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 Résumé:    Les tests ont porté sur l’action de P. polymyxa SGK2 à l’égard de  F. graminearum,  F.  
culmorum, F. verticillioides et M. nivale agents de la fusariose du blé dur en Algérie. 
      La technique de confrontation directe en boîtes de Petri met en évidence une action  inhibitrice caractérisée 
par un ralentissement de la croissance mycélienne. Après 7 jours  d’incubation, un arrêt à distance des colonies 
du pathogène est observé. Nous étions également attachés à rechercher le (ou les) moyen utilisé par  P. 
polymyxa SGK2 pour   inhiber la croissance des mycètes tests. Cette capacité naturelle  agit par la synthèse 
d'une (ou des)  substance constitutive inhibitrice de la croissance     des quatre champignons sur le milieu King B, 
d'une (ou des) substance  inductible  inhibitrice de la croissance du  F. culmorum  et F.  graminearum sur le 
même milieu, et d'une (ou des) substance volatile inhibitrice de la croissance  des quatre mycètes sur   les milieux 
King B et PDA.    
 Mots clés: F. culmorum, F. graminearum, F. verticillioides, Fusariose, Lutte biologique,  M. nivale, P. 

polymyxa, Triticum durum. 
 

 

I- Introduction  

 

Les produits chimiques utilisés à l’heure actuelle pour lutter contre les agents responsables 
de la fusariose du blé présentent des inconvénients. La plupart d’entre eux    sont toxiques 
pour les utilisateurs qui entrent en contact avec la substance de préservation. Cela justifie 
les recherches actuellement menées dans ce domaine, qui tendent à mettre au point de 
nouvelles méthodes de lutte moins nuisibles pour l’environnement. Paenibacillus polymyxa 
(syn. Bacillus   polymyxa [1]) représente un certain intérêt car elle appartient au groupe des 
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR) [2]. La promotion de la 
croissance peut s’établir par l’intermédiaire de mécanismes directs ou indirects. Les effets 
directs s’observent dans le cas où  les métabolites produits par la bactérie        
inoculée stimulent la croissance  de la plante indépendamment de la microflore  
rhizosphérique native [3]. Au contraire, un effet indirect s’exerce par un comportement 
compétitif  voire antagoniste de la population introduite, vis-à-vis de populations délétères ou 
pathogènes [4,5]. En Algérie, la lutte chimique n’a pas permis de maîtriser l’évolution 
inquiétante des agents de la fusariose sur une culture de blé de plus en plus importante. Ce 
travail s’intéresse à la mesure de l’action in vitro de P. polymyxa SGK2  sur  F. graminearum, 
F. culmorum, F.verticillioides, et M. nivale, agents de la fusariose du blé dur (Triticum 
durum), et de procéder à la recherche du moyen utilisé par cette souche bactérienne pour 
inhiber la croissance des mycètes tests. 
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II. Matériel et Méthodes 
II.1. Souches microbiennes 
II.1.1. Matériel fongique  
 

      Les 4 champignons qui ont fait l’objet de l’étude ont été fournis par le laboratoire de   
l’Ecole Nationale  Supérieure d’Agronomie (E.N.S.A.) d’El-Harrach (Alger, Algérie). Il s’agit 
de  F. graminearum, F. culmorum, F.verticillioides, et M. nivale (Tab.1) 
    

Tableau 1: Codes et origines des mycètes pathogènes 

 

II.1.2. Origine de la rhizobactérie isolée 

    La souche de P.polymyxa SGK2 utilisée dans ce travail  a été isolée de la rhizosphère du     
blé dur  sur un  sol de Tiaret, cultivé depuis plus de 100 ans par une méthode  immuno-  
Enzymatique (immuno-piégeage) [6]. Elle avait été identifiée et sa diversité recherchée à 
l’aide de différentes méthodes: API (Analytical Profile Index), RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) et  séquençage du gène de l’ARNr16S [7]. Cette souche bactérienne 
appartient  au groupe ERIC-PCR 1 (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-
Polymeras Chain Reaction),  elle fait partie du groupe de souches les plus adaptées à la 
rhizosphère du blé dur et elle est caractérisée par son pouvoir de dégradation du 
xyloglucane et sa capacité à entraver le développement in vitro de plusieurs mycètes 
phytopathogènes [8]. 
 

II.2. Confrontation du champignon et de la bactérie en boîte de Petri  

     Les milieux King B et PDA sont utilisés pour le test de confrontation in vitro. La bactérie   
est  inoculée sous forme d'une strie rectiligne qui partage la boîte en deux parties égales. 
Deux disques, de 5 cm de diamètre, obtenus à l'emporte pièce, d'une culture de  
champignon sur gélose,  sont déposés de part et d'autre de la strie à 1 cm du bord de la   
boîte. Les boîtes témoins ne sont  pas  ensemencées avec la bactérie. Les boîtes sont 
ensuite incubées à l’obscurité pendant 7 jours à 28°C. La durée d’incubation est  prolongée 
pendant 30 jours afin de surveiller la stabilité des résultats obtenus dans ce test.  Au cours 
de cette expérimentation, trois répétitions ont été retenues pour chaque test.  

  
II.2.1. Calcul du pourcentage d'inhibition 
 
    Les mesures de la croissance mycélienne sont prisent quotidiennement et le test s'achève 
lorsque l'une  des colonies aura couvert l'ensemble de la boîte.Pour l'estimation de la 
croissance mycélienne, qui consiste à mesurer quotidiennement (toutes  les 24 heures) le 
diamètre de la colonie mycélienne du champignon pathogène à l'aide d'un pied à coulisse 
[9].L'évaluation de l'inhibition exercée par P. polymyxa SGK2 est estimée par le calcul du    
pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante [10]: 
 

I (%) = 1- (Cn / Co) x 100 
où: 
Cn: le diamètre  moyen des colonies en présence de l'antagoniste. 
Co : le diamètre moyen des colonies témoins. 

Isolat 
N° 

Code Origine Année 
d’isolement 

Espèce 

1 FG04/08 Hd blé tendre ITGC (collet) 2008 F. graminearum 

2 FC01/08 Vitron ITGC (collet) 2008 F. culmorum 

3 FV01/07 Variété Latino INA blé tendre (épis) 2007 F. verticillioides 
4 MN01/08 Vitron INA (collet) 2008 M. nivale 
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II.2.2. Recherche d'une substance active sur le développement des champignons 
II.2.2.1. Recherche d'une substance constitutive  
 
    On répète l'expérience portant sur la confrontation du champignon et de la bactérie en     
boîte de Petri. Cependant, on dépose un disque de gélose prélevé à proximité de la bactérie 
[11].  
 

II.2.2.2. Recherche d'une substance inductible 

    On utilise comme matériel de départ des milieux en boîtes de Petri ensemencés avec le   
champignon et la bactérie. Un disque gélosé provenant de ces boîtes est prélevé dans la 
zone d'inhibition (entre le champignon et la bactérie). Il est placé entre 2 disques gélosés 
supportant le champignon [11].  
 
II.2.2.3. Recherche d'une compétition trophique entre le champignon et la bactérie sur 
les milieux PDA et King B:  
 
    On utilise une boîte ensemencée avec le champignon et la bactérie. Cette boîte doit 
traduire un antagonisme entre la bactérie et le champignon. L'élimination de la moitié de la 
strie centrale en enlevant la gélose et la bactérie permet les interprétations exposées sur la 
figure 1.   

 
 

Figure 1: Lecture des résultats de la recherche d'une compétition trophique. Le champignon reprend sa 

croissance uniformément (1)  du côté ou la bactérie a été éliminée (2a) : pas d’inhibition trophique, par contre il 
y’a une inhibition trophique au niveau du compartiment (2b). Le champignon ne reprend pas sa croissance (3) : 

l’hypothèse de l’inhibition trophique reste possible. 

 
II.2.2.4. Recherche d'une substance inhibitrice volatile sur les milieux PDA et King B 
par l'utilisation de boîtes de Petri compartimentées: 
 
     Le champignon et la bactérie sont ensemencés dans une boîte de Petri à trois  
compartiments. On ensemence le champignon dans l'un des compartiments et la bactérie 
dans les deux autres. Les boîtes témoins sont ensemencées avec le champignon 
uniquement. On observe si la présence de la bactérie entraîne un retard de croissance du  
champignon [11].  

 
III. Résultats et Discussion  
III.1. Test de confrontation in vitro 
Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins est plus 
importante par rapport à celle obtenue avec les différentes confrontations  (Pathogène- 
Antagoniste). Après 7 jours d’incubation, une action inhibitrice exercée par la souche SGK2 
vis-à-vis de la croissance mycélienne a été observée. Les pourcentages d'inhibition, calculés 
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pour les différentes confrontations sur les deux milieux de culture PDA et King B, sont 
indiqués dans le Tableau 2. 
 
Tableau. 2: Pourcentage d'inhibition de la croissance des quatre mycètes tests en présence de   P. 
polymyxa SGK2 après 7 jours d'incubation à 28°C. 

 

Pourcentage d'inhibition (%) 

                         Milieux             
Champignons 

 
King B 

 
PDA 

F. verticillioides  37,41 12,47 

F. culmorum 58,73 0,97 

F.graminearum 70,84 3,13 
M.  nivale 66,11 1,41 

 
     La souche P. polymyxa SGK2 inhibe le développement des champignons dans les 
proportions variant de 37,41 à 70,84%  et de 0,97 à 12,47%  respectivement sur le milieu 
King B et le milieu PDA. F. graminearum semble être le plus sensible sur le milieu King B 
avec un pourcentage d'inhibition de  70,84%, tandis que F. verticillioides semble le plus 
sensible sur le milieu  PDA avec un pourcentage d'inhibition de 12,47%. On peut constater 
que la croissance de F. graminearum, M. nivale et F. culmorum est   fortement inhibée par P. 
polymyxa SGK2 sur le milieu King B, avec un pourcentage d'inhibition  supérieur à 50%, 
alors que dans le milieu PDA, le pourcentage d'inhibition de ces trois champignons est 
inférieur à 4%, ceci laisse supposer que le mécanisme d'action de P. polymyxa SGK2 est 
différent sur les deux milieux de culture. Le fort pouvoir inhibiteur exercé par la souche SGK2 
vis-à-vis du mycète cible sur le     milieu King B carencé en fer peut être expliqué par un 
phénomène de compétition pour cet élément. L'inhibition des mycètes sur le milieu carencé 
en fer peut non seulement être due aux  sidérophores, mais aussi à la production d'une 
substance antibiotique dépendante de la    concentration en fer [12]. Mais le mécanisme le 
plus classique est que les souches sont capables de réduire la croissance de ces agents en 
synthétisant des sidérophores. Alternativement, la concurrence directe pour les aliments est 
un scénario possible.  P.      polymyxa SGK2 se développe plus rapidement par rapport aux 
mycètes  en colonisant  le milieu de culture et en ravissant les éléments nutritifs, c'est le 
phénomène de compétition. Sur milieu PDA, l'inhibition de la croissance du F. graminearum, 
F. culmorum et M. nivale n’était pas bien marquée. Ceci s’expliquerait par la vitesse de 
croissance plus importante de ces mycètes sur ce milieu en comparaison avec celles 
developpées sur le milieu King B. 
 

 
III.2. Recherche du moyen utilisé par P. polymyxa SGK2 pour inhiber la croissance des   
mycètes tests  
III.2.1. Recherche d'une substance constitutive inhibitrice de la croissance des 
champignons 
 
      La gélose prélevée à proximité de la bactérie est placée entre deux disques de gélose 
supportant le champignon. Cette expérience met en évidence une (ou des) substance 
produite par P.  polymyxa SGK2 et active sur la croissance des mycètes tests sur le milieu 
King B. Des chercheurs sont attachés à déterminer le mode d'action de 03 Bacillus et 4 
actinomycètes sur les champignons du bleuissement du bois. Ces bactéries n'agissent ni par 
la synthèse d'une   substance volatile, ni par compétition trophique. L'antagonisme est lié à 
la production d'une ou de plusieurs substances inhibitrices constitutives qui diffusent dans le 
milieu  de culture [10]. Dans le milieu PDA, le disque de gélose supposé contenir la 
substance inhibitrice, ne permet pas l'arrêt de la croissance des quatre mycètes. On peut 
supposer dans ce cas, que  la rémanence de la substance est trop faible pour être mise en 
évidence. En effet, l'expérience dure 7 jours (délai nécessaire au recouvrement par le 
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champignon de la  boîte témoin). Il est possible que la dégradation de la substance 
survienne bien avant la fin de l'expérience. La souche SGK2 semble inefficace sur le milieu 
PDA. Ce dernier  est éliminé des expériences futures (recherche  d'une substance inductible 
inhibitrice de la croissance  des champignons et recherche d'une compétition trophique). 
Dans le cas positif, sur le milieu King B, on constate que la substance inhibitrice de la 
croissance des mycètes tests est toujours active 4 semaines après le début de l'expérience,  
ce qui confirme sa stabilité dans le temps. 
 
III.2.2. Recherche d'une substance inductible  inhibitrice de la croissance des 
champignons  
        
     Certaines bactéries produisent des métabolites de façon constante, c'est à dire  
indépendamment du milieu dans lequel elles se trouvent, d'autres par contre ne les  
produisent qu'en présence d'un inducteur. Dans le cas qui nous intéresse, l'inducteur pourrait 
être une substance produite par le champignon. L'expérience réalisée,  ne permet pas la 
synthèse de ces substances inductibles si elles existent puisque le disque de gélose est 
prélevé d'une boîte de Petri ne contenant que la bactérie. C'est pourquoi  nous avons réalisé 
une seconde expérience où le disque gélosé est prélevé d'une boîte  de Petri dans laquelle 
sont cultivés à la fois la bactérie et le champignon.  Les résultats obtenus à la suite de cette 
expérience sont indiqués dans  le Tableau 3. Le disque gélosé supposé contenir la 
substance inhibitrice prélevé dans la zone d'inhibition (entre le champignon et la bactérie) est 
placé entre deux disques gélosés supportant le champignon, a permis d'entraver uniquement  
la croissance  de F. culmorum et F. graminearum. Ces deux mycètes ont une influence sur la 
production d'antifongiques.Nous avons remarqué aussi que l'inhibition de la croissance des 
mycètes tests était plus     importante en présence de P.  polymyxa SGK2. 
 

Tableau.3: Mise en évidence d'une substance inductible inhibitrice de la croissance des 
champignons. 

 

                        Milieux            
Champignons 

King B 

F. verticillioides  
F. culmorum 
F.graminearum 
M.  nivale 

- 
+ 
+ 
- 

 
- : Le champignon entre en contact avec le disque de gélose 
+: Zone d'inhibition entre le champignon et le disque de gélose 

 
III.2.3. Recherche d'une compétition trophique 
 
     Lorsque la moitié de la strie bactérienne est éliminée du milieu de culture, le champignon 
poursuit sa croissance de façon homogène, qu'il y ait, ou qu'il n'y ait plus  la bactérie. Cette 
expérience montre que la croissance du champignon est ralentie, mais toujours possible 
(Figure.2). L'inhibition de la croissance n'est pas due à une compétition trophique, ou bien la 
substance inhibitrice n'est pas stable. 
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Figure.2: Recherche d'une compétition trophique sur le milieu King B, après 7 jours d’incubation à 
28°C à l’obscurité. 

  
III.2.4.  Recherche d'une substance volatile inhibitrice de la croissance des 
champignons 
 
     Le compartimentage évite le contact entre la gélose supportant la bactérie et la gélose  
sur laquelle se trouve le champignon. On empêche ainsi la diffusion de substances dans  le 
milieu de culture. Seule une substance volatile produite par la bactérie pourra dans  cet essai 
provoquer une inhibition de la croissance du champignon. Les résultats obtenus à la suite de 
cette expérience sont indiqués dans   les figures  3 et 4. Il ressort que, malgré l'absence d'un 
contact direct entre les isolats de Fusarium testés et la souche P.  polymyxa SGK2, cette 
dernière a pu exercer une activité inhibitrice sur le développement des colonies des mycètes 
agressifs. Ceci s'expliquerait par l'aptitude de    l'antagoniste à produire des substances 
volatiles qui sont capables de limiter et même de stopper le développement des agents 
pathogènes. 
 

                                                     

 
Figure.3: Recherche d'une substance volatile inhibitrice de la croissance  du F.graminearum sur le 

milieu King B  après 7 jours d’incubation à 28°C à l’obscurité (Utilisation de boîtes de Petri 
compartimentées). 

 

                                                     

 
Figure. 4: Recherche d'une substance volatile inhibitrice de la croissance du F. culmorum sur le milieu 
PDA après 7 jours d’incubation à 28°C à l’obscurité (Utilisation de boîtes de Petri compartimentées). 

 

F. verticillioides F. culmorum F.graminearum M.  nivale 

Témoin
 Témoin

 
 Témoin  Témoin 

 

Témoin
 Témoin

 
 Témoin  Témoin 

 

SGK2 + F. culmorum 

SGK2+ F. graminearum 
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De même, des chercheurs ont mis en évidence la production d’une substance volatile par la 
souche P. polymyxa E681. En effet, Les résultats ont démontré pour la première fois que 
cette souche produit un mélange volatil qui peut améliorer la croissance des plantes et 
susciter une résistance systémique induite  contre Pseudomonas  syringae en l'absence de 

contact physique avec les plantes [13].  

 

IV. Conclusion et perspectives 

 
 Cette étude a montré l'effet nettement antagoniste de P. polymyxa SGK2 vis -à- vis de  F. 
graminearum, F. culmorum, F. verticillioides, et M. nivale, agents responsables de la      
fusariose du blé en Algérie. En effet, les essais de confrontations entre ces mycètes et 
P.polymyxa SGK2, que ce soit   d'une façon directe sur milieu de culture ou bien à distance, 
ont  révélé une inhibition de la croissance mycélienne des pathogènes testés. Dans le cas de 
la confrontation à distance, malgré l'absence d'un contact direct entre les   pathogènes et 
l'agent antagoniste, une réduction du diamètre des colonies des mycètes est observée par 
rapport au témoin non traité. Cela prouve qu'en plus de son pouvoir de     produire une (ou 
des) substance constitutive, une (ou des) substance inductible, il est donc préférable 
d'appliquer celle- ci afin qu'elle assure une sécrétion continue. P. polymyxa SGK2 peut agir 
par la sécrétion de substances volatiles qui sont capables de     stopper à distance le 
développement de l'agent pathogène. En se basant sur ces résultats, il est d'intérêt 
primordial d'utiliser la souche P. polymyxa SGK2 en tant qu'agent de lutte biologique contre 
la fusariose du blé.  
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 Résumé : Les espèces du genre Paenibacillus secrètent une variété d’enzymes extracellulaires parmi 

lesquelles figurent plusieurs types de β glucanases.  

Nous avons réalisé un test de dégradation du xyloglucane sur 29 souches  isolées par immunopiégeage 

et identifiées à P. polymyxa  par le système API50CHB. Ces souches ont été groupées en séries qui 

correspondent aux échantillons de sols à partir desquels elles avaient été isolées. Des souches de références et 

des souches type E. coli ont été intégrées lors de cette étude pour comparer leur activité à celles des souches 

isolées des sols d’Algérie. 

Les résultats de cette recherche montrent que toutes les souches de P. polymyxa sont capables de 

dégrader le xyloglucane, alors que les souches des espèces testées n’ont pas cette activité. Ces résultats 

semblent suggérer que cette propriété est partagée par tous les P. polymyxa et qu’elle n’est pas liée au sol 

d’origine de nos souches ni à l’ancienneté de culture du blé de ces sols.  Nous avons également montré que la 

xyloglucanase fait partie du pool d’enzymes inductibles qui ne sont normalement présentes qu’à l’état de traces 

dans les bactéries, et dont la synthèse est amplifiée considérablement en présence de leur substrat. 

 

 Mots clés : Paenibacillus polymyxa, xyloglucane, xyloglucanase.  

 

 

I- Introduction  
La rhizosphère est un «réacteur» multi agents d’une grande complexité, dont l’équilibre 

est régi par une multitude de mécanismes fortement corrélés les uns aux autres. 
Dans cet environnement complexe, les interactions entre les micro-organismes et les 

plantes sont variées. De nombreuses bactéries commensales se multiplient sans que leur 
influence sur le développement des végétaux soit bien définie. Certains micro-organismes 
(Fusarium, Pythium, Verticillium) ont une action pathogène qui conduit à une réduction plus 
ou moins marquée du développement des plantes. Il existe aussi des bactéries qui ont une 
activité antagoniste de ces mycètes pathogènes et entraînent donc une amélioration de la 
santé de la plante. 

L’utilisation de ces bactéries en agriculture peut être envisagée dans un objectif de 
lutte biologique contre les mycètes pathogènes du sol. En effet, les maladies fongiques sont 
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classiquement contrôlées par les fongicides, mais ceux-ci ne sont pas toujours efficaces 
contre les pathologies d’origine tellurique comme les fusarioses de pourriture et vasculaires, 
les verticillioses, le piétin échaudage. De plus, ils peuvent être néfastes pour 
l’environnement.  

La prise de conscience de la nécessité de préserver l’environnement en limitant les 
pollutions chimiques oriente les stratégies de lutte contre les maladies et les ravageurs vers 
l’emploi de moyens biologiques pour substituer les moyens chimiques. 

Deux grandes approches sont envisagées : l’une est la démarche classique 
d’amélioration des plantes pour sélectionner des caractères intrinsèques de résistance. Ce 
principe de sélection de variétés plus performantes est connu depuis longtemps et se faisait 
jusqu’à maintenant en effectuant des croisements entre espèces voisines ou écotypes.  Avec 
le développement des techniques de biologie moléculaire, il est devenu possible aussi de 
transformer génétiquement les plantes en leur introduisant des gènes dont la fonction est 
connue. Ces plantes « transgéniques » possèdent un gène supplémentaire dans leur 
patrimoine génétique permettant de résister à un pathogène.  

Jack et al. (1992) [1] ont montré que la même plante transformée par une chitinase 
bactérienne s’est montrée résistante à Rhizoctonia solani. En introduisant dans le tabac un 
gène de chitinase de tabac, Vierheilig et al. (1993) [2] ont obtenu un résultat similaire. 
Toutefois la chitinase ne confère pas de résistance à tous les mycètes. Ainsi, ce tabac n’était 
pas résistant à Cercospora nicotianae [3]. Les auteurs ont tiré la conclusion que la chitinase 
seule n’agit pas sur ce mycète et qu’elle serait plus active en présence de β-1,3-
xyloglucanase. 

L’autre voie possible consiste à utiliser des micro-organismes naturellement 
antagonistes d’agents pathogènes qui, dispersés dans le sol ou apportés par enrobage ou 
encapsulation de semences, peuvent constituer une solution à la fois élégante et 
respectueuse de l’environnement. C’est un changement fondamental de la philosophie de la 
lutte contre les agents phytopathogènes. Une telle conception de la protection des végétaux 
pourrait satisfaire à la fois les exigences économiques, toxicologiques et écologiques. 

L’espèce P. polymyxa est parmi les micro-organismes naturellement antagonistes des 
agents phytopathogènes. En effet, plusieurs travaux montrent une activité antagoniste contre 
les champignons pathogènes suivants : Gaeumannomyces graminis var. tritici [4], 
Penicillium hirsutum [5], Fusarium [6, 7, 8, 9,10], Pythium [11, 12, 13], Phytophthora 
palmivora [14, 15, 16], Aspergillus niger [17], Botrytis cinerea [18] ainsi que contre plusieurs 
bactéries Gram positives et Gram négatives [19, 20, 21]. 

Compte tenu de ce qui précède, il nous a semblé opportun de procéder à la sélection 
des souches xyloglucanases positives sur un milieu nutritif contenant comme seule source 
de carbone et d’énergie du xyloglucane, et ce parmi 29 souches de P. polymyxa. Ce choix 
est guidé par le fait que les travaux réalisés jusqu’à présent concernent l’attaque d’autres 
hydrates de carbone comme la chitine, l’amygdaline et le mélibiose, alors qu’une faible 
attention s’est portée sur la dégradation de ce substrat. Pourtant le pouvoir de dégradation 
de ce polymère pourrait conférer aux souches bactériennes une action antagoniste contre 
certains mycètes phytopathogènes. De plus, la sélection des souches ayant une activité 
xyloglucanasique pourrait présenter un intérêt pratique si l’on se réfère à l’augmentation du 
pouvoir de défense de certaines plantes ayant reçu le gène de la xyloglucanase bactérienne 
contre des mycètes phytopathogènes. En outre, nous avons étudié l’effet de l’âge de la 
culture en blé et de l’origine des souches sur le pouvoir de dégradation de ce polymère. Pour 
finir, nous avons déterminé à quelle phase de la croissance bactérienne cette enzyme est 
synthétisée et à quelle catégorie elle appartient (enzyme constitutive ou inductible). 

 
II. Matériel et Méthodes 

II.1. Souches bactériennes 

II.1.1. Souches de références et de collections  
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Les souches Rhizobium gallicum R602T, Sinorhizobium meliloti 1021, Rhizobium sp. 
YAS34, Pseudomonas brassicacearum NFM421, et E. coli EDCM367 obtenues des 
collections du LEMIR (CNRS, France) ont été utilisées lors de cette étude. Elles ont permis 
de comparer leur activité à celles des souches de P. polymyxa isolées d’Algérie pour le test 
de dégradation du xyloglucane. 

II.1.2. Souches isolées de la rhizosphère du blé dur dans des sols Algériens  

Les vingt neuf (29) souches de P. polymyxa utilisées dans ce travail, consacré à la 
recherche d’une activité xyloglucanasique,  ont été isolées précédemment des sols algériens 
par une méthode immuno-enzymatique *immuno-piégeage*, utilisant comme piège les 
anticorps spécifiques de la bactérie à isoler [22]. Ces souches proviennent de différents sols 
cultivés avec du blé dur (Triticum durum, cv. Waha) plus précisément du sol rhizosphérique 
(Tab. 1). Les souches avaient été identifiées et leur diversité recherchée à l’aide des 
différentes méthodes Analytical Profile Index(API), Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism(RFLP) et séquençage du gène de l’ARNr 16S [23]. 

 

II.2. Dégradation du xyloglucane  

Dans le cadre de la recherche d’une activité xyloglucanasique, la réaction étudiée est 
l’assimilation. Elle se traduit par une croissance de la souche bactérienne quand le 
xyloglucane (Megazyme Sydney, Australia) est utilisé comme seule source de carbone et 
d’énergie.  

Pour faciliter la lecture et la fiabilité du test, nous avons utilisé un produit qui est le 
polymère lié au bleu brillant de Remazol (brillant blue R). La croissance est repérée 
facilement grâce à l’apparition d’une couleur bleue très intense au niveau de la colonie. En 
effet, le colorant qui, lorsque la bactérie dégrade le xyloglucane est libéré, diffuse dans la 
gélose et donne une couleur bleue très caractéristique. 

 

II.2.1. Activité xyloglucanase des souches de P. polymyxa  

Le test a été réalisé en microplaques de 12 puits contenant chacun un volume de 200 
µl de milieu RCV agar additionné de xyloglucane (Solution II 50 mL/L, Tampon phosphate 15 
mL/L, Extrait de levure 0,1 mL/L, Agar 15 g/L, Xyloglucane 1 g/L, Eau distillée qsp 1000 
mL).  

Chaque souche pure est cultivée en milieu liquide TSB/10 (TSB 3 g/L, Eau distillée qsp 
1000mL) pendant 24 h à 30°C et atteint environ 108 bactéries/mL. Des dilutions 10-3 et 10-5 
dans l’eau physiologique stérile 8,5 ‰ KCl sont réalisées. Des volumes de 10 µl de la culture 
dense et des deux dilutions sont ensuite déposés sur le milieu RCV-xyloglucane dans les 
puits de plaque afin de tester des niveaux d’inoculum d’environ 106, 103 et 10 cellules par 
puits.  
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Les microplaques sont incubées à 30° C. Une lecture visuelle des plaques est faite au 
bout de 24 et 48 h.  

 

Tableau 1 : Souches de Paenibacillus polymyxa, origine, âge de culture en blé dur et groupe 
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR) [22, 24]. 

            

 
II.2.2. Production de xyloglucanase au  cours de la croissance de P. polymyxa SGK2 
II.2.2.1. Courbe de croissance de P. polymyxa SGK2 
 

Afin de déterminer à quelle phase de la croissance bactérienne l’enzyme est produite, 
nous avons jugé utile de tracer la courbe de croissance de la souche SGK2. Pour cela, 30 
mL de milieu Luria Bertani "LB"(Tryptone 10g/L, Extrait de levure 5 g/l, NaCl 5 g/L, Eau 
distillée qsp 1000 mL) sont ensemencés avec la souche sont ensemencés avec la souche et 
incubées à 30°C. Des prélèvements de 2 mL sont effectués à différents moments de la 
croissance (Tab. 2) et sont centrifugés à 10.000 trs/mn pendant 10 min. Après centrifugation 
des cultures, les culots cellulaires sont lavés avec 2 mL d’eau ultra pure stérile. 

La densité optique est lue à une longueur d’onde de 600 nm au spectrophotomètre.   

 

 

 

 

Souches Origine Age de culture en blé dur 

(ans) 

Groupe ERIC-PCR 

SGT4 

SGT9 

SGT12 

SGT38 

 

Tiaret 

 

>100 

1 

1 

2 

1 

SGK2 

SGK12 

SGK20 

SGK28 

SGK35 

SGK37 

 

 

Tiaret 

 

 

>100 

1 

5 

4 

4 

5 

6 

SGD1  

SGD4 

SGD7 

SGD8 

SGD12 

SGD13 

SGD17 

SGD18 

 

 

 

IDGC (Institut de 

développement des 

grandes cultures) 

 

 

 

70 

10 

11 

10 

9 

13 

12 

11 

9 

SGZ1 

SGZ5 

SGZ8 

SGZ10 

SGZ11 

SGZ12 

 

 

Hamiz 

 

 

26 

15 

16 

17 

14 

15 

18 

SGH1 

SGH2 

SGH3 

SGH4 

SGH5 

 

 

Hamiz 

 

 

5 

19 

20 

21 

22 

23 
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Tableau 2: Les différents prélèvements effectués pour la réalisation de la courbe de croissance de la 
souche SGK2. 

Prélèvement Age de la culture 

1
er

   5 h 

2
ème

 23 h 30 

3
ème

 25 h 

4
ème

 26 h 30 

5
ème

 28 h 

6
ème

 29 h 30 

7
ème

 47 h 15 

8
ème

 49 h 

9
ème

 50 h 30 

10
ème

 52 h 

11
ème

 53 h 30 

12
ème

 71 h 15 

13
ème

 75 h 15 
 

 

II.2.2.2. Phase de production de la xyloglucanase  

Une fois la courbe de croissance tracée, nous avons procédé à la détermination de la 
phase de production de l’enzyme. 

Pour cela, 10 µl de la culture bactérienne (et de ses dilutions 10-3 et 10-5) âgée de 18, 
20, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 50 et 52 h sont inoculés dans les puits de la plaque contenant 
le RCV-xyloglucane. Trois répétitions sont réalisées. Une lecture visuelle de la galerie est 
faite au bout de 24 et 48 h. 

Une centrifugation de la culture bactérienne de la SGK2 dans du LB et réalisée afin de 
récupérer et tester le surnageant sur un milieu gélosé contenant du xyloglucane comme 
seule source de carbone et d'énergie. 

- Les étapes réalisées sont les suivantes : 

 La souche SGK2 est ensemencée dans le milieu LB puis incubée à 30° C. 

 Après 31 h de croissance, un volume de 1 mL est prélevé et est centrifugé à 13 000 
trs/mn pendant un temps de 15 min puis le surnageant est filtré en utilisant un filtre de 0,45 
µm de diamètre. 

 10 µl du surnageant filtré sont inoculés dans un puits de la plaque contenant le milieu 
RCV-xyloglucane ; trois  répétitions sont réalisées.  

 La microplaque est incubée à 30° C. Une lecture visuelle est faite au bout de 24 h et 
48 h.  

 
III. Résultats et Discussion  
III.1. Activité xyloglucanase des souches de P. polymyxa  
 
    Les enzymes peuvent être divisées en deux catégories selon leur localisation in vivo : les 
endo-enzymes, sont synthétisées et utilisées entièrement à l’intérieur de la cellule ; les exo-
enzymes, sont des enzymes extracellulaires qui diffusent dans les milieux de culture et qui 
ont pour mission de « découper » les grosses molécules de nutriments, incapables de 
pénétrer directement dans la cellule, comme le xyloglucane.  
Nous avons réalisé un test de dégradation du xyloglucane sur vingt-neuf souches de            
P. polymyxa isolées de la rhizosphère du blé dur dans des sols algériens (Fig. 1). 
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Figure 1: Dégradation du xyloglucane par 29 souches de P. polymyxa. L’incubation a lieu à 30° C 
pendant 48 h en microplaques. 1• : Répétition ; 1 : E. coli EDCM367 ; 2 : R. gallicum R602

T
 ; 3 : P. 

brassicacearum NFM421 ; 4 : Sinorhizobium meliloti 1021 ; 5 : Rhizobium sp.YAS34. 

       
La dégradation du xyloglucane par les souches de P. polymyxa en microplaques se traduit 
par l’apparition d’une couleur bleue. Il convient de noter que plus la dégradation du polymère 
est importante, plus l’intensité de la couleur augmente (Fig. 1). 
      Les résultats, synthétisés dans le Tableau 3, montrent que toutes les souches de                  
P. polymyxa sont capables de dégrader le xyloglucane, alors que les souches des espèces 
testées n’ont pas cette activité (Fig. 1). Les trois concentrations de P. polymyxa ont montré 
cette activité, la culture dense ainsi que ses deux dilutions 10-3 et 10-5. 
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Tableau 3: Dégradation du xyloglucane par les 29 souches de P. polymyxa après incubation à 30°C 
pendant 48 heures. 

Souches Culture dense Dilution10-3     Dilution10-5    

SGT4, SGT9, SGT12, SGT38, SGK2, 
SGK12, SGK20, SGK28, SGK35, 
SGK37, SGD1, SGD4,  SGD7, SGD8, 
SGD12, SGD13, SGD17, SGD18, 
SGZ1, SGZ5, SGZ8, SGZ10, SGZ11, 
SGZ12, SGH1, SGH2, SGH3, SGH4, 
SGH5  

 
 
 

+ 

 
 
 

+ 

 
 
 

+ 

E. coli EDCM 367, 
R. gallicum R602 T, 
S. meliloti 1021 
Rhisobium sp. YAS34,  
P. brassicacearum NFM421 

 
 
- 

 
 
- 

 
 
- 

+:Souche capable de dégrader le xyloglucane. 
-: Souche incapable de dégrader le xyloglucane. 

 
      Ces résultats semblent suggérer que cette propriété est partagée par tous les 
P. polymyxa et qu’elle n’est pas reliée au sol d’origine de nos souches, ni à l’ancienneté de 
culture du blé de ces sols. 
 
III.2. Production de la xyloglucanase au cours de la croissance de la souche SGK2 
III.2.1. Courbe de croissance 
 
   Chez les micro-organismes, la croissance représente l’augmentation du nombre des 
cellules ou plus exactement de la concentration cellulaire. 
     La courbe de croissance de P. polymyxa SGK2 cultivée en milieu liquide LB représentée 
par la densité optique en fonction du temps peut-être classiquement  découpée en cinq 
phases (Fig. 2). 
 
    A- Phase d’accélération : elle correspond au démarrage de la croissance. La vitesse de 
croissance augmente d’abord lentement puis plus rapidement. 
 
    B- Phase logarithmique ou exponentielle de la croissance. Les bactéries se multiplient 
sans entrave, le taux de croissance est maximal et constant, le temps de génération est 
minimal. Le taux de croissance est sous la dépendance des conditions environnementales 

comme la température, le pH, la nature et la concentration des aliments. 
 
     C- Phase de ralentissement : elle correspond au point d’inflexion sur la courbe de 
croissance qui indique une diminution de la croissance. Elle est due à l’épuisement du milieu 
de culture du fait de la disparition de un ou plusieurs composés nécessaires à la croissance, 
de l’accumulation de métabolites inhibiteurs et de l’évolution défavorable de l’environnement 
physique (pH). 
 
     D- Phase stationnaire : le milieu devient de moins en moins favorable à la croissance. Le 
nombre des cellules viables reste constant. Il peut correspondre à un équilibre entre le 
nombre de cellules provenant de la division et le nombre de cellules qui disparaissent par 
lyse. Il peut aussi traduire la persistance des P. polymyxa vivants en l’absence de tout 
développement (formation des spores). Cette phase est caractérisée par une diminution ou 
une annulation du taux de croissance. On peut l’attribuer à un certain nombre de causes au 
premier rang desquelles s’inscrirait l’épuisement de l’aliment ou l’accumulation de déchets 
toxiques ou l’évolution défavorable de l’environnement physique (pH). 
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     E- Phase de décroissance ou de déclin : la mortalité des bactéries domine et devient de 
plus en plus importante. Cette mortalité cellulaire s’accompagne de deux phénomènes :  
      • Lyse des bactéries : il s’agit de la destruction des corps bactériens morts par des 
éléments que les cellules libèrent elles-mêmes au moment de leur mort.  
      • Le phénomène d’involution : les cellules se déforment pour aboutir à des éléments non-
viables de morphologie anormale.  

 

 
 
Figure 2 : Courbe de croissance de la souche SGK2. A : phase d’accélération ; B : phase 
logarithmique ; C : phase de ralentissement ; D : phase stationnaire ; E : phase de déclin. 
 

 
III.2.2. Phase de production de xyloglucanase et induction de l’activité  
      L’activité xyloglucanase de la souche SGK2 a été testée pendant les différentes phases 
de croissance décrites.  
      Après 48 h d’incubation de la microplaque une dégradation est observée  pour tous les  
traitements (tab. 4), comme dans l’expérience précédente. 

 
Tableau 4 : Temps d’incubation nécessaire à la souche SGK2 à 30° C pour montrer une activité 
xyloglucanase. 

  

Age (heures) Phase de  croissance Culture dense Dilution 10-3 Dilution 10-5 

18 
20 

Accélération 48 h 48 h 48 h 

24 
26 

Exponentielle 48 h 48 h 48 h 

27 
28 
29 
30 
31 

 
Ralentissement 

 
48 h 

 
48 h 

 
48 h 

50 
52 

Stationnaire 48 h 48 h 48 h 

Il semble donc, que quelque soit le stade de croissance, des cellules inoculées aux puits 
contenant le xyloglucane il faut un certain temps d’adaptation à SGK2 pour produire l’activité 
xyloglucanase qui semble avoir donc une activité inductible.  
       L’absence de couleur bleue dans les cupules inoculées avec le surnageant filtré d’une 
culture bactérienne de 31 h dans le milieu Luria Bertani (LB), confirme que la xyloglucanase 
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de P. polymyxa est une enzyme inductible, sa synthèse ne peut se faire qu’en présence de 
xyloglucane.  Cette synthèse semble dépendre surtout du temps de contact avec le substrat 
et non pas du stade de croissance de la bactérie. Elle fait donc partie du pool d’enzymes 
adaptatives ou inductibles qui ne sont normalement présentes qu’à l’état de traces dans les 
bactéries, et dont la synthèse est amplifiée considérablement en présence de leur substrat. 
D’après Leclerc et al. [25], les enzymes inductibles ne sont synthétisées qu’en cas de 
besoin, ce qui est une source d’économie pour la cellule.  
 
III.3. Intérêt des bactéries capables de dégrader le xyloglucane 
 
         Dans ce travail, nous nous sommes interrogés sur le rôle que pourrait jouer une 
bactérie capable de dégrader le xyloglucane, car beaucoup de questions sont en suspens. 
Nous tentons ici de présenter quelques propriétés que pourrait avoir une bactérie 
xyloglucanase positive. 
 
III.3.1. Elicitation de la défense de la plante 
 
         L’initiation d’une réaction de défense par une plante nécessite la perception de 
molécules « signal » qui appartiennent à l’organisme envahisseur ou qui sont produites par 
les parois de la plante que l’organisme envahisseur a franchi. Ces signaux moléculaires sont 
globalement appelés « éliciteurs ». Le terme éliciteur a été employé pour la première fois en 
1972 par Keen et al. [26] et, aujourd’hui, décrit une molécule produite par un agent 
phytopathogène ou par l’agresseur, qui induit chez la plante le déclenchement de 
mécanismes de défense avec production de molécules spécifiques. Ces éliciteurs sont de 
nature chimique variée et ils ont la capacité d’activer les réponses de défenses de 
nombreuses plantes [27] à des concentrations allant du nano au micromolaire. Donc 
lorsqu’un stress, comme les molécules issues de la dégradation par P. polymyxa de la paroi 
de certains mycètes phytopathogènes contenant le xyloglucane, a été détecté par des 
senseurs, la plante peut développer, de façon coordonnée, des réactions de défense pour 
restreindre la diffusion et la croissance du pathogène qui se trouve dans le sol afin de le 
détruire. 
         De nombreux micro-organismes pathogènes savent contourner les systèmes de 
défense de la plante. La maladie se développe lorsque le micro-organisme potentiellement 
pathogène contourne les défenses passives de la plante, évite l’élicitation de la réponse de 
défense ou en inhibe l’induction par la sécrétion de toxines métaboliques ou de facteurs 
nécrotiques. Si on dispose de bactéries capables de dégrader le xyloglucane, on peut, par 
les techniques de biologie moléculaire, améliorer l’efficacité du système de défense de la 
plante par activation et maintien en latence du système de défense et ce avant l’attaque 
d’éventuels pathogènes. Une telle résistance est possible, en insérant le gène bactérien de 
la xyloglucanase. Ceci permet à la plante d’être dans un état défensif latent et de réagir plus 
rapidement aux futures attaques de pathogènes. En effet, Degraeve [28] en cultivant un 
colza transgénique exprimant constitutivement un gène de chitinase de haricot, et son 
témoin non-transformé, a pu constater que la plante transgénique exprime, dans ses racines, 
une activité chitinolytique significativement supérieure à celle observée dans les racines de 
la plante témoin. Cette nouvelle voie offre un mécanisme naturel de contrôle biologique des 
pathogènes des plantes. 
 
III.3.2. Dégradation de débris végétaux, source de nutriments 
 
        L’architecture des cellules végétales est un assemblage complexe de polysaccharides 
de structure (la cellulose) et d’une matrice (les pectines et les hémicelluloses). Les souches 
de P. polymyxa produisent des enzymes cellulasiques [29]. Parmi ces enzymes, la 
xyloglucanase qui est certainement importante pour les micro-organismes telluriques quand 
on sait que le xyloglucane peut représenter 20 % du poids sec de la paroi primaire des 
végétaux. 



Algerian Journal of Natural Products 2:2 (2014) 43-55                                                                         52 

 

Copyright © 2013, Algerian Journal of Natural Products, All rights reserved 

 

La dégradation des débris végétaux par la xyloglucanase de P. polymyxa pourrait conduire à 
la libération de composés de faibles poids moléculaires. Ces derniers pourraient servir de 
nutriments à la microflore tellurique. 
 
III.3.3. Effet sur la croissance racinaire 
 
      Les xyloglucanes sont connus pour leur rôle important dans la structuration de la paroi. 
Mc Cann et al. [30] ont montré que les xyloglucanes lient les bobines de cellulose entre elles. 
La dégradation du xyloglucane, polysaccharide hémicellulosique structural de la paroi 
primaire des cellules végétales vivantes, est importante dans le cycle de croissance 
végétale. En effet, cette dégradation permet l’élongation de la cellulose mise en jeu lors de la 
croissance racinaire d’où l’importance pour la plante d’avoir des bactéries possédant une 
activité xyloglucanasique dans la rhizosphère. 
 
III.3.4. Lien avec la colonisation bactérienne des racines 
 
     Bekri [31] a montré que grâce à des enzymes produites par la bactérie (dont la pectinase) 
qui peuvent digérer certains composants de la paroi des cellules végétales, la bactérie peut 
coloniser les racines rendant l’interaction métaboliquement productive in situ. En utilisant une 
protéine fluorescente verte (GFP) liée à P. polymyxa, Timmusk [15] a montré que les racines 
d’Arabidopsis thaliana peuvent être colonisées par cette même espèce bactérienne. Il a 
constaté que cette dernière pénètre dans les tissus des racines et est abondamment 
présente dans l’espace intercellulaire. 
       Les résultats trouvés par ces deux chercheurs nous laissent penser que l’aptitude à 
dégrader le xyloglucane par les 29 souches de P. polymyxa testées pourrait avoir un intérêt 
in situ, car grâce à la xyloglucanase, la paroi des cellules végétales peut être digérée et       
P. polymyxa peut coloniser les racines rendant ainsi l’interaction métaboliquement productive 
in situ. La capacité de ces souches à fixer l’azote [23] ainsi que la production de certaines 
hormones végétales [15], qui amplifient le développement des racines et améliore ainsi la 
prise d’eau et d’éléments minéraux, rendent l’interaction potentiellement bénéfique entre les 
bactéries et la plante.  
 
III.3.5. Autres applications 
 
     En plus des propriétés agronomiques que pourrait avoir une bactérie productrice de 
xyloglucanase, cette enzyme bactérienne pourrait être utilisée en industrie de fabrication des 
textiles [32]. Donc, l’ensemble de ces points démontre l’importance d’avoir des souches 
possédant le gène codant pour une xyloglucanase. 

 
IV. Conclusion et perspectives 
 

Le sol renferme un nombre très élevé de bactéries qui appartiennent à une multitude 
d’espèces. Parmi elles, les bactéries du genre Bacillus sensu lato ont longtemps été 
considérées comme des organismes particulièrement adaptés à un mode de vie 
saprophytique car elles sont connues pour leur cortège d’exo-enzymes et leur capacité à 
sporuler et donc à résister aux stress de la rizosphère. 

Des travaux publiés au cours des dernières décennies ont montré qu’un certain 
nombre d’espèces, et en particulier celles du genre Paenibacillus, sont performantes dans 
leur interaction avec les plantes. L’une d’elle, P. polymyxa, a été maintes fois isolée de la 
rhizosphère du blé ainsi que d’autres plantes, ce qui montre qu’elle est compétitive pour cet 
environnement. Cette espèce bactérienne présente en effet un potentiel important d’activités 
qui peuvent participer à l’établissement d’une interaction bénéfique avec le blé au niveau de 
la rhizosphère et certaines souches sont déjà utilisées en inoculation pour améliorer la 
croissance et la santé des plantes. 
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Nous nous sommes proposés de déterminer la présence d’une activité 
xyloglucanasique chez vingt neuf souches de P.polymyxa isolées de différents sols 
algériens.Le test de dégradation du xyloglucane a été réalisé sur un milieu de culture 
contenant comme seule source de carbone et d’énergie ce polymère. 

La dégradation de ce substrat par les vingt neuf souches de P. polymyxa testées n’a 
pas permis de déduire un effet quelconque de l’âge ou de l’origine des souches sur la 
sélection de P. polymyxa ayant une activité xyloglucanase positive. Cette activité 
xyloglucanasique est inductible. 

Les fortes activités de dégradation du xyloglucane par les souches de P. polymyxa 
isolées des sols algériens peuvent être reliées à leur activité d'antibiose vis-à-vis des 
mycètes pathogènes et à leur vie saprophytique dans le sol. 

 
Les perspectives  à envisager seraient l'exploitation des souches de P. polymyxa 

testées, comme agents de lutte biologique pour une agriculture durable. Deux approches 
sont envisagées :  

- l'une consiste à améliorer les plantes pour leur conférer intrinsèquement les moyens 
de résister, en leur introduisant par transformation génétique, un gène bactérien de 
xyloglucanase,  
- l'autre voie possible est d'utiliser les souches naturellement antagonistes d'agents 
pathogènes, soit par aspersion dans le sol ou apportées par enrobage ou 
encapsulation des semences. 
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Résumé: Myrtus nivellei Batt & Trab. est une plante saharo-endémique, très réputée au sud algérien pour 

ses vertus thérapeutiques en médecine populaire. Cependant, ses usages restent, toutefois, 

exclusivement limités au savoir-faire ancestral. Ce travail apporte une première contribution à 

l'investigation du pouvoir anti-oxydant des extraits méthanoliques de cette espèce récoltée in situ ainsi que 

des cals multipliés in vitro.  

Les analyses spectrophotométriques effectuées ont montré que l'extrait méthanolique de la plante récoltée 

in situ s'est avéré plus riche en polyphenols par rapport à l'extrait des cals. Il a éventuellement exprimé un 

bon pouvoir de capture des radicaux libres avec une EC50=0,98 mg/ml, et un très bon pouvoir inhibiteur de 

la peroxydation de l'acide linoléique estimé à 74,01%, qui s'est avéré largement supérieur à celui exprimé 

par l'acide ascorbique (50,57%) utilisé comme contrôle positif. Néanmoins, les extraits méthanoliques 

préparés à partir des cals ont exprimé le meilleur pouvoir chélateur des ions Fe
2+

 estimé à  66,71%.  

Mots clés: Myrtus nivellei Batt & Trab., anti-oxydant, in situ, in vitro, extraits méthanoliques. 

 

I. Introduction 
 

L’utilisation des antioxydants de synthèse est  actuellement remise en cause en raison 
des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales d’anti-
oxydants naturels sont recherchées [1]. En effet, les composés phénoliques sont des 
molécules naturelles très répondues dans  le  règne végétal. Ces derniers regagnent une  
importance croissante grâce à leurs effets bénéfiques sur la santé [2]. Leur rôle 
d’antioxydants naturels suscite un très grand intérêt, notamment pour la prévention et le 
traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires [3]; ils sont 
également utilisés en tant qu’additifs en  industrie agroalimentaire, en pharmacie et en 
cosmétologie. Myrtus nivellei Batt & Trab. une espèce saharo-endémique, restreinte aux 
montagnes du Tassili n'Ajjer, Tassili n'Immidir, Tefedest et des massifs de l'Ahaggar algérien 
[4]. Elle apparait au delà de 1400 à 2000 mètres d'altitude [5]. Cette plante est listée parmi 
les espèces en voie de disparition (décret exécutif N°93-285 du 23/11/1993 fixant la liste des 
espèces végétales protégées en Algérie).  
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Cette plante est très réputée au sud algérien pour ses vertus thérapeutiques en médecine 

populaire [6,7]. Pour traiter le mal de gorge et la fièvre, ses feuilles sont préparées en 
décoction avec des figues et des raisins secs, elles sont utilisées pour traiter les problèmes 
gastro-intestinaux, les mycoses et le diabète ainsi que les problèmes hépatiques [8]. Les 
baies très sucrées sont consommées soit fraiches ou séchées pour traiter les aphtes de la 
sphère bucco-dentaire [7]. Les feuilles sont utilisées également comme produit de beauté en 
macération dans du beurre fondu, servant à coiffer les cheveux et à parfumer le corps [9].La 
population locale l'utilise aussi comme ressource pastorale pour la faune domestique, 
comme aromate ou condiment culinaire, et parfois même comme matériaux de l'artisanat et 
à la construction d'habitats ou à la production énergétique au même titre que l'acacias, 
l'olivier, le ficus et bien d'autres espèces encore, ainsi que pour teinter les peaux d'animaux 
destinées à la fabrication de sacs et des ceintures.  
 Dans ce papier, nous ferons le point, pour la première fois, sur la composition en 
polyphénols des extraits de  M nivellei Batt & Trab. obtenus in situ et in vitro, ainsi que leurs 
éventuels effets anti-oxydants. Cette étude s'intègre également dans le contexte plus global 
de la mise en valeur de la biodiversité des plantes aromatiques algériennes, ainsi que dans 
le cadre de la préservation des espèces endémiques du Sahara central.  

 
II. Matériel et méthodes  
 II.1. Matériel végétal in situ 
 

Les rameaux feuillés de M nivellei Batt & Trab. ont été récoltés sur des pieds adultes, à 
146 km du chef lieu de la wilaya de Djanet, cette station est située à 94,8 km au sud de Ihrir, 
faisant partie du parc national du Tassili (tableau1). Le séchage est effectué dans une étuve 
réglée à 75°C durant 72h. La masse végétale séchée est ensuite réduite en poudre fine et 
bien conservée jusqu'à son utilisation. 
 

Tableau 1: Coordonnés géographiques du site de récolte M nivellei Batt & Trab. 

 

Région Localisation Altitude Latitude Longitude 
Période 

de récolte 
Etage bioclimatique 

Tassili 

n’Ajjer 

Wilaya de 

Djanet 
2018  m 24°59’ Nord 8°07’ Ouest 09/2013 Aride  à  hiver  frais 

(Sahara central) 

 

II.2. Mise en place et suivi des cultures in vitro 

Des cals ont été initiés à partir de limbes foliaires issus de vitro-semis, sur un  milieu MS 
[10], contenant une combinaison hormonale équilibrée (Kinetine/ANA ou Kinetine/2,4-D: 
0,5/0,5 mg/l) et additionné de saccharose (30g/l), de gélose (8g/l) et des vitamines de Morel. 
Des cals primaires se sont développés après 6 semaines, les cultures ont été entretenues 
par repiquages successifs chaque 21 jours. Les cals sont récupérés après 12 semaines, 
séchés ensuite broyés en poudre fine et bien conservés pour la suite des travaux.  
 

II.3. Extraction  

 

Elle est réalisée par épuisements de la poudre végétale à chaud par Soxhlet dans le 
méthanol, l'extrait brut obtenu est soumis à une double filtration, puis concentré à 
l'évaporateur rotatif [11]. Le résidu sec récupéré est pesé pour déterminer son rendement et 
conservé au frais, dans un flacon sombre bien fermé, jusqu’à leur usage. 

 
II.4. Dosage  

 
Les extraits obtenus ont été soumis à une série de dosages spectrophotométriques afin 

de quantifier leur teneur en polyphénols totaux selon la methode Folin-Ciocalteu [12].  
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   Un millilitre de la solution à analyser, contenant 1mg de l'extrait methanolique sec, est 
ajouté à 46 ml d'eau distillée et 1 ml de FCR, l'ensemble est bien homogénéisé. Après trois 
minutes, 3 ml d'une solution de carbonate de sodium (2%) sont ajoutés au mélange, qui est 
maintenu en agitation permanente durant 2 heures à température ambiante, l'absorbance est 
lue à 760 nm. L'indice de Folin-Ciocalteu est exprimé en microgramme équivalent acide 
gallique par milligramme d'extrait sec (µg eq Ac gallique/mg ES), on utilise une gamme-
étalon établie dans les mêmes conditions avec de l'acide gallique. La concentration des 
composés phénoliques est calculée selon l'équation obtenue à partir de la courbe 
d'étalonnage.  
 
II.5. Evaluation du pouvoir anti-oxydant des extraits 

 
Le pouvoir antioxydant des extraits a été évalué par le test DPPH [13]. Le pouvoir 

inhibiteur de la peroxydation de l'acide linoléique est déterminé par la méthode thiocyanate 
[14]. Cependant, le pouvoir chélateur des ions Fe2+ est mesuré selon le protocole rapporté 
par Decker et Welch [15]. 

III. Résultats et Discussion 
III.1.Caractérisation physico-chimiques des extraits obtenus 

 
Les extraits méthanoliques (MeOH) issus de la plante obtenue in situ, présentent une 

couleur  marron très foncé avec un rendement de 59,15%, alors que les extraits des cals ont 
plutôt une couleur vert foncé  associée à un rendement de l'ordre de 40,45% (tableau 2). 
 

 
Tableau 2: Aspects,  couleurs et rendements des extraits obtenus. 

 

 Nature de 
l'extrait 

Rendement de 
l'extrait (%) 

Aspect de 
l'extrait 

Couleur de 
l'extrait 

In vitro Extrait MeOH 40,45 Collant pâteux Vert foncé 

In situ Extrait MeOH 59,15 Collant pâteux Marron  foncé 

 
      Touaibia et Chaouch [16]  ont rapporté que le rendement des extraits de cette plante 
varie en fonction du protocole d’extraction choisi, de la nature du solvant utilisé, ainsi que de 
la période de récolte de cette plante, les extraits de cette plante récoltés au moi de Mai,  ont 
présenté un rendement de 11,12% pour le macérât éthanoliques et 12,45% pour l’extrait 
méthanolique. Il parait ainsi clairement que ce dernier atteint son maximum lorsque la plante 
est récoltée en pleine floraison.  
 
III.2. Résultats des analyses spectrophotométriques 

 
Les extraits ont été soumis à un dosage spectrophotométrique, afin de déterminer la 

teneur des polyphénols (tableau 3) dans l'extrait méthanolique de la plante obtenue in situ, 
qui se sont montré nettement plus élevés que leurs homologues obtenus à partir des cals.  

 
Tableau 3: Dosage des composés phénoliques dans les extraits méthanoliques. 

 

     *microgramme équivalent/milligramme d'extrait sec 

 

Paramètre Etalon sélectionné 
Longueur d'onde 

(nm) 
Teneur (µg eq/mg ES)* 

In situ In vitro 

Polyphenols  totaux Acide gallique 760 348 73 
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Pour pallier au faible taux des polyphénols dans l’extrait obtenu in vitro, il conviendrait 
probablement de jouer sur certaines conditions de culture (l'intensité et/ou la durée d'éclairage) afin 
d'optimiser la synthèse de ces métabolites. Dans ce même contexte, une série de travaux portant sur 
l’optimisation des conditions de culture de Fagopyrum esculentum ont permis d’obtenir des quantités 
intéressantes en polyphenols, mais qui suggèrent l'exposition des cals à un éclairage permanant 
24h/24h [17].  

  
Bahorun et al. [18] ont rapporté que l'introduction de l'acide shikimique au milieu de culture 

augmente le rendement en polyphenols, ces résultats rejoignent aussi les observations faites par 
Shah et Mehta [19], qui ont amélioré la production de Crotalaria en introduisant différents acides 
phénoliques dans le milieu de culture. 

 
En comparant ces resultats avec ceux obtenus dans un travail antérieur [16], nous pouvons 

conclure que la variation saisonnière n’influe pas sur la teneur en polyphénols des extraits 
methanoliques obtenus in situ de cette plante. Cependant, cette dernière est fortement influencée par 
la nature chimique du solvant utilisé ainsi que la méthode d’extraction utilisée. 

 
Selon Gardeli et al. [20], la teneur de l'extrait méthanolique en polyphenols chez                      M 

communis varie entre 352 et 373µg eq/mg ES, et atteint son maximum en période de pleine floraison. 
Cependant, Ammar et al. [21] rapportent que sa teneur égale 227µg eq/mg ES. 
 
III.3. Résultats du test DPPH 

 
Une réduction de l’absorbance du DPPH en solution est observée avec l’augmentation de la dose 

des extraits (figure 1 et figure 2). 
 

Les extraits ont manifesté un pouvoir anti-oxydant en piégeant les molécules du radical libre 
DPPH, mais cette capacité est d’une puissance accrue avec l’acide ascorbique, alors que l'extrait des 
cals a présenté une capacité faible en comparaison avec les contrôles positifs.  

 
 

 
 

Figure 1: Réduction  de l'absorbance du DPPH en fonction de la dose de l'extrait de  
M nivellei Batt & Trab. (in situ) 
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Figure 2: Réduction  de l'absorbance du DPPH en fonction de la dose de l'extrait de M nivellei Batt & Trab. (in 

vitro) 
 

Les valeurs EC50 déterminées en mg/ml expriment la concentration efficace de l’extrait anti-
oxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de molécules de DPPH mises en 
solution dans le méthanol (Tableau 4). Un autre paramètre exprimant la puissance anti-radicalaire à 
été calculé nommé "ARP" qui est égale à 1/EC50.  

 
Selon les résultats enregistrés, l'extrait de la plante obtenue in situ est doté d’un bon pouvoir anti-

oxydant (EC50=0,98mg/ml), meilleur que celui exprimé par l'α-tocophérol (EC50=0,99mg/ml), mais il 
reste d’une efficacité moindre par rapport à celle exprimée par l'acide ascorbique et la quercétine 
respectivement. L’extrait des cals a présenté un pouvoir anti-oxydant très faible avec une 
EC50=1,44mg/ml.  

 
Pour l’acide ascorbique (Cp), la réaction de réduction du DPPH en solution est rapide et 

instantanée. Le changement de couleur, exprimant le passage du radical DPPH de la forme oxydée 
(DPPH•) à la forme réduite stable (DPPH-H), se fait dans un temps extrêmement court où l’état 
d’équilibre est atteint immédiatement et la réduction est presque complète. 

 
En comparant les résultats obtenus avec les extraits de la plante et les standards, on peut classer 

l’activité et la puissance anti-oxydante selon l’ordre suivant: 
Acide ascorbique > quercetine > extrait de la plante (in situ) > α-tocophérol > extrait des cals (in vitro) 

 
Tableau 4: Effet anti-oxydant des extraits de M nivellei Batt & Trab. 

 

L'activité anti-oxydante des extraits dépend essentiellement du taux des polyphenols accumulés 
durant le cycle végétatif de  la plante [22]. La EC50 de l'espèce M communis L., rapportée par les 
travaux de Gardeli et al. [20] est incluse entre 0,17 et 0,95mg/ml, ils ont aussi démontré que les 
extraits de M communis L. récoltés en période estivale étaient les plus anti-oxydants. 
 

Il a été démontré que les molécules anti-oxydantes telles que l’acide ascorbique, l’α-tocophérol 
ainsi que les composés phénoliques réduisent et décolorent le radical DPPH à cause de leur capacité 
à céder l’hydrogène [23,24,25,26]. La richesse de l’extrait méthanolique in situ en composés 
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Substance chimique testée % d'inhibition EC50(mg/ml) PAR 

Extrait methanolique (in situ) 52,00 0,98 1,02 

Extrait methanolique (in vitro) 33,49 1,44 0,69 

Quercetine (Cp) 85,56 0,43 2,33 

Alpha tocophérol (Cp) 51,27 0,99 1,01 

Acide ascorbique (Cp) 86,62 0,39 2,56 
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phénoliques témoigne de son remarquable effet anti-oxydant enregistré par rapport à son homologue 
in vitro. Les valeurs de l’EC50 des extraits methanoliques de l’espèce méditerranéenne Myrtus 
communis L., rapportée dans un travail antérieur [27] ont montré également que l’extrait in situ avait 
un excellent effet anti-oxydant (EC50=0,69mg/ml) par rapport à l’extrait in vitro. Cela revient au fait que 
les composés phénoliques sont plus abondants dans les plantes adultes. 
 
III.3. Résultats de l'activité anti-peroxydasique de l'acide linoléique               

 
Pour évaluer l'action des extraits sur l'inhibition de la peroxydation de l'acide linoléique, le test a 

été prolongé sur une période d'une semaine (168h). L’extrait obtenu in situ et celui préparé à partir 
des cals ont respectivement montré, des pourcentages d'inhibition de la lipo-peroxydation qui se sont 
avéré largement supérieurs au contrôle positif (tableau 5).      

 
Tableau 5 : Pourcentages d'inhibition de la peroxydation de l'acide linoléique. 

 

Extraits de M nivellei Batt & Trab. Pourcentage d'inhibition (%) 

In situ 74,01 

In vitro 82,88 

Acide ascorbique (Cp) 50,57 

 
Quant à l’aspect biochimique des cals, Thorpe et Gasper [29] ont montré une augmentation de 

l’activité peroxydasique au cours de la formation de cals issus de différents explants, et ont constaté 
que la perte de l’activité caulogène d’un cal correspond à une perte graduelle de l’activité 
peroxydasique. Cet accroissement de l’activité peroxydasique préalable à l’initiation des bourgeons 
végétatifs pourrait indiquer une réduction du niveau auxinique endogène. Cet accroissement de 
l’activité peroxydasique préalable à l’initiation des bourgeons végétatifs pourrait indiquer une 
réduction du niveau auxinique endogène. 

 
III.4. Résultats du pouvoir chélateur du fer 
 

Le pourcentage de chélation des ions Fe2+ exercé par l'acide ascorbique est égal à 43,22%, il 
parait être dix fois plus important, que celui de la quercétine n'ayant exprimé que 4,98% (figure 3). 
Quant aux extraits testés, nous pouvons déduire que l'extrait des cals présente un pouvoir chélateur 
de 66,71%, ce dernier est largement supérieur à son homologue in situ (3,31%) ainsi qu'a celui des 
contrôles positifs (Quercétine :4,98%, Acide ascorbique:43,22%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 3: Pouvoir chélateur des ions Fe
2+

 exercé par les extraits de  M nivellei Batt & Trab. obtenus in situ et in 
vitro 
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D'aprés Gardeli et al. [20], l'extrait méthanolique de M communis L. exerce un important effet 
chélateur en pourcentage de réduction des ions Fe2+ estimé entre 63,4±0,4 et 70,2±2,3 mmol Fe2+/l, il 
a aussi confirmé qu'il varie significativement selon les saisons.  

 
IV. CONCLUSION 
 

Les extraits méthanoliques de Myrtus nivellei Batt & Trab. obtenus in situ et in vitro sont 
potentiellement riches en composés polyphénoliques et peuvent être considérés comme une source 
naturelle très importante de constituants phytopharmaceutiques utilisés pour éradiquer les radicaux 
libres responsables de nombreuses pathologies.  

Cependant,  ces extraits sont  constitués d’un mélange de plusieurs composés de nature chimique 
différente. Il est  ainsi très  probable  qu’ils  contiennent  des  molécules  susceptibles  d’avoir  des  
propriétés  anti-oxydantes  similaires  à  celle  de  la l’acide  ascorbique,  ce  qui  ouvre  de  larges  
perspectives  pour  établir  des  études  plus  approfondies  afin  de  les  isoler  et  les  identifier.   
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 Résumé: L'objectif de cette étude est d’évaluer in vitro l’activité hémostatique des métabolites secondaires des 

feuilles de Marrubium vulgare. L’analyse qualitative de l’extrait aqueux (EAQ) par la chromatographie sur couche mince a 
révélé la présence de la quercétine, la rutine et le kaempférol. La quantification des phénols totaux par la méthode de Folin 
Ciocalteu et des flavonoïdes par la méthode AlCl3 a donné des valeurs élevées avec l’EAQ : 175 ± 0,80 mg EAG/100g de 
MS, 23,86 ± 0,36 mg EQ/100g de MS. De plus, le dosage des tanins condensés par la méthode de la vanilline a montré que 
l’EAQ contient la valeur la plus élevée : 16,55 ± 0,03 mg E-Catéchine/100g de MS. L’évaluation de l’activité hémostatique 
par la méthode de recalcification du plasma décalcifié nous a permis de découvrir l’effet anticoagulant de l’EAQ lyophilisé 
des feuilles de M. vulgare. Une corrélation linéaire positive entre les deux paramètres étudiés (la teneur en tanins 
condensés et l’activité hémostatique (r = 0,96)) ont permis de mettre en évidence un rôle probable de ces composés qui 
sont des vaso-constricteurs puissants dans l’activité hémostatique.  
 
 Mots clés : Marrubium vulgare L; extrait aqueux; dosage des composés phénoliques; activité hémostatique; tanins 

condensés.    
 

I. Introduction 
 
     L’analyse de coagulation sanguine pour empêcher l'hémorragie ou éviter le souffrant de 
thrombose nous a motivé  de rechercher de molécules bioactives naturelles capablent de coaguler le 
sang en testant l’activité hémostatique. Marrubium vulgare L. (Lamiaceae), riche essentiellement en 
composés phénoliques, est employée couramment dans la médecine traditionnelle pour guérir 
certaines maladies [1, 2, 3]. 
   Marrubium vulgare possède des effets hypoglycémiants et hypolipidémiants [2, 4, 5]. Arellano et al. 
[4], ont démontré que cette plante diminue la glycémie (effet hypoglycémiant) et les taux de lipides 
sériques (effet hypolipimiant) chez les patients diabétiques de type 2 (syndrome polyuro-polydipsie). 
Une étude plus récente établie par Elberry et al. [2], a montré que l’administration de l’extrait 
méthanolique du marrube (500 mg/Kg par jour) chez les rats diabétiques induits par la 
stréptozotocine a eu comme effet une réduction considérable du glucose en entrainant la stimulation 
du pancréas [2], vasorelaxant et antihypertensif par effet antagoniste calcique, provoque une 
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relaxation artérielle identique à celle de l’amlodipine et supérieure à celle de l’adrénaline 
(marrubénol), entraine une correction du dysfonctionnement endothélial dû à l’hypertension [6], 
anticholinestérase contre l’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase sous l’action de l’eugénol [7].  
     M. vulgare possède aussi un effet antioxydant [8], en effet la richesse de cette plante par des 
phénylpropanoïdes glycosides a pu expliquer son activité antioxydante, en empêchant l'oxydation de 
LDL et augmentant le transport renversé de cholestérol et peuvent empêcher ainsi le développement 
des maladies cardiovasculaires. Ces propriétés antioxydantes augmentent le potentiel anti-
athérogénique de HDL en favorisant le flux de cholestérol dans les macrophages humains THP1 [1], 
antimicrobien selon les travaux de Castillo-Juáreza et al. [9], l'extrait méthanolique de la plante M. 
vulgare à une concentration de 31.2 µg/ml possède une activité anti-Helicobacter pylori ATCC 43504 
significative. Cela est dû au flavonoïde (la quercétine) qui a un effet inhibiteur sur l’uréase de la 
bactérie [10]. Une autre étude réalisée par Molina-Salinas et al. [11] a révélé que l’extrait 
méthanolique, aqueux, l'extrait de l'acétone et de l'hexane de la plante ont eu l'effet inhibiteur efficace 
contre Mycobacterium tuberculosis (agent causatif de la tuberculose) à une concentration supérieur à 
200 µg/ml [11], antispasmodique, anti-inflammatoire par inhibition de la cyclooxygénase Cox2, 
analgésique [12,13]. Ce potentiel d’activités biologiques est dû à la richesse de M.vulgare en 
principes actifs: les diterpènes comme la marrubiine et le marrubénol [14], les flavonoïdes comme 
ladanéine, l’apigénol, le quercétol [15], les huiles essentielles comme l’eugénol, β-caryophyllène [16], 
les acides phénoliques comme l’acide gallique [16] et les tanins [17]. Récemment, Ohtera et al. [18] 

ont pu identifier un nouveau composé a partir de l’extrait méthanolique de M. vulgare c’est l’acide 6-
octadécynoique. L’objectif global de cette étude est de déterminer la teneur des extraits de M. 

vulgare en métabolites secondaires particulièrement en tanins condensés et d’évaluer in vitro l’activité 
hémostatique des extraits des feuilles de cette plante par la méthode de recalcification du plasma 
décalcifié.    
 
 

II. Matériels et Méthodes 
 

II. 1. Matériel vegetal 
 
 

        L’espèce sélectionnée a été collectée dans leur habitat naturel. Le Marrubium vulgare récolté 

dans la région de Touffana à 52 Km de la ville de Batna (Nord-est de l'Algérie) entre le mois d’Avril et 
Mai 2012. Après la récolte, le matériel végétal est séché à l'ombre (à température ambiante) dans un 
endroit sec et aéré, afin de préserver au maximum l'intégrité des molécules, en minimisant les divers 
mécanismes de fermentation et de dégradation inhérents au caractère organique de cette matière 
première. Ensuite, le matériel végétal est séché dans une étuve à 30°C pour éliminer l’humidité totale, 
puis finnement broyé au laboratoire de Zootechnie (Institut des Sciences Vétérinaires et Sciences 
Agronomiques  
 
 

II. 2. Préparation des extraits des feuilles de Marrubium vulgare 

        Selon le protocole de Diallo et al. [14], les différents types d’extraits ont été préparés à partir des 
feuilles pulvérisées (100g) en utilisant 1L des solvants à polarité croissante (éther de pétrole, 
dichlorométhane, butanol, méthanol). A la fin de l’extraction, les quatre extraits organiques ont été 
concentrés sous vide au Rotavapor (HEIDOLPH ROTAVAPOR) aux températures 35 C°, 40 C° et 50 
C° respectivement. Après concentration, ces extraits ont été séchés à l’air libre. Pour l’extrait aqueux, 
une macération aqueuse de 100 g de la poudre à raison de 1 L d'eau distillée a également été 
effectuée. L’extrait aqueux obtenu est ensuite centrifugé à 1000 tours/min pendant 10 minutes pour 
se débarrasser des débris de plante. La phase aqueuse du macérat a été ensuite filtrée sur un papier 
filtre. Le filtrat obtenu est ensuite mis dans des tubes, congelé à -20°C puis lyophilisé. La congélation 
de l’extrait lyophilisé à -20°C est une condition nécessaire afin de garder intacte les molécules 
extraite de la partie aérienne de M. vulgare. 
 
 
   

II. 3. Criblage phytochimique  
 

II. 3. 1. Caractérisation des Flavonoïdes (Test de Shibata ou Shinoda test) 

http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Marrub%C3%A9nol&action=edit&redlink=1
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      La présence des flavonoïdes dans les différents extraits à été mise en évidence par la réaction à 
la cyanidine. Une quantité de 0,5 g de chaque extrait a été dissous dans 1,5 ml du méthanol (50%) et 
chauffé sur le bain d'eau bouillante. Cinq ml d'HCl et quelques fragments de magnésium ont été 
ajouté. Après dégagement d'hydrogène par réduction des flavonoïdes aglycones en anthocyanes, 
nous obtiendrons une coloration rouge [15]. 
 
 

II. 3. 2. Caractérisation des Tanins (Test au FeCl3) 
 
       Une quantité de 15 ml du réactif de Stiasny a été ajoutée à 5 ml de chaque extrait. Le mélange a 
été maintenu au bain-marie à 80°C pendant 30 min. L’observation d’un précipité en gros flocons 
caractérise la présens des tanins catéchiques. Pour les tanins galliques, nous avons filtrés la solution 
précédente. Le filtrat est recueilli et saturé d’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCl3 
provoque l’apparition d’une coloration bleu-noir intense, signe de la présence de tanins galliques [16]. 
 
 

II. 4. Caractérisation des extraits aqueux par chromatographie sur couche mince (CCM) 

     Les cinq extraits ont été analysés en utilisant la chromatographie sur couche mince en tant 
qu'empreinte digitale. Des plaques en aluminium (silica-gel, de marque Merck, 60 GF254 ,de taille 20 x 
20 cm ont été utilisées en employant un éluent: chloroforme/méthanol /eau (65:35:5; v/v/v) en tant 
que système de solvants pour les extraits polaires, tandis que pour les extraits apolaires en utilisant: 
l'éther de pétrole/acétate éthylique (80:20; v/v) [14]. 
      Sept témoins ont été employés: la quercétine, la rutine, le kaempférol, l’acide gallique, l’acide 
caféique, acide trans-Cinnamique, acide 4-hydroxybenzoïque (Sigma Aldrich). La chromatographie 
sur couche mince a été observée sous la lampe UV à 254-366 nm et par la pulvérisation du réactif: la 
vanilline sulfurique. La détection des composés ayant un balayage d'activité de DPPH est effectuée 
par pulvérisation d'une solution méthanolique de DPPH (à 2 mg/ml). Les taches jaunes indiquent la 
présence des composés actifs. Les rapports frontaux (Rf) des taches résultantes de la séparation ont 
été calculés et comparés à ceux des témoins [14]. 
 

II. 5. Dosage des polyphénols totaux   
                                   
    200 µl de chaque extrait ont été mélangés à 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dix fois et à 2 
ml de H2O, et incubés à la température ambiante pendant 4 minutes. Après addition de 0,8 ml de 
bicarbonate de sodium de 7,5 % au mélange, les polyphénols totaux étaient déterminés après 2 
heures d'incubation à la température ambiante. L'absorbance de la couleur bleue a été mesurée au 
λmax = 765 nm avec un spectrophotomètre de Shimadzu UV-VIS. La quantification a été faite en 
utilisant une courbe standard de l'acide gallique. Les résultats ont été exprimés en milligrammes 
d'équivalents d'acide gallique (EAG) par 100g de la matière sèche [19]. 
  

II. 6. Dosage des flavonoïdes totaux  
 

       Une quantité de 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparée dans le méthanol) a été  
ajoutée à 1 ml de la solution d'AlCl3 (2 % dissous au méthanol). Après 10 minutes, l'absorbance a été 
mesurée par rapport au blanc préparé de réactif au λmax = 430 nm. Les concentrations des 
flavonoïdes ont été déduites à partir de la courbe d'étalonnage établie avec la quercétine (0-35 
μg/ml). Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalents de quercétine par 100g de la 
matière séchée: mg EQ/100g de la matière sèche [20]. 
 

II. 7. Dosage des tanins condensés 
 

     Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la vanilline décrite par Julkumen-
Titto [21]. En effet, la vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités terminales des 
proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont l’intensité est proportionnelle aux taux de 
flavanols présents dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption à 500 nm de longueur 
d’onde.  
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     Des aliquotes de 0,1 à 1 ml de la solution mère (0,5 mg/ml) de catéchine et des extraits ont été 
introduits dans une série de tubes à essai, le volume finale dans chaque tube a été complété à 1ml 
par addition de méthanol absolu. 1,5 ml de la vanilline à 4% solubilisé dans le méthanol et 750 µl de 
l’HCl (12M) à 37% ont été ajoutés et à une minute d’intervalle à chaque tube de la série et mis par la 
suite au bain marie réglé à 30°C pendant 20 minutes. Les résultats ont été exprimés en milligrammes 
d'équivalents de catéchine (mg EC) par 100g de la matière sèche.  
 
II. 8. Test de l’activité hémostatique 
  
       Ce test a été effectué in vitro sur le plasma sanguin provenant d’une personne saine adulte mâle       
(25 ans) avec l’extrait aqueux de la partie aerienne du Marrubium vulgare. Le principe de ce test 
consiste à mesurer le temps de coagulation d’un plasma décalcifié après recalcification [22]. Pour 
cela, Le sang est recueilli sur citrate de sodium chez des sujets sains. Le plasma est obtenu à partir 
du sang centrifugé à 3600 tours par minute, pendant 10 minutes.  
       Ensuite, À l'aide d'une micropipette des volumes de 10 µl à 500 µl, nous avons reparti à raison de 
10μl, 50 μl, 100 μl, et 200 μl d’extrait aqueux (100 mg/1ml) dans des tubes à essai pour chaque 
volume. Un autre tube à essai vide a servi de témoin n'a reçu aucune dose de l’extrait. Les tubes sont 
maintenus au bain marie à 37° C. Nous ajoutons dans chaque tube 200 µl de plasma et 200 µl de 
chlorure de calcium (Cacl2) à 0,025M.  
       Le chronomètre a été déclenché dès la pénétration du plasma dans le tube. Les observations 
ont commencés dès toutes les 30 secondes au début, puis fréquemment par la suite, jusqu’à ce 
que l’on observe la prise en masse du caillot, en notant le temps de coagulation pour les 2 tubes de 
chaque dose. L'évaluation de la coagulation a été faite en penchant le tube sous un angle de 45°  afin 
de constater la présence ou non d'un coagula. Le test est positif si le temps de coagulation d'un sang 
contenant un extrait est inférieur à celui du sang témoin. 
 

II. 9. Analyse statistique 

     Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en triple et sont exprimées en tant que 
moyenne d'écart type ± de trois analyses (moyen (SE) ± d'écart type). L'analyse statistique a été 
exécutée en utilisant l'analyse de la variance à sens unique (ANOVA). Si la P-valeur globale s'avérait 
statistiquement significative (P < 0,05). Toute l'analyse statistique et l'importance de la corrélation 
entre les variables ont été exécutées en utilisant le logiciel (Graph Pad Prism V 5.00).  

III. Résultats et Discussion 

III. 1. Rendement des extraits de Marrubium vulgare 

     Chaque extrait a été caractérisé par son rendement, son aspect et sa couleur par rapport à la 
poudre sèche. Ces éléments sont présentés dans la Figure 1.  
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Figure 1. Rendement des extraits des feuilles de Marrubium vulgare en fonction des 
solvants de polarité croissante. 
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Les résultats présentés dans la figure 1 montrent que l'extrait aqueux (EAQ) lyophilisé donne la 

valeur la plus élevée (12,98 %), suivi par l'extrait méthanolique (EMeOH) qui a donné un rendement 

de (10,9 %). Cependant, l'extraction à l'éther de pétrole, qui a pour but de délipider la matière 

végétale, a conduit à un rendement faible de 2,1 %. Nous pouvons dire que les solvants polaires 

donnent des rendements meilleurs que les solvants apolaires, étant donné que les solvants polaires 

ont la capacité de diffuser a l'intérieur de la poudre végétale, d'atteindre la matrice végétale et de 

récupérer par conséquent le plus possible des métabolites. Tandis que les solvants apolaires, non  

miscibles avec l’eau,  n'ont pas la capacité d’extraire le maximum des molecules bioactives à cause 

de la présence de l'eau contenue dans le tissu végétal.   
 

     Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par d'autres auteurs, plus récemment Stanković [23] 

a préparé cinq extraits, un à l'acétone, un à l'acétate d'éthyle, un à l'éther de pétrole et deux extraits 

polaires (aqueux et méthanolique) à partir de la plante Marrubium peregrinum et a montré que 

l'extraction méthanolique permettait d'atteindre un rendement de 1.98 ± 0.082 g, alors que l'extraction 

a l'éther de pétrole conduisait à un rendement limité de 0.15 ± 0.014 g. Il s'ensuit, que le rendement 

d'extraction et la composition des extraits varient selon la nature du solvant, la période, le lieu de la 

récolte et la durée de séchage. La méthode d'extraction peut influer elle-même sur le rendement 

d'extraction, Erdogan-Orhan et al. [7] ont réalisé une extraction par lixiviation à chaud (percolation 

type soxhlet 8 à 12h) de M. vulgare en utilisant l’acétone comme solvant. Ces auteurs ont obtenu un 

rendement de 6,6 % (P/P),  valeur sensiblement supérieure à celle que nous avons obtenu dans cette 

étude en utlisant le dichlorométhane (5,28 %) (P/P). Cela peut est expliqué probablement par l'effet 

que l'efficacité de l'extraction au soxhlet est liée au solvant qui se condense et qui vient au contact du 

végétal est toujours pur, permettant de meilleurs coefficients de partage, alors que dans le cas de la 

macération, le solvant utilisé pour l'extraction de la matière végétale peut arriver à un certain degré de 

saturation et perdre progressivement sa capacité d'extraction au cours du procédé.  

 
III. 2. Chromatographie sur couche mince (CCM): 
  

    Le suivi des extraits par chromatographie sur couche mince en utilisant  le réactif de Godin a 

montré plusieurs taches dans chaque extrait. Après comparaison avec les standards disponibles, les 

taches ont été éluées dans le système CHCl3/MeOH/H2O (65:35:5). Nous avons révélés la probabilité 

de présence de l'acide gallique (Rf = 0,82) qui a été identifié dans nos précédents travaux [8], de la 

quercétine (Rf = 0,66), de la rutine (Rf= 0,51), de kaempférol 3-O-glucoside (Rf= 0,62) dans l'EMeOH. 

Ces flavonoïdes ont été mis en évidence et purifiés à partir de différents végétaux. Par exemple, 

Rigano et al [24] ont identifié et purifié 11 flavonoïdes à partir de l’extrait méthanolique de la plante 

Marrubium globosum dont le kaempférol-3-O-glucoside et la quercétine. De plus, deux nouveaux 

métabolites ont été révélés pour la première fois : l’acide trans-Cinnamique : C9H8O2 (Rf= 0,59) et 

l’acide 4-hydroxybenzoïque : C7H6O3 (Rf= 0,54). Les taches des chromatogrammes des extraits 

d’éther de pétrole (Rf = 0,18; 0,34; 0,47; 0,71), dichlorométhane (Rf = 0,25; 0,47; 0,72; 0,69) se 

colorent en violet après révélation au réactif de Godin. Ces taches indiquent la présence, 

probablement des stérols et des triterpènes. 
 

     Après révélation à l’aide d’une solution méthanolique de DPPH à 2 mg/ml (mise en évidence de 

l'activité antiradicalaire), les extraits dichlorométhanique, butanolique, méthanolique et aqueux ont 

donné des taches jaunes, ce qui indique que les composés antioxydants inclus par chaque extrait ont 

la capacité de réduire le radical de DPPH. 
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Figure 2. Chrommatogrames des extraits de M. vulgare: (a) Activité antiradicalire de l’EAQ de M. vulgare 
(révélation par une solution méthanolique de DPPH). (b) Mise en évidence des stérols et triterpènes dans 

l’EDcM et l’EEp de Marrubium vulgare.  
 

 
III. 3. Dosage des Polyphénols et des Flavonoïdes : 

         Le contenu phénolique dans les extraits examinés de M. vulgare utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu est exprimé en termes d'équivalents d'acide gallique (courbe d’étalonnage : y = 0,008x + 
0,070; R2 = 0,992). Les résultats obtenus, exprimés en mg EAG/100g de la matière sèche (Figure 3), 
varient entre 25 ± 0,2  et 195 ± 0,36  mg EAG/100g de MS. La concentration la plus élevée des 
phénols a été mesurée dans l’extrait méthanolique et aqueux.  La teneur élevé en polyphénols dans 
l’extrait méthanolique est liée à la solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires.   
 
 
      

 

  
Figure 3. Teneur des polyphénols totaux dans les extraits de M. vulgare. 
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       Les concentrations des flavonoïdes dans les différents extraits du Marrubium vulgare, 
reprénsentée par la Figure 4, a été déterminée en utilisant la méthode spectrophotométrique avec du 
chlorure d’aluminium. Cette concentration   est exprimée en   mg équivalent de quercétine EQ/100g 
de la matière sèche.  La  courbe d’étalonnage : y = 0,032x – 0,002; R2 = 0,994. Les résultats obtenus 
montrent que les concentrations des flavonoïdes dans les extraits de M. vulgare varient entre 3,15 et 
33,10 mg EQ/100g de MS. La concentration des flavonoïdes dans l'extrait de méthanol était 33,10 ± 
0,60 mg EQ/100g de MS, suivie par l’extrait aqueux lyophilisé (23,86 ± 0,36) et butanolique (20,90 ± 
0,78). La plus faible concentration de flavonoïde a été mesurée dans l'EEp (3,15 ± 0,17 mg EQ/100g 
de MS). La concentration des flavonoïdes dans les extraits de la plante dépend de la polarité des 
solvants utilisés dans la préparation des extraits [8, 25].   

 

 
  

Figure 4. Teneur en flavonoïdes dans les extraits de M. vulgare. 

       La teneur des molécules bioactives varient selon certains paramètres pendant la croissance de  
la plante telles que: la salinité, sécheresse et exposition solaire qui agissent sur la biosynthèse des 
métabolites secondaires. [26]. Selon Wojdylo et al. [27], la teneur en composés phénoliques variées 
également en fonction de la méthode d'extraction. En outre, Wojdylo et al. [27] ont testé six espèces 
de Labiatae, ils ont constaté que les teneurs phénoliques totales de ces six espèces ont diminuées 
dans l'ordre suivant : baume >  sauge > marrube > romarin > thymus > origan. La teneur en 
composés phénoliques peut correspondre en premier lieu aux flavonoïdes, car selon certains auteurs, 
le Marrube contient des taux significatifs en flavones et en flavonols [28]. La teneur en composés 
phénoliques des extraits organiques et aqueux peut correspondre secondairement aux tanins sous 
forme condensée, aux acides phénoliques. Ainsi, Wojdylo et al. [27] ont indiqué la présence de l'acide 
caféique, l'acide p-comarique et l'acide férulique. Il faut tenir compte que le contenu en composés 
phénoliques totaux peut correspondre à un moindre degré aux stérols présumés être dans le Marrube 
[29, 30]. Selon Boizot et Charpentier [31]; Gomez-Caravaca et al. [32], les résultats de dosage des 
composés phénoliques totaux ne peuvent pas indiquer exactement les teneurs des extraits en ces 
composés, parce que malgré la sensibilité de la méthode de Folin Ciocalteu, ce réactif peut réagir 
encore avec les acides aminés aromatiques des protéines (surtout avec le tryptophane), les glucides 
réducteurs comme le glucose et le fructose et la vitamine C (problèmes d'interférences). 

        La teneur en flavonoïde varie en fonction de solvant utilisé, c'est pourquoi, Bruneton [33]; 
Stanković [23] ont signalé que les hétérosides de flavonoïdes sont solubles dans les solvants polaires 
comme les mélanges méthanol-eau parfois et l'Acétonitrile-eau, alors que pour les génines (partie 
aglycone des flavonoïdes) sont solubles dans les solvants apolaires. Dans ce dosage, il est apparait 
que la plupart des flavonoïdes de M. vulgare sont des flavonoïdes glycosylés car ont le pouvoir d'être 
mieux solubilisé dans les solvants polaires que les solvants apolaires.   
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III. 4. Dosage des tanins condensés 
  

  Les concentrations des tannins condensés sont reportées dans le Tableau 1. 
 

Tableau 1. Contenu total de tanins condensés dans les extraits de feuilles de M. vulgare. 

Extrait Tanins * 

  Ether de pétrole - 
Dichlorométhane - 

n-Butanol 0,92 ± 0,16 
Méthanol 5,75 ± 0,42 

Eau (extrait aqueux) 16,55 ± 0,03 ** 

                 *
 mg EC par 100 g de la matière sèche ; 

             ** valeur hautement significative (P≤ 0,001). 
 

D’après le tableau 1, l’extrait aqueux contient la teneur en tanins la plus élevée (16,55 ± 0,03 
mg EC par 100g de MS). Ce resultat est en accord avec de nombreux résultats de chercheurs qui ont 
indiqués que l’extrait aqueux enregistre des teneurs les plus élevées en tanins condensés suivie par 
l’extrait éthanolique. Par contre, le méthanol extrait faiblement les tanins quel que soit la méthode 
d’extraction. Cependant,  à haute température, l’eau et l’acétone extraient aussi des substances 
indésirables comme les protéines, les lipides et les colorants non phénoliques qui causent des 
interférences lors de dosage des tanins. Nous pouvons alors conclure que l’extraction des tanins 
condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires. Or, les 
teneurs en tanins condensés peuvent être variables aussi en raison de plusieurs facteurs tels que : la 
sensibilité des tanins à des plusieurs voies de dégradation (l'oxydation, la lumière...), le stade de 
maturité des fruits, les conditions culturales, climatiques, pédologiques ou le stress de prédation [34].   

 
III. 5. Activité hémostatique 
 

Le choix d’étudier l’activité hémostatique sur l’extrait aqueux de la plante  Marrubium vulgare  
est motivé en raison de son utilisation déclarée en médecine traditionnelle par macération ou 
décoction dans l’eau. 

 
 

Tableau 2. Temps de recalcification du plasma en tube de l’extrait aqueux des feuilles sèches de  
Marrubium vulgare.  

 

Volume de 
l’extrait (en μl) 

Temps de coagulation (en second) 
 

Plasma avec l’extrait Témoin 
20µl 1.33 (93s)  

 

1.51 (111s) 50µl 1.22 (82s) 

100µl 1.19 (79s) 

200µl 1.16 (76s) 

 
Aux doses de  20 µl, 50,100 et 200 µl successivement de l’extrait lyophilisé des feuilles sèches 

de Marrubium vulgare confère une diminution du temps de recalcification de plasma in vitro en tube. 
C’est une diminution dose dépendante de cet extrait, donc notre extrait accélère la coagulation du 
plasma. Ce résultat est une indication intéressante en faveur d’une activité hémostatique et 
astringente de l’extrait aqueux de Marrubium vulgare. Il est important de souligner ici que cette 
activité astringente favorise la vasoconstriction, ce qui est un paramètre important dans l'hémostase. 
Cette vasoconstriction est due à la présence de tanins dans cette plante. Ces résultats sont  
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semblables à ceux  trouvés par   Aouissa  [35]. Ce dernier a constaté que la propriété astringente est 
liée à la teneur  des  tanins dans les feuilles de Mangifera indica.  Ce résultat a été  confirmé par  
Dandjesso et al. [36] en étudiant les extraits des feuilles de quatre plantes médicinales couramment 
vendus par les herboristes dans le sud du Bénin pour le traitement des saignements, il s’agit des 
plantes suivantes : Annona senegalensis, Newbouldia laevis, Cassytha filiformis et Cissampelos 
mucronata. 

En effet, les tanins ont un effet hémostatique et vasoconstricteur sur les petits vaisseaux, ainsi 
que leur utilisation contre les varices et les hémorroïdes [33]. Selon Bruneton [33], les tanins utilisés 
par voie orale, sont vasoprotectrice; ils limitent la perte des liquides et favorisent la régénération des 
tissus en cas de blessure ou de brûlure superficielle. 

 
 

 

Figure 5. La diminution du temps de recalcification avec la croissance de dose de l’extrait aqueux des feuilles 

sèches de Marrubium vulgare. 

  

D’après les résultats trouvés, nous pouvons dire qu’il existe une corrélation linéaire positive 

entre les deux paramètres étudiés : la teneur en tanins condensés et l’activité hémostatique (r = 

0,96).   

IV. Conclusion 

  

Les résultats obtenus dans ce travail confirment  l’importance et  l’effet thérapeutique de 
l'espèce M. vulgare. Cette plante es considérée  une source naturelle de composés anticoagulants 
d'importance élevée. L’analyse qualitative par la CCM a montré la présence de l’acide gallique, la 
quercétine, la rutine, kaempférol 3-O glucoside et deux nouveaux métabolites: l’acide trans-
Cinnamique et l’acide 4-hydroxybenzoïque. La concentration la plus élevée des composés 
phénoliques a été obtenue en utilisant des solvants de polarité croissante. L’extrait méthanolique a 
donné la plus grande valeur en composés phénoliques et en flavonoïdes. Tandis que, l’extrait aqueux 
lyophilisé a donné la valeur la plus élevée en tannins condensés. Le contenu élevé des composés 
phénoliques et la corrélation linéaire significative entre les valeurs de la concentration des composés 
phénoliques et l'activité hémostatique a indiqué que ces composés contribuent à l'activité 
anticoagulante. Cela peut être dû aux groupements hydroxyles phénoliques des tanins comme le 
catéchine capables de réagir avec de fortes liaisons hydrogène avec les atomes de la protéine de 
liaison peptidique en inhibant la thrombine par exemple, une enzyme protéolytique qui transforme le 
fibrinogène une molécule soluble en une molécule insoluble, la fibrine. Des études plus approfondie 
in vivo sur l’activité antidiabétique, anti-inflammatoire, anti-apoptotique et antiproléfirative seraient 
nécessaires dans les années à venir pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules 
bioactives de cette plante, leur dose thérapeutique ainsi que leur site d’action au niveau de la cellule. 
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