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Résumeé

Nous présentons dans cet article, les résultatsnabt a partir d’analyses, effectuées sur des txtraéthanoligues de l'espéce
Myrtus communid., récoltée in situ, ainsi que des extraits méttignes préparés a partir des cals de cette méamteplmultipliée in
vitro, pour lesquels plusieurs dosages spectrophéttiques ont été effectués. L'extrait de la plaftienu in situ s'est avéré plus riche en
polyphenols par rapport a son homologue obtenutir pas cals. Il a exprimé, également, un bonvpoude capture des radicaux libres
avec une EC50=0,69mg/ml, et un trés bon pouvoimitéir de la peroxydation de I'acide linoléiqueireéta 87,45%, qui s'est avéré
largement supérieur a celui de 'acide ascorbidiliscucomme contrdle positif (50,57%). Cependags, dxtraits méthanoliques préparés a
partir des cals ont exprimés le meilleur pouvoilateur des ions Beestimé a 73,13%.

Mots clés: Myrtus communis Lin situ, in vitro;extraits méthanoliques; polyphenols.
Abstract

We present in this paper, the results obtained fioalyzes, performed on methanolic extractslgftus communig, collected in situ, and
methanolic extracts prepared from a callus tissuleure of this plant, propagated in vitro. Sevesgkectrophotometric assays were
performed on these extracts. The plant extractimdxdain situ was richer in polyphenols than theaott prepared from calli. It expressed
also good free radical scavenging activity with EEB89mg/ml, and a very good inhibitory potency mfoleic acid peroxidation
estimated at 87,45%, which is much higher than abeorbic acid used as positive control (50,57%)wéi@r, methanolic extracts
prepared from calli expressed the best chelaBe ions estimatedat 73,13%.

Keywords:Myrtus communis..; in situ; in vitro; methanolic extracts; polygfols.

digestives et anti-spasmodiques [2,3], anti-sep8cgt anti-

microbiennes [4], astringentes et tonifiantes Hhsi que

1. Introduction ses propriétés anti-parasitaires [6]. Le myrtetest connu
aussi pour ses propriétés anti-génotoxiques [7e]plus

Les substances naturelles issues des végétauxesnt d de son pouvoir hemagglutinant [9], anti-hyperglyé@érh

intéréts multiples mis a profit en industrie agno@ntaire, [10], hypo-cholesterolemiant [11,12] et anti-inflaratoire
en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composégl3].
bioactifs on retrouve les métabolites secondaires. L'intégration du métabolisme phénoligue dans le

Ces substances font I'objet de nombreuses rechercheprogramme de développement d'une plante, pose la
basées sur les cultures in situ et in vitro deuisggétaux.  question d'un rdle éventuel de ces substancesieBiss
Ceci est notamment le cas des polyphénols végéjaux travaux ont montré qu'ils seraient associés a tebreux

sont largement utilisés en thérapeutique [1]. processus physiologiques, ils interviennent égatérdans
En se basant sur la méthodologie mise en place poules qualités organoleptiques des fruits [14].

'obtention, l'analyse et I'optimisation des compes Les composés phénoliques sont impliqués aussi ldans

polyphénoliques dans des culturesMigrtus communid,, résistance a l'attaque des insectes et des migan@mes

N

espece méditerranéenne, inscrite a Mharmacopée  [15]. En effet, de nombreux travaux ont démontré tps
européenneet couramment utilisée pour ses propriétés propriétés anti-oxydantes de ces composés sontisupEs
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a celles des anti-oxydants de synthése utiliséisdurstrie
pharmaceutique.

Dans cet article, nous ferons le point sur la cositjom
en polyphenols des extraits de I'espdbgtus Communis
L. de la région de Zaccar, ainsi que ses évenieffts
anti-oxydants. Des résultats antérieurs sur I'sslgle la
plante entiére du myrte [16] ont montré que leseaunx
feuillés sont trés riches en polyphénols.

Il nous paraissait alors intéressant de dévelopjesr
cultures cellulaires de cette plante dans la petsmge
d’'obtenir in vitro, de meilleurs rendements et/oneu
production sélective de polyphénols a propriétéadtives.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel végétal in situ

I'évaporateur rotatif et enfin séché a températumbiante.

Le résidu sec récupéré est pesé pour déterminer son

rendement et conservé au frais, dans un flacon ohibn
fermé, pour effectuer ultérieurement les tests
phytochimiques.

2.4. Dosage

Les extraits obtenus ont été soumis a une série de

dosages spectrophotométriques afin de quantifier le
teneur en polyphenols totaux [20], en flavonoidasix
[21], en flavonols [22], en tanins [23] et en artyanes
[24]

2.5. Evaluation de l'activité anti-oxydante desaik$
L'effet anti-oxydant des extraits a été évalué Ipaest

DPPH [25]. Le pouvoir inhibiteur de la peroxydatide
l'acide linoléique est déterminé par la méthodedyrnate

Les rameaux feuillés ont été récoltés sur des pieds[26]. Cependant, le pouvoir chélateur des ion$" Fest

adultes deM communisL., dans la région de Zaccar
(tableau 1). Les spécimens ont été identifiés amani du
laboratoire de botanigue de [llInstitut National
d'Agronomie-El Harrach (Alger). Le séchage est @tfé

mesuré selon le protocole rapporté par Decker eciwe
[27].

2.6. Analyse statistique

dans une étuve réglée a 75°C durant 24h. La masse

végétale séchée est ensuite réduite en poudreefiléen
conservée jusqu'a son utilisation.

Tableaul
Coordonnés géographiques du site de récolte

Localisation  Altitude Latitude Longitude . E_tagg
bioclimatique
Zaccar ' Semi-aride &
- 018’ 2°16
Wilayade  520m 3’3;3 hiver tempéré
Ain Defla Est (Atlas tellien)

2.2. Mise en place et suivi des cultures in vitro

Des cals ont été initiés a partir de limbes fodiairssus
de vitro-semis, sur un milieu MS [17], supplémeatéc

une combinaison hormonale équilibrée (Kin/ANA ou

Tous les essais ont été répétés six fois et réaliags les

mémes conditions. De méme, des corrélations ont été

établies entre les différentes variables et lesparaisons
statistiques ont été faites au moyen du tesbtdelent Les
différences ont été considérées significatives @ Q@b

3. Résultats et discussions

3.1. Caractérisation des extraits obtenus

Les extraits méthanoliques (MeOH) issus de la plant
obtenue in situ, présentent une couleur marranfoBcé,
un aspect légérement gras avec un rendement de%.1,3
alors que les extraits des cals ont plutt un asmdlant de
couleur vert foncée, associé a un rendement ddrd'ate

Kin/2,4-D: 0,5/0,5 mg/l) et additionné de saccharos 35,56% (tableau 2)

(30g/1), d'agar-agar (8g/l) et des vitamines de éNaat

Le rendement de l'extrait méthanoliqueMeommunis

Wetmore [18]. Le pH est ajusté a 58. On a noté la| ,,,ssant spontanément en Gréce est compris 4Byde

formation des cals primaires aprés 6 semaines;uksres
ont été entretenues par repiquages successifsleéeudl
jours. Les cals sont récupérés aprés 7 semai@elsés a
I'étuve (a 25°C jusqu'a stabilité du poids secugadroyés
en poudre fine et bien conservés pour la suitdrdgaux.

2.3. Extraction
Elle est réalisée par épuisements de la poudrealége

chaud par Soxhlet dans le méthanol [19]. L'exthaiit
obtenu est soumis a une double filtration, puisceotré a

et 59,5%, il atteint son maximum lorsque la plaptt
récoltée en pleine floraison [16].

Tableau 2
Aspects, couleurs et rendements des extraits ahiten

Nature de Rendement de Aspect et couleur de
I'extrait I'extrait (%) I'extrait
i Collant pateux
In vitro Extrait 35,56 pee
MeOH Vert foncé
In situ Extrait 41,30 Collant pateux
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MeOH Marron foncé de l'acide shikimiqgue au milieu de culture augmelete
Dans ce méme contexte, le rendement moyen du myrteendement en polyphenols. Ces résultats rejoigaassi
Iranien est égal a 28,66%, signalant qu'il est ticse en €S observations faites par Shah et Mehta [31], api
flavonoides [28]. Il parait ainsi que la localisati améhoréT la produc_tlon dgs coIon|e§ tlssulalre§ de
géographique, la durée de stockage, le degré deitdata Crotalana_ en introduisant différents acides phénoliques
génétique, le climat, ainsi que la période de técol dans le milieude culture.

semblent avoir un impact direct sur le rendement. Selon les travaux dirigés par Gardeli [16], la tenees
extraits méthanoliques en polyphenols ckezommunid..
3.2. Résultats des analyses spectrophotométriques varie entre 352 et 373 ug eq ac gal/mg ES et attein

maximum durant la période de pleine floraison. @epat,

L'analyse quantitative des extraits par des dosagesAmmar et al. [32] rapportent que sa teneur avoigRigg
spectrophotométriques, ~ avaient pour  objectif la €dac gal/mg ES. _ .
détermination de la teneur de quelques composés NOUS avons constate une faible présence de taams d
phénoliques (polyphenols totaux, flavonoides, ftals, les extraits méthanoliques des cals avec une ctrau(_an
tanins, anthocyanes). Pour chaque dosage, nouss avonMoyenne de 22,78 g eq ac tan/mg ES. Quant auaitsxtr
réalisé une courbe d'étalonnage a différentes coratons ~ Préparés a partir de la plante obtenue in sitie elt
d'étalon. Les teneurs moyennes des flavonoides, dedettement plus €levee, nous pensons que I'étanijavie
anthocyanes et des flavonols dans I'extrait métitareode ces tissus en est la cause principale. Les tradau@asmi
la plante obtenue in situ sont nettement plus &layde [33] rapportent que la concentration des tanins dlertrait
ceux détectés dans I'extrait préparé a partir aiss ¢ méthanolique dé/ communid., poussant spontanément en

Par ailleurs, si nous comparons la teneur en pélypls ~ Tunisie, avoisine 104 pg eq Ac tan/mg ES. Alors tpse
de I'extrait deM communisL. obtenues in situ, & celle de ésultats fournis par Ammar [32] ont confirmé l&gence
son homologue préparés a partir des cals, on peutide ~ d'un taux de tanins qui avoisine 282 pg eq ac @ra8
les cals ne sont pas tres riches en composés [néeml chez cette meéme espece.

Il conviendrait probablement de jouer sur certaines Il est important de signaler que les anthocyanas)es
conditions de culture (lintensité et/ou la duréecihirage) ~ Plan théorique augmentent avec la maturation deiss fr
afin d'optimiser la synthése de ces métabolitesisDee ~ Par ailleurs, d'apres Bakker et al. [34], les défies
méme contexte, une série de travaux portant syrféactions provoquant la diminution des anthocyssted
loptimisation des conditons de culture de colanie les réactions de condensation avec d'autres mekcul
tissulaires deéFagopyrum esculenturant permis d’obtenir ~ inférieures  comme lacide puracique, ainsi que la
des quantités intéressantes en polyphenols, mais qucomblna|son des anthocyanes avec les tanins pauredo
suggeérent I'exposition des cals a un éclairage geant ~ des polymeres ayant des propriétes et des couleurs
24h/24h [29]. Bahorun [30] a rapporté que lintrotion différentes de celles des anthocyanes.

Tableau 3
Teneurs en composés phénoliques des extraits

Parametre Etalon sélectionné Longueur d'onde (nm) Teneur (ug eq/mg ES)*
In situ In vitro
Polyphenols totaux Acide gallique (Ac Gal) 760 487,00+0,24 189,0@,
Flavonoides totaux Quercetine (Quer) 415 125,25+0,11 64,10+0,66
Flavonols Rutine (Rut) 440 378,0040,64 111,00+0,32
Tanins Acide tannique (Ac tan) 760 135,02+0,33 22,7840,43
Anthocyanes Cyanidine (Cyan) 520 19,80+0,08 05,09+0,42

*microgramme équivalent/milligramme d'extrait sec

3.3. Résultats du test DPPH I'extrait des cals a présenté une capacité faible e
comparaison avec les standards. Les valeurs EC50

Une réduction de I'absorbance du DPPH en solutgin e déterminées en mg/ml expriment la concentratioitade
observée avec l'augmentation de la dose des exehies de I'extrait anti-oxydant nécessaire pour le pi¢geat la
anti-oxydants standards (figure 1 et figure 2)s keetraits réduction de 50% de molécules de DPPH en
ont manifesté un pouvoir anti-oxydant en piégea¥ | dissolution dans du méthanol (Tableau 4). Un autre
molécules du radical libore DPPH mais cetteacép est paramétre exprimant la puissance anti-radicalairété
d'une puissance accrue avec l'acide ascorba@oes que calculé nommé "ARP" qui est égale a 1/EC50.
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Selon les résultats enregistrés, l'extrait de lantel Tableau 5
obtenue in situ est doté d’'un bon pouvoir anti-a@yd Pourcentage d'inhibition (Pl) de la peroxydatiten'acide linoléique.

(EC50=0,69mg/ml), meilleur que celui exprimé par Acide Extraits de lespéce
I'a tocophérol, mais reste d'une efficacité moindre pa ascorbique M communig..
rapport a celle exprimée par l'acide ascorbiquelaet (Cp) " situ I vitro

guercetine respectivement.

Pour les contréles positifs, la réaction de réductiu P1% 50,57 8745 66,81
DPPH en solution est rapide et instantanée, leggraant
de couleur, exprimant le passage du radical DPPHade 14 -
forme oxydée (DPPHe-) a la forme réduite stable (BPP
H), se fait dans un temps extrémement court otatl'ét £ 127
d’équilibre est atteint immédiatement et la rédurctiest s
presque compléte. En comparant les résultats obtaver n g |
les extraits de la plante et les standards, orselBactivité -
et la puissance anti-oxydante suivant I'ordre : &6 -

Acide ascorbique > quercetine > extrait de la gt § Ca -
situ) >0 tocophérol > extrait des cals (in vitro) 3

L2 "

Tableau 4 0 -4
Effet anti-oxydant des extraits 8#&communid.. 0 1 2 3 4 5
Substance o EGCso Concentration del'EM en mg/ml{in situ}

chimique testée % d'inhibition (mg/m) PAR
M communis L Figure 1: Réduction .de I'absorbar.lce'du !DPPH ectifom
77.52 0.69 1.45 de la dose de l'extrait dé communid. (in situ)
(in situ)
M communis L
47.90 1.01 0.99 16+ »
(in vitro)
Quercetine 14 \
85.56 0.43 2.33 €45
(Cp) S
Alpha tocophérol 5107 0.99 1ol v \
(Cp) E 0a
Ac'de(acslf)orb'q”e 86.62 0.39 2,56 % 06
L'activité  anti-oxydante des  extraits dépend 04
essentiellement du taux des polyphenols accumulés o.2
durant le cycle végétatif de la plante [3%kh EG, de 0 : ; . . |
M communid_., rapportée par les travaux de Gardelaket 0 L 2 3 4 5
[16], est comprise entre 0,0095 et 0,017mg/ml,raémes Concentration de [EM en mg/ml{in vitro)
auteurs ont également démontré que les extrait de
M communisL. récoltés en période estivale sont les plus Figure 2: Réduction de I'absorbance du DPPH ectifam

anti-oxydants. de la dose de I'extrait d¢ communid. (in vitro)

3.3. Résultats de l'activité anti-peroxydasique l'deide

T Des travaux similaires sur l'extrait méthanolique d
linoléique q

Syzygium cuminiont rapporté qu'elle présente un pouvoir
inhibiteur de la lipo-peroxydation avec une EC5@lég
222ug/ml [36]. Quant a Il'aspect biochimique desscal
Thorpe et Gasper [37] ont montré une augmentatien d
l'activité peroxydasique au cours de la formaticn ahls
issus de différents explants, et ont constaté gueette de
l'activité caulogéne d'un cal correspond a une eert
t graduelle de I'activité peroxydasique. Cet accemissnt de
lactivité peroxydasique préalable a [linitiation esl
bourgeons végétatifs pourrait étre I'indication ru
réduction du niveau auxinique endogene [38].

Afin d'évaluer l'action des extraits sur l'inhibiti de la
peroxydation de l'acide linoléique, nous avonsatffé un
test sur une période d'une semaine (168h). L'acide
ascorbique a été utilisé comme contréle positif)(Qpe
pourcentage d'inhibition de la lipo-peroxydatioheadculé,
aprés 120 heures (tableau 5). Les extraitMdmmmunis
L. obtenus in sitet a partir des cals ont respectivemen
montré, un pourcentage d'inhibition de la peroxgaate
l'acide linoléique estimé a 87,45% et 66,81% qusaet
avéré largement supérieurs a ceux du contrdleiposit
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3.4. Résultats du pouvoir chélateur du fer homologue in situ ainsi qu'a celui des standargg.(C
D'aprés les travaux de Gardeli [16], [I'extrait

Le pourcentage de chélation des ion$"Fexercé par méthanolique d& communid.. exerce un important effet
l'acide ascorbique est égal a 43,22%, il est dig fdus chélateur en pourcentage de réduction des iofiseBEmé
important, que celui de la quercetine n'ayant iexprque entre 63,4+0,4 et 70,2+2,3 mmol*He il a aussi confirmé
4,98% (figure 3). gu'il varie significativement selon les saisons.

Quant aux extraits testés, nous pouvons déduire que Les variations de l'activité réductrice des radichiores,
I'extrait deM communid.. obtenu in vitro, présente un sont, en général, directement liées aux taux degposés
pouvoir chélateur de 73,13%, largement supgéréson phénoliques présents dans la plante récoltée [39].

20 F313%
ey
2 70
=
2 &0
e
- =0 43-22%
o =
A0
u
L= ~
E:;. 30
8 a2 1) mang
=
:1j 1I:I _1 qnoa .
=
& 0
(=
in situ inwitro
Juercetine Acide ascorbique Extraits de K communis L
(Cp) (Cp)
Figure 3: Pouvoir chélateur du fer exercé par ¥tsags de M communid.. obtenus in situ et in vitro
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