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Résumé

Description du sujet: Apprécier la variation phénologique d’une part du contenu en métabolites primaires
et secondaires et d’estimer d'autre part le potentiel antibactérien des extraits de Cytisus triflorus.

Objectifs: Etablir I'impact de la variation phénologique sur les effets interactifs entre le contenu de
synthése métabolique de Cytisus triflorus et sa capacité inhibitrice de la pathogénicité bactérienne.
Méthodes: Deux extraits ont été préparés, a savoir les extraits méthanoliques et aqueux, dont le screening
phytochimique a été réalisé par semi-quantification des concentrations des Phénols totaux, des Flavonoides,
des Protéines et des Sucres totaux. L'activité antibactérienne des différents extraits a été estimée par la
méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé vise a vis cinq bactéries (Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
et Salmonella enterica ATCC 14028).

Résultats: Les extraits du stade Végétatif contiennent un maximum de Phénols totaux, de Flavonoides et
de Protéines tandis que les Sucres totaux ont culminés dans les extraits du stade Floraison. De méme, les
extraits méthanoliques du stade Végétatif ont fournis les meilleurs potentiels antibactériens contre
Staphylococcus aureus et Salmonella enterica par rapport a ceux des stades Floraison et Fructification.
Conclusion: Les modeéles de prédictions obtenus nous on permit de mieux valoriser 1’utilisation des extraits
de Cytisus triflorus et de limiter d’une maniére rationnelle certaines infections bactériennes.

Mots clés: Contenu phytochimique; Stades phénologiques; Activité antibactérienne; Extrait méthanolique;
Extrait aqueux.

PHENOLOGICAL VARIATION OF PHYTOCHEMICAL CONTENT AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CYTISUS TRIFLORUS

Abstract

Description of the subject: Appreciate the phenological variation of the primary and secondary
metabolites content on the one hand and on the other hand, to estimate the potential antibacterial of the
Cytisus triflorus extracts.

Objective: Establish the phenological variation impact on the interactive effects between the content of the
metabolic synthesis from Cytisus triflorus and its inhibitory capacity against the bacterial pathogenicity.
Methods: Two extracts were prepared namely methanolic and aqueous extracts, phytochemical screening
of which was carried out by quantification of the total Phenols, Flavonoids, Protein and total Sugars. The
antibacterial activity of the different extracts was estimated using the agar disc diffusion method against
five bacteria (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and Salmonella enterica ATCC 14028).

Results: Vegetative stage extracts contains a maximum of total Phenols, Flavonoids and Protein, while
total Sugars culminated in the flowering stage extracts. Also, the methanolic extracts of the Vegetative
stage provided the best antibacterial potentials against Staphylococcus aureus and Salmonella enterica
compared to those of the Flowering and Fruiting stages.

Conclusion: The predictions models obtained allow us to better evaluate the use of Cytisus triflorus
extracts and to limit wisely some bacterial infections.

Keywords: Phytochemical content; Phenological stages; Antibacterial activity; Methanolic extract;
Aqueous extract.

* Auteur correspondant: DAGHBOUCHE Selma, E-mail: selmadaghbouche88@yahoo.ca
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INTRODUCTION

Des résistances bactériennes ce sont
manifestées  quand  [’utilisation  des
antibiotiques était en tant qu'entités uniques,
si la prise de conscience d’utilisation de
mélanges croisés d'antibiotiques, qui
attaquent des sites moléculaires différents
dans les microorganismes cibles avaient été
employés a la place d’utilisation unique, un
tel développement qui génére actuellement
un probléme séveére, aurait peut-étre été
confus [1]. Dans ce contexte, les extraits de
plantes ont suscit¢ beaucoup d'intérét
scientifique en raison de leur potentiel en
tant que source de composés biologiquement
actifs, également comme  substances
antibactériennes, antifongiques et
insecticides [2], tandis que la connaissance
de fluctuation de ces composés pendant le
développement physiologique de la plante
permet de concevoir des programmes de
récolte optimaux [3].

Les balais Cytisus sp se développent
principalement dans les zones anthropisées,

leur présence favorise souvent la
propagation rapide de [l'incendie. Le
reniement étendues des larges zones

anciennement utilisées pour l'agriculture, le
grand nombre de feux de forét qui menacent
la diversité végétale entrainent tous un
déboisement de vastes espaces qui sont
rapidement occupées par ces derniers
arbustes. Ces facteurs favorisent 1'évaluation
de ces espéces comme source de molécules
bioactives [4].

Le genre Cytisus comprend environ 60
espeéces répandu  dans le  bassin
méditerranéen  [5]. De  nombreuses
¢tudes ont citées Il'utilisation de plantes
de ce genre a des fins médicales comme
antidiabétique, anti-inflammatoire,
diurétique [6] tandis que des études
pharmacologiques ont confirmés
certaines de ces formes ethnomédicales
[7, 8]. Cytisus triflorus est l'espéce la
plus répandue parmi les huit espéces qui
se développent naturellement dans tout

le nord de [I'Algérie [9], connue
localement pour ses propriétés
médicinales, utilisée notamment pour
traiter les douleurs abdominales, la

cicatrisation des plaies et conjointement
comme antifongique.
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Le screening phytochimique préliminaire du
genre Cytisus a montré la présence de
terpénes, de tanins, de Flavonoides, d'acides
phénoliques, d'alcaloides et de coumarines
[10, 11].

Les activités biologiques sont corrélées a la
présence de composés chimiques [12]. Les
caractéristiques ~ génotypiques et la
phénologie des espéces peuvent influencer la
phytochimie de la plante, car certains
composés peuvent étre accumulés a une
période donnée pour répondre aux
changements environnementaux [13]. Le
matériel végétal recueilli en termes de
variations phénologiques peut contenir
divers composés bioactifs qui seront en
mesure d’extérioriser différents niveaux
d’activités biologiques [14]. Cette approche
physiologique peut persuader les
investigations afin de déterminer le meilleur
stade phénologique de Cytisus triflorus qui

fournirait D’extrait avec le potentiel
antibactérien le plus prometteur.
MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal

Le genre Cytisus pousse

spontanément dans les monts de [Datlas
Blidéen. Cytisus triflorus L’Her a ¢été
récoltée pendant trois stades phénologiques;
stade Veégétative, stade Floraison et stade
Fructification. La cueillette s'est déroulée
dans la région de Chréa (a 800 m d’altitude;
de latitude de 36°21' (N) et d’une longitude
de 2°45' (E)). Au début de chaque stade
phénologique de Il'année 2015: stade
Végétative (début avril), stade Floraison (fin
mai) et stade Fructification (fin juin).

Seulement les parties aériennes de la plante
impétrante ont été utilisées. Le matériel
végétal obtenu a été séché séparément a
I'abri de la lumiére et de I’humidité, a
température ambiante (24 = 1 °C). Apres
séchage, ce dernier a été broyé avec un
broyeur a billes (Retsch) en poudres fines et
stockées soigneusement dans un endroit sec.
Cytisus  triflorus  échantillonnée a été
identifié par référence au spécimen
disponible dans l'herbier du Département de
Botanique, de I’Ecole Nationale Supérieure
d’Agronomie (E.N.S.A.) El Harrach, Alger.
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2. Procédure d’extraction des extraits
méthanoliques et aqueux de Cytisus
triflorus

La partie aérienne de chaque stade
phénologique de Cytisus triflorus réduite en
poudre fine sera destinée a préparer I’extrait
aqueux et I’extrait méthanolique
respectivement. 1g de poudre végétale a été
extrait avec 10 ml d'eau a 80°C pendant 3h
[15]. 60 mg de poudre végétale ont été
rajoutés a 2 ml de méthanol a 80% a
température ambiante, ces macérats ont été
homogénéis¢  pendant 2h sur un
homogénéiseur de rotation a 15 tr / min, puis
centrifugés a 10.000 g. pendant 15 min
(SIGMA 2-16K, UK) [16]. Les surnageants
provenant des  extraits aqueux et
méthanoliques aprés centrifugation ont été
récupérés et utilisés pour le screening
phytochimique. La procédure d'extraction a
été effectuée trois fois et exprimée comme
(moyennes = SE).

3. Screening phytochimique des extraits
de Cytisus triflorus

3.1

Contenu en Phénols totaux

La proportion des polyphénols totaux
a été estimée par recours a l’utilisation du
réactif de Folin-Ciocalteu [17]. Le réactif
consistait en un mélange d'acide
phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique qui a été réduit lors de
'oxydation des phénols. Dans un mélange de
molybdene bleu et d'oxydes de tungsténe, la
concentration maximale de couleur variait
entre 725 et 760 nm et était proportionnelle
a la quantité de polyphénols présents dans
les extraits végétaux [18]. Pour Ila
détermination des Phénols totaux. Un
volume de 200 ml de chaque extrait a été
mélangé avec 1 ml de réactif Folin-
Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml d'une
solution de carbonate de sodium a 7,5%.
Aprées agitation, l'absorbance a été mesurée
par spectrophotométre UV-vis (Jenway
6305) a la longueur d'onde de 760 nm. La
teneur en Phénols totaux a été exprimée en
mg équivalent d'acide Gallique/g. de maticre
végétale (mg EAG/g. mv) en utilisant la
courbe d'étalonnage de l'acide Gallique
(R’=0,977). Chaque essai a été répété en
triple et exprimé comme (moyennes + SE).
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3.2. Contenu en Flavonoides

La quantification des Flavonoides a
été procédée avec la méthode du trichlorure
d'aluminium et de l'hydroxyde de sodium
[19]. Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les Flavonoides et de
I'hydroxyde de sodium forme un complexe
en rose qui absorbe a la longueur d’onde de
510 nm. 0,3 ml de nitrite de sodium a 5% a
été ajouté. Aprés 5 min, on a ajouté 0,3 ml
de chlorure d'aluminium a 10%. A 6 min, on
a ajouté 2 ml d'hydroxyde de sodium 1 M au
mélange. En méme temps, le mélange a été
dilué en volume avec addition de 2,4 ml
d'eau distillée et bien mélangé. L'absorbance
du mélange a été déterminée a 510 nm par
spectrophotometre UV-vis (Jenway 6305).
La teneur en Flavonoides a été exprimée en
mg d'équivalent de Quercétine/g. de maticre
végétale (mg EQ/g. mv) en utilisant la
courbe  d'¢talonnage de  Quercétine
(R=0,962). Chaque essai a été répété en
triple et exprimé comme (moyennes = SE).

3.3.  Contenu en Protéines totales

La teneur en Protéines a été estimée
par la méthode de Bradford ef al. [20]. 1,0
ml d'extrait a été incubé avec 5,0 ml de bleu
de Coomassie (G-250) a température
ambiante pendant 15 min. L'absorbance a été
enregistrée  a 595 nm par un
spectrophotometre UV-vis (Jenway 6305).
Les lectures de I'absorbance ne seront
significatives qu'aprés la réalisation de la
courbe d’étalonnage établie par l'utilisation
d'une protéine de référence qui est
l'ovalbumine a différentes concentrations. La
teneur en Protéines a été¢ exprimée en mg
d'équivalent d'Ovalbumine / g de matiére
végétale (mg OVE/g. mv) en utilisant la
courbe d'étalonnage d'Ovalbumine
(R’=0,986). Chaque essai a été répété en
triple et exprimé comme (moyennes = SE).

3.4. Contenu en Sucres totaux

La teneur totale en Sucres a été
estimée par la méthode de Dubois et al. [21].
2 ml de chaque échantillon ont été mélangés
avec 1 ml de solution de phénol (6%) et avec
5,0 ml d'acide sulfurique a 25°C pendant 5
min, puis la solution réactionnelle est
chauffée dans un bain marie pendant 15 min.
L'absorbance a ét¢ mesurée a 490 nm par
spectrophotométre UV-vis (Jenway 6305).
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La teneur en Sucres totaux a été exprimée en
mg d'équivalent de Glucose / g de matiére
végétale (mg EG / g mv) en utilisant la
courbe d'étalonnage du Glucose (R* =
0,951). Chaque essai a été répété en triple et
exprimé comme (moyennes + SE).

4. Activité antibactérienne

Les souches bactériennes choisies
pour I'é¢tude de l'activité antibactérienne in
vitro des extraits de Cytisus triflorus sous la
dépendance de la wvariation phénologique
¢taient deux bactéries Gram-positif a savoir;
Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et trois
bactéries Gram-négatif; Escherichia coli
ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 et Salmonella enterica ATCC
14028. Les souches bactériennes ont été
fournies gracieusement par Microbiologics®.

4.1. Souches bactériennes et

culture
Toutes les souches ont été pré-
cultivées avant leur utilisation. Les

suspensions bactériennes ont été¢ préparées
en inoculant une boucle de chaque bactérie
testée dans 3 ml de bouillon Muller Hinton
et les incubées a 37°C pendant 18-24 h d'une
culture jeune. La turbidité du bouillon a été
ajustée a 0,5 McFarland et ensuite diluée
dans 5 a 10 ml de solution de NaCl a 0,9%
jusqu'a une concentration finale d’inoculum
de 10° UFC / ml.

4.2. Méthode de diffusion

L’activité antibactérienne in vitro
des extraits méthanoliques et aqueux de
I'impétrante  Cytisus  triflorus a  été
effectuée par la méthode de diffusion
des disques selon le protocole de Cseke
et al. [22]. 100 ul des inocula ont été
répartis sur la surface de chaque boite
de Pétri contenant 20 pl d'agar nutritive
liquide stérile chauffée, refroidie et
solidifiée. Les disques en papier filtre (6
mm) ont été imprégnés de 10 pl / disque
de chaque extrait. Les boites de Pétri
ont été laissées pendant 15 min a
température ambiante pour permettre la
diffusion des extraits puis elles ont été
incubées a 37°C pendant 24 h.
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L'activité antibactérienne a été ¢évaluée en
mesurant les  diameétres des  zones
d'inhibition par recours au logiciel
ImageTool ver.3. Chaque essai a été répété
en triple et les diamétres des zones
d'inhibition ont ét¢ exprimés comme
(moyennes + SE).

5. Analyses statistiques

Les résultats sont rapportés comme
valeurs de trois répétitions (moyennes =+
erreur standard) sur la base d'un C.V. <20%.
Les données ont été soumises a une analyse
statistique au renfort de Systat (logiciel
SPSS wver.12). L'analyse de la variance
(ANOVA) suivie du test de Newmen-Keuls
a été utilisée pour établir 'effet des stades
phénologiques, du contenu phytochimique et
du type du solvant sur [lactivité
antibactérienne des extraits de Cytisus
triflorus, les différences ont été considérés
comme significatives a p <0,05. L'analyse en
composantes principales (A.C.P.) a été
réalisée a 1’aide du logiciel XLSTAT ver. 9,
afin d’apercevoir 1’assemblage dans les
relations entre les variables et permettant de
classer les effets interactifs des stades
phénologiques et le contenu phytochimique
des extraits de Cytisus triflorus sur l'activité
antibactérienne.

Les équations prédictives des fluctuations
des diametres des zones d'inhibition
présumant la sensibilité des
microorganismes envers les métabolites
discerner dans les extraits de Cyfisus
triflorus des différents stades phénologiques
ont été développés par le test de régression
multiple apres vérification de la signification
des probabilités associées a chaque variable
explicative (p <0,05) par le logiciel PAST
ver. 1.37 [23].

RESULTATS

1. Rendement des extraits
méthanoliques et aqueux de Cytisus
triflorus

Le pourcentage des rendements en
extraits de Cytisus triflorus durant les trois
stades phénologiques est représenté dans la
Figure 1. L’analyse de la variance exprime
un écart trés significatif en rendement au
privilege de I’extrait aqueux durant les trois
stades phénologiques.
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La comparaison par paires nous a permis
d’annoncer une graduation négative en
rendement selon un gradient phénologique;
Végétatif, Floraison et Fructification.

Analyse de la variance, accordée par le test Newman-Keuls

= F-ratio extrait méthanolique = 5553,789; p= 0,000, p< 0,1%
F-ratio gyt aqueux = 15304,314; p = 0,000, p < 0,1%

15,69 +0,01 a™*

Stades phénologiques

Figure 1: variation des taux de rendement en
extraits aqueux et méthanoliques au cours
des stades phénologiques des parties
aériennes de Cytisus triflorus (Moy + SE, n
=3)

2. Screening phytochimique des extraits
de Cytisus triflorus

2.1. Tendance du contenu
phytochimique des extraits de
Cytisus triflorus dépendant des
stades phénologiques

Dans I’esprit de visualiser les
caractéristiques phytochimiques des extraits
de Cytisus triflorus sous la dépendance des
différents stades phénologiques. L’analyse
en composantes principales A.C.P. est
satisfaisante dans la mesure ou un fort
pourcentage de contribution a été signalé sur
les axes F1xF2 (100%). Les projections des
valeurs de contenu des extraits en
métabolites primaire et secondaire sur le
premier axe (56,41%) ont permet de
constater la présence d’une corrélation
positive entre les Phénols totaux et les
Flavonoides avec le stade Végétatif. En
revanche, le stade Floraison est corrélé
positivement avec les métabolites primaires
notamment les Protéines et Sucres et totaux.
Ces tendances ont été confirmé par les
valeurs respectives du coefficient de
corrélation de Pearson (r=0,982; r=0,974)

(Fig. 2).
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Biplot (axes F1xF2: 100,00 %)
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Figure 2: Projection du contenu
phytochimique des extraits de Cytisus
triflorus dépendant des stades phénologiques
sur les deux axes de I’ACP

2.2.  Variation quantitative du
contenu phytochimique des extraits
de Cytisus triflorus sous [’effet des
stades phénologiques

Les résultats du contenu de
Cytisus triflorus en Phénols totaux et en
Flavonoides des extraits aqueux et
méthanoliques ont annonceés une
fluctuation significative trés marquée
qui parait la plus performante au stade
Végétatif est qui s’accentuaient
progressivement vers la  Fructification
de la plante (Fig. 3 A et B). Néanmoins
les probabilités associées enregistrées
par Dl’analyse de la variance restreinte
que les Phénols totaux et les
Flavonoides se concentrent
significativement mieux dans 1’extrait
méthanolique que dans [’extrait aqueux
(Fig. 3 EetF).

Les résultats présentaient dans la figure
3 C e D), dénoncaient que
I’accumulation des Protéines et les
Sucres totaux est fortement liée aux

stades phénologiques dont la
concentration de ces métabolites durant
le stade Floraison a dominé

significativement  celles des  stades
Végétatif et Fructification. Cependant,
la concentration des Protéines a été
notablement  signalée maximale dans
I’extrait méthanolique (Fig. 3 G), tandis
que les Sucres totaux se concentre dans
I’extrait aqueux (Fig. 3 H).
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Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
F-ratio = 818,440; p = 0,000, p < 0,1%

©
8 r
3 5 e

x hd g g
3 o 8 g
LI
ok B 5 :

[ 2 ©
0 = ¥ 2
5 S g
R
o 'e
So
S Q «w
c 2
-

]
e 2w
sk
s o
26
5
]
]
e gj 100,
<]
o=

o4 T
Stade veégétatif Stade Floraison Stade Fructification

Stades phénologiques

C

Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
F-ratio =16,635; p=10,000,p<0,1%

©
5
o
+
r=3
<
o
b3

47284 0,74 b

46,324 0,33 C

{mg EQ/g matiére végétale)

Concentration en Flavonoides

Stade Végétatif = Stade Floraison ' Stade Fructification

stades phénologiques

Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
F-ratio =105,053; p=0,000,p<0,1%

J
~
g g
+H
00 £
23 o 2
Y 3 ©
3¢ o &
2 4 o
a0 8 -
§3+ 7 2
5§ I
B ER
i
g0
O W
S o
=]
S E
Stade Végétative Stade Floraison " Stade Fructification

Stades phénologiques

Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
F-ratio = 220,450; p = 0,000, p < 0,1%

63,49+ 9,57 a*™

61,85+9,74 b

60,85+ 9,55 C

Concentration en Sucres totaux
(mg EG/g matiére végétale

Stade Floraison " Stade Fructification
Stades phénologiques

Stade Végétatif

Revue Agrobiologia (2017) 7(2): 548-561

Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
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3. Activité antibactérienne

Les résultats de I"activité
antibactérienne des extraits de Cytisus
triflorus obtenus par la méthode de diffusion
des disques sur milieu gélosé révélaient trois
paliers de sensibilité a I’égard de la gamme
de bactéries pathogénes durant les trois
stades  phénologiques  générant  des
différences trés significatives. Le premier
palier s’intéressait a la détermination de la
sensibilit¢ des souches en controlant le
changement des diametres des zones
d’inhibition face aux variations
phénologiques de Cytisus triflorus. Les
résultats ont montrés un décroissement tres
significatif entre 1’activité des extraits du

Analyse de la variance, dée par le test de N Keuls

F-ratio =14,018; p=0,000, p<0,1%

10,86£ 0,91 a***

1007075 b

7192034 ¢

Diamétre des zones d'inhibition
(en mm)

Diamétre des zones d'inhibition
{en mm) .

11,192 0,68 a***

Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
F-ratio = 37,023; p =0,000, p < 0,1%
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stade Végétatif, du stade Floraison et du
stade Fructification (Fig. 4 A). Le deuxiéme
palier signalait la dominance des extraits
méthanoliques par comparaison aux extraits
aqueux en termes d’aptitude d’affectation
des diametres des zones d’inhibition des
pathogenes (Fig. 4 B). En revanche le
troisiéme palier a montré la forte sensibilité
qui bascule entre bactéries a Gram positif et
a Gram négatif (Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus) en premigre position
suivie par l’effet quasiment analogue des
extraits sur Bacillus subtilis et Escherichia
coli. Néanmoins Pseudomonas aeruginosa
particulié¢rement a présenté une résistante
face a la bioactivité des extraits de Cytisus
triflorus (Fig. 4 C).

Analyse de la variance, accordée par le test de Newman-Keuls
F-ratio =11,152; p = 0,000, p< 0,1%

11.81%1,32 @
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Figure 4: Fluctuations des diamétres des zones d’inhibition sous I’effet de la nature des extraits de
Cytisus triflorus en relation avec les stades phénologiques et les souches bactériennes
(Moy + SE, n=3).

La projection mutuelle des concentrations
des composés des extraits et des valeurs des
zones d’inhibition sur les deux axes F1xF2
de I’ACP, admet de constater que la
sensibilité des bactéries exposait une
corrélation positive avec les Phénols totaux
(r=0,985), les Flavonoides (r=0,934) durant

le stade Végétatif et de méme avec les
Protéines(r=0,458) et les Sucres totaux
(r=0,648) pendant le stade Floraison, alors
que les extraits du stade Fructification
réagissait négativement avec la sensibilité
des bactéries (Fig. 5).

Biplot (axes F1xF2: 100,00 %)

3
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Figure 5: Projection de la composition phytochimique et de I’activité antibactérienne des extraits
de Cytisus triflorus dépendant des stades phénologiques sur les deux axes de I’ACP
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4. Modele d’ajustement et
d’optimisation de [activite
antibactérienne des extraits de Cytisus
triflorus

La réflexion sur la modélisation de
I’optimisation des activités biologiques des
extraits dans le cadre d’une rationalisation
d’utilisation des ressources phytogénétiques
a permet de contribuer a une meilleure
compréhension de la qualité phytochimique
des plantes médicinales dans les activités
antibactériennes. Ainsi, [’intégration des
teneurs en Phénols totaux, en Flavonoides,
en Protéines et en Sucres totaux des
différents stades phénologiques (variables
explicatives) et les zones d’inhibition des
souches testées (variable expliqué) nous
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permettras de prédire les grandes propriétés
fonctionnelles des extraits de Cytisus
triflorus. Les résultats des régressions
multiples (Tableau 1) souscrit d’obtenir
plusieurs modeles prédictifs relatifs aux
souches selon 1’origine phénologique des
extraits. Les équations polynomiales ont été
arrétées apres vérification de la signification
des probabilités associées a chaque variable
explicative. Les valeurs de coefficients de
détermination ont également confirmé le
degré élevé de corrélation entre les valeurs
observées et prédites. En revanche, le
coefficient de corrélation a indiqué un haut
degré de lien entre les variables explicatives
(contenu des extraits) et la variable
expliquée (zone d’inhibition).

Tableau 1: Présentation des équations prédictives de l'activité antibactérienne des composés des
extraits de Cytisus triflorus vis a vis des microorganismes testés en fonction des stades

phénologiques
Souche Stade Variables v Prédiction de I’activité
Bactérienne  phénologique  explicatives antibactérienne des extraits
Salmonella stade FLV 0,986 0,993 Y,= 1,50 FLV -2,42
enterica Floraison
Staphylococcus stade FLV et PRT 0,997 0,998  Yy=31,92 FLV -2,10 PRT -96,59
aureus Floraison
Bacillus Stade PRT 0,999 0,999 Y= 0,93 PRT +3,33
subtilis Fructification

Y1: équation de prédiction de ’activité antibactérienne des extraits de Cytisus triflorus par mesure du paramétre zones
d’inhibition; FLV: Flavonoides; PRT: Protéines; R%: Coefficient de tendance; r: Coefficient de corrélation de Pearson

Salmonella enterica, parait trés sensible aux
Flavonoides (FLV) des extraits du stade
Floraison. Cependant  Staphylococcus
aureus, sa  sensibilit¢ parait réagir
différemment aux contenus des extraits par
effet synergique entre les Flavonoides (FLV)
et les Protéines (PRT) pendant le stade
Floraison, tandis que la sensibilité de
Bacillus subtilis serait accrue aux Protéines
(PRT) dans les extraits du stade
Fructification.

Il est possible que, selon les stades
phénologiques de l'année, le contenu et la
présence des composés bioactifs puissent
varier en parallele avec la présence ou
I'absence des stimuli externes, ce qui
entraine une modification des propriétés
antibactériennes. Ce qui a été exploité par
les extraits de Cytisus triflorus peut
présenter des alternatives pour réduire
certaines  résistances  chez  certains
microorganismes
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DISCUSSION

La distinction signalée au niveau des
rendements des extraits peut étre attribuée
au degré de polarité des composés extraits et
aux solvants utilisés, néanmoins la forte
solubilité des pigments, des enzymes et des
composés bioactives dans I’eau, témoigne
son utilisation universelle dans les
préparations des décoctions a base de
plantes comme remeédes thérapeutiques [24].

La transition entre les différents stades
phénologiques pendant le cycle de
développement de la plante simulent le
contenu des métabolites secondaires d’ou on
assiste a des fluctuations de concentration le
long du cycle végétale, néanmoins la
variation quantitative du contenu
phytochimique  sont  tributaires  des
différentes conditions environnementales et
des besoins de la plante,
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ce qui réaffirme les écarts enregistrés en
termes d’accumulation en Phénols totaux et
en Flavonoides en termes des différents
stades phénologiques de Cytisus triflorus.
Cet état de fait serait di aux fluctuations des
facteurs climatiques caractérisant les
périodes d’échantillonnages coincidaient
avec les phases cruciales de développement
phénologique. L’hypothése avancée
corrobore avec plusieurs travaux, qui
avangaient que la  biosynthése et
I'accumulation de métabolites secondaires
responsables de la bioactivit¢ dans les
plantes, sont dépendantes de facteurs
endogenes entre autres, la différenciation
tissulaire, le stade de développement, la
concurrence, 1'état nutritionnel et l'attaque
microbienne, comme des facteurs exogénes
dont le principal facteur est le climat. Ces
facteurs ont se sont révélés avoir un impact
sur le profil de ces métabolite chez les
plantes [25, 26 et 27]. Dans la méme
concordance, il a été accomplis que la
concentration la plus élevée des Phénols
totaux a été acquise dans les plantes
récoltées en hiver, suivies par celles
d'automne et d'été [28], ce qui suggere que
I'accumulation de composés phénoliques y
compris les Phénols totaux peut étre liée a
l'activation des voies phénylpropanoides par
les basses températures [29]. Tandis que les
plus basses concentrations de Flavonoides
ont ¢été signalées en plein automne
coincidant avec la phase Floraison et qui
constituait D’intervalle de la pré-élection
d’accumulation de ces composés afin de
s’accommoder au processus de lignification
[30, 31].

En outre, les résultats ont dévoilés que les
composés phénoliques se concentrent d’une
maniére  significative  dans  I’extrait
méthanolique que dans I’extrait aqueux.
Nous présumons que la concentration de ces
métabolites dans les solvants d’extraction est
fortement li¢e a la solubilité et au degré de
polymérisation. Cette hypothése a été
entretenue par certaines suggestions duquel
il a été illusionné la nature du solvant et a la
polarit¢ des composés phénolique lors de
leurs extractions [32].

Par référence aux quantités de Protéines et
de Sucres totaux accumulées au stade
Floraison,
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nous apprécions que cette derniére
revendique le métabolisme primaire en
termes de composés énergétiques afin de
rationaliser ce stade cruel dans la production
végétale. Notre hypotheése rejoignait des
propos récents qui ont révélés que la teneur
en Protéines était maximale au début du
stade Floraison, pendant la croissance
initiale des feuilles qui s'accompagne d'une
forte activité mitotique et d'une forte requéte
aux nutriments, en particulier 'azote [33, 34
et 35]. Par la suite, le taux décline pendant la
saison de croissance, en réponse au
vieillissement  tissulaire, quand les
nutriments sont transférés dans les tissus
perpétrés avant l'abscission. Cependant il a
été investiguer que 1’accumulation des
Sucres solubles est étroitement liée au
développement des fleurs et augmente de
facon rigoureuse en pleine Floraison. Cette
accumulation durant ce stade phénologique
serait liée aux roles multifonctionnels que
peut assurer ce métabolite primaire [36, 37],
dont Il agirait comme source d'énergie [38],
comme régulateurs osmotiques et comme
précurseur des processus métaboliques [39].

Les discriminations dans le mode de
concentration et d’accumulation des Sucres
totaux et des Protéines totales dans les
solvants d’extraction sont étroitement lices a
la nature chimique du métabolite. En
revanche, il a été apprécié que les Sucres
totaux accumulés dans les plantes soient
généralement extraits avec de 1’eau [40],
tandis que les solvants organiques sont les
plus appropriées pour la purification des

Protéines, puisque ces derniéres se
dénaturent facilement et perdent leurs
structures dans ces solvants [41].

Les résultats de I’activité
antibactérienne des extraits du stade
Végétatif de Cytisus triflorus

présentaient une forte sensibilit¢ de la
majorit¢ des souches bactériennes y
compris les souches a Gram positif que
celles a Gram négatif envers les extraits
testés avec la dominance de I’efficacité
de I’extrait méthanolique. Nous
suggérons que 1’activité biologique des
extraits dépend largement de la nature
du solvant d’extraction et du contenu en
principes actifs du stade phénologique.
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Cela est soutenu par certains travaux ou il a
été évoqué que le stade de développement
représente  probablement un  facteur
important pour identifier les variations et
pour localiser les meilleures activités
biologiques et les composés visant a
accroitre les propriétés fonctionnelles [42],
et que le solvant d’extraction joue un role
important dans le comportement
antibactérien des extraits du genre Cytisus
scoparius [43]. De plus la meilleure activité
antibactérienne en hiver, suggeére que les
plantes pourraient minimiser le coft
métabolique en récupérant les métabolites
des tissus foliaires et le transport des
composé€s vers les parties souterraines [44].
Les différents résultats observés dans
I’activité antibactérienne s’expliquent aussi
par les distinctions structurelles de la paroi
cellulaire bactérienne des bactéries Gram
positif et Gram négatif. Les bactéries Gram
négatif, a l'exception de la membrane
cellulaire, possédent une membrane de
couche externe supplémentaire, qui se
compose de phospholipides, de Protéines et
de lipopolysaccharides, ou cette membrane
est imperméable a la plupart des molécules
[45].

Les corrélations positives signalées entre les
Phénols totaux, les Flavonoides des extraits
du stade Végétatif ainsi que les Protéines,
les Sucres totaux des extraits du stade
Floraison et la sensibilit¢ des souches
pathogenes seraient dus a 1’effet individuel
et/ou synergique des composés quantifiés. Il
a ét¢ démontré que les extraits de Cytisus
scoparius exercaient une action
antibactérienne positive envers les souches
Staphylococcus aureus et Bacillus spp,
néanmoins ces extraits peuvent aussi
conférer un effet protecteur a certaines
especes bactériennes [43], cela avait été le
cas chez Pseudomonas aeruginosa qui a
présente une résistance via nos extraits
testés. I a été également affirmé que la
variation saisonniére de l'activité
antibactérienne des extraits de Bifurcaria
bifurcata (Sargassaceae) dépendait a la fois
des espéces végétales et du microorganisme
testé [46]. Toutefois, la nature des composés
individuels et leurs concentrations n'est pas
statique mais differe d'un organe a l'autre,
dans un cycle de développement d'une
plante, et de plus a l'intérieur et entre les
populations.
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Cette variation, qui conduit a des mélanges
complexes de métabolites, est probablement
une stratégie contre la sélection d'herbivores
ou d'agents pathogenes spécifiques [47, 48].
Il existait des preuves expérimentales selon
lesquelles une potentialisation synergique
des activités biologiques est réalisée par des
combinaisons de composés de défense
individuels dans un mélange [49].
Cependant l'effet antibactérien des composés
phénoliques peut étre di a leur capacité a
modifier la perméabilit¢ des cellules
microbiennes permettant ainsi la perte de
macromolécules a l'intérieur [50]. De plus,
la littérature a signalé aussi que les Protéines
présentaient une activité antibactérienne
contre certaines souches bactériennes
pathogeénes [51]. Tandis que, les Sucres
totaux eux-mémes ont exprimés une activité
antibactérienne du faite qu’ils disposaient de
capacités a rendre la paroi cellulaire de la
membrane bactérienne perméables [52].

CONCLUSION

La présente étude a mis en évidence
que le stade Végétatif annonce le plus
important rendement en extraits de Cytisus
triflorus L’Her. Tandis que les extraits
méthanoliques des stades Végétatif et
Floraison ont concentrés différemment les
métabolites primaires et secondaires. Les
extraits de Cytisus triflorus du stade
Végétatif  balancaient leurs  activités
antibactériennes entre certaines bactéries a
Gram positif ainsi que pour d’autres a Gram
négatif. Dans l'ensemble, le présent travail
est une rémunération pour I'¢lucidation
métabolique et antibactérienne des Fabaceae
Algériennes dont le genre Cytisus.
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