphogenesis changes with all the hormonal combinations.
Keywords : Medicinal plants, essential oils, GC/MS, antibacterial activity, in vitro

germination, in vitro propagation.
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Abréviations

AlA: Acide indole 3-acétique

ATCC:  American type culture collection

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute

CMI : Concentration minimale inhibitrice

DMSO : Sulfoxyde de diméthyle

GAs: Acide gibbérellique

Gram+ :  Bactérie Gram positive

Gram—: Bactérie Gram négative

HE : Huile essentielle

Kin : N-6-furfuryladenine (Kinétine)

MS : Milieu de culture Murachige et Skoog

NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standard
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Introduction

Introduction

Depuis I’ Antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées pour traiter des maladies
infectieuses communes, et quelques médecines traditionnelles constituent actuellement une
partie des traitements habituels pour différentes maladies (Rios et Recio, 2005). Les plantes
médicinales, comme remédes, jouent un role fondamental dans la médecine folklorique et leur
usage augmente dans le monde (Teixeira Durate et al., 2007).

Les extraits aromatiques des plantes ont été utilisés, depuis longtemps, dans
différentes formulations pour les médicaments, la parfumerie et comme aromates des aliments
(Heath, 1981). Les huiles essentielles ne sont pas seulement employées comme aromates ou
comme base principale de la parfumerie, mais aussi comme facteurs médicamenteux de
I’aromathérapie moderne (Chiej, 1982). Les essences de plusieurs Lamiacées ont été connues,
depuis les premiéres civilisations, par leur large spectre d’activités biologiques, notamment
leur potentiel antimicrobien (Baratta et al., 1998).

Les huiles essentielles sont considérées parmi les plus importants agents
antimicrobiens présents dans les plantes médicinales et aromatiques et peuvent aussi avoir
différentes activités biologiques. Au cours des derniéres décennies, les composés volatiles
isolés des plantes, notamment les essences, ont été demontrés comme agents antibactériens,
antifongiques et antioxydants (Gonzalez et al., 2010; Ben Mansour et al., 2013 ; Dzami¢ et al.,
2013; Riahi et al., 2013). Ainsi, ils ont été intensivement analysés et employés dans le champs
de la pharmacologie, la microbiologie clinique, la phytopathologie et la préservation des
aliments (Daferera et al., 2000).

La région semi aride algérienne occupe une surface importante, se caractérise par des
conditions pedoclimatiques dures (salinité élevée, précipitations basses et composition
physicochimique pauvre des sols) (Bencherif et al., 2015). Cette région est aussi caractérisée

par sa richesse en especes médicinales endémiques et cultivees. La plupart des plantes
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médicinales et aromatiques qui poussent dans cette zone synthétisent une large variété de
métabolites secondaires ayant un usage intéressant en médecine traditionnelle et présentant un
large spectre d’activités biologiques. Un nombre considérable d’espéces végétales appartenant
a la famille des Lamiacées est extensivement utilise en médecine populaire, industrie
alimentaire, pharmaceutique, cosmétique et en parfumerie.

Cependant, les collectes excessives, les usages intensifs, pour des raisons variées,
I’'urbanisme rapide, la pollution, les activités de I’homme sont des facteurs exposant les
plantes médicinales aux différents niveaux de destruction et a une dégénération considérable.
Ce probléme est devenu de plus en plus important avec 1’absence de stratégies pour leur
conservation et production. Donc, la culture et la domestication des plantes médicinales
constituent la meilleure solution pour leur préservation.

La régénération des plantes par les graines et la propagation sont généralement
appliquées pour produire différentes espéces végétales (Rout et al., 2000; Paul et al., 2010;
Coelho et al., 2012; De Vitis et al., 2014; Pradhan et al., 2014) et la culture des plantes
médicinales communément utilisées est une approche indispensable pour leur conservation et
persistance (Moyo et al., 2015).

En Algérie, il y a peu de recherches qui ont tenté d’étudier le pouvoir germinatif et la
propagation des espéces médicinales et de les produire hors leur environnement naturel. C’est
pour cela, dans notre étude, nous nous sommes intéressés a quatre espéces végétales
appartenant a la famille des Lamiacées, trées communes en Algérie, possédent des vertus
thérapeutiques importantes et connaissent un usage traditionnel extensif par la médecine
populaire en Algérie : Thymus algeriensis Boiss & Reut., Rosmarinus officinalis L. et
Marrubium vulgare L., trois especes qui poussent spontanément dans la région semi aride

algérienne et Salvia officinalis L., une espéce cultivée dans cette région.
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Le but essentiel de ce travail est I’é¢tude de la composition chimique et 1’évaluation de
I’activité antibactérienne des huiles essentielles envers trois souches bactériennes
reconnaissables par leur pouvoir pathogenes pour I’homme, ainsi que I’examen de la
germination des graines et la propagation in vitro de ces quatre plantes médicinales.

Ce manuscrit est divisé en trois parties :

v’ La premiére partie s’intéresse a 1’étude bibliographique concernant la description botanique et
I’importance médicinale des quatre plantes étudiées, I’importance des huiles essentielles et
leurs activités biologiques et les méthodes appliquées pour la régénération des espéces
vegeétales.

v’ La deuxieme partie décrit le matériel végétal utilisé, les méthodes et les techniques appliquées
au laboratoire dans chaque expérimentation de 1’étude.

v’ Latroisieme partie traite les résultats obtenus et leur interprétation.
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1. Famille des Lamiaceae
1.1. Description botanique

La famille des Lamiaceae comporte des espéces qui affectionnent les zones tempeérées
chaudes, en particulier méditerranéennes, pouvant s’adapter a des conditions climatiques et
pédologiques trés variées. La reconnaissances botanique des espéces est facilitée par la
présence de tiges tétragones, au moins pour les plus jeunes, et de fleurs labiées, d’ou leur
ancien nom, ainsi que de caractéres aromatiques souvent prononcés (Franchomme, 1999).

Les Lamiacées sont rencontrées sous tous les climats, a tous les latitudes. Certains
genres que comporte cette famille sont quasiment cosmopolites (Salvia, Stachys), d’autres ont
une distribution plus restreinte. Rares dans le milieu forestier tropical, les Lamiacées se
concentrent dans la région méditerranéenne, herbes et sous arbrisseaux, elles y peuplent
maquis et garrigues : Thymus spp, Rosmarinus, Lavandula spp, Sideritis, Micromeria, etc
(Bruneton, 2001).

La famille des Lamiacées est ['une des principales familles avec 258 genres et 6900
espéces plus ou moins cosmopolites, mais particulierement répandues depuis le bassin
méditerranéen jusqu’en Asie centrale. Ce sont des plantes annuelles ou surtout vivaces
(Botineau, 2010).

Cette famille est tres importante dans la flore de 1’Algérie. Les Lamiacées sont des
arbustes, sous-arbrisseaux ou plantes herbacées en général odorants, a tiges quadrangulaires.
Les feuilles sont en général opposées sans stipules. Les inflorescences sont en cymes
axillaires plus ou moins contractées simulant souvent des verticilles, ou encore condensées au
sommet des tiges, et simulant des épis (spicastres). Les fleurs sont en général hermaphrodites.
Le calice est a cing divisions plus ou moins bilabié, persistant. La corolle est en général
bilabiée, longuement tubuleuse, parfois de 4 a 5 lobes sub égaux ou a une seule lévre. la levre

inferieure trilobée, la supérieure bilobée. Les étamines sont en quatre, la cinquiéme est nulle
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ou tres reduite ; parfois deux étamines et deux staminodes. Les antheres sont a loges parfois
dissociées et a connectif trés différencié. L’ovaire est supere a deux carpelles originellement
biovulés ensuite uniovulés par la constitution d’une fausse cloison. Le style est bifide, en
général gymnobasique. Les fruits sont constitués par quatre akénes plus ou moins soudés par
leur face interne et diversement ornés (Quezel et Santa, 1963).

La famille des Lamiacées présente une formule florale comme suit :

5S + (2+3)P + (2+2)E +2C (Botineau, 2010).

1.2. Intérét de la famille des Lamiaceae

Le caractére aromatique de la famille des Lamiacées est 1’origine de son importance
¢conomique, que ce soit dans I’industrie de parfum (patchouli, lavande...), 1’aromatisation
des boissons (menthe), la confiserie et les produits d’hygiéne. Beaucoup sont appréciées en
cuisine (basilic, origan, sarriette, thym, etc.). Un petit nombre ont des racines comestibles
(crosne du Japon) (Bruneton, 2001). Les essences localisées dans des glandes épidermiques
pédicellées ou sessiles recouvrant les tiges et les feuilles leurs donnent des propriétés
thérapeutiques connues depuis longtemps (propriétés sédatives de la lavande, propriétés anti-
infectieuses du thym et de la sarriette, propriétés antimigraineuses de la menthe poivrée, etc)

(Franchomme, 1999).

2. Les plantes médicinales étudiées
2.1. Rosmarinus officinalis

Du Latin, ros : apparenté a rhus et signifie arbrisseau ou buisson (Beloued, 2005).
Rosmarina : signifie rosée de la mer, pourrait s’appliquer au parfum de la plante, a la couleur
de la fleur ou méme a sa prédilection pour le littoral.

Officinalis : rappelle les propriétés médicinales de la plante (Beniston, 1984).
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Nom vernaculaire arabe : Klil, Hassalban, Hatssa louban.

Nom targui ou berbére : Lazir, Azir, Ouzbir, Touzala (Beloued, 2005).

2.1.1. Classification botanique
Regne : Plantae

Sous- regne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Asteridae

Ordre: Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espece: Rosmarinus officinalis L. (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2006).

2.1.2. Description botanique

Le romarin est un arbuste ou sous-arbrisseau trés odorant, touffu, rameux, d’environ
1m de hauteur a tiges ligneuses, a feuilles linéaires persistantes opposées, entieres, étroitement
lancéolées, sessiles, presque aciculaires, a marges révolutées, mesurant 2 cm de longueur sur
2 mm de largeur, verdatres en dessus, & pubescence tomenteuse blanche sur la face inférieure.
Les fleurs sont bleuétres, disposées en grappes courtes, axillaires, brievement pédicellées. Les
bractées sont petites, caduques. Calice a levre supérieure ovale et dont les lobes de la lévre
inférieure sont lancéolées. Corolle bleue rarement blanche avec levre supérieure divisée en

deux segments et a lévre inférieure a trois lobes dont un médian plus large. Les deux étamines
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saillantes dépassent largement la corolle ; deux autres sont réduites. Le fruit est un tétrakéne
brun (Quezel et Santa, 1963 ; Wichtl et Anton, 2003 ; Beloued, 2005).
Floraison : toute 1’année (Beloued, 2005).

Odeur : tres aromatique, presque camphrée.

Saveur : apre et aromatique, amere, un peu piquante (Wichtl et Anton, 2003).

Photo 1 : Rosmarinus officinalis (Ain Beida 2012)

(Photo S. Mehalaine)

2.1.3. Habitat et répartition géographique
Le romarin pousse spontanément dans les garrigues, foréts claires, maquis, collines
arides et calcaires, non loin de la mer, commun jusqu’au Sahara. Commun dans toute

I’Algérie et la région méditerranéenne (Quezel et Santa, 1963 ; Beniston, 1984 ; Wichtl et

Anton, 2003 ; Beloued, 2005).
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Le romarin est également cultivé dans de nombreux pays, surtout en raison de son allure
élancée qui convient particulierement aux petites haies des jardins, mais aussi pour sa flaveur

culinaire et comme plante mellifere (Wichtl et Anton, 2003).

2.1.4. Composition chimique

Le romarin officinal contient des diterpenes phénoliques tricycliques: acide
carnosolique (0.35%), rosmadial. Tanins des Labiées (acides phénols) : environ 3% de
I’acide caféique avec I’acide rosmarinique notamment. Flavones méthylées : genkwanine,
lutéoline, diosmétine et leur hétérosides (phégopoline). Triterpenes et stéroides : environ 10%
d’acide oléanolique et 5% de dérivés de I’acide ursolique accompagnés de a- et -amyrines.
Lipides de la cuticule cireuse des jeunes feuilles : n-alkanes (97%), isoalkanes et alkénes.
Constituants divers : polysaccharides acides environ 6%, traces de salicylate. Le romarin
contient aussi des huiles essentielles de 1 a 2.5% (Wichtel et Anton, 2003).
Les feuilles de romarin contiennent également de la résine, des tanins (8.40%) et une

substance amére (Beloued, 2005).

2.1.5. Composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Les constituants majeurs de I’huile essentielle de romarin officinal sont 1,8-cinéole
(15-30%), camphre (15-25%), a-pinéne (jusque 25%), autres monoterpénes : bornéol libre
(10-15%) et estérifié (5-10%), limonene, camphene (5-10%), a-terpinéol (12-24%), B-pinéne,
B-caryophyléne, myrcéne, etc. La composition chimique de I’huile essentielle peut varier
selon la phase de développement et 1’origine de la plante (Wichtl et Anton, 2003).
Selon Beloued (2005), les feuilles de romarin officinal contiennent une essence spéeciale 1.50
% a odeur aromatique, saveur chaude et camphrée, composée d’acétate et de valérianate de

bornyle.
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2.1.6. Propriétés médicinales

Le romarin est connu pour ses multiples propriétés. En raison de sa teneur en huiles

essentielles, la drogue est utilisee comme carminatif et stomachique dans les troubles
digestifs, les ballonnements, les flatulences, mais aussi pour stimuler I’appétit et les sécrétions
gastriques. Son usage comme cholagogue et cholérétique est surtout dii aux principes amers.
L’activité anti-inflammatoire est due a 1’acide rosmarinique ; cette propriété peut aussi trouver
des applications en dermocosmétologie. Par voie externe, la drogue est employée en
traitement complémentaire des pathologies rhumatismales et des troubles circulatoires sous
forme d’huiles, de pommades et de liniments, et comme additif de bain (drogue ou huile
essentielle) pour stimuler la circulation sanguine et pour son effet vasodilatateur. L’huile
essentielle de romarin est aussi un bon antimicrobien vis-a-vis de germes pathogenes.
En médecine traditionnelle, la drogue est utilisée en compresses pour éviter les retards de
cicatrisation et I’eczéma et comme insecticide. Grace a ses propriétés antioxydantes, cette
plante est trés utilisee en cuisine comme condiment et en agroalimentaire comme
conservateur naturel pour la conservation des viandes et des graisses (Wichtl et Anton, 2003 ;
Ben Jemia et al., 2013).

Le romarin est efficace dans les affections a caractére spasmodique : coqueluche,
asthme, vomissements nerveux. La décoction de romarin s’emploie en compresses chaudes
sur les entorses, les foulures, les contusions, elle sert encore a la lotion des plaies atones, des
ulceres, des parasitoses (gale). En gargarisme, le romarin est efficace contre les aphtes et les
maux de gorge (Lieutaghi, 1996).

En Algérie, les feuilles et les fleurs de R. officinalis sont considérées, en médecine
traditionnelle, comme les meilleurs stimulants, antispasmodiques, diurétiques, cholagogues et
vermifuges. Ces organes végétatifs sont aussi utilisés dans les cas de convalescence et stress

(Beloued, 2005).
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2.2. Thymus algeriensis
Du mot grec thyo: je parfume ou thymos : force.
Nom vernaculaire arabe : Djertil, Hamria, Hamzoucha, Khieta, Mezouquach.

Nom targui ou berbére : Azoukni, Rebba, Djouchchen, Touchna (Beloued, 2005).

2.2.1. Classification botanique
Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Asteridae

Ordre: Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus algeriensis Boiss et Reut. (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2006).

2.2.2. Description botanique

Le thym d’Algérie est une plante ligneuse, formant souvent des coussinets. Rameaux
serrés, gréles, plus ou moins dressés et velus, recouverts de feuilles opposées, effilées,
courtement pétiolées, glabres, mais Iégerement ciliées a la base, un peu enroulées sur les
bords ; limbe ponctué, tres glanduleux, mesurant 1 a 2 cm de long sur 2 a 3 mm de large. Les
feuilles florales sont peu différentes lanceolées et egalant ou dépassant les calices. Epis
floriferes courts et étroits ne dépassant guere 15x12 mm. Fleurs de 5 a 6 mm, a corolle moins

de deux fois plus longue que le calice, fleurs rosées, en capitules terminaux, avec un calice

10


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteridae

Revue bibliographique Chapitre 1

glanduleux, glabre ou légérement velu, a deux lévres égales. Corolle bilabiée, a lobe median
plus grand (Quezel et Santa, 1963 ; Beloued, 2005).

Floraison : Avril-Juin (Beloued, 2005).

Odeur : aromatique, intense et caractéristique, rappelant le thymol.

Saveur : aromatique, légérement &pre (Wichtl et Anton, 2003).

DR 7R athie ‘#

Photo 2: Thymus algeriensis (Ain Beida 2012)

(Photo S. Mehalaine)

2.2.3. Habitatet répartition géographique

Le thym d’Algérie se rencontre aux pelouses, rocailles, trés commun dans toutes les
régions montagneuses, rare ailleurs. 1l est endémique du Nord Africain, trés commun en

Algérie (Quezel et Santa, 1963 ; Beloued, 2005).

11
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2.2.4. Composition chimique
Le thym d’Algérie contient des huiles essentielles dont les principaux composants sont
le thymol et le carvacrol, des tanins, des principes ameres, des saponines et des antiseptiques

végetaux (Beloued, 2005).

2.2.5. Propriétés médicinales

Le thym d’Algérie est un amer astringent, stomachique, diaphorétique,
antispasmodique et stimulant. On utilise les sommités fleuries pour préparer une infusion
stimulant les fonctions digestives, surtout chez les affaiblis, et pour éviter les fermentations
de I’estomac et de I’intestin. L’infusion est aussi utile contre toutes les maladies infectieuses
comme la grippe, la pneumonie et les affections de I’appareil respiratoire. La distillation des
tiges fraiches donne une essence riche en thymol, qui est utilisée contre la coqueluche. On
I’utilise en friction dans les cas de névralgies et de sciatique et comme odontalgique sur les

maux de dents cariées (Beloued, 2005).

2.3. Marrubium vulgare
Nom vernaculaire arabe : Marriout (Quezel et Santa, 1963).

Autres noms : Bonhomme, Herbe vierge, Mont blanc (Lieutaghi, 1996).

2.3.1. Classification botanique
Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

12
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Sous-classe : Asteridae
Ordre: Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Marrubium

Espece : Marrubium vulgare L. (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2006).

2.3.2. Description botanique

Le marrube blanc est une herbacée de 30 a 60 cm de haut, densément tomenteuse, a
tige quadrangulaire, les feuilles sont ridées, pétiolées a limbe ovales-orbiculaire, cordiforme,
vert jaunatre a la face supérieure et tomenteux vert blanchatre a la face inférieure (d’ou le
nom), possedent un bord crénelé et dentelé. Les tiges quadrangulaires sont recouvertes de
poils duveteux. De nombreuse fleurs blanches axillaires, a corolle bilabiée, sont disposées en
faux verticilles. Calice a 10 dents terminées en pointe épineuse (Quezel et Santa, 1963 ;
Wichtl et Anton, 2003).
Odeur : forte, surtout a 1’état frais.

Saveur : amere, légérement apre (Wichtl et Anton, 2003).

13
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Photo 3 : Marrubium vulgare (Ain Beida 2012)

(Photo S. Mehalaine)

2.3.3. Habitat et répartition géographique
Le marrube blanc est originaire d’Europe, Asie et Afrique du Nord (Kothe, 2007). C’
est une plante cosmopolite, trés commune dans toute 1’ Algérie (Quezel et Santa, 1963). Cette

espéce végétale préfere les sols calcaires (Wichtl et Anton, 2003).

2.3.4. Composition chimique

Les constituants chimiques du marrube blanc sont les diterpenes amers de la série des
furanolabdanes, notamment les composés de lactones comme : marrubine principalement et
son précurseur préfuranique, la prémarrubine, pérégrinol, vulgarol, marrubénol et marrubiol.
La plante renferme aussi des hétérosides flavoniques et flavonoliques, de la luréoline ou de
I’apigénine, mais aussi des lactoylflavones et quelques dérivés de I’acide ursolique. Elle
contient également des composés azotés caractéristiques de la famille des Lamiaceae : la

choline, la stachydrine et la bétonicine. Des tanins spécifiques des Lamiaceae et dérivés de

14
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I’acide hydroxycinnamique jusqu’a 7% comme: [’acide chlorogénique, caféique et
caféylquinique. Mais cette plante medicinale se caractérise par la présence d’une faible
quantité d’huile essentielle comportant différents composés monoterpéniques (moins de 0.1
% de a-pinene, camphéne, limonene, sabinéne, p-cymeéne et p-fenchéne...) (Wichtl et Anton,

2003).

2.3.5. Propriétés médicinales

Depuis un temps immémorial, on prescrit cette plante dans les affections des voies
respiratoires, comme expectorant dans la tuberculose pulmonaire ou elle intervient aussi
comme tonique, dans la bronchite, la trachéite, la toux rebelle et 1’asthme humide. Le marrube
a, sur les sécrétions bronchiques, des effets fluidifiants et antiseptiques. Cette plante posséde
¢galement des vertus stomachiques, elle s’indique dans 1’inappétence, les maux d’estomac, la
dysenterie chronique, ainsi des vertus fébrifuges. Les thérapeutes lui ont reconnu en outre des
propriétés cardiotoniques; la plante est ainsi un trées bon reméde de I’arythmie
(extrasystolique). Les anciens ont aussi vanté le marrube dans les affections hépatiques et
spécialement dans la jaunisse, on le recommandait méme contre les tumeurs du foie
(Lieutaghi, 1996). Cette plante est aussi utilisée comme cholérétique dans les perturbations de
la sécrétion biliaire, activité qui est due a 1’acide marrubique. En médecine traditionnelle, le
marrube est utilis€¢ par voie externe en dermatologie contre les ulcérations et les plaies. C’est
aussi un antifongique (Wichtl et Anton, 2003). En Algérie, le M. vulgare est utilisé
traditionnellement comme agent naturel antidiabétique, leishmanicide et pour traiter les

troubles digestives (Allali et al., 2008; Boudjelal et al., 2013).
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2.4. Salvia officinalis
Du Latin salvare : sauver, on lui attribuait la propriété de guérir une foule de maladies
(Beloued, 2005).
Nom vernaculaire arabe : Hondbiq es sedr, Kheyet djrouhat, Salma (Beloued, 2005).
Souaa en nebi (Quezel et Santa, 1963).
Nom targui ou berbére : Agourim imeksaouen, Tazzourt (Beloued, 2005).

Autres noms : Grande sauge, Herbe sacrée, Thé de Grece, Orvale (Kothe, 2007).

2.4.1. Classification botanique
Regne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Asteridae

Ordre: Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espece : Salvia officinalis L. (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2006).

2.4.2. Description botanique

La sauge officinal est un sous arbrisseau atteignant 0.50 & 1m de hauteur, vivace trés
ramifié et trés aromatique, devenant ligneux a la partie basale, dont les tiges forment des
rameaux quadrangulaires dressés et velus. Les feuilles sont pétiolées opposées, lancéolées et

aigués, rugueuses, finement crénelées, pubescentes-grisatres, la base du limbe est arrondie,
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simplement ou doublement auriculée. La forme et la grandeur des feuilles varient selon leur
position sur la tige. En général, elles ont de 3 a 10 cm de long et jusqu’a 3 a 4 cm de large.
Chaque année, les rameaux se desséchent laissant les inférieurs persistants. Les fleurs sont
assez grandes, pédicellées d’environ 2 a 3 cm de long, a corolle bleue violacée nettement
bilabiée, disposées en verticilles un peu laches formant une grappe simple, bractées ovales-
acuminées, calice pubescent, bilabié, la levre supérieure tridentée, a dents lancéolées en aléne.
Les fruits sont des tétrakenes (Wichtl et Anton, 2003 ; Beloued, 2005 ).

Floraison : Mars-Mai (Beloued, 2005).

Odeur : fortement balsamique et aromatique.

Saveur : aromatique, chaude, amere et astringente (Wichtl et Anton, 2003).

Photo 4: Salvia officinalis (2010)

(Photo S. Mehalaine)

2.4.3. Habitat et répartition géographique
La sauge officinale probablement originaire d’Asie occidentale, est subspontanée ou
naturalisée en région méditerranéenne, sur les collines séches, ensoleillées, dans les lieux
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pierreux, surtout sur le calcaire (Lieutaghi, 1996). Selon Wichtl et Anton (2003), la sauge
officinale est originaire du bassin méditerranéen, elle préfere les sols calcaires de la région
méditerranéenne et particuliérement de 1’Adriatique. Cette plante est actuellement cultivée
dans différents pays européens, depuis ’Espagne jusqu’a la Yougoslavie. En Algérie, La

sauge est une plante cultivée (Quezel et Santa, 1963 ; Beloued, 2005).

2.4.4. Composition chimique

Les principaux constituants chimiques de la sauge officinale sont des tanins des
Labiées (2 & 6%), le constituant majeur étant I’acide rosmarinique. La plante contient des
diterpénes comme le carnosol (picrosalvine), formé a partir de 1’acide carnosolique lors du
séchage et du stockage, rosmanol, isorosmanol et safficinolide. Ainsi des flavonoides (1 a 3
%), dérivés de la lutéoline et de I’apigénine, glycosylflavones comme la vicénine, hétérosides
phénoliques comme le caféyl-fructosylglucoside, le caféyl-apiosylglucoside qui sont
considérés comme les composés antioxydants des feuilles de sauge. Cette plante renferme
également des triterpenes et des huiles essentielles (1 a 2.5%) (Wichtl et Anton, 2003). Elle
contient aussi 5.60% de résine, 6% de gomme, mucilage, acides phosphoriques, acides
oxaliques, des nitrates, 9% de pentosane, des traces d’asparagine. Les huiles essentielles de la
sauge renferment la thujone, bornéol, 1,8-cinéole, camphre, terpénes salvines et picrosalvine

(Beloued, 2005).

2.4.5. Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis

L’huile essentielle de sauge officinale est constituée principalement de monoterpenes ;
sa composition correspond environ a une teneur comprise entre 35 et 60% de thujone
(mélange de a-thujone et B-thujone) ainsi, la forme a-thujone étant dominante le plus souvent.

20 a 35% de camphre, 1 a 15% de 1,8-cinéole, accompagné de bornéol, d’acétate de bornyle
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et environ 6 a 15% de sesquiterpénes dont du viridiflorol et du caryophylléne etc. Les

constituants de 1’huile essentielle sont parfois présents sous forme d’hétérosides (Wichtl et

Anton, 2003).

2.4.6. Propriétés médicinales

La sauge officinale est utilisée depuis I’Antiquité, elle est restée célébre depuis des
siécles, c’est « I’herbe sacrée » des Latins. Elle fut appréciée par Dioscoride puis par Galien,
pour ses propriétés emménagogues et toniques. En médecine traditionnelle, la sauge est
utilisée pour ses propriétés oestrogéniques, antigalactogenes, hypoglycémiantes et
emménagogues. Ces vertus sont probablement en liaison avec la présence d’huile essentielle a
thujone. Par ailleurs, la sauge est tres utilisée pour ses propriétés antioxydantes, retardant ou
inhibant le rancissement des corps gras, et pour ses propriétés antiseptiques. Son huile
essentielle est effectivement bactéricide vis-a-vis de germes Gram+ et Gram =, mais aussi
antifongique vis-a-vis de Candida sp et Aspergillus flavus. De méme I’activité antivirale des
feuilles de sauge est attribuée a I’huile essenticlle. En outre, la sauge est astringente,
cicatrisante et réhydratante et trouve des application en cosmétologie (Wichtl et Anton, 2003).
La sauge officinale posséde aussi des propriétés fébrifuges et vulnéraires et antispasmodiques.
Elle active les fonctions circulatoires et cutanées. Cette plante médicinale se montre
également fortifiante, réparatrice des troubles circulatoires. Les feuilles fraiches ou la poudre
des feuilles séchées en friction préservent les dents de la carie. Elle est employée aussi en bain
de bouche et gargarisme pour faire disparaitre les aphtes, les engorgements ulcéreux et
scorbutique des gencives. Les feuilles sont utilisées couramment en guise de thé (Beloued,
2005). En Algérie, la sauge officinale est utilisée, en médecine folklorique, comme agent
naturel antidiabétique, anti hypertensif, contre 1’obésité et pour traiter I’eczéma (Boudjelal et

al., 2013).
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1. Les huiles essentielles
1.1. Définition
Les essences sont des substances complexes, généralement odorantes (Chiej, 1982).

L’huile essentielle est un produit obtenu a partir d’une mati¢re premiére végétale, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation. La majorité des huiles essentielles
sont des liquides tres peu colorés, volatils & température ambiante. Les huiles essentielles
dégagent une odeur caractéristique et sont, en général plus Iégeres que I'eau tout en possedant
des caractéristiques hydrophobes. Elles sont contenues dans des glandes épidermiques ou
dans des canaux glandulaires sous forme d’oléorésines; élaborées par les cellules

chlorophylliennes et sécrétrices (Franchomme, 1999).

1.2. Role physiologique des huiles essentielles

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le role,
au niveau de la plante, est mal connu. Le fait que beaucoup de ces composés ne se rencontrent
pas chez toutes les espéces montre qu’ils n’entrent pas dans le métabolisme général ; ce sont
des métabolites secondaires, n’exercant pas de fonction directe au niveau des activités
fondamentales de 1’organisme végétal (croissance, développement, reproduction...)
(Guignard, 1985). Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que
métabolites secondaires, mais leur rdle exact dans les processus de la vie de la plante est
inconnu. Cependant, la diversité moléculaire des composés chimiques qu’elles contiennent,
leur confére des roles et des propriétés biologiques trés variés.

De nombreuses hypothéses ont été avancées et certaines présentent des points
crédibles. Certains chercheurs pensent que les huiles essentielles peuvent eliminer certains
métabolites toxiques dans la plante ou peuvent étre un moyen de défense contre I’insolation

excessive (Balbaa et al., 1981 ; Chiej, 1982).
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Les essences ont fréquemment un effet télétoxique sur la germination des graines
(Guignard, 1985). Le r6le attractif ou répulsif des huiles essentielles vis-a-vis des prédateurs,
les conduit a une localisation épidermique, soit sous forme de cellules isolées (épiderme des
pétales des roses), soit le plus souvent sous forme de poils sécréteurs (houblon, menthe,
sauge). La teneur élevée du feuillage en essence (millepertuis, laurier sauce, de nombreux
Lamiacées) a un effet répulsif pour les herbivores. La présence des huiles essentielles dans les
racines (vetiver, gingembre), les écorces (cannelle), le bois (santal) correspond a un effet

antiseptique vis-a-vis des parasites présents dans le sol ou attaquant le bois (Guignard, 2000).

1.3. Rendement et composition chimique des huiles essentielles

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de 1’ordre de 1%,
avec quelques exceptions comme le bouton floral (clou de girofle) du giroflier ou le taux
atteint 15% (Guignard, 2000). D’autre part, la quantité d’huile présente dans les plantes varie
tout au long de la journée ; c’est pourquoi les récolteurs effectuent leur travail a un moment
précis et assurent ainsi une cueillette fructueuse. De méme, la lumiére provoque sur certains
types de plantes une diminution de la concentration de I’essence alors que sur d’autres, 1’effet
est inverse. La composition du terrain joue, elle aussi, un role important sur la production de
I’huile essentielle (Chiej, 1982).

Les monoterpénes et les sesquiterpénes sont, avec les cinnamates, les composants
principaux des huiles essentielles. A coté des hydrocarbures, on rencontre des dérivés
oxygénés divers : alcools, aldéhydes, époxy, cétones et acides (Guignard, 2000 ; Longaray
Delamare et al., 2007).

La composition des essences varie considerablement dans une méme plante selon 1’age, le
cycle végétatif, I’organe (feuille, fleur, fruit, bois) et la saison. De facon générale, les facteurs

climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales sont a ’origine de chimiotypes. Le thym
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vulgaire, par exemple, présente sept races chimiques dont les essences sont caracterisées par
un composé préférentiel : thymol, carvacrol, géraniol, linéol, a-terpinéol... ainsi, un climat
sec et ensoleillé favorise leur formation (Elkalamouni, 2010 ; Guignard, 2000). En outre, les
essences s’altérent facilement ; il suffit d’une simple modification de la température ou de

I’humidité pour permettre aux enzymes présents de développer leur action (Chiej, 1982).

1.4. Composition chimique des huiles essentielles des Lamiacées

Les molécules majoritaires retrouvées dans les essences des Lamiacées sont les plus
courantes, a quelques exceptions, on peut citer :
1.4.1. Alcools monoterpéniques
Géraniol (Monarda fistulosa), linalol (Ocimum basilicum), bornéol (Thymus satureioides),
menthol (Mentha arvensis, Mentha piperita), thujanol-4 (Thymus vulgaris), terpinene-1-ol-4
(Origanum majorana).
1.4.2. Alcools sesquiterpéniques
Patchoulol (Pogostemon patchouli).
1.4.3. Diols diterpéniques
Sclariol (Salvia sclarea).
1.4.4. Phénols : Thymol et/ou Carvacrol
(Corydothymus  capitatus, Monarda punctata, Origanum compactum, Origanum
heracleoticum, Origanum syriacum, Satureja montana), eugénol (Ocimum gratissimum).
1.4.5. Phénols méthyle éther

Estragole (Ocimum basilicum).
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1.4.6. Oxydes terpéniques

1,8-cinéole (Lavandula latifolia, Rosmarinus pyramidalis, Rosmarinus officinalis, Salvia
lavandulaefolia, Thymus mastichina), linalol oxyde (Hyssopus officinalis), pipéritone oxyde
(Mentha longifolia).

1.4.7. Esters terpéniques

Acétate de linalyle (Lavandula angustifolia, Menta citrata, Salvia sclarea).

1.4.8. Aldéhydes terpéniques

Citrals et citronnellal (Melissa officinalis, Nepeta cataria), périllaldéhyde (Perilla frutescens).
1.4.9. Cétones monoterpéniques

Carvone (Mentha spicata), vrebénone (Rosmarinus officinalis), fenchone (Lavandula
stoechas), pulégone (Mentha pulegium), iso- et pino camphone (Hyssopus officinalis)

(Franchomme, 1999).
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1.5. Biosynthése des huiles essentielles

La biosynthése des huiles essentielles est liée a des cellules spécialisées, rarement
isolées (feuilles de laurier, gingembre...), le plus souvent regroupées en poches (Rutacées,
Myrtacées...) ou en canaux sécréteurs (Apiacées, Astéracées...). L’excrétion de I’huile
essentielle dans la cavité des poches ou canaux est réalisee par exocytose (Myrtacées) ou par

lyse des cellules bordant la cavité (Rutacées) (Guignard, 2000).

1.6. Production et accumulation des huiles essentielles dans la plante

Il n’existe pas de regle générale concernant les lieux d’accumulation des métabolites
secondaires dans 1’organisme végétal ; suivant les espéces et les diverses catégories de
composés, on peut les trouver dans les différents organes ou, au contraire, ne les rencontrer
que dans des tissus tres spécialisés. Leur taux révélé par I’analyse d’une plante ou d’un
fragment, varie grandement durant 1’ontogenése et I’organogeneése.
Par ailleurs, il est certain que la quantité observée de métabolites secondaires, a un moment
donné, est la résultante de nombreux mécanismes métaboliques et physiologiques :
biosynthese, dégradation, transport, capacité d’accumulation et de bioconversion.
Les métabolites secondaires varient quantitativement et qualitativement durant le
développement de la plante (Guignard, 1985).

Les huiles essentielles sont produites par diverses structures spécialement différenciées
dont le nombre et les caractéristiques sont tres variables :
Les poils sécreteurs epidermiques rencontrés souvent chez les Lamiacées, Géraniacées et
Verbénacées. Ils produisent les essences dites superficielles ;
Les organes secréteurs sous-cutanés comprenant des cellules et des poches sécrétrices
qui sont généralement disséminées au sein du tissu végétal chez les Myrtacée, Rutacées, ainsi

que des canaux sécréteurs chez les Apiacées (Elkalamouni, 2010).
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1.7. Localisation des huiles essentielles dans la plante
Chez les plantes a essences, ce sont des cellules glandulaires et des poils
épidermiques, des poches et des tubes secréteurs qui renferment les composés terpéniques
(Guignard, 1985).
Toutes les parties des plantes aromatiques peuvent contenir de I'huile essentielle.
Les fleurs : oranger, rose, lavande, le bouton floral (girofle) ;
Les feuilles : Eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et sapin ;
Les organes souterrains : racines (vétiver), rhizomes (gingembre) ;
Les fruits : fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;
Les graines : noix de muscade, coriandre ;

Le bois et les écorces : cannelle, santal, bois de rose (Elkalamouni, 2010).

1.8. Analyse chimique des huiles essentielles

La chimie des essences de plantes a suscité de nombreuses recherches deés la fin du
19°™ siécle, avec le développement des grandes maisons de matiéres premiéres pour la
parfumerie. Depuis lors, des progres considérables ont été réalisés, grace a 1’invention de la
chromatographie en phase gazeuse (CPG), en particulier avec colonnes capillaires puis
chirales, et de la chromatographie liquide haute performance (HPLC), ainsi que leurs
couplages a la spectrométrie de masse (SM), grace aussi a 1’analyse isotopique (AI) ou encore
a la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Franchomme, 1999).

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporis€s par chauffage sans décomposition. C’est la technique
de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles, car elle permet
d’effectuer D’individualisation des constituants a partir d’échantillons de 1’ordre du

milligramme voir du microgramme. Les progreés technologiques réalisés dans le domaine des
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colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs (FID) ont contribué a rendre la

CPG incontournable pour 1’analyse des huiles essentielles (Paolini, 2005).

2. Activité biologique des huiles essentielles

Les plantes synthétisent des molécules capables d’étre a la fois antimicrobiennes et
anti-inflammatoires par divers modes d’action, comme par exemple le carvacrol d’Origanium
heracléoticum et de nombreuses autres especes appartenant a la famille des Lamiacées. De
méme, elles élaborent des essences contenant a la fois des molécules antibactériennes,
mucolytiques et expectorantes dans les cas des infections catarrhales mucopurulentes des
Vvoies respiratoires ; ¢’est le cas de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus.

L’utilisation des huiles essentielles est importante dans le traitement des pathologies
infectieuses, affections urinaires, systeme respiratoire, gastro-intestinal et biliaire (Rios et
Recio, 2005). Les huiles essentielles de certaines plantes médicinales sont utilisées pour
traiter ’acné et autres infections dermiques (Vanaclocha et Canigueral, 2003).

La diversit¢ moléculaire des huiles essentielles permet de comprendre 1’étendue de leur
champ d’action, qui couvre les principaux domaines suivant : anti-infectieux et antiseptique
(antibactérien, antifongique et antiviral), anthelminthique, antiparasitaire, anti-inflammatoire,
antiallergique, antalgique, analgésique, pré-anesthésique, antispasmodique, anti-hypertensif,
anticoagulant, cholagogue, cholérétique, antioxydant et anti-tumoral, etc (Franchomme,

1999 ; Kamato et al., 2007 ; Cardile et al., 2009 ; Nikoli¢ et al., 2014).

2.1. Activité antibactérienne des huiles essentielles
Au cours des dernieres décennies, la résistance développée par les microorganismes
aux antibiotiques constitue un phenomene biologique delicat et la médecine se trouve

incapable pour établir des solutions permanentes a ce probléme. L’évolution des antibiotiques
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ne permet aux bactéries que de s’adapter et la recherche de nouvelles molécules actives et
plus puissantes est indispensable. A cet égard, les produits naturels des plantes, a effet
antimicrobien, ont gagné un grand intérét (Essawi et Srour, 2000) et la recherche des agents
bioactifs naturels pour combattre les infections est une nécessité absolue pour résoudre les
problémes de résistance. Dans ce contexte, les huiles essentielles des plantes, qui se
caractérisent par leur grande richesse de molécules naturelles tant en nombre qu’en variété,
peuvent constituer une alternative a l’usage des antibiotiques inefficaces et ouvrir de
nouvelles perspectives (Guinoiseau, 2010 ; Derwich et al.,, 2011). De plus, les huiles
essentielles, comme agents antimicrobiens, sont des produits naturels qui assurent plus de
sécurité pour les consommateurs et sont considérées moins risque vis-a-vis de la résistance
développée par les microorganismes pathogenes (Cardile et al., 2009).

Le spectre d’action des huiles essentielles est trés étendu, car elles agissent contre un
large éventail de bactéries. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a
I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre. Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les
bactéries Gram positives que sur les bactéries Gram négatives (Cimanga et al., 2002 ; Tenore
et al., 2011; Ben Mansour et al., 2013). Les bactéries Gram négatives paraissent moins
sensibles a 1’action des huiles essentielles et ceci est directement lié & la présence d’une paroi
cellulaire lipopolysaccharide chez les Gram— qui limite la diffusion des composés
hydrophobes (Bezi¢ et al., 2003; Burt, 2004; Ruiz-Navajas et al., 2012). Cependant, Burt
(2004) a rapporté que les bactéries Gram+ ne sont pas toujours les plus sensibles aux huiles
essentielles. A cet égard, il existe quelques exceptions. La bactérie Gram positive
Staphylococcus aureus a été décrite résistante a I’effet de I’huile de S. officinalis et T.
algeriensis (Hayouni et al., 2008 ; Hazzit et al., 2009). La bactérie Gram négative Escherichia
coli est trés sensible a I’huile de S. officinalis (Hayouni et al., 2008). Dans leur étude, Nikoli¢

et al. (2014) ont observé que la bactérie Gram positive Staphylococcus aureus et la bactérie
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Gram négative Pseudomonas aeruginosa sont toutes les deux sensibles a I’action de 1’huile de
T. algeriensis.

Par ailleurs, de nombreux travaux ont démontré que la souche bactérienne la moins sensible a
I’effet des huiles essentielles de S. officinalis, R. officinalis et T. algeriensis est la bactérie
Gram négative Pseudomonas aeruginosa (Longaray Delamare et al., 2007 ; Hayouni et al.,

2008 ; Zaouali et al., 2010 ; Zouari et al., 2011).

2.2. Mode d’action des huiles essentielles

De fagon générale, 1’activité antibactérienne de plusieurs huiles essentielles testées est
plus puissante sur les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives (Longaray
Delamare et al., 2007). Mais, le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules
bactériennes n’est pas clairement établi (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Les modes
d’action des huiles essentielles et de leurs composés majeurs, décrits jusqu’a présent,
semblent tous affecter la paroi cellulaire ou la membrane cytoplasmique de la cellule
bactérienne (Guinoiseau, 2010). Compte-tenu de la variabilité des constituants chimiques
présents dans les huiles essentielles, leur activité antibactérienne est attribuée a la
combinaison de plusieurs modes d’action au niveau de la cellule bactérienne (Burt, 2004 ;
Guinoiseau, 2010).

Selon Burt (2004), I’action des constituants des huiles essentielles sur la cellule
bactérienne réside dans I’augmentation de la perméabilité de la membrane cytoplasmique ce
qui entraine un relarguage des éléments cytoplasmiques (ions et métabolites), une fuite de
protons, ce qui provoque une chute de la force protomotrice et une coagulation du
cytoplasme. Si les constituants cytoplasmiques relargués sont indispensables a la survie de la
bactérie et si leur perte est importante, cela provoque la mort de la cellule bactérienne

(Guinoiseau, 2010).
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2.3. Bactéries utilisées pour évaluer ’activité antibactérienne des huiles essentielles

Plusieurs souches bactériennes sont reconnaissables par leur pouvoir de provoquer des
pathologies chez I’homme et leur sensibilité aux essences a été bien étudiée pour évaluer
I’activité antibactérienne des huiles essentielles pour combattre les maladies infectieuses
entrainées par ces bactéries. Parmi ces microorganismes on peut citer :
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, Lactobacillus acidophilus, etc (Cardile et al., 2009 ; Ben Mansour et al., 2013 ;
Nikoli¢ et al., 2014).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1activité
antibactérienne des huiles essentielles de T. algeriensis, R. officinalis et S. officinalis vis-a-vis
de trois souches bactériennes pathogenes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et

Staphylococcus aureus.

2.3.1. Escherichia coli

Le genre Escherichia comprend plusieurs espéces, dont seul E. coli (colibacille) est
potentiellement pathogéne pour I’homme. E. coli est une entérobactérie Gram négative, les
cellules sont isolées ou par paires, mobiles (flagellées), aérobie ou anaérobie, commensale du
tube digestif, capable de fermenter le glucose et le lactose. Il représente 1’espéce dominante de
la flore intestinale. La colonisation du tube digestif commence dés les premieres heures apres
la naissance et le rythme de division d’E. coli lui permet de garder pendant toute la vie de
I’individu sa place dominante dans la flore (une division toutes les 20 min a 37 °C et en

condition favorable). Cette bactérie se trouve dans la microflore de I’intestin de I’homme et

29



Revue bibliographique Chapitre 2

d’autres animaux, dans le sol, I’eau et/ou les aliments. On considére que sa présence rend

I’eau et les aliments impropres a 1’utilisation ou a la consommation (Singleton, 1999 ; Carip,

2008).

2.3.2. Pseudomonas aeruginosa

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles Gram négatifs aérobies ou
anaérobies facultatifs, non capsulés, non sporulés, mobiles pourvus de plusieurs flagelles
polaires, producteurs de pigments fluorescents (fluorescéine) ou pas (pyocyanine, pyoribine).
Chez les mammifeéres la principale souche rencontrée est Pseudomonas aeruginosa, il existe
aussi des souches phytopathogenes. Dans la nature, les Pseudomonas vivent en saprophyte
dans le sol, I’eau et les milicux humides, dans les robinetteries ou les réservoirs d’eau de
pluie. Le germe est tres souvent retrouve dans les hépitaux et, du fait de sa résistance aux
antibiotiques, est souvent incriminé dans les infections nosocomiales. Il est capable de
synthétiser une entérotoxine et des enzymes pathogenes comme la phospholipase ou la
collagénase. Chez I’homme, P. aeruginosa se trouve dans la flore de la muqueuse nasale et
comme flore de contamination sur la peau. Il peut également se trouver dans la flore
intestinale. Il est le plus souvent pathogéne opportuniste ; les infections apparaissent chez le
patient immunodéprimé, elles sont souvent nosocomiales et parfois graves (septicémie,
infection des brilures...). Dans I’industrie agroalimentaire, les Pseudomonas peuvent
entrainer des altérations des aliments par protéolyse ou par lipolyse. Les modifications
organoleptiques peuvent étre importantes, avec apparition de colorations, odeurs ou saveurs

anormales (Singleton, 1999 ; Carip, 2008).
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2.3.3. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des coques Gram positifs, immobiles, non capsulés et non
sporulés, aérobies ou anaérobies facultatifs. Plusieurs espéces de staphylocoques peuvent
coloniser 1’organisme humain : Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et
Staphylococcus saprophyticus. Le staphylocoque doré (S. aureus) forme des colonies
reconnaissables par leur coloration jaune or. Ce germe présente une forte résistance aux
agents désinfectants et antiseptiques ; Il résiste notamment aux produits a base d’iode, de
chlore et aux peroxydes. Le S. aureus est ubiquitaire. Il est commensal de la peau et des
muqueuses de nombreux mammiferes, y compris I’homme. On le trouve surtout dans les
fosses nasales et le pharynx (20 a 50% des individus), dans le tube digestif et sur les
téguments des grands plis et du périnée. Il se trouve aussi comme saprophyte dans
I’environnement. La transmission de ce germe peut survenir d’homme a homme, d’animal a
homme mais aussi par les objets contaminés, la poussiére, les vétements, les squames et les
aliments. La bactérie est un pathogéne opportuniste, avec un pouvoir invasif et toxinique. Elle
développe souvent des résistances aux antibiotiques, ce qui en fait actuellement 1’un des
germes les plus résistants et I’'un des vecteurs les plus dangereux d’infections nosocomiales.
Par ailleurs, S. aureus est responsable de toxi-infections alimentaires, provoguées par son

entérotoxine (Singleton, 1999 ; Carip, 2008).

31



Chapitre 3
Germination des graines et

propagation des plantes



Revue bibliographique Chapitre 3

1. Régénération des plantes

La régénération des plantes supérieures s’effectue par voie sexuée qui assure la
recombinaison du matériel génétique, permettant d’obtenir une descendance présentant les
caracteres des deux parents. Les événements qui concernent cette modalité de reproduction se
réalisent au niveau de la fleur et se terminent par la formation du fruit qui contient des graines
assurant a leur tour ce type de reproduction. Les plantes supérieures sont aussi capables de se
multiplier par voie végétative qui se déroule en dehors des phénoménes de sexualité. La
multiplication végétative est le moyen de reproduire un étre vivant sans passer par la voie
sexuée (graine). Elle repose sur I'aptitude d'un végétal & pouvoir reconstituer un individu
génétiquement identique a la plante mere a partir d'un organe végétatif (tige, racine,

feuille...), d'un tissu ou d'une cellule (Hopkins, 2003 ; Ozenda, 2006 ; Laberche, 2010).

1.1. Germination des graines
1.1.1. Définition

La germination d’une graine comprend deux étapes : une reprise d’activité et une
imbibition qui se traduit par la sortie de la radicule (germination au sens strict), puis la

croissance des organes embryonnaires, racine et tige (germination au sens large) (Prat, 2007).

1.1.2. Processus physiologiques de la germination

Lorsque les conditions sont favorables, I’embryon repend sa croissance et la graine
germe. La premicre étape de la germination est 1’absorption d’eau et la réhydratation des
tissus de la graine par un processus appelé imbibition. L’imbibition par I’eau est suivie d’une
activation générale du métabolisme de la graine, la respiration est 1'un des premiers
événements detectables dans les graines humides puis trés rapidement la libération d’enzymes

hydrolytiques qui digerent et mobilisent les réserves ainsi que la reprise des divisions et du
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grandissement cellulaires dans 1’axe embryonnaire. Chez la plupart des espéces, la
germination est terminée lorsque la radicule émerge des téguments de la graine. L’émergence
de la radicule est due a 1’action concertée du grandissement des cellules de la radicule et des
pressions développées par les forces d’imbibition dans la graine. La rupture des téguments
provoque la mise en contact de la radicule qui vient de sortir avec I’eau et les nutriments
minéraux qui sont nécessaires a la croissance ultérieure de la jeune plantule (Hamman et al.,
2003 ; Hopkins, 2003).

Le développement d’une plante commence par la germination des semences. Ensuite
se met en place un programme morphogénétique qui regle les développements relatifs des
divers organes de la plante et aboutit a la réalisation d’une plante reconnaissable par sa
morphologie (son port ou sa silhouette). Le développement relatif des organes fait intervenir
des corrélations trophiques et hormonales. Enfin, les facteurs extérieurs peuvent influencer ce
développement en permettant a la plante, par des mouvements souvent discrets, de se
positionner par rapport a eux. C’est le cas en particulier des tropismes et des phénomeénes de

nutation (Prat, 2007).

1.1.3. Facteurs influencant la germination des graines

Il existe un nombre de facteurs qui contrélent la dormance et la germination des
graines incluant 'immaturité de ’embryon, I’imperméabilité des téguments, la résistance
mécanique exercée par les téguments sur la croissance de 1’embryon, perméabilité réduite des
enveloppes aux gazes, dormance chimique, hormones végétales produites par la plante et
différentes interactions entre ces facteurs (Kozlowski, 1972; Wang et al., 1982; Miransari et
Smith, 2014).

De nombreux résultats concernant la dormance et la germination ont été publiés et

plusieurs chercheurs ont élucide les différents facteurs qui affectent la germination des
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graines : stage phénologique pendant la collecte des graines, stratification humide a haute et
basse température, stratification chimique, doses d’acide gibbérellique, méthode de stockage,
age des graines, stratification thermique, durée de la stratification thermique, régulateurs de
croissance, qualité de la lumiére, potentiel osmotique, salinité, profondeur de 1’enfouissement
des graines (Colin, 1985; Conversa et al., 2010 ; Dissanayake et al., 2010; Gileryiz et al.,

2011; Sharma et al., 2014, Darrudi et al., 2015; Wang et al., 2016).

1.2. Multiplication végétative

La multiplication végétative est I’ensemble des mécanismes qui aboutissent a la
production de nouvelles plantes ; soit a partir des organes végétatifs de plantes meres ; soit a
partir des organes floraux mais alors sans intervention de la fécondation et de la production de

graines (Ozenda, 2006).

1.2.1. Propagation des plantes en culture in vitro

Les methodes de culture in vitro sont de plus en plus employées pour assurer la
propagation clonale des génotypes élites afin de satisfaire les besoins en agriculture et
horticulture. La culture in vitro est par ailleurs un outil tres efficace au service de la recherche

biologique et physiologique (Haicour, 2002).

1.2.2. Micropropagation

Les succes rencontrés par les cultures de tissus ont permis de procéder au clonage, sur
une grande échelle, de différentes especes végétales. Sur un espace relativement faible, ainsi
qu’avec un apport de technicité et de matériel peu important, il est possible de produire des
millions de plantes de bonne qualité et génétiquement uniformes. Ce processus est connu sous

le terme de micropropagation. La technique la plus courante est de placer des méristémes
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excisés sur un milieu artificiel qui réduit la dominance apicale et favorise le développement
de bourgeons. Les nouvelles pousses peuvent étre isolées et remises en culture afin de
produire plus de rameaux axillaires, ou placées sur un milieu favorisant I’enracinement puis
repiquées en pots. Alternativement, les tissus peuvent étre utilisés pour produire des cultures
de cals qui subiront ensuite une induction dont le résultat est la production de racines ou de
pousses feuillées. La micropropagation est un moyen efficace d’éliminer les virus et d’autres
pathogenes, elle produit des quantités commerciales de propagules indemnes de pathogeénes.

Les premieres plantes produites en masse par culture de tissus, ont été des Cymbidiums
(Orchidées) indemnes de virus, mais la technique a également été utilisée pour propager la
pomme de terre, des lis, des tulipes et d’autres especes qui sont normalement propagées par
voie végétative. Cette technique permet une multiplication trés rapide des plantes. On peut
obtenir en une année par repiquage en éprouvettes plus de cent milles plants de rosiers ou

d’arbres fruitiers a partir d’un seul bourgeon (Hopkins, 2003 ; Ozenda, 2006).

1.2.3. Intérét de la micropropagation

La micropropagation figure parmi les techniques de base les plus développées. Elle
permet, & partir d’un matériel de départ souvent tres restreint pondéralement, d’obtenir en un
temps relativement court et dans un espace minimum, un rythme de multiplication
extrémement élevé et donc la formation rapide d’un clone.
D’une maniére générale, la propagation en culture in vitro des plantes apporte une solution a
de nombreux problémes. Elle permet :
La conservation des génotypes dans des conditions idéales de protection contre les
intempéries, les agressions des ravageurs et agents pathogenes. Il suffit de quelques individus
en tube pour assurer une grande quantité de plants, d’ou la possibilit¢ de stocker dans un

espace peu important des génotypes divers ;
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La maintenance permanente d’un stock suffisant d’individus pour assurer la fourniture
réguliére d’une variété couramment commercialisée ;

La multiplication accélérée et la propagation de plantes dont la sexualité est défaillante (cas
de certains hybrides) ;

Le microbouturage in vitro peut, en outre, étre programmé indépendamment des saisons ;

La technique de propagation utilisant des microboutures pourvues au minimum d’un
méristeme caulinaire, est certainement la plus généralisable et la plus efficace pour éviter la
vitrovariation et aboutir a la production en masse de plantes (copies conformes) de la plante
de départ ou a la conservation du génotype mis en culture. C’est par la poursuite simultanée
de ces deux objectifs que le risque d’érosion génétique lié¢ a 1’utilisation abusive de clones

peut étre maitrisé (Haicour, 2002).

2. Culture in vitro
2.1. Intérét de la culture in vitro

La culture in vitro est un excellent moyen de recherche en biologie végétale, dans des
domaines auxquels nous n’avons pas acces par 1’étude de la plante entiere. Elle permet ainsi
la démonstration expérimentale de la totipotence de la cellule végétale.
Les travaux realisés in vitro sont orientés en deux axes principaux :
En agronomie : I’organogenése in vitro est actuellement un procédé appliqué tres largement a
I’échelle industrielle, a titre d’exemple :
Micropropagation conforme d’un individu végétal sélectionné pour ses qualités ;
Obtention de variants ou de mutants présentant de nouvelles caractéristiques dont on désire la

conservation et la multiplication ;
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Régénération de plantes saines a partir des méristemes prélevés sur des plantes virosées. C’est
un moyen largement utilisé pour régénérer de nombreuses variétés cultivées atteintes par des
virus, en effet, chez ces plantes, seul le méristéme n’est pas envahi par le virus ;
Multiplication rapide de nombreuses variétés d’Orchidées.

En phytochimie: tout particulierement pour I’obtention de molécules a activité
pharmacologique. On peut distinguer quatre niveaux d’intérét :

Etude de voies de biosynthése des métabolites secondaires dans des conditions expérimentales
plus favorables que celles de la plante entiére ;

Obtention de métabolites secondaires déja connus pour leur activité ou utilisables pour
I’hémisynthése de diverses molécules ;

Creation de nouvelles molécules inconnues dans la plante entiere ;

Biotransformation de molécules (naturelles ou de synthése) fournies comme substrat aux
cellules végétales ce qui aboutit a des dérivés nouveaux pouvant présenter des propriétés
intéressantes (Guignard et al., 1985).

Bien que les plantules produites par la culture de tissus sont des clones de cellules
somatiques (non sexuelles), en principe identiques, les plantes régénérées peuvent exhiber
d’importantes variations tant de leur morphologie que de leur physiologie. Ce phénomene est
appelé variation somaclonale. Les causes de la variation somaclonales sont mal connues, mais
elle fait intervenir des modifications génétiques induites par les conditions de culture

(Hopkins, 2003).

3. Régulateurs de croissance
La croissance des plantes est le résultat d’une prolifération cellulaire ou mérese qui, au
niveau des meristemes, augmente le nombre de cellules puis les cellules en s’éloignant de la

zone de multiplication, s’allongent et progressivement se différencient. L’auxése se fait
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généralement dans I’axe de 1’organe ; croissance en longueur. La différenciation se produit
avant la fin de 1’élongation, mais n’est totalement réalisée que lorsque la croissance s’arréte.
Auxine (AlA), cytokinines (CKs) et gibbérellines (GAs) sont les principales hormones

intervenant dans la croissance des plantes (Guignard, 2000).

3.1. Auxine

L’auxine ou acide indole 3-acétique (AlA), premiére substance de croissance isolée
chez les végétaux, est synthétisée a partir de I’indole 3-glycérate ou du tryptophane. Cette
synthése se produit au niveau des zones de croissance : les apex caulinaires et racinaires ainsi
dans les jeunes feuilles en bourgeons, tube pollinique, graines lors de la transformation de

I’ovaire en fruit. Apres sa synthése, I’auxine est transportée dans 1’axe de la plante.

(Guignard, 2000 ; Hopkins, 2003).

3.1.1. Transport polarisé de I’auxine

L’auxine est une molécule a faible poids moléculaire et lipophile, elle migre par
simple diffusion a partir des centres de formation. Notamment le transport de 1’ AIA synthétisé
dans les feuilles s’effectue de fagon passive via le phloéme. A ces mécanismes de diffusion
passive se superpose un transport polarisé du haut de la plante vers les racines. La vitesse de
ce transport est de 1’ordre de 10 a 20 mm par heure ; il est surtout marqué au niveau des

rameaux végeétatifs (Augeé et al., 1989 ; Guignard, 2000).

3.1.2. Destruction de ’AIA
L’ AIA se produit et rapidement détruit, si bien que la croissance d’un organe nécessite
un continuel renouvellement a partir des centres formateurs. En raison du transport polarisé,

I’accumulation de I’auxine dans les parties basses conduirait rapidement a des phénomenes de
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toxicité au niveau des racines. L’AIA est peu stable, se décompose en quelque jours a la
lumiére. Dans la plante, sa destruction correspond a des oxydations par I’auxine oxydase

(Auge et al., 1989 ; Guignard, 2000).

3.1.3. Roles physiologiques des auxines

Les auxines sont capables d’influencer de nombreuses réponses comme :
La croissance cellulaire et la différentiation ;
La croissance des bourgeons axillaires ;
La dominance apicale et les réponses tropiques sont également contrdlées par I’auxine ;
A trés faibles concentrations, 1’auxine provoque 1’allongement de racines, a I’inverse, elle
stimule I’allongement des tiges ;
Les auxines provoquent également la formation des racines adventives sur les tiges ;
Développement des fleurs et des fruits ;
Induction de la parthénocarpie chez un petit nombre d’espeéces comme celles appartenant a la
famille des Solanacées (tomate, poivron) et les Cucurbitacées (concombre, citrouille) et chez
les Citrus ;
Les auxines peuvent aussi controler 1’abscission des fruits. Selon la dose appliquée et selon le
moment de son application, I’auxine peut soit provoquer, soit empécher une chute prématurée
du fruit ;
L’abscission des feuilles semble dépendre des concentrations relatives d’auxines de part et

d’autre de la zone d’abscission (Augé et al., 1989 ; Hopkins, 2003).

3.2. Cytokinines
La premiere cytokinine naturelle, la zéatine a été isolée du caryopse du mais en 1964.

Depuis plus de trentaine de molécules ont été isolées et identifiées. Ce sont des Ne dérivés de
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I’adénine. Les laboratoires utilisent des cytokinines de synthése comme, par exemple, la
kinétine ou Ne-furfuryladénine a propriétés analogues mais plus économiques. Les
cytokinines sont synthétisées a partir de 1’adénine, la synthése a lieu au niveau des racines.
Leur circulation est sans polarité ; le xyleme assure leur transport et leur présence dans tous

les tissus (Augé et al., 1989 ; Guignard, 2000).

3.2.1. Roles physiologiques des cytokinines

Les cytokinines stimulent la division cellulaire ; elles interviennent, toujours en présence de
I’AIA, sur des cellules déja différenciées dont elles assurent la dédifférenciation puis la
multiplication ;

Au niveau de la plante entiére, I’action des cytokinines porte essentiellement sur la
différenciation et la croissance des bourgeons ;

Elles exercent un effet antagoniste de la dominance apicale ;

En culture in vitro, elles assurent la balance entre la formation de racines et celle des

bourgeons (Augé et al., 1989 ; Guignard, 2000).

3.3. Gibbérellines

Les gibbérellines (GAs) sont des diterpenes provenant de la cyclisation du géranyl
géranyl pyrophosphate (C2o), elles sont représentées par plus de quatre vingt composés de
structures chimiques voisines. Dans une méme espece coexistent en petite quantité plusieurs
GAs. La premiére gibbérelline identifiée est 1’acide gibbérellique ou GAz a partir du
champignon Gibberella fujikuroi. Cette premiére découverte a été suivie par de hombreuses
autres gibbérellines puisque chez le champignon ou chez les plantes une cinguantaine de
gibbérellines ont éte identifiées ; ce sont toutes des composés endogenes. Les gibbérellines les

plus utilisées sont la GAs puis les mélanges GAs + GA7 et GA7. Tous ces composés presentent
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un noyau semblable (noyau gibbane), ils different entre eux par la qualité et la position des
substituants sur le noyau.

Les GAs sont synthétisées dans les apex des jeunes tiges, en particulier dans les
graines en germination au niveau du point végétatif embryonnaire. Elles sont capables d’une
certaine migration, en particulier par le phloéme, mais leur transport n’est pas polarisé. La
GAgs est produite industriellement a partir du champignon Gibberella fujikuroi (Augé et al.,

1989 ; Guignard, 2000).

3.3.1. Roles physiologiques des gibbérellines

Les GAs agissent sur la multiplication cellulaire des méristémes primaires alors qu’elles sont,
a la différence de I’ AIA, sans effet sur les cambiums (méristémes secondaires) ;

Leur action la plus spectaculaire a lieu sur les allongements des entre-nceuds par stimulation
des méristemes intercalaires (résultants de la fragmentation des méristémes primaires) ;

Les GAs interviennent également dans les phénomeénes de levée de dormance soit sur les
semences soit sur les bourgeons ;

Elles favorisent la production d’enzymes hydrolysantes ;

Les GAs exercent une action complexe sur la floraison (Augé et al., 1989 ; Guignard, 2000 ;

Miransari et Smith, 2014).
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Figure 1: Structures chimiques des régulateurs de croissance
(A) : Acide indole 3-acetique, (B) : N-6-furfuryladénine (Kinétine), (C): Acide gibbérellique

(GA3).

4. Milieu de culture
Le milieu de culture a pour role d’assurer la nutrition des explants, les éléments
indispensables sont les sels minéraux et une source carbonée, car du fait de la faible
assimilation photosynthétique en culture in vitro, les explantes sont hétérotrophes. Par
ailleurs, on ajoute des vitamines qui favorisent la croissance des tissus en culture. Enfin,
suivant les besoins, on ajoute des régulateurs de croissance. Le pH du milieu est ajusté vers
5.7 & 5.8 (Haicour, 2002). Tous les milieux de culture sont constitués de sels minéraux, de
substances organiques et de phytohormones. Pour la plupart des plantes supérieures les
constituants minéraux et organiques sont :
a- Les macroéléments : Il s'agit de six éléments présents a des concentrations €levées tels
que I’azote, le calcium, le potassium, le soufre, le magnésium et le phosphore.
b- Les microéléments: bien qu'ils ne soient nécessaires a la plante qu'en faibles
concentrations, leur role est essentiel. Les principaux d'entre eux sont le fer, le cuivre,

le zinc, le manganeése, le molybdéne, le bore, le chlore, et le cobalt.
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c- Saccharose : pour la culture in vitro, le saccharose constitue une source d’énergie car
la plante n’est pas encore arrivée a satisfaire ses besoins énergetiques.

d- Vitamines: elles sont des substances organiques reconnues pour stimuler la
croissance. Elles sont particulierement utiles en micropropagation lorsqu’un fragment
seulement de la plante est utilisé pour générer la culture de plante entiere. En culture
in vitro, certaines vitamines sont favorables aux croissances des tissus, parmi les
principales: la thiamine, 1’acide nicotinique, la pyridoxine et le meso-inositol.

De nombreuses formulations ont été proposées et les plus utilisées sont celles de

Murachige et Skoog (MS) ; I'équilibre minéral mis au point en 1962 par Murachige et Skoog
est largement répandu. De nombreux travaux ont utilise le milieu de culture (MS) pour réussir
les cultures in vitro chez différentes especes végétales (Misra et Chaturvedi, 1991 ;

Cheruvathur et al., 2015 ; Shekhawat et al., 2015 ; Kousalya et Narmatha Bai, 2016).
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1. Matériel végétal

Les parties aériennes fraiches (tiges, feuilles et fleurs) des trois plantes médicinales T.
algeriensis, R. officinalis et M. vulgare ont été collectées au stade floraison de leur
environnement naturel de la région semi aride dans le Nord-est algérien de Ain Beida
(latitude: 35.805° N, longitude: 7.376° E, altitude: 920 m). Celles de S. officinalis ont été
collectées de Constantine (latitude: 36.362° N, longitude: 6.618° E, altitude: 560 m) (Figure
2). Les parties aériennes des quatre plantes ont été coupées en trongons de 1 a 2 cm environ,

puis séchées et stockées a 1’obscurité et a la température ambiante de la chambre (20 £ 5 °C)

Matériel et Méthodes

jusqu’a leur utilisation pour 1’extraction des huiles essentielles.

36:4°N

35:6°N

| CONSTANTIN
o
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Ain Beida

UM EL BOUAGHI

Figure 2 : Localisation geographique des sites de collecte (®) des quatre espéces médicinales

étudiées dans le Nord-est algérien
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2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par un hydrodistillateur de type
Clevenger selon la méthode décrite par la pharmacopée européenne (Council of Europe,
1997). La distillation a été realisée par ébullition de cent grammes de la matiere végétale
séche dans un litre d’eau distillée pendant 2 heures. Les huiles essentielles obtenues ont été
séparées complétement de 1’eau distillée et stockées dans des flacons en verre fumés et
stériles a une température de 4 °C jusqu’a leur utilisation pour I’analyse chimique (CG/SM) et
I’activité antibactérienne. L’extraction des huiles essentielles a été réalisée en trois répétitions
et le rendement a été calculé en pourcentage par rapport a la matiére seche végétale selon la
formule suivante :

Rdt HE (%) = M (HE) / M (MSV) x 100

Rdt HE (%): Rendement des huiles essentielles en pourcentage.

M (HE): Masse des huiles essentielles en gramme.

M (MSV): Masse de la maticre séche végétale utilisée pour I’extraction en gramme.
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Photo 5: Hydrodistillation des huiles essentielles

(Photo S. Mehalaine)

2.1. Analyse chimique des huiles essentielles et identification des molécules

L’analyse chimique des huiles essentielles a été effectuée par la chromatographie en
phase gazeuse (CG) couplée a la spectrométrie de masse (SM) au niveau du laboratoire
d’Analyse Organique Fonctionnelle, Faculté de Chimie, Université des Sciences et de la

Technologie Houari Boumediene, Alger.

2.2. Conditions de I’analyse chimique (CG-SM)

L’analyse chimique des huiles essentielles a été réalisée a I’aide d’un chromatographe
en phase gazeuse CG/SM (EI) de type AGILENT (Hewlett-Packard 6890 série I1) couplé a un
spectrometre de masse quadripole (model HP MSD 5973) équipé d’un détecteur a ionisation

de flamme et d’un injecteur automatique.
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Les conditions de I’analyse chimique adoptées sont les suivantes :

Colonne capillaire apolaire HP-5MS de longueur de 30 m, diamétre interne de 0.25 mm et
épaisseur du film de 0.25 pm ;

La température de la colonne varie de 45 °C & 250 °C avec une vitesse de programmation de 2
°C/min aprés une isotherme de 8 min ;

Gaz vecteur : Hélium avec un débit de 0.5 ml/min;

Température de I’injection est de 250 °C ;

Volume injecté : 1pl de I’huile essentielle ;

Les températures du détecteur FID et la source sont 230 °C ;

Spectrométrie de masse : mode Impact électronique a balayage ; potentiel d’ionisation : 70ev
(Ferhat et al., 2006).

Les composés chimiques des huiles essentielles ont été identifiés par la comparaison de leurs
spectres de masse avec ceux de la banque de données (Wiley 7N et NIST 2002 libraries) et
avec la comparaison de leurs indices de rétention (indice de Kovats KIl) relatifs a une séries de

n-alkanes (C7—C20) avec la littérature (Adams, 1995).

2.3. Activité antibactérienne des huiles essentielles
2.3.1. Souches bactériennes utilisees

Pour tester I’activité antibactérienne des huiles essentielles de T. algeriensis, R.
officinalis et S. officinalis, trois souches bactériennes de référence ont été utilisées ; Gram
négative Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Gram
positive Staphylococcus aureus ATCC 25923. Les souches bactériennes de référence ont été
fournies par I’institut Pasteur (Alger). Les bactéries ont été maintenues a 4 °C dans 1’agar

nutritive (NA) (Merck, Germany) jusqu’a leur utilisation pour I’activité antibactérienne.
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2.3.2. Méthode de diffusion de disques

La méthode de diffusion de disques a été appliquée pour évaluer I’activité
antibactérienne de 1’huile essentielle de T. algeriensis, R. officinalis et S. officinalis (NCCLS,
2001). La culture bactérienne a été préparée dans un bouillon nutritif (Merck, Germany) et
incubée a 37 °C pendant 24 h. Aprés I’incubation, la suspension bactérienne a été ajustée a
10° cfu/ml puis déversée et distribuée sur le Muller Hinton (Merck, Germany) dans des boites
de Pétri stériles. Des disques stériles de papier Whatman (N° 03) de 6 mm de diamétre ont été
imbibés avec chaque huile essentielle diluée par une quantité du sulfoxyde de diméthyle
(DMSO) (500 mg HE/10 ml DMSO). Les disques ont été placés sur les boites de Pétri
inoculées. Aprés une période d’incubation de 24 h a 37 °C, les diametres des zones
d’inhibition ont été mesurés en millimétre. Des disques imbibés avec le DMSO sans I’huile
essentielle ont été utilisés comme control négatif dans les mémes conditions pour tester la
sensibilité des bactéries au solvant. L’expérimentation a été effectuée en trois répetitions pour

calculer la moyenne du diamétre d’inhibition.

2.3.3. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour confirmer 1’effet antibactérien des trois huiles essentielles sur les trois souches
bactériennes utilisées, la concentration minimale inhibitrice a été déterminée en utilisant la
méthode de dilution sur milieu solide (CLSI, 2006). Les trois huiles essentielles ont été
diluées par le sulfoxyde de diméthyle (DMSO). Puis le mélange a été ajouté au Mueller
Hinton (MHA) stérile et refroidi & 45-50 °C de facon a obtenir une série de concentrations
dans I’ordre de (3.33, 2.50, 1.66, 0.83, 0.41, 0.20, 0.10, 0.05, 0.02 mg/ml). Les solutions
résultantes ont été immédiatement déversées sur des boites de Pétri stériles. Ces dernieres ont
été ensuite inoculées par la suspension bactérienne ajustée a 10° cfu/ml et incubées a 37 °C

pendant 24 h. Aprés ’incubation, la valeur de la CMI a été déterminée comme la plus faible
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concentration de I’huile essentielle qui inhibe la croissance visible des microorganismes
testés. Un control négatif a été appliqué dans les mémes conditions pour tester la sensibilité

des trois souches bactériennes au DMSO. L’expérimentation a été réalisée en trois répétitions.

3. Germination in vitro des graines
3.1. Collection des graines

Les graines de T. algeriensis, R. officinalis, M. vulgare et S. officinalis ont éteé
collectées au stade fructification de 1’habitat naturel des quatre espéces médicinales (Figure
2), au cours de I’année 2012-2013. Les graines ont été stockées dans des sacs en papier a la

température ambiante pour quelques mois jusqu’au début de I’expérimentation.

3.2. Stérilisation des graines

Les graines ont été¢ lavées sous 1’eau de robinet pendant presque 30 minutes, puis
stérilisées par une solution de 1I’hypochlorite de sodium (NaOCl) pendant 5 minutes et rincées
trois fois par I’eau distillée stérile a un intervalle de 10 minutes pour chaque ringage. Ensuite,
les graines stérilisées ont été soumises a deux expérimentations. Toutes les manipulations ont

été effectuées devant le bec Bunsen.

3.3. Expérimentation 01: Test préliminaire de germination

Les graines désinfectées des quatre plantes ont été immergées dans ’eau distillée
stérile pendant une heure. Trente graines par chaque espéce ont été placées sur trois couches
du papier filtre stérile et recouvertes par une autre couche dans des boites de Pétri stériles et
incubées a la température ambiante (23 + 2 °C) et a 1’obscurité absolue au laboratoire (Prat,
2007). Les graines ont été imbibées quotidiennement avec de 1’eau distillée stérile.

L’ expérimentation a été réalisée en trois répetitions.
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3.4. Expérimentation 02: Effet de I’acide gibbérellique (GA3)

Les graines décontaminées ont été traitées par trois doses croissantes de l’acide
gibbérellique (GAz) (125, 250, 500 mg/L) pendant deux heures. Puis dix graines de chaque
espéce ont été placées sur Agar-agar (6 g/L) dans des boites de Pétri stériles et incubées a une
obscurité absolue et thermopériode (25 °C/16h, 15 °C/8h) dans un phytotron (Snijders, Model
ECP 01E). L’expérimentation a été réalisée en trois répétitions.

Dans les deux expérimentations, les graines germées ont été comptées chaque jours
pendant un mois. Les graines sont considérées germées quand la radicule sort des téguments
de la graine (longueur de la radicule > 2 mm). Le taux de la germination a été calculé de la
formule suivante :

Nombre de graines germées / Nombre de graines testées x 100

4. Propagation in vitro
4.1. Explants utilisés
Les explants utilisés pour la propagation in vitro sont des fragments de 0.5 cm coupés

de jeunes rameaux des quatre plantes étudiées au stade plein végétatif.

4.2. Stérilisation des explants

Les explants ont été lavés sous 1’eau de robinet pendant 30 minutes. Puis ils ont été
stérilisés par immersion dans 1’éthanol (70%) pendant 1 minute suivie d’une immersion dans
une solution de chlorure de mercure (HgCl> 0.1% ) pendant 2 minutes. Par la suite, les
explants désinfectés ont été rincés par 1’eau distillée stérile trois fois a un intervalle de 10

minutes pour chaque ringage.
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4.3. Culture in vitro

Les explants désinfectés ont été placés dans des boites de Pétri stériles contenant 15 ml
du milieu de culture Murachige et Skoog (MS) (Haicour, 2002), additionné de différentes
concentrations de régulateurs de croissance : acide indole 3-acétique (AIA) et N-6-
furfuryladenine (Kénitine) (Tableau 1). Les échantillons ont été incubés a une photopériode et
thermopériode (16h lumiere/25 °C, 8h obscurité/15 °C) dans un phytotron pour favoriser la
formation de cals. Le taux de réussite de callogénése a été calculé de la formule suivante :

Nombre d’explants développés en cals / Nombre total d’explants x 100

Les cals sains et vigoureux obtenus ont été transmis sur d’autres milieux de culture (MS)
contenant les mémes combinaisons de 1I’AIA et la Kin et soumis aux mémes conditions de
culture pour favoriser la caulogénése. Le taux de réussite de caulogéneése a été calculé selon la
formule suivante :

Nombre de cals développés en pousses feuillées / Nombre total de cals x 100
Les changements en morphologie (induction de cals et caulogénése) ont été vérifiés chaque
semaine durant 3 mois. L’expérimentation a été effectuée en trois répétitions, chaque

répétition a contenu 10 explants pour la callogénése et la caulogénése.
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Tableau 1. Concentrations de I’AIA et la Kinétine appliquées en combinaisons dans le milieu

de culture Murachige et Skoog (MS).

Concentrations de I’AIA et la Kinétine
MS1 Témoin : 0 mg/L AlA, 0 mg/L Kin
MS2 2.5 mg/L AIA, 2.5 mg/L Kin
MS3 2.5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin
MS4 5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin
MS5 5 mg/L AIA, 10 mg/L Kin

5. Données statistiques

Les résultats obtenus de I’expérimentation de la germination in vitro et de la
propagation in vitro ont été soumis a une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur
pour tester ’effet de I’acide gibbérellique sur la germination des graines et 1’effet de
différentes concentrations des régulateurs de croissance (AlA) et (Kin) sur la callogénese et la
caulogénése a une probabilité de 5%. Les moyennes et les déviations standards ont été
calculées indépendamment pour chaque expérimentation. En outre, des comparaisons
multiples des moyennes ont été effectuées par le test de Tukey pour distinguer les groupes
homogeénes et hétérogénes parmi les deux variables (callogénése et caulogénese). Touts les

traitements statistiques ont été faits par le logiciel Minitab (version 16).
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Résultats et discussion

1. Rendement des huiles essentielles

Le rendement des huiles essentielles a été exprimé par rapport au poids de la matiere
seche végétale. T. algeriensis a présenté un rendement élevé (1.08 + 0.02%) suivi de R.
officinalis (0.88 £ 0.00%) et enfin S. officinalis (0.65 = 0.01%). Pour M. vulgare, nous

n’avons pas obtenu des huiles essentielles par hydrodistillation (Figure 3).

1.2

0.8

0.6

0.4

Rendement des HE %

0.2

T.algeriensis R.officinalis S.officinalis

Figure 3 : Rendement des huiles essentielles de T. algeriensis, R. officinalis et S. officinalis

Nos resultats obtenus concordent relativement avec ceux de la littérature. Dob et al.
(2006) ont obtenu un rendement des huiles essentielles élevé et estimé a 1.13% de la partie
aérienne de T. algeriensis collectée de Media dans le Nord central d’Algérie. Alors qu” une
autre étude a montré une valeur relativement faible (0.3%) des huiles essentielles de la partie
aérienne de T. algeriensis collecté de Maroc (Amarti et al., 2010).

Les feuilles de romarin collectées de Maroc ont présenté un rendement de 0.54%
(Derwich et al., 2011). Alors que Zaouali et al. (2013) ont montré des rendements différentes :
(1.17% ) chez les feuilles, (0.056%) chez les fleurs et (0.0048% ) chez les tiges. Ainsi, la

teneur la plus élevée a été obtenue des feuilles collectées au stade floraison (1.43%) et
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I’ensemble des tiges et feuilles ont montré des rendements de 0.64%, 0.71% et 0.40% au stade
végetatif, floraison et fructification respectivement.

Concernant S. officinalis, la teneur en huile essentielle obtenue dans notre étude est
plus élevée que celle obtenue par Hayouni et al. (2008) de la partie aérienne de S. officinalis
collectée de Tunisie au stade floraison (0.58%).

Selon ces études, le rendement des huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs
tels : la région géographique de I’espece végétale, le stade phénologique de la plante et/ou la

saison de collecte et I’organe végétatif utilisé pour I’extraction des huiles essentielles.

2. Analyse chimique des huiles essentielles
2.1. Analyse chimique de I’huile essentielle de Thymus algeriensis

Pour I’huile de T. algeriensis, 36 molécules ont été identifiées, représentant 68.65% du
total de I’huile essentielle. Ce pourcentage est faible par rapport aux plusieurs études qui ont
montré des pourcentages de molécules identifiées plus élevés chez 1’huile de T. algeriensis :
(91.2%, 95.00%, 97.1%) (Hazzit et al., 2009), (97.71%) (Zouari et al., 2011) et (99.98%)
(Nikoli¢ et al., 2014). Les composés majeurs sont camphor (13.62%), 1.8-cinéole (6.00%),
borneol (5.74%), viridiflorol (4.00%), linalool (3.93%), a-terpineol (3.80%) et caroyophyllene
oxide (3.50%) (Tableau 2).

Nos résultats s’accordent relativement avec plusieurs études ; I’analyse CG/SM a
indiqué la présence de viridiflorol a un pourcentage similaire a celui obtenu par Zouari et al.
(2011) a partir des huiles extraites des feuilles et fleurs de T. algeriensis de Tunisie au stade
floraison, et I’huile est dominée par camphor, 1,8-cinéole, 4-terpinéol, cis-sabinene hydrate.
Au contraire, viridiflorol n’a pas été trouvé dans 1’huile extraite des feuilles et inflorescences
de T. algeriensis collecté de Blida et EI-Asnam (Algérie), ainsi 1’étude a démontré que thymol

est le constituant majeur (29.5%) a coté de terpinyl acetate, nerolidol, bornéol, a-pinene, 4-
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terpinéol, camphor et p-cymene (Hazzit et al., 2009). Notre huile essentielle est caractérisée
par ’absence de thymol, alors que Dob et al. (2006) ont trouvé dans la partie aérienne de T.
algeriensis collecté de Medea (Nord-central Algérie) que linalool (47.3%), qui a présenté un
taux faible dans notre huile, thymol (29.2%) et p-cymene (6.8%) sont les composés majeurs.
Nikoli¢ et al. (2014) ont montré que thymol est le constituent principal (56.0%) suivi de
carvacrol (14.0%) dans I’huile essentielle isolée des parties aériennes de T. algeriensis
collecté de Zentan (Libya). En outre, les résultats obtenus par Amarti et al. (2010) ont montré
que les majeurs composés de 1’huile isolée des parties aériennes de T. algeriensis de Maroc
sont camphor (27,7%), a-pinéne (20,5%), a-thujéne, B-pinéne, 1,8-cinéole et une faible

quantité de thymol (0.15%).

2.2. Analyse chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Quarante huit molécules ont été identifiées pour I’huile essentielle de R. officinalis,
représentant 86.18% du total de ’essence. Ce taux est plus élevé que celui obtenu par
Derwich et al. (2011) qui ont rapporté un total identifié de 65.61% de I’huile extraite des
feuilles de R. officinalis. Selon les résultats obtenus par Zaouali et al. (2013), le taux le plus
élevé a été observé au stade végétatif (87.3%) suivi de stade fructification (83.8%) et enfin le
stade floraison (81.3%) en outre, la quantité des molécules identifiées varie suivant 1’organe
étudié (feuilles, fleurs, tiges).

Les composés majeurs détectés dans notre essence sont camphor (17.09%) suivi de Z-
B-ociméne (10.88%), isobornéol (9.68%), o-bisabolol (7.89%), bornéol (5.11%), trans
caryophyllene (4.40%) et a-terpinéol (4.03%) (Tableau 3). L’huile essentielle de R. officinalis
est caractérisée par 1’absence de 1,8-cinéole, B-caryophyllene et la présence d’une faible
quantité de caryophyllene oxide, a-pinéne, camphéne, bornyl acetate, 5-cadinéne et myrcéne ;

molécules identifiées comme constituants majeurs dans plusieurs études: 1,8-cinéole
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(40.0%), camphor (17.9%), a-pinéne (18.25%), PB-pinéne (4.58%), camphene (11.8%),
caryophyllene oxide (11.4%), B-caryophyllene (16.68%), bornyl acetate (9.63%), 6-cadinéne
(9.57%), myrcene (9.0%) (Zaouali et al., 2010; Derwich et al., 2011; Laborda et al., 2013;
Zaouali et al., 2013). Contrairement a nos résultats, Z-p-Ocimene, isobornéol n’ont pas été
identifiés par les études précédentes et a-bisabolol a été détecté en trés faible quantité.

Les différences détectées entre le profile chimique de 1’huile de T. algeriensis et R.
officinalis et celui des autres huiles chez les mémes espéces peuvent étre attribuées a 1’origine
géographique de ’espeéce, les conditions environnementales (climatiques et variations des
sols), stade de développement et/ou saison au cours de la collecte et organe végétatif utilisé

pour I’hydrodistillation.

2.3. Analyse chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis

Concernant S. officinalis, 33 molécules ont été identifiées, représentant 74.32% du
total de I’huile essentielle. Les composés majeurs sont B-thujone (16.44%) suivi de
viridiflorol (10.93%), camphor (8.99%), 1,8-cinéole (8.11%), trans-caryophylléne (5.85%) et
a-humuléne (4.69%). Caryophylléne oxide (3.72%), a-thujone (3.62%) et bornéol (3.13%)
ont relativement présenté de faibles concentrations (Tableau 4).

Nos résultats s’accordent avec plusieurs études, notamment en ce qui concerne les
constituants principales (a-thujone, B-thujone, camphor, 1,8-cinéole, bornéol et a-humulene)
(Longaray Delamare et al., 2007; Pinto et al., 2007; Hayouni et al., 2008; Glisic et al., 2010;
Laborda et al., 2013). Notre huile contient un taux élevé de viridiflorol, cela concorde avec
les résultats de Radulescu et al.(2004) qui ont obtenu un taux de 11.71% de cette molécule.
1-octen-3-ol, a-pinéne, B-pinéne, camphéne ont présenté des taux faibles dans notre étude
mais ont été caracterisés par des concentrations plus élevées dans d’autres travaux (Radulescu

et al., 2004; Longaray Delamare et al., 2007; Pinto et al., 2007; Hayouni et al., 2008; Laborda
56



Résultats et discussion

et al., 2013). De plus, p-eleméne, 3-Gurjunéne n’ont pas été trouvés dans notre échantillon
mais ils ont montré des quantités élevées chez d’autres S. officinalis de Brésil et Tunisie
(Longaray Delamare et al., 2007; Hayouni et al., 2008).

La composition chimique des huiles essentielles des espéces de Salvia est influencée
par le facteur génétique et environnemental (Cardile et al., 2009), la saison (Kamatou et al.,
2008), les conditions agronomiques, le stade de développement, le moment de collecte et la
méthode d’extraction (Laborda et al., 2013). Ainsi, la concentration des molécules de I’huile
essentielle de S. officinalis varie suivant I’origine géographique, la partie de la plante utilisée
pour I’hydrodistillation et la méthode d’extraction (Glisic et al., 2010).

Au cours de notre expérimentation concernant 1’extraction des huiles essentielles
durant les années (2010-2013), le M. vulgare n’a pas montré la présence des huiles
essentielles. Cela peut étre expliqué par le facteur génétique, la région géographique, les
conditions pédoclimatiques, ainsi 1’utilisation de nouvelles techniques d’extraction peut
augmenter le rendement des huiles essentielles extraites chez le marrube blanc comme
I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse température et sous haute

pression ou I’extraction assistée par ultrasons Ou micro-ondes.
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N° Composes Pourcentage Indice de
% rétention IR

1 Heptane 2,54 700
2 | a-Pinene 0,14 935
3 | Camphene 0,12 950
4 | B-Pinene 0,13 978
5 | 1,8-Cineole 6,00 1036
6 | Cis-sabinene hydrate 1,34 1070
7 Linalool 3,93 1109
8 | Thujone 0,92 1118
9 | Camphor 13,62 1157
10 | Pinocarvone 0,76 1167
11 | Borneol 574 1178
12 | 4 Terpineol 1,35 1183
13 | a-Terpineol 3,80 1200
14 | Myrtenol 0,85 1204
15 | Verbenone 1,88 1217
16 | trans-Carveol 0.89 1224
17 | Isobornyl acetate 1,61 1285
18 | Para cymene-7-ol 0,41 1293
19 | Caryophyllene 0,34 1415
20 | Aromadendrene 1,03 1458
21 | a-Amorphene 0,17 1471
22 | Germacerene D 0,12 1478
23 | a-Muuralene 0,45 1494
24 | y-Cadinene 0,49 1510
25 | Endobourbananol 0,99 1516
26 | Caryophyllene oxide 3,50 1592
27 | Veridiflorol 4,00 1606
28 | Ledol 1,26 1615
29 | Humulene oxide 0,56 1620
30 | a-Copene 0,52 1624
31 | Tau cadinol 2,25 1652
32 | B-Fudesmol 1,21 1664
33 | a-Cadinol 2,27 1668
34 | Cis-z-a-Bisabolene epoxide 2,55 1833
35 | Iso spathulenol 0,29 1866
36 | B-Qulopenane 0,47 1965
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Tableau 3. Composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

N° Composés Pourcentage Indice de
% rétention IR

1 | a-Pinene 0,71 935
2 | Camphene 1,22 950
3 | B-Pinene 1,06 979
4 | 1-Octene-3-ol 0,21 984
5 p-Myrcene 0,40 991
6 | a-Phellandrene 0,11 1006
7 | 6-3-Carene 0,04 1011
8 | a-Terpinene 0,23 1018
9 | B-Ocimene Z 10,88 1038
10 | y-Terpinene 0,53 1059
11 | Cis hydrate sabinene 0,49 1070
12 | Terpinolene 0,52 1087
13 | a-Thujone 1,19 1118
14 | Camphor 17,09 1158
15 | Isoborneol 9,68 1164
16 | Pinocarvone 0,14 1169
17 | Borneol 511 1177
18 | L Terpinol 2,97 1185
19 | o-Terpinol 4,03 1199
20 | Myrtenol 0,28 1202
21 | Trans Carveol 0,25 1222
22 | Bronyl acetate 1,79 1284
23 | Thymol 0,56 1289
24 | Carvacrol 0,25 1299
25 | a-Cubebene 0,26 1344
26 | Eugerol 0,40 1356
27 | a-Ylangene 0.26 1367
28 | a-Copaene 0.81 1372
29 | B-Bourbonene 0.15 1380
30 | B-Cubebene 0.12 1384
31 | Methyl egerol 0.29 1399
32 | Trans caryophyllene 4.40 1420
33 | a-Humulene 0.69 1450
34 | Germacrene D 0.23 1478
35 | p-Bisabolene 0,52 1502
36 | y-Cadinene 1,01 1511
37 | 8-Cadinene 2.17 1521
38 | Cadinen 1,4-diene 0.26 1529
39 | Cis-a-Bisabolene 0.41 1534
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40
41
42
43
44
45
46
47
48

a-Calacarene
Caryophyllene oxide
Tau cadinol

Methyl jasmonate
a-Cadinol
[-Bisabolol
a-Bisabolol
a-Santalol
a-Sinensol

0.29
2,19
1,03
0,87
0,97
0,31
7,89
0,32
0,34

1540
1585
1645
1652
1661
1675
1699
1704
1763
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Tableau 4. Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia officinalis.

N° Composés Pourcentage Indice de
% rétention

1 | Heptane 0.17 700
2 | o-Pinene 0.19 935
3 | Camphene 0.17 950
4 | B-Pinene 0.18 978
5 | Octene-3-ol 0.17 983
6 B-Myrcene 0.23 991
7 | 1,8-Cineole 8.11 1036
8 | p-Ocimene 0.03 1047
9 | y-Terpinene 0.14 1058
10 | Cis sabinene hydrate 0.09 1070
11 | a-Thujone 3.62 1109
12 | B-Thujone 16.44 1131
13 | Camphor 8.99 1160
14 | Borneol 3.13 1175
15 | Terpineol 1.44 1183
16 | a-Terpinol 0.64 1194
17 | Myrtenol 0.61 1200
18 | Trans carveol 0.13 1221
19 | Pulegone 0.36 1240
20 | Bornyl acetate 1.86 1285
21 | Sabinyl acetate 0.50 1288
22 | Thymol 0.12 1297
23 | Carvacrol 0.36 1306
24 | Myrtenyl acetate 0.24 1321
25 | Piperitenone oxide 0.21 1364
26 | B-Bourbanene 0.18 1380
27 | Caryophyllene trans 5.85 1421
28 | a-Humulene 4.69 1455
29 | Aromadendrene 0.20 1459
30 | Germacerene D 0.17 1471
31 | Cis calamenene 0.32 1519
32 | Caryophyllene oxide 3.72 1593
33 | Viridiflorol 10.93 1612
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Figure 4: Composés chimiques majeurs des HE de T. algeriensis, R. officinalis

et S. officinalis
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3. Activité antibactérienne des huiles essentielles
3.1. Méthode de diffusion sur disques

L’activité antibactérienne des trois huiles essentielles extraites de T. algeriensis, R.
officinalis et S. officinalis évaluée in vitro vis-a-vis de trois souches bactériennes par la
méthode de diffusion de disques a montré que les trois essences ont exerce différents effets
antibactériens envers les bactéries testées.

La méthode de diffusion de disques a montré que I’huile essentielle de T. algeriensis
et S. officinalis ont présenté des diamétres d’inhibition élevés vis-a-vis de S. aureus (17.3
0.58, 15.5 £ 0.50 mm) respectivement et le méme diamétre d’inhibition envers E. coli (15 *
0.00 mm). Alors que ces deux essences ont enregistré un diametre d’inhibition faible envers
P. aeruginosa (10 = 0.50 mm). L’huile de R. officinalis a présenté des zones d’inhibition
moyennes Vvis-a-vis de S. aureus, E. coli et P. aeruginosa (13.5 + 0.50, 13.1 + 0.29, 12.1 +

0.29 mm) respectivement (Figure 5, 6, 7).
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Figure 5: Effet antibactérien de 1’huile essentielle de T. algeriensis sur les trois souches

bactériennes testées
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Figure 6: Effet antibactérien de 1’huile essentielle de S. officinalis sur les trois souches

bactériennes testées
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Figure 7: Effet antibactérien de 1’huile essentielle de R. officinalis sur les trois souches

bactériennes testées
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3.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour confirmer les effets d’inhibition de croissance exercés par les trois huiles
essentielles & partir des diamétres d’inhibition, la concentration minimale inhibitrice a été
déterminée. Les valeurs de CMI obtenues peuvent étre classifiées selon les niveaux standards
de CMI établis par Aligiannis et al. (2001) (inhibiteurs puissants : CMI jusqu’a 500 pg/ml,
inhibiteurs moyens : CMI entre 600 et 1500 pg/ml, inhibiteurs faibles : CMI a partir de 1600
pg/ml). L’huile de T. algeriensis et S. officinalis ont exercé un effet trés fort envers
Staphylococcus aureus a une faible CMI (0.20 mg/ml). L’huile de T. algeriensis a présenté
une faible activité vis-a-vis de Escherichia coli et Pseudomonas areruginosa a des valeurs
¢levées de CMI (2.5, 1.66 mg/ml) respectivement. L’essence de S. officinalis a aussi présenté
un faible effet envers Escherichia coli a une CMI de (1.66 mg/ml). En outre, cette huile s’est
montrée inactive envers Pseudomonas areruginosa (CMI > 3.33 mg/ml). L’huile de R.
officinalis a présenté une tres faible activité inhibitrice vis-a-vis de Staphylococcus aureus
avec une CMI élevée (3.33 mg/ml). De plus, cette essence apparait inactive a 1’égard de
Escherichia coli et Pseudomonas areruginosa (CMI > 3.33 mg/ml).

Nos résultats de I’activité antibactérienne sont relativement en accord avec plusieurs
recherches en particulier en ce qui concerne la résistance de P. aeruginosa vis-a-vis des trois
huiles testées.

Il a été rapporté que I’huile essentielle extraite de T. algeriensis ne s’est pas montrée
active ou a exercé un effet faible sur S. aureus CFSA2, un isolat environnemental, qui s’est
montré résistant a cette essence avec un diamétre d’inhibition faible (9.33 mm). En outre, un
échantillon de la méme espéce médicinale contenant le thymol comme composé majeur est
plus active qu’une huile caractérisée par la présence d’une faible quantité ou trace de ce

composé phénolique (Hazzit et al., 2009).
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Zouari et al. (2011) ont montré que 1’huile de T. algeriensis a exercé des zones d’inhibition
moyennes (14 et 14.5 mm) et des concentrations minimales inhibitrices (CMI) élevées sur
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, de plus les bactéries
Gram positives ont été trouvées plus sensibles a I’huile de T. algeriensis que les bactéries
Gram négatives. Nikoli¢ et al. (2014) ont observé que ’essence de T. algeriensis a présenté
un effet antibactérien similaire sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas
aeruginosa (IBR P001), un clinique isolat d’oreille, & la méme CMI (80 pg/ml).

Selon ces auteurs, I’activit¢ antimicrobienne des huiles extraites des espéces
appartenant au genre Thymus est liée a la présence d’un taux élevé de thymol mais qui n’est
pas le seul composé responsable de I’effet antimicrobien ; le rdle des constituants moins
abondants doit étre pris en considération. Plusieurs recherches ont montré que I’effet
antimicrobien puissant des essences des espéeces de Thymus est en relation avec leur teneur
élevée en thymol et carvacrol (Giordani et al., 2008; Hazzit et al., 2009; Ruiz-Navajas et al.,
2012). Ainsi, carvacrol est un inhibiteur antimicrobien plus puissant que camphor et 1,8-
cinéole mais le type de la souche bactérienne exerce aussi son influence sur I’effectivité de
I’huile essentielle testée (Ruiz-Navajas et al., 2012).

Longaray Delamare et al. (2007) ont trouvé que I’huile essentielle de S. officinalis a
exercé un effet trés faible sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus, cela ne concorde pas
avec nos résultats et peut étre attribué au type des souches bactériennes testées. Mais
Pseudomonas aeruginosa s’est montrée toujours résistante selon ces auteurs. Nos résultats
concernant les diametres de la zone d’inhibition et les CMI ne sont pas complétement en
accord avec ceux publiés par Hayouni et al. (2008) qui ont montré que 1’essence de S.
officinalis n’est pas active vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923 et a exercé une
forte activité envers E. coli ATCC 25922, alors que Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

s’est montrée la plus résistante.
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L’activité antimicrobienne de I’huile de S. officinalis peut étre essentiellement
attribuée a la présence de concentrations élevées de camphor, 1,8-cinéole, a-thujone et B-
thujone (Radulescu et al., 2004; Longaray Delamare et al., 2007). Plusieurs études ont
confirmé que les bactéries Gram positives comme Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 sont plus sensibles aux huiles des espéces du genre
Salvia que les bactéries Gram négatives comme Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Kamatou et al., 2007; Cardile et
al., 2009; Tenore et al., 2011).

Nos résultats concernant 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de R.
officinalis, estimée par le diamétre d’inhibition, ne sont pas complétement en concordance
avec multiples travaux. Zaouali et al. (2010) ont observé une forte activité de I’huile de R.
officinalis vis-a-vis de E. coli ATCC 10536 avec des zones d’inhibition importantes (18 mm)
et des activités moyennes vis-a-vis de S. aureus ATCC 6538 (14 mm), alors que P.
aeruginosa ATCC 9027 s’est montrée résistante ou a présenté des zones d’inhibition trés
faibles (7.5 mm). Derwich et al. (2011) ont observé des effets moyens envers Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et selon leurs résultats, I’efficacité de
I’huile de R. officinalis a été attribuée au composé majeur a-pinéne. Quelques études ont
expliqué I’activité de cette essence Vis-a-vis des bactéries Gram positives et Gram négatives
par la présence d’une concentration élevée de a-pinéne, B-pinéne et 1,8-cinéole (Sivropoulou
et al.,1997; Moghtader et Afzali, 2009).

Les activités biologiques des huiles essentielles sont généralement liées a leur profile
chimique et leur potentiel a inhiber la croissance microbienne peut étre partiellement expliqué
par la variation de leur composition chimique (Kamatou et al., 2007).

Les huiles essentielles sont constituées d’un mélange complexe de molécules

différentes et la détermination des constituants responsables de I’activité antimicrobienne est
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difficile (Hazzit et al., 2009). En réalité, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles est
le plus souvent attribuée a leurs composés majeurs, mais plusieurs recherches ont suggéré que
I’effet synergique et antagoniste des composés majeurs et mineurs doit étre pris en
considération pour expliquer leurs activités biologiques (Burt, 2004; Longaray Delamare et
al., 2007; Zouari et al., 2011; Ben Mansour et al., 2013).

Il a été fréquemment rapporté que les bactéries Gram négatives sont moins sensibles
que les bactéries Gram positives aux huiles essentielles et leurs composés (Cardile et al.,
2009; Tenore et al., 2011; Ben Mansour et al., 2013). Cette susceptibilité différentielle a
I’effet des huiles essentielles a ¢été¢ attribuée a la présence d’une paroi cellulaire
lipopolysaccharide, chez le groupe Gram negatif, qui limite la diffusion des molécules
hydrophobes et empéche leur pénétration a la cellule bactérienne (Burt, 2004; Ruiz-Navajas et
al., 2012).

La résistance des bactéries Gram négatives vis-a-vis de I’effet des huiles essentielles
est due a la présences d’une paroi lipopolysccharide (Nikaido et Vaara, 1985). L’absence de
cette barriére chez les bactéries Gram positives permet un contact direct des constituants
hydrophobes des huiles essentielles et la bicouche phospholipidique de la membrane
cytoplasmique ce qui permet leur solubilisation dans la membrane et provoque une
déformation de sa structure et une augmentation de sa perméabilité. Ces modifications
entrainent une fuite d’ions et des constituants intracellulaires et des troubles dans le systeme
enzymatique chez la bactérie testée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995 ; Cowan, 1999).

Cependant Burt (2004) a rapporté que les bactéries Gram+ ne sont pas souvent plus
sensibles a I’action des huiles. L’inhibition exercée par les huiles essentielles sur les bactéries
peut étre attribuée a plusieurs facteurs comme le type des constituants chimiques de I’essence
et leurs quantités, le type du microorganisme testé, la solubilité de 1’huile ou non dans le

milieu de culture, le facteur génétique de I’espece végétale et son origine géographique et les
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variations de la susceptibilité des souches bactériennes envers les huiles essentielles
appliquées (Pattnaik et al., 1997 ; Marino et al., 2001; Hayouni et al., 2007 ; Longaray
Delamare et al; 2007).

Le potentiel antibactérien des huiles essentielles isolées de différentes especes
végétales a été largement étudi¢ mais le mécanisme d’action des essences n’a pas été élucidé
de facon détaillée. A cause du nombre élevé de composes chimiques entrant dans la
composition des huiles essentielles, I’activité antibactérienne ne peut pas étre expliquée par un

seul mode d’action mais il y a plusieurs mécanismes qui agissent au sein de la cellule

bactérienne (Burt, 2004).
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Photo 6 : Effet des HE de T. algeriensis, S. officinalis et R. officinalis sur la croissance de
E. coli.
(A) : Effet de HE de T. algeriensis, (B) : Effet de HE de S. officinalis, (C) : Effet de HE de

R. officinalis (Photo S. Mehalaine)

Photo 7: Effet des HE de T. algeriensis, S. officinalis et R. officinalis sur la croissance de

S. aureus
(A) : Effet de HE de T. algeriensis, (B) : Effet de HE de S. officinalis, (C) : Effet de HE de

R. officinalis (Photo S. Mehalaine)
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4. Germination in vitro des graines
4.1. Expérimentation 01 : Test préliminaire de germination

La figure 8 illustre le dynamique de germination des graines des quatre plantes. La
courbe de germination de T. algeriensis, M. vulgare et S. officinalis décrit trois phase
importantes. Une premicre phase de latence qui correspond a 1’imbibition des graines ; cette
phase est tres courte (deux jours) pour T. algeriensis mais s’est montrée longue (Six jours)
pour M. vulgare et S. officinalis. Une deuxiéme phase exponentielle correspondant a une
accélération de la germination, qui a commencé au 15°™ jour pour M. vulgare et au 6°™ et
7¢™ jour pour T. algeriensis et S. officinalis respectivement. La troisiéme phase est
stationnaire correspondant a un arrét de la germination et a la constance du nombre de graines
germées aprés 1’obtention du maximum de la capacité germinative au 11°M¢, 23°me gt 27¢me
jour pour S. officinalis, T. algeriensis et M. vulgare respectivement. La courbe de germination
a montré aussi une phase notable correspondant a un arrét de la germination entre le début de
ce processus et la phase ascendante ; cette phase est courte (deux jours) pour T. algeriensis
alors que chez M. vulgare elle est relativement longue et a duré six jours. Au contraire, cette
phase n’a pas été observée chez les graines de S. officinalis. Cette fluctuation caractérisant le
dynamique de germination peut étre attribuée aux caractéristiques des téguments des graines
testées. Au cours de notre manipulation des graines, nous avons observé que 1’enveloppe des
graines de M. vulgare est trés dure contrairement a celle des graines de T. algeriensis et S.
officinalis. Cela peut réduire la vitesse de pénétration de 1’eau et 1’imbibition des graines de

M. vulgare.
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Figure 8 : Courbe de germination des graines des quatre plantes étudiées

En outre, les résultats obtenus ont montré que T. algeriensis a présenté un nombre
élevé de graines germées (28.33 + 2.89) suivi de M. vulgare (17.33 £ 3.21) et S. officinalis
(3.67 = 1.15) ce qui correspond a des taux de germination de 94.43%, 57.76% et 12.23%
respectivement. Au contraire, les graines de R. officinalis n’ont pas germé (Figure 9 ).
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Figure 9: Nombre de graines germées chez les quatre plantes étudiées
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4.2. Expérimentation 02 : Effet de I’acide gibbérellique (GA3)

Le traitement des graines par 1’acide gibbérellique n’a présenté aucun effet significatif
sur le nombre de graines germées chez les quatre especes médicinales (P > 0.05) (Annexe 1).
T. algeriensis a présenté un nombre de graines germées élevé chez le témoin (8 £ 1.73) et 10
+ 0.00 chez les trois doses de la GAsz ce qui correspond a des taux de 80 et 100%
respectivement. M. vulgare a présenté un nombre de graines germées entre 5.33 + 1.53 et 8.67
+ 0.58 ce qui correspond a des taux de 53.30 et 86.70%. R. officinalis a montré un nombre trés
faible, dans 1’ordre de 0.33 £ 0.58 et 1.67 + 0.58 avec des taux de 3.30 et 16.70% . Au

contraire, les graines de S. officinalis n’ont pas germé (Tableau 5).

Tableau 5. Effet de la GAs sur le nombre de graines germées de T. algeriensis, R. officinalis,

M. vulgare et S. officinalis. (%) : taux de germination.

Doses de la GA3
Plante Témoin 125 mg/L 250 mg/L 500 mg/L
T. algeriensis 8+1.73 10 £ 0.00 10 £ 0.00 10 £ 0.00
% 80 100 100 100
R. officinalis 0.33+0.58 |0.33+0.58 1.67 £0.58 0.67 +0.58
% 3.30 3.30 16.70 6.70
M. vulgare 5.33+1.53 7.33+ 2.08 7.33+0.58 8.67 £ 0.58
% 53.30 73.30 73.30 86.70
S. officinalis - - - -
%
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Photo 8 : Expérimentation 01 : Test préliminaire de germination
(A) : T. algeriensis, (B) : M. vulgare, (C) : S. officinalis, (D): R. officinalis

(Photo S. Mehalaine)

Photo 9 : Expérimentation 02 : Effet de I’acide gibbérellique (GA3)
(A) : T. algeriensis, (B) : M. vulgare, (C) : S. officinalis, (D): R. officinalis

(Photo S. Mehalaine)
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Les résultats obtenus du test préliminaire indiquent que les graines de T. algeriensis et
M. vulgare sont capables de germer dans les conditions ambiantes sans prétraitement. Et les
résultats obtenus de I’expérimentation 2 montrent que le traitement par la GAz n’a exercé
aucun effet pour améliorer le nombre des graines germées chez ces deux espéces. Donc a
partir des résultats obtenus des deux expérimentations et selon Baskin et Baskin (2004), nous
pouvons constater que nos graines testées ne sont pas dormantes. Cela peut étre attribué a
I’action de I’acide gibbérellique endogéne et aux conditions expérimentales qui apparaissent
favorables a induire la germination chez T. algeriensis et M. vulgare.

Au cours de la germination, les graines absorbent I’eau qui induit I’expansion et
1’élongation de I’embryon ce qui provoque la sortie de la radicule (Hermann et al., 2007). De
plus, I’embryon est la source de I’acide gibbérellique et en présence de la couche aleurone
dans la périphérie de I’albumen, 1’acide gibbérellique stimule la production de a-amylase,
enzyme responsable de I’hydrolyse des nutriments nécessaires pour la croissance de
I’embryon et le développement des plantules (Hamman et al., 2003; Hopkins, 2003).

La non germination ou le trés faible taux de germination marqués chez les graines de
R. officinalis et S. officinalis au cours des deux expérimentations indiquent que ces graines ne
sont pas capables de germer sous les conditions expérimentales appliquées. Cela peut étre du
au type de dormance et au différentes interactions entre les hormones de croissance endogenes
et la GAz exogéne utilisée.

La dormance est un mécanisme qui permet aux graines d’inhiber leur germination
pour la synchroniser avec les conditions favorables (dormance secondaire) (Baskin et Baskin,
1998; Finkelstein et al., 2008). Alors que la dormance primaire est provoquée par I’effet de
I’acide abscissique pendant le développement de la graine (Bewley, 1997). A partir des
résultats obtenus, les graines de R. officinalis et S. officinalis peuvent contenir une quantité

suffisante de 1’acide abscissique capable de garder la dormance primaire chez ces graines.
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Les gibbérellines sont nécessaires pour la germination des graines en provoquant

I’épuisement de 1’endosperme et 1’élongation des cellules embryonnaires (Miransari et Smith,
2014). Dissanayake et al. (2010) ont rapporté que la GAz a induit la germination et a levé la
dormance chez les graines de Parthenium argentatum mais [’application de I’acide
abscissique a presque empéché leur germination. L’acide abscissique peut totalement exercer
I’effet inverse de celui de 1’acide gibbérellique et la dormance/germination est régulée par
I’équilibre entre les prometteurs (gibbérellines) et inhibiteurs (acide abscissique).
D’aprés Graeber et al. (2010), ’effet inhibiteur de I’acide abscissique sur la germination des
graines réside dans le retard de 1’¢longation de la radicule et 1I’épuisement de 1’endosperme.
De plus, I’excés de 1’acide abscissique empéche ’expansion de 1’embryon ce qui inhibe
I’effet de la gibbérelline sur la croissance de la radicule et par conséquence la suppression de
sa sortie au travers les téguments (Nonogaki, 2008).

D’un autre coté, les cytokinines sont capables de provoquer les divisions cellulaires

(Miller et al., 1955). Selon Gileryiz et al. (2011), la combinaison de la GAs et la Kinétine a
entrainé la levée de la dormance et a augmenté le taux de germination chez les graines de
Stachys germanica. En outre, la quantité élevée de 1’acide abscissique contenue dans ces
graines pouvait &tre uniquement diminuée par la combinaison de la GA3 et la Kinétine.
Khan (1971) a rapporté que les gibbérellines induisent la germination mais ils ne peuvent pas
exercer leur effet en présence de 1’acide abscissique sauf s’il y a une quantité suffisante de la
cytokinine. A cet effet, il apparait qu’il y a une synergie entre les cytokinines et les
gibbérellines pour la régulation de la dormance et la germination (Gileryiz et al., 2011).

Parmi les facteurs extérieurs qui influent sur la germination des graines, la
température. Selon Padilla et Encina (2003), les graines exigent une tempeérature appropriée
pour les différents processus de la germination. Plusieurs recherches ont élucidé 1’effet de la

température sur la germination.
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Padilla et Encina (2003) ont observé qu’une température élevée de (30 °C) s’est montree
adéquate pour ameliorer le taux de germination chez les graines de Annona cherimola.
Cependant, plusieurs études ont démontré que des températures entre (15 et 20 °C) ont levé la
dormance et augmenté les taux de germination chez différentes especes comme (Myrsine
parvifolia et Thymus lotocephalus) (Coelho et al., 2012; Emamipoor et Maziah, 2014; Darrudi
et al., 2015; Ribeiro et Costa, 2015). Ainsi, la soumission des graines a une stratification des
températures basses est un moyen efficace pour lever la dormance chez plusieurs especes
notamment celles des régions tempérées (Baskin et Baskin, 1998).

Les concentrations de la GAz peuvent aussi affecter la germination des graines. Il a été
rapporté que les concentrations optimales de la GAs, capables de lever la dormance, sont entre
250 et 500 ppm (Dissanayake et al., 2010; Giileryiz et al., 2011; Darrudi et al., 2015). De
plus, les doses de I’acide gibbérellique dépendent du niveau de la dormance (Dissanayake et
al., 2010). A cet effet, nous pouvons suggérer que les doses de la GAz appliquées ne sont pas
adéquates pour induire la germination chez R. officinalis et S. officinalis.

Un autre facteur important peut également étre responsable de la non germination des
graines de R. officinalis et S. officinalis; les caractéristiques des téguments des graines
testées. Plusieurs études ont montré que les téguments dures empéchent la pénétration des
régulateurs de croissance vers la graine et la scarification mécanique et chimique peut réduire
I’action inhibitrice exercée par les enveloppes sur I’embryon et permettre 1’entrée du
traitement (Colin, 1985; Dissanayake et al., 2010; Ribeiro et Costa, 2015).

Par ailleurs, I’origine géographique des graines peut influencer leur germination
(Urbanska et Schiitz, 1986; Pérez-Garcia et al., 2003; Guleryiz et al., 2011) et I’examen de la
capacité germinative doit étre réalisé sur plusieurs populations de la méme espéce végetale

(Coelho et al., 2012).
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5. Propagation in vitro
5.1. Propagation in vitro de Thymus algeriensis

La combinaison entre I’AIA et la Kinétine a présenté un effet significatif sur la
formation des cals (P < 0.001) et la caulogénése (P < 0.05) chez T. algeriensis (Annexe 2).
L’induction de cals a été observée chez le milieu MS2 (2.5 mg/L AlA, 2.5 mg/L Kin) avec un
faible développement (0.33 + 0.58) et les meilleures formations de cals ont été observées chez
le milieu MS4 (5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) (2.33 £ 0.58) et MS5 (5 mg/L AIA, 10 mg/L Kin)
(2 £ 0.00) suivi du milieu MS3 (2.5 mg/L AlA, 5 mg/L Kin) (1.33 £ 0.58) ce qui correspond a
des taux de réussite entre 3.30 et 23.30%. La caulogenese a été induite uniquement par le

milieu MS3 (0.67 + 0.58) avec un taux de réussite de 6.70% (Figure 10).

3,5
A

2,5

2
1,5 ® Callogéneése
1 Caulogénése
0,5
i :
0

Milieux de culture

Nombre d'explants développés

Figure 10: Nombre d’explants formant des cals et caulogénése chez T. algeriensis
Les barres verticales représentent 1’écartype, les lettres majuscules représentent les groupes
homogeénes et hétérogenes pour la callogénese, les lettres minuscules représentent les groupes

homogeénes et hétérogenes pour la caulogénése selon le test de Tukey.
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5.2. Propagation in vitro de Rosmarinus officinalis

La combinaison entre 1I’ATIA et la Kinétine a exercé un effet significatif sur la
callogénése (P < 0.001) et la caulogénese (P < 0.001) chez R. officinalis (Annexe 2).
L’initiation de cals a été observée chez le milieu MS4 (5 mg/L AlA, 5 mg/L Kin) avec une
valeur tres faible (0.33 £ 0.58). Le milieu MS3 (2.5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) a présenté la
meilleure formation de cals (5.67 + 0.58) suivi du milieu MS5 (5 mg/L AIA, 10 mg/L Kin)
(2.33 £ 0.58) ce qui correspond a des taux de réussite de 3.30, 56.70, 23.30% respectivement.
La caulogénése a été entrainée par le milieu MS3 (0.33 + 0.58) et une formation plus élevée,
de pousses feuillées, a été provoquée par le milieu MS5 (1.67 £+ 0.58) avec des taux de

réussite de (3.30, 16.70%) respectivement (Figure 11).
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Figure 11: Nombre d’explants formant des cals et caulogénése chez R. officinalis
Les barres verticales représentent 1’écartype, les lettres majuscules représentent les groupes
homogeénes et hétérogenes pour la callogénese, les lettres minuscules représentent les groupes

homogeénes et hétérogenes pour la caulogénése selon le test de Tukey.
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5.3. Propagation in vitro de Marrubium vulgare

L’interaction entre I’AIA et la Kinétine a présenté un effet significatif sur la
callogénése (P < 0.001) et la caulogénese (P < 0.05) chez M. vulgare (Annexe 2). L’induction
de cals a été observée chez le milieu MS2 (2.5 mg/L AIA, 2.5 mg/L Kin), MS3 (2.5 mg/L
AlA, 5 mg/L Kin) et MS4 (5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) avec les meilleures formations de cals
(3.67 £ 0.58) et (3.33 £ 1.53) ce qui correspond a des taux de réussite de 36.70 et 33.30%
respectivement. L’initiation de la caulogénése a été marquée chez le milieu MS4 avec une
faible formation de pousses (0.33 + 0.58) et avec une formation plus élevée chez le milieu
MS3 (1.33 + 1.15) ce qui correspond a des taux de réussite de 3.30 et 13.30% respectivement

(Figure 12).
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Figure 12: Nombre d’explants formant des cals et caulogénése chez M. vulgare
Les barres verticales représentent 1’écartype, les lettres majuscules représentent les groupes
homogeénes et hétérogenes pour la callogénese, les lettres minuscules représentent les groupes

homogeénes et hétérogenes pour la caulogénése selon le test de Tukey.
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5.4. Propagation in vitro de Salvia officinalis
Pour S. officinalis, nous n’avons pas observé I’induction de cals chez toutes les

combinaisons de I’AIA et la Kinétine appliquées, en effet la caulogénése n’a pas été obtenue.

Photo 10 : Callogénese et caulogénese

Al: cals, A2: caulogénése (R. officinalis), B1: cals, B2: caulogénése (T. algeriensis), C1: cals,

C2: caulogénese (M. vulgare) (Photo S. Mehalaine)

En multiplication végétative, il y a un seul aspect fondamental qui détermine la
régénération des especes végétales a partir de fragments prélevés de différentes parties de la
plante ; c’est ’aptitude de la matiére végétale a proliférer et a se dédifférencier (Ozenda,
2006).

En culture in vitro des explants de petites tailles, 1’activit¢ des régulateurs de
croissance oriente la régénération soit vers le stade caulogéne, rhizogene, callogéne, ou vers le

stade reproducteur (Augé et al.,1989).
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A partir des résultats obtenus, nous avons pu déterminer les concentrations de I’AIA
et la Kinétine combinées qui peuvent induire la formation de cals et de nouvelles pousses.
Selon Hopkins (2003), I’auxine stimule la croissance et la différentiation cellulaire ainsi que
I’élongation des rameaux. Les cytokinines induisent les divisions cellulaires (Miller et al.,
1955). En outre, I’effet de la cytokinine est exercé en présence de ’auxine (Guignard, 2000).
Shekhawat et al. (2015) ont rapporté que les cytokinines apparaissaient responsables de la
division, 1’élongation cellulaire et 1’induction de jeunes rameaux. Et I’application des
cytokinines (BAP ou Kin) a provoqué I’initiation des bourgeons végétatifs a partir des
segments des entre nceuds chez 1’espéce Morinda coreia. Ainsi, la combinaison entre la Kin et
I’AlA a entrainé la formation des cals.

Dans leur étude, Kousalya et Narmatha Bai (2016) ont montré que 1’application de la
BAP et la Kin a augmenté le nombre des jeunes rameaux. De plus, I’utilisation de I’auxine
(NAA) seul ou combinée avec plusieurs cytokinines a stimulé la formation des cals chez
I’espéce Canscora decussate.

Chez I’espece Ipomoea sepiaria, la meilleure prolifération des jeunes rameaux a été
obtenue par 1’application de 6-benzyladenine (BA) et NAA (Cheruvathur et al., 2015).

Par ailleurs, la composition du milieu de culture utilisé affecte extrémement la
stimulation ou I’inhibition de la croissance in vitro des plantes. Selon Misra et Chaturvedi
(1991), I’efficacité des cytoknines pour induire la caulogénese chez Rosmarinus officinalis est
influencée par la présence des sels minéraux dans le milieu de culture comme, par exemple,
NH4NO3, KNOs et CaCl.

De nombreuses recherches ont montré que le choix du type du milieu de culture est
important pour réussir le développement des explants et le milieu Murachige et Skoog ainsi
que I’auxine (AIA) et la cytokinine (Kin), avec une large série de concentrations, ont été

utilises dans plusieurs expérimentations in vitro pour produire différentes espéces. En outre, la
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concentration optimale de I’AIA et la Kin dépend extrémement des explants utilises et des
espéces vegetales régénérées.

Dans notre expérimentation, nous avons obtenu indépendamment les cals et la
caulogénese aprés trois mois, alors que certains chercheurs ont obtenu la callogénése et la
caulogénese en une période tres courte (Panizza et Tognoni, 1988; Cheruvathur et al., 2015;
Shekhawat et al., 2015). Cela peut étre expliquée par le type et la taille des explants utilisés
pour propager les especes végétales en question.

Panizza et Tognoni (1988) ont observé que le taux de cals formés dépend du type de
I’explant de départ (fleur, feuille, entre nceuds). Et Selon Augé et al. (1989), la mise en culture
des explants constitués de tissus différenciés, tels que les fragments de tiges, de racines et de
feuilles provoque un retour en arriére complet pour redonner aux cellules la capacité d’entrer
d’abord en division puis de retrouver un pouvoir organogéne. Pour ce type d’explants, toutes
les parties d’une plante sont susceptibles de suivre le processus de dedifférenciation suivi
d’une nouvelle organisation. D’une maniére générale, ce sont les feuilles et les tiges jeunes

qui présentent les meilleures réactions. Mais ici, la différence entre les especes est grande.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source potentielle de principes actifs, comme
les huiles essentielles, ayant des propriétés thérapeutiques et couvrant différents champs
d’activités biologiques. L’utilisation excessive des plantes médicinales a contribué a un
épuisement important de cette source naturelle et 1’¢tablissement de stratégies pour leur
production et leur conservation est indispensable.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la composition chimique et
I’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles extraites des quatre plantes
médicinales collectées de la région semi aride algérienne (Ain Beida) : Thymus algeriensis,
Rosmarinus officinalis, Marrubium vulgare et Salvia officinalis. La capacité germinative et la
propagation in vitro de ces especes ont été aussi évaluées.

v" L’hydrodistillation a donné des rendements des huiles essentielles estimés a :

1.08 = 0.02% pour T. algeriensis, 0.88 + 0.00% pour R. officinalis et 0.65 + 0.01% pour S.

officinalis. Au contraire, M. vulgare n’a pas montré la présence des huiles essentielles.

L’analyse chimique des essences par la technique CG/SM a montré la présence des composés
chimiques majoritaires qui conferent aux huiles essentielles leurs propriétés biologiques.
v Les composés majeurs de I’huile essentielle de T. algeriensis sont: camphor, 1.8-
cinéole, borneol, viridiflorol, linalool, a-terpineol et caroyophyllene oxide.
v Pour I’huile de R. officinalis, les constituants majeurs sont : camphor, Z-p-ociméne,
isobornéol, a-bisabolol, bornéol, trans caryophyllene et a-terpinéol.
v Ceux détectés dans I’huile essentielles de S. officinalis sont : B-thujone, viridiflorol,
camphor, 1,8-cineole, trans-caryophyllene, a-humuléne, caryophylléne oxide, o-

thujone et bornéol.
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Les tests de I’activité antibactérienne ont indiqué que :

v/ S. aureus s’est montré sensible a I’huile de T. algeriensis et S. officinalis ; les
diamétres d’inhibition marqués sont élevés et la CMI est faible (0.20 mg/ml).

v E. coli s’est montré résistant aux essences de T. algeriensis et S. officinalis ; avec des
valeurs de CMI élevées (2.5, 1.66 mg/ml) respectivement.

v La souche bactérienne P. aeruginosa a exercé une résistance importante aux essences
de T. algeriensis et S. officinalis avec des diamétres d’inhibition faibles et CMI élevée
(CMI =1.66 et CMI > 3.33 mg/ml) respectivement.

v Les trois bactéries testées se sont montrées résistantes a I’huile essentielle de R.
officinalis ; en présentant des valeurs de CMI élevees (CMI=3.33 et CMI > 3.33
mg/ml).

Le test préliminaire de la germination in vitro a montré que :

v' Les graines de T. algeriensis et M. vulgare présentent un pouvoir germinatif
important ; elles sont capables de germer a la température ambiante et a 1’obscurité
continue en présentant des taux de germination élevés (94.43, 57.76 %)
respectivement, contrairement a celles de R. officinalis et S. officinalis.

v’ Le traitement par ’acide gibbérellique (GA3) n’a exercé aucun effet significatif pour
améliorer le taux de germination chez R. officinalis et S. officinalis. En outre, les
graines traitées par la GAs et le témoin de T. algeriensis et M. vulgare n’ont pas
révélé une différence significative et ont enregistré toujours des taux de germination
élevés (80 a 100%), (53.30 a 86.70%) respectivement.

Les résultats obtenus de I’expérimentation de la propagation in vitro ont indiqué que :
I’application de I’AIA et la kinétine combinées a exercé des effets significatifs sur la

callogenese et la caulogénése chez T. algeriensis, R. officinalis et M. vulgare.
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v Les milieux MS4 (5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) et MS5 (5 mg/L AIA, 10 mg/L Kin) ont
induit les meilleures formations de cals chez T. algeriensis avec des taux de réussite de
20 et 23.30% et la caulogénése a été induite seulement par le milieu MS3 (2.5 mg/L
AIA, 5 mg/L Kin) avec un taux faible (6.70%).

v" Le milieu MS3 (2.5 mg/L AIA, 5 mg/L Kin) a présenté la meilleure formation de cals
chez R. officinalis avec un taux de reussite élevé 56.70% et la caulogénése a été
entrainée par le milieu MS3 et relativement augmentée par le milieu MS5 (5 mg/L
AlA, 10 mg/L Kin) avec des taux de (3.30, 16.70%) respectivement.

v Pour M. vulgare, les meilleures formations de cals ont été provoquées par les milieux
MS2, MS3 et MS4 avec des taux de réussite relativement élevés entre 33.30 et
36.70%. Le milieu MS3 a augmenté relativement la caulogénése (13.30%).

v'S. officinalis n’a montré aucun changement morphogénique chez toutes les
concentrations de I’AIA et la Kin appliquées.

En conclusion, la résistance développée par les microorganismes vis-a-vis des
antibiotiques utilisés est un phénomeéne biologique compliqué. A cet égard, la plante reste
toujours la source naturelle qui fournit de nouvelles molécules actives capables de réduire ou
inhiber la croissance bactérienne. Les huiles essentielles de T. algeriensis, R. officinalis et S.
officinalis peuvent fournir des molécules naturelles pouvant constituer une alternative a
I’'usage des antibiotiques synthétisés chimiquement.

A partir des résultats obtenus des deux expérimentations de la germination et la
propagation in vitro, nous pouvons conclure que la levée de la dormance et I’amélioration des
taux de germination chez les graines de R. officinalis et S. officinalis ainsi que 1’induction de
la callogénese et la caulogénese chez S. officinalis et la réalisation de la rhizogénése chez les
autres trois plantes exigent le développement d’autres protocoles et 1’établissement d’autres

stratégies plus efficaces et plus reproductibles.
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Annexe

Annexe 1. Analyse de la variance (ANOVA) de I’effet de la GAs sur la germination des
graines de T. algeriensis, R. officinalis et M. vulgare. NS : Non significatif.

Source DL CM F P

T. algeriensis

GAs doses 3 3.00 4,00 0.052 NS
R. officinalis

GAz doses 3 1.194 3.58 0.066 NS
M. vulgare

GAgz doses 3 5.67 3.09 0.090 NS

Annexe 2. Analyse de la variance (ANOVA) testant 1’effet de I’AlA et la Kin en combinaison
sur la propagation in vitro de T. algeriensis, R. officinalis et M. vulgare. (**: hautement

significatif, ***: tres hautement significatif).

Source DL CM F P
T. algeriensis Callogenese 7 2.928 23.43 0.000 foleiel
Caulogeneése 7 0.166 4.00 0.010 faled
R. officinalis Callogenese 7 12.422 99.38  0.000 xxx
Caulogeneése 7 1.023 12.29 0.000 faleie
M. vulgare Callogenese 7 10.190 27.17 0.000 falaied
Caulogeneése 7 0.660 3.17 0.026 faled
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Annexe 3. Composition chimique du milieu de culture Murachige et Skoog (MS)

(Haicour, 2002).

Macroéléments Quantités (mg/L)

Nitrate d'ammonium (NHsNOs) 1650 mg/L

Chlorure de calcium (CaCl*2H20) 440 mg/L

Sulfate de magnésium (MgSQO4*7H,0) 370 mg/L

Phosphate de potassium (KH2PO,) 170 mg/L

Nitrate de potassium (KNO3) 1900 mg/L
Microéeléments Quantités (mg/L)

Sulfate de manganése (MnSO4*4H0) 22.3 mg/L

lodure de potassium (KI) 0.83 mg/L

Molybdate de sodium (Na2MoO4*2H;0) 0.25 mg/L

Sulfate de zinc (ZnSO4*7H20) 8.6 mg/L

Acide borique (H3BO3) 6.2 mg/L

Chlorure de cobalt (CoCl,*6H,0) 0.025 mg/L

Sulfate de cuivre (CuSO4*5H;0) 0.025 mg/L

Sulfate de fer (FeSO4*7H20) 27.8 mg/L

EDTA (Na2EDTA*2H,0) 37.2 mg/L

Vitamines et additifs organiques Quantités (mg/L)

Myo-Inositol 100 mg/L

Acide nicotinique 0.5 mg/L

Pyridoxine 0.5 mg/L

Thiamine 0.1 mg/L

Glycine 2.0 mg/L

Saccharose 20 g/L

Agar-agar 79/l
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