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Résumé

L’ortie (Urtica dioica) et le marrube blanc (Marrubium vulgare) sont deux plantes medicinales
présentant une richesse phytochimique remarquable. Cette étude a permis d’analyser leurs extraits
aqueux, qui révelent une teneur élevée en composés phénoliques et flavonoides, ainsi qu’une
activité  antioxydante et antimicrobienne significative. Des essais d’allélopathie,
d’antiprolifération et d’activité biologique confirment leur potentiel thérapeutique. Par ailleurs, un
protocole efficace de callogenese in vitro a été établi pour U. dioica, avec des taux de prolifération
élevés sur milieu MS enrichi en BAP et NAA. Ces résultats soulignent ’intérét de ces espéces tant
pour la pharmacopée traditionnelle que pour la recherche biotechnologique. La conclusion appelle
a une gestion durable de ces ressources vegétales a travers leur conservation ex situ et la
valorisation de leurs métabolites bioactifs.

Mots clés : Urtica dioica ; Marrubium vulgare ; Extraits aqueux ; Composés phénoliques ;
Flavonoides ; Activité antioxydante ; Activité antimicrobienne ; Allélopathie ; Antiprolifération ;
Callogenese in vitro ; Conservation ex situ ; Métabolites bioactifs.
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Abstract

Stinging nettle (Urtica dioica) and white horehound (Marrubium vulgare) are medicinal plants
with significant phytochemical diversity. This study investigated their aqueous extracts, which
were found to be rich in phenolic compounds and flavonoids, and demonstrated notable
antioxidant and antimicrobial activities. Additional tests revealed allelopathic, antiproliferative,
and biological effects supporting their therapeutic potential. Moreover, an efficient in vitro callus
induction protocol was successfully established, for U. dioica, with high callogenesis rates using
MS medium supplemented with BAP and NAA. These findings highlight the biomedical relevance
of these plants and their importance in preserving Algeria's phytogenetic heritage. The study
advocates for sustainable management of these plant resources by integrating ex situ conservation
via biotechnology with the valorization of their bioactive compounds.

Keywords :

Urtica dioica; Marrubium vulgare; Aqueous extracts; Phenolic compounds; Flavonoids;
Antioxidant activity; Antimicrobial activity; Allelopathy; Antiproliferative activity; In vitro callus
induction; Ex situ conservation; Bioactive metabolites
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INTRODUCTION

L'Algérie, riche d'une biodiversité floristique exceptionnelle, abrite environ 4 000 especes
veégétales, dont plus de 300 espéces possedent des propriétés médicinales et aromatiques
reconnues (Belhouala & Benarba, 2021). Pourtant, plusieurs de ces especes sont aujourd'hui
menacées en raison de facteurs tels que la surexploitation, le surpaturage, la dégradation des
habitats naturels et les stress dus au changement climatique (Haichour & Benabdeli, 2022).
La conservation de ces plantes revét donc une importance capitale, tant pour la préservation de

la biodiversité que pour le maintien de ce potentiel thérapeutique et industriel qu'elles offrent.

Parmi les méthodes modernes de la conservation des phytoressources, la micropropagation in
vitro s'est imposée comme une technique prometteuse (Bettoni et al., 2024; Gashi et al., 2015).
Car non seulement elle permet la multiplication rapide et en masse des plantes, mais assure
aussi la production de plants vigoureux et exempts de maladies. Cette approche est
particulierement avantageuse pour les espéces menacées et rares, car elle réduit la pression sur
les populations sauvages (spontanées) en fournissant une source alternative de matériel végétal
(Kibler, 2014).

En Algérie, plusieurs travaux ont été menés pour appliquer la culture in vitro a la conservation
des plantes médicinales. Par exemple, dans une étude menée sur deux espéces de myrte (Myrtus
communis et Myrtus nivellei), il a été démontré le potentiel de la micropropagation pour la
multiplication de ces espéces (Touaibia et al., 2012). Dans une autre étude, quatre plantes
médicinales de la famille des Lamiaceae ont fait I’objet de culture in vitro en vue de leur
multiplication (Mehalaine & Chenchouni, 2021). La micropropagation offre également la
possibilité de conserver des espéces endémiques du désert algérien, reconnues pour leurs usages
traditionnels et leurs activités biologiques, notamment les activités antioxydantes et

anticancéreuses (Hemmami et al., 2023).

Bien que ces avancées soulignent I'importance de la culture in vitro dans la préservation des
phytoressources algériennes, la mise en ceuvre de la micropropagation nécessite une maitrise
des protocoles de culture, une infrastructure adaptée et une compréhension approfondie des
besoins spécifiques de chaque espéce. Les défis incluent I'optimisation des conditions de
culture, la gestion des contaminations et I'acclimatation des plants régenérés aux conditions ex

vitro.
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Malgré ces obstacles, les bénéfices potentiels de la micropropagation pour la conservation des
plantes médicinales et aromatiques en Algérie sont indéniables.

Dans la présente étude, en plus de faire une analyse photochimique comparative entre les deux
espéces sélectionnées, a savoir, Urtica dioica et Marrubium vulgare, de tenter de développer
un protocole efficace de callogenése de ces deux plantes médicinales.

O Urtica dioica :

L'ortie (Urtica dioica L.), est une plante herbacée, appartenant a la famille des Urticacées.
Originaire d'Asie, d'Europe, d'Afrique et d’Amérique du Nord, reconnue depuis des siecles en
médecine traditionnelle pour sa richesse en composés phytochimiques bénéfiques (Taheri,

2022). En Algérie, I’ortie pousse spontanément dans diverses régions, notamment au Nord.

L'intérét de l'ortie est d0 a sa richesse en composés phytochimiques aux applications variées
(Tableau 1). Ces substances sont utilisées en médecine traditionnelle pour leurs propriétés
bénéfiques, notamment antimicrobiennes, et trouvent également leur place dans I'élaboration

de compléments alimentaires et de cosmétiques (Aziz et al., 2024).

Parmi les composes phénoliques d'intérét medicinal, les lignanes sont particuliérement
remarquables. Leur concentration varie significativement selon les parties de la plante, avec des

différences notables entre les parties aériennes et les racines (Martz & Kankaanpaa, 2025).

En plus de sa richesse en composés phytochimiques, l'ortie est une source prometteuse de fibres
cellulosiques, plus spécifiqguement de fibres libériennes. Ces fibres, résistantes et polyvalentes,

sont exploitées dans la fabrication de bio-composites et de textiles (Viotti et al., 2022).

Plus récemment, la recherche a mis en évidence un nouvel usage innovant de l'ortie : la
préparation de nanoparticules de carbone a partir de ses tiges. Ces nanoparticules possedent des
propriétés physico-chimiques uniques, ouvrant ainsi la voie a une diversification des

applications de cette "mauvaise herbe" souvent sous-estimée. (Nuilek et al., 2019).

Malgré le potentiel médicinal et industriel considérable de l'ortie, il est étonnant de constater le
manque d'informations sur I'optimisation de ses conditions de culture in vitro de cette ressource
naturelle précieuse (Afsharipour et al., 2024 ; Sarrafi et al., 2024 ; Xu et al., 2021 ; Zarei et
al., 2020).
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Tableau 1 : Syntheése des Activités Biologiques d’Urtica dioica (basée sur des travaux publiés entre 2020-2025)

Activité biologique

Type d'extrait/
Partie Xtilisée

Principales Gécouvertes/Mécanismes

Références

Antioxydante

Anti-inflammatoire

Antimicrobienne

Anticancéreuse

Antidiabétique

Neuroprotectrice

Cardio-
néphroprotectrice

Extrait aqueux de feuilles,
extrait hydroalcoolique

Extrait aqueux, extrait
éthanolique

Extrait aqueux, extrait
hydroalcoolique

Extrait aqueux de feuilles,
infusion

Extrait hydroalcoolique,
combinaison avec
vitamine E

Extrait éthanolique

Extrait de feuilles

Forte activité de piégeage des radicaux libres (DPPH, ABTS), pouvoir réducteur
(FRAP), chélation des métaux. Riche en composés phénoliques (acide
chlorogénique, rutine). Protege contre le stress oxydatif dans les tissus cérébraux et
pancréatiques.

Inhibition de la voie NF-xB, réduction des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-6). Effets neuroprotecteurs contre 1’inflammation induite par le chlorpyrifos.

Activité antibactérienne contre Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, et
autres pathogénes Gram+. Altération de la structure de la paroi bactérienne
observée par microscopie électronique.

Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses (HCT-116, MDA-MB-231,
leucémie aigué). Induction de 1’apoptose via régulation de Bax/Bcl-2 et arrét du
cycle cellulaire (phase G2).

Réduction de la glycémie a jeun, amélioration du statut antioxydant. Effets
synergiques avec la vitamine E sur la protection pancréatique.

Atténuation des dommages oxydatifs dans les tissus cérébraux, amélioration des

paramétres comportementaux (mémoire, anxiété) dans les modéles de neurotoxicité.

Réduction de I’albuminurie et du stress oxydatif rénal. Modulation de la pression
artérielle et amélioration de la fonction endothéliale.

Dakhli et al. (2025), Chira et
al. (2025), Abdel Rasool &
Yahya (2024), Elkelish et al.
(2024),

Chira et al. (2025), Vajic et al.
(2024), Abi Sleiman et al.
(2024)

Motamedi et al. (2014),
Dakhli et al. (2025), Elkelish
et al. (2024)

Hodroj et al. (2020), Tavanaei
et al. (2025), Abi Sleiman et
al. (2024)

Abdel Rasool & Yahya
(2024), Chehri et al. (2023)

Chira et al. (2025), Semwal et
al. (2023)

Vajic et al. (2024)
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O Marrubium vulgare :

Le Marrube blanc (Marrubium vulgare L.), une plante vivace commune des régions tempérées
d'Europe, d'Asie et d'Afrique du Nord, y compris I'Algérie, ou il pousse spontanément. Sa
réputation comme plante médicinale repose sur sa richesse en composés phytochimiques
bioactifs, lui conférant de multiples propriétés curatives ou préventives (Michalak et al., 2024).

Le Marrube blanc est traditionnellement employé pour ses effets expectorants,
antispasmodiques, anti-inflammatoires, antidiabétiques et hépatoprotecteurs. Ces propriétés en
font un remede populaire pour les affections respiratoires (toux, bronchite), la fievre, les

troubles digestifs et méme le diabéte (Tableau 2).

Parmi ces composes, les diterpénes labdanes, et notamment la marrubiine, sont les principaux
responsables de ses activités pharmacologiques. On trouve également des flavonoides, des
phénylpropanoides glycosides, et des huiles essentielles, dont la composition et I'abondance
peuvent varier selon I'origine géographique et les conditions de culture de la plante (Popoola
etal., 2013).

La recherche moderne corrobore de plus en plus les usages traditionnels du Marrube blanc. Des
études scientifiques ont mis en évidence son activité antioxydante significative, sa capacité a
réguler la glycémie, et ses effets protecteurs sur le foie. De plus, des travaux explorent son
potentiel antimicrobien et antitumoral, ouvrant de nouvelles perspectives pour son utilisation

en santé humaine (Aé¢imovic et al., 2020).

Bien que le Marrube blanc soit une plante médicinale bien établie, des efforts de recherche
supplémentaires sont nécessaires pour approfondir la compréhension de ses mécanismes
d'action, standardiser ses extraits et évaluer son efficacité et sa sécurité dans des essais cliniques
rigoureux (Lodhi et al., 2017).

L'optimisation de ses conditions de culture, notamment in vitro, pourrait également garantir une
production durable et de qualité des composés actifs, pour une utilisation accrue dans I'industrie

pharmaceutique, nutraceutique et cosmétique (Ali et al., 2018).
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Tableau 2: Synthese des activités biologiques de la Marrubium vulgare (basée sur des travaux publiés entre 2020-2025)

Activité biologique

Type d’extrait
(solvant, partie)

Méthodologie

Résultats

Composés actifs identifiés

Référence

Antioxydante

Anti-inflammatoire

Antidiabétique
(antihyperglycémiante)

Antimicrobienne

Antimitotique

Antiproliférative
(anticancéreuse)

Décoction aqueuse
(feuilles) et extrait

hydroalcoolique (plant

ent)

Extrait éthanolique
(aérien) et
méthanolique
(feuilles) — aérosols
isolés (marrubiin,
marrubinone B)
Décoction aqueuse
(feuilles) et extrait
méthanolique
(feuilles) — composé
isolé marrubiin

Extrait aqueux
(feuilles)

Décoction aqueuse
(feuilles)

Extrait méthanolique
(plante entiére)

In vitro

Invivo/ In
vitro

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro (

- Décoction : IC50(DPPH) = 1,18 + 0,62 mg/mL ;
EC50(FRAP) = 1,5 + 0,20 mg/mL; TAC = 50,55 + 3,75
mg Eq. ascorb./g ext.

- Extrait hydroalc.: inhibition DPPH 68,3 % et FRAP =
1,22 mmol

- In vivo (extract éthanolique) : inhibition de I’cedéme =
91,84 £3,37 %

- In vitro : marrubiin et marrubinone B entrainent
inhibition modérée des cytokines pro-inflammatoires
IL-1B, TNF-a, IL-6 (Aucun effet antioxydant détecté
pour ces diterpénes isolés)

- Décoction 400 mg/kg : réduction significative de la
glycemie post-charge orale (60—-90 min, p<0,01) et aire
sous courbe diminuée. Effet comparable au
glibenclamide.

- Marrubiin (in vivo) : effet antihyperglycémiant
marqué chez rats diabétiques (diminution de la
glycémie)

Bactéries (Gramz) : MIC =75 ug/mL (K. pneumoniae,
E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis — activité élevée) ;
37,5 ng/mL (S. agalactiae — modérée) ; 18,75 pg/mL
(P. mirabilis — faible). Levures/champi: MFC = 37,5
pg/mL (C. tropicalis, C. krusei, C. albicans, C.
parapsilosis, S. cerevisiae) ; 9,375 pg/mL (C.
parapsilosis, S. cerevisiae, Aspergillus niger)

Inhibition de la germination : 90,18 % a 10 mg/mL et
95,37 % a 1,5 mg/mL. IC50 = 3,69 mg/mL (extrait)
contre 1,80 mg/mL (colchicine). Indice mitotique
abaissé.

IC50,= 43,5 pg/mL (MDA-MB-231), 46,5 pg/mL
(MCF-7). Autres lignées : 1IC50 (A549, HepG2) plus
élevées (jusqu’a 223,5 pg/mL). Toxicité sur zebre :
CL50 ~ 5 pg/mL (extrémement toxique)

Catéchines, acide malique,
glycosides phénylpropanoides
(e.g. verbascoside),
etc.frontiersin.org

Marrubiin, marrubinone B
(labdanes) (effet anti-
inflammatoire);
phénols/flavonoides divers

Catéchine, lutéoline,
apigénine, acide salicylique
(identifiés par HPLC) ;
marrubiin pour 1’effet
antidiabétique.

Catéchine (principal) et divers
alkaloides, stéroides, tanins,
terpenes

(Identifiés
antioxydants/catéchine
également présents)

Non précisé (probablement
flavonoides et comp.
phénoliques)

Gourich et al., 2023
Michalak et al., 2024

Ouadghiri et al., 2025
Kumar et al., 2024

Gourich et al., 2023;
Kumar et al., 2024

Gourich et al., 2023

Gourich et al., 2023

Ullah et al., 2024



https://www.frontiersin.org/journals/chemistry/articles/10.3389/fchem.2023.1238346/full#:~:text=the%20phytochemical%20constituents%20of%20the,and%20antimicrobial%20properties%20against%20Streptococcus
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O Laculture in vitro et la conservation des phytoressources

= Culture in vitro

La culture in vitro représente une avancée majeure en biotechnologie végétale, offrant une
solution efficace pour préserver les plantes médicinales menacées par la surexploitation,
la destruction de leurs habitats naturels et la faible viabilité de leurs graines. En permettant la
multiplication rapide de plantes a partir de fragments de tissus végétaux dans des conditions
stériles et contrblées, cette technique favorise une conservation ex situ durable des ressources

phytogénétiques.
= Multiplication et conservation des especes menacees

Plusieurs études menées en Afrique du Nord ont demontré I'efficacité de la culture in vitro pour
la régénération et la conservation de plantes médicinales menacées. Ces recherches mettent en
évidence des protocoles de micropropagation adaptés a des especes locales, favorisant ainsi leur

préservation et leur valorisation.

Par exemple, Mehalaine et Chenchouni (2021) ont exploré la macropropagation et la
micropropagation de quatre plantes médicinales de la famille des Lamiacées : Thymus
algeriensis, Rosmarinus officinalis, Marrubium vulgare et Salvia officinalis. Leurs résultats ont
montré que la culture in vitro peut étre optimisée pour produire efficacement des composés
bioactifs, soutenant ainsi une production durable pour les industries pharmaceutique,

nutraceutique et cosmétique.

De méme, Elmaghrabi et al. (2017) ont développé un protocole de micropropagation pour
Capparis spinosa, une plante médicinale endémique du bassin méditerranéen. Leurs travaux ont
permis d'obtenir une régénération efficace a partir d'explants foliaires, avec une induction de
cals sur un milieu MS enrichi en 2,4-D et une multiplication des pousses sur un milieu contenant
du BAP. Ce protocole offre une solution pour la conservation et la multiplication de cette espéce

d'intérét thérapeutique.

En plus aux techniques conventionnelles de culture in vitro, des techniques complémentaires
comme la cryoconservation (conservation a ultra-basse température, généralement a -196°C
dans 1’azote liquide) et I’encapsulation-desiccation (formation de capsules synthétiques
protégeant les tissus végétaux) ont été développées ces derniéres années pour assurer

une conservation a long terme des génotypes rares sans perte de viabilité (Tableau 3).
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=  Production de métabolites secondaires bioactifs

Au-dela de la conservation, la culture in vitro permet la production contrdlée de composés
pharmaceutiques, évitant ainsi les contraintes liées a la récolte en milieu naturel. Par exemple,
des cultures cellulaires de Caralluma tuberculata, une plante rare aux propriétés
antidiabétiques, ont permis de produire des quantités significatives de pregnanes glycosides,
des molécules actives contre le diabéte, en optimisant les milieux de culture et les régulateurs

de croissance (Tableau 3).

De méme, Taxus spp., source du paclitaxel (un anticancéreux majeur), est aujourd’hui cultivé in
vitro pour pallier la raréfaction de I’espéce dans la nature. Des bioréacteurs permettent
désormais une production industrielle de métabolites secondaires, réduisant la pression sur les

populations sauvages.
= Perspectives et limites

Malgré ses avantages, la culture in vitro nécessite des protocoles spécifiques pour chaque
espece et un contréle strict des conditions de croissance. Les codts initiaux et la nécessité
d’expertise limitent encore son déploiement a grande échelle. Cependant, les progres
en biologie moléculaire (comme 1’édition génomique CRISPR pour améliorer la synthése des
métabolites) et en automatisation des cultures ouvrent de nouvelles voies pour une production

durable de plantes médicinales (Tableau 3).
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Tableau 3: Synthése des travaux menés sur la culture in vitro des plantes aromatiques et
meédicinales depuis 2015 a 2025.

Année  Plante Objectif de Méthode utilisée Résultats clés Référence
étudiée I’étude

2015 Ocimum Multiplication ~ MS + BAP 2.0 mg/L 8.2 pousses/explant ~ Singh et al., 2015
sanctum rapide + NAA 0.5 mg/L en 6 semaines

2016 Salvia Conservation  Culture embryonnaire  Plants acclimatés Al-Mashhadani et
officinalis ex situ avec succes al., 2016

2017 Aloe vera Productionde  Milieu LS + Augmentation du Kaur et al., 2017

biomasse suppléments poids frais

2018 Thymus Régénération  Culture de nceuds Meilleur taux avec  El-Bahr et al., 2018
vulgaris floraux BAP 1.0 mg/L

2019 Rosmarinus Micro MS + IBA1.0mg/L  Coefficient de Benmahioul et al.,
officinalis propagation multiplication = 4.3 2019

2020 Withania Conservation Méristémes apicaux Elimination virale Pandey et al., 2020
somnifera génétique réussie

2021 Mentha Multiplication MS+TDZ 0.5mg/L  Callogenése Hossain et al., 2021
piperita rapide + NAA 0.1 mg/L efficace

2022 Lavandula Conservation ~ Bourgeons axillaires ~ Bonne réponse Lamine et al., 2022
angustifolia de génotypes morphogénétique

2023 Catharanthus  Production Bio-réacteurs + Synthése in vitro Sharma et al., 2023
roseus d’alcaloides milieux modifiés d’alcaloides

anticancéreux

2024 Artemisia Production Culture cellulaire + Stimulation de la Belhadj et al., 2024
annua d’artémisinine  élicitation production

2025 Panax ginseng Amélioration  Transformation Lignées Zhang et al., 2025

génétique génétique + CRISPR  transgéniques a

haut rendement
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Le mateériel végétal utilisé dans cette étude comprend des échantillons frais de 1’ortie dioique
(Urtica dioica) et de marrube blanc (Marrubium vulgare), collectés dans la région de
Bouhmama, située au sud-ouest de la wilaya de Khenchela (Algérie), durant le mois d’avril
2025, au stade de floraison. Apres la collecte, les parties aériennes et les racines ont été
soigneusement séparées. Seules les parties aériennes ont été retenues pour les analyses. Celles-
ci ont été sechées a 1’étuve 50 C° pendant 48h, afin de préserver les constituants bioactifs. Une
fois bien seches, elles ont été finement broyées a I’aide d’un moulin électrique et conservées
dans des récipients hermétiques a 1’abri de la lumicre et de ’humidité, en attendant les

extractions (Bashir et al., 2024, Figure 1).

URTICA DIOICA

g > -
= T ™
S el .

MARRUBIUM VULGARE SECHAGE M. VULGARE BROYEE

Figure 1. Broyage des plantes récoltés (photographies personnelles).

2. Matériel et produits chimiques :
L’ensemble des expériences a été réalisé a 1’aide d’un matériel de laboratoire comprenant : des

tubes a essai, des boites de Petri stériles de 90 mm, des béchers, des fioles jaugées, des filtres
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Whatman (pore 0,45 pm), un bain-marie, un agitateur magnétique, une hotte a flux laminaire
pour les manipulations stériles, une hotte aspirante, une étuve thermostatée, un autoclave, une
balance analytique, un spectrophotomeétre UV-visible (Jenway 6405), un microscope optique et
des micropipettes a volume variable. Les cultures in vitro ont été incubées dans des conditions
contrblées (température : 22 £ 2 °C ; photopeériode : 16 heures lumiere / 8 heures obscurite)
avec un éclairage assuré par des lampes LED. Les produits chimiques utilisés comprenaient,
pour la culture végétale : le milieu basal MS (Murashige et Skoog), enrichi avec 3 % (p/v) de
saccharose et 0,8 % (p/v) d’agar, ’acide a-naphtaléneacétique (NAA), la 6-benzylaminopurine
(BAP) aux concentrationsde 2 ; 1; 0,5 et 0,1 mg/L, ainsi que du Fluconazole (50 mg/L) comme
antifongique. L’eau de Javel diluée (20 % v/v) et I’eau distillée stérile ont été utilisées pour la
surface-stérilisation des explants, accompagnée d’une solution de détergent doux. Pour les
analyses phytochimiques et les tests biologiques, les réactifs suivants ont été employés : acide
acétique, acide sulfurique concentré (H,SO,), chlorure d’aluminium (AICl;s), chlorure
mercurique, iodure de potassium, nitrate de bismuth pentahydraté, chlorure ferrique (FeCls),
hydroxyde de sodium (NaOH), sulfate de cuivre (CuSQO,), réactif de Folin-Ciocalteu, carbonate
de sodium (Na,CQ:s), réactifs de Molisch, Benedict, Fehling, Dragendorff, Wagner et Mayer,
bleu de méthyléne (2 %), méthanol, DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), acide gallique,
acide ascorbique, extrait de pomme de terre, levure boulangere, sucre et eau de Javel a 50 %.
Tous les produits chimiques étaient de qualité analytique ou adaptés aux protocoles

expérimentaux.

3. Préparation du matériel végétal et des extraits

Pour I’extraction aqueuse des métabolites secondaires, 20 grammes de parties aériennes séchées
et moulues de chaque plante ont été introduits dans 250 mL d’eau distillée (Figure 2). Le
mélange a été porté a ébullition et maintenu en suspension pendant 2 heures. Apres
refroidissement, 1’extrait a été filtré¢ a I’aide de papier filtre Whatman (pore 0,45 mm). Les
extraits obtenus ont été conservés a 4 °C dans des flacons stériles jusqu’a leur utilisation pour
les tests phytochimiques, les dosages antioxydants et les essais biologiques (Bashir et al.,
2024).
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20 g de U.D ou M.V 250ml d’cau distillée a pres filtration

avec 1’agitation 2h

Figure 2. Les étapes de préparation des extraits (photographies personnelles).

o Analyse qualitative des composés phytochimiques (Panth et Mansoori, 2023)

O Présence des alcaloides

o Test de Mayer : Quelques gouttes du réactif de Mayer sont ajoutées a 1 a 5 mL d'extrait.
L'apparition d'un précipité de couleur blanche a jaunatre indique un test positif.
Préparation : Dissoudre 1,358 g de chlorure mercurique dans 60 mL d’eau. Dissoudre 5
g d’iodure de potassium dans 10 mL d’eau. Mélanger et compléter a 100 mL.

o Test de Dragendorff : Ajouter 1 mL du réactif de Dragendorff a 2 mL d'extrait.
L’apparition d’un précipité brun rougeatre ou orange indique la présence d’alcaloides.
Préparation : (1) 0,8 g de nitrate de bismuth pentahydraté¢ dans 40 mL d’eau + 10 mL
d’acide acétique. (2) 8 g d’iodure de potassium dans 20 mL d’eau.

O Test de Wagner : Mélanger 2-3 mL d’extrait avec 1 mL d’HCI dilué, puis quelques

gouttes du réactif de Wagner. Un précipité brun rougeatre indique des alcaloides.

O Présence des flavonoides
O Test au reactif alcalin : Ajouter 2-3 gouttes de NaOH (10 %) a 2 mL d’extrait. Une
coloration jaune apparait, devenant incolore aprés ajout de HCI dilué, indiquant des

flavonoides.
O Présence des composeés phénoliques et les tanins

O Testau chlorure ferrique : Ajouter 2 mL de FeCl; a 5 % a 1 mL d’extrait. Une coloration

bleue, verte ou violette indique des composés phénoligues ou tanins.

11
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Présence des protéines

Test de Biuret : Ajouter 2 gouttes de CuSO,4 a 3 % et quelques gouttes de NaOH a 10 %
a 1 mL d’extrait. Une couleur violette ou rouge indique des protéines.

* Test a la ninhydrine : Ajouter 2 gouttes de solution de ninhydrine a 0,2 % a 1 mL

d’extrait. Une coloration violette indique la présence de protéines.

Présence des glucides

* Test de Molisch : Ajouter 2 gouttes de réactif de Molisch a 2 mL d’extrait, puis H.SO,4
concentré le long du tube. Un anneau violet a la jonction indique des glucides.

» Test de Benedict : Ajouter 8-10 gouttes d’extrait a 5 mL de réactif de Benedict,
chauffer 5 min. Un précipité rouge foncé indique des glucides.

* Test de Fehling : Mélanger 2 mL d’extrait avec Fehling A & B, chauffer 5 min. Un

précipité rouge indique des glucides.

Présence des glycosides
* Test de Keller-Killiani : Mélanger 0,5 mL d’acide acétique + 2-3 gouttes de FeCl; a 2
mL d’extrait, puis ajouter H,SO4. Une couleur bleue indique des glycosides cardiaques.
Présence des saponines
Test de la mousse : Ajouter une goutte de Na,CO; a S mL d’extrait. Aprés agitation, une

mousse >1 cm indique des saponines.

Présence des triterpénoides
Test de Horizon : Ajouter 2 mL d’acide trichloroacétique a 1 mL d’extrait. Un précipité

rouge indique des triterpénoides.

Présence des stéroides
Test de Salkowski : Agiter I’extrait avec du chloroforme, puis ajouter H,SO4 concentre.

Une couleur rouge indique des stéroides.
Présence de I’amidon

Test a I’iode : Ajouter 2 mL de solution d’iode avec KI a 2 mL d’extrait. Une coloration

bleue indique de I’amidon.

12
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O Présence des glycosides cardiotoniques
Mettre 5ml de 1’extrait organique et une goutte de FeCls, et ajouter 1 ml de solution de H2SOa,

ensuit en ajouter acide acétique glacial. Anneau brun-rouge a I’interface.

4. Dosage des flavonoides totaux (FT):

Le test des flavonoides est réalisé en ajoutant 500 microlitres de chlorure d'aluminium (AIClI3)
a 2 % a 500 microlitres de I'extrait végétal. Apres avoir bien mélangé la solution, celle-ci est
placée dans un endroit sombre pendant 10 minutes afin de permettre la réaction des composés.
A la fin du temps de réaction, les résultats sont lus & l'aide d'un spectrophotométre & une
longueur d'onde de 360 nanometres pour déterminer la concentration des flavonoides dans

I'échantillon.

5. Dosage des composés phénoliques totaux (CPT)

La teneur totale en composés phénoliques des deux extraits a été déterminée a 1’aide d’une
méthode spectrophotométrique standard, basée sur le réactif de Folin—Ciocalteu, selon la
méthode décrite par Sanchez-Rangel et al. (2013).

Pour ce faire, un volume de 20 pL de chaque extrait et des solutions étalons d’acide gallique
(aux concentrations de 50, 100, 150, 200 et 250 mg-L 1) ont été mélangés avec 1 mL de réactif
de Folin—Ciocalteu, préalablement dilué dix fois avec de 1’eau distillée. Ensuite, 8 mL d’une
solution de carbonate de sodium a 7,5 % (Na,COs) ont été ajoutés au mélange, puis agités
soigneusement.

Aprés une incubation de 30 minutes a température ambiante (environ 20 °C), I’absorbance a
¢été mesurée a 765 nm a 1’aide d’un spectrophotométre. L’acide gallique a servi de standard
pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage. Les résultats de la teneur totale en composés
phénoliques ont été exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme
de poids sec (ug-g* EAG).

Toutes les analyses ont été réalisées en triplicata, et les données ont été présentées sous forme

de moyennes + écart-type (+ ET).

6. Activité antioxydante (AA)
La capacité des composés phénoliques a donner un atome d’hydrogene a ét¢ mesurée sur la
base de leur aptitude a piéger le radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), selon la

méthode décrite par Zebib et Merah (2017), avec quelques modifications mineures.

13
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Des solutions meres des extraits ont été préparées a une concentration de 1,0 mg/mL. Des
dilutions successives ont ensuite été réalisées pour obtenir des concentrations de 10, 20, 40 et
80 pg/mL. Ensuite, 50 puL de chaque concentration d’extrait ont été ajoutés a 1950 uL d’une
solution de DPPH a 0,025 g/L dans le méthanol. Le mélange a été agité, puis maintenu a
température ambiante (20 °C) pendant 30 minutes. L’absorbance a ensuite été mesurée a 517
nm. Un échantillon contenant uniquement du méthanol et tous les réactifs (sans extrait) a été
utilisé comme témoin (blanc). 1l est évident que 1’absorbance maximale (100 %) correspond a
la solution de DPPH seule.
L’acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence a différentes concentrations (5,
10, 25, 50 et 75 uM). Les mesures ont été réalisées en triplicata sur des plaques microtitration
de 96 puits, pour chaque échantillon et chaque concentration du standard.
L’activité de piégeage du radical DPPH, exprimée en pourcentage (%), a été calculée a 1’aide
de la formule suivante (Equation 1) :

Activité de piégeage du DPPH (%) = [(A blanc — A essai) / A blanc] x 100
Ou A blanc est I’absorbance du blanc, et A essai est ’absorbance de 1’extrait testé.
La concentration de I’extrait provoquant une inhibition de 50 % (IC50) a été déterminée a partir
de la courbe dose-réponse dans la plage linéaire, en tragant la concentration de 1’extrait en
fonction de I’effet antioxydant correspondant (Jothy et al. 2011). Les données ont été
présentées sous forme de moyennes + écart-type (M+ ET).

7. Activité antimicrobienne :

Le protocole d’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits végétaux commence par la
préparation du milieu Mueller Hinton Agar (MHA). Pour cela, 38 g de poudre MHA sont pesés et
dissous dans un litre d’eau distillée stérile, puis chauffés sous agitation jusqu’a dissolution compléte. Le
mélange est ensuite stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement a environ
50°C, environ 20 mL de milieu sont versés dans chaque boite de Pétri stérile, sous une hotte a flux
laminaire. Les boites sont laissées a température ambiante jusqu’a ce que le milieu se solidifier, puis
conservées a 4°C ou utilisées immédiatement. Ensuite, 1’activation des souches bactériennes (Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Salmonella typhi) est réalisee en
ensemencant une colonie isolée dans 5 mL de bouillon nutritif ou Mueller Hinton Broth, suivie d’une
incubation a 37°C pendant 24 heures sous agitation douce (150 tr/min). La turbidité de la suspension
obtenue est vérifiée a I’ceil nu. Pour standardiser la concentration bactérienne, la turbidité est comparée
a ’échelle de McFarland 0,5 (=1x108 UFC/mL) ou mesurée par spectrophotométrie a 600 nm (DO de

0,08 a 0,1), et ajustée avec une solution saline stérile si nécessaire.

14



Mttt S

L’ensemencement des boites MHA consiste a déposer 100 pL de la suspension ajustée sur la surface de
la gélose, puis a étaler uniformément a I’aide d’une spatule stérile. Apres séchage sous flux laminaire
pendant 10 a 15 minutes, les disques de papier stériles (5 mm de diamétre) imprégnés de 20 pL des
extraits végétaux (Urtica dioica et Marrubium vulgare, a 10% et 25%) sont préparés. Les disques sont
ensuite déposés sur la surface gélosée a I’aide d’une pince stérile, en veillant a maintenir une distance
d’au moins 2 cm entre eux pour éviter le chevauchement des zones d’inhibition. Un léger appui permet
d’assurer un bon contact. Les boites sont retournées (couvercle en bas) et incubées a 37°C pendant 24
heures. Aprées incubation, les zones d’inhibition sont observées a 1’ceil nu et mesurées en millimétres a
I’aide d’un réglet. Toutes les mesures sont notées sans interprétation. Enfin, I’ensemble de I’expérience
est réalisé en triplicata pour chaque condition afin d’assurer la reproductibilité des résultats (Société

francaise de microbiologie, 2014).

8. Activité d’allélopathie :

Cette expérience a débuté par la préparation d'extraits végétaux (Kumar et al., 2025). Par la
suite nous faisons tremper les graines de radis, de blé ou d'orge dans une solution d'eau de Javel
(50%) pendant 5 minutes, puis nous les rincons a l'eau distillée pendant cing minutes pour
éliminer tout résidu d'eau de Javel, puis les graines sont séchées et mise a germer dans des
boites de Pétri dont le font est recouvert de deux couches de papier filtre a raison de 10 graines
par boite. Ensuite, chaque boite est arrosée avec 10 ml de 1’un des extraits végétaux a I’une des
trois concentrations (1 %, 10 % et 25 %). Par la suite, les boites sont fermées hermétiquement
a I'aide de ruban para film pour prévenir l'évaporation et maintenir I’humidité. Le comptage des
graines germées, les mesures des poids frais et secs, et la longueur des plantules ont été faites

une semaine apres.

9. Activité antiproliférative :

Préparation de I'extrait de pomme de terre et de levure :

On lave soigneusement 200 grammes de pommes de terre, puis on les coupe en tranches. Ces
tranches sont ajoutées a 1 litre d'eau distillée et portées a ébullition pendant une heure. Apres
I'ébullition, le mélange est filtré pour obtenir I'extrait de pomme de terre. Cet extrait est ensuite
placé dans des récipients appropriés et stérilisé a I'aide d'un autoclave a 121°C pendant 30
minutes. Une fois stérilisé, I'extrait est refroidi et conservé au refrigérateur.

Apreés refroidissement, on ajoute 20 grammes de sucre a I'extrait de pomme de terre, puis on
compléte le volume avec de I'eau distillée jusqu'a atteindre un litre. Le mélange est agité a l'aide
d'un agitateur pendant 5 minutes pour assurer une homogeénéisation compléte des composants.

Ensuite, 1 gramme de levure est ajouté a 20 millilitres de I'extrait de pomme de terre préparé.
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Ce mélange est laissé dans un endroit sombre pendant 30 minutes avant d'étre utilisé dans ce
protocol.

Nous préparons quatre tubes a essai. Dans le premier tube, 2 ml d'extrait végétal a une
concentration de 10 % sont mélangés avec 0,5 ml de I'extrait de pomme de terre et de levure a
1 %. Dans le deuxiéme tube, la méme quantité d'extrait végétal est utilisée, mais a une
concentration de 25 %, avec le méme volume de l'extrait de pomme de terre et de levure.
Ensuite, les deux tubes sont incubés dans un bain-marie a 37 °C pendant 30 minutes et Aprés
la période d'incubation, Colorent de bleu de méthylene a 2 % est ajoutée 2 pul a chaque tube,
puis les tubes sont agités. Les échantillons sont ensuite laissés a température ambiante pendant
5 minutes.

Par la suite, de petites quantités de chaque tube sont prélevées et placées sur des lames de
microscope, puis examinées au microscope optique(x40).

En plus des échantillons principaux, deux tubes supplémentaires sont préparés comme témoins.
Dans le troisieme tube(T+), 2 ml d'eau oxygénée sont mélangés avec 0,5 ml de l'extrait de
pomme de terre et de levure a 1 %.

Dans le quatrieme tube(T-), 2 ml d'eau distillée sont mélangés avec le méme volume de I'extrait
de pomme de terre et de levure a 1 %.

Les mémes étapes d'incubation, d'ajout de colorant, d'attente et d'observation microscopique
sont suivies pour ces échantillons témoins (Saboo et al., 2007).

10. Induction de la callogenese

Comme premiere étape vers I'établissement d'un protocole optimal pour la callogénése,
différentes concentrations des régulateurs de croissance a-acide naphtaléneacétique (NAA) et
6-benzyl aminopurine (BAP) ont été testées. Ces régulateurs de croissance appartiennent
respectivement aux familles des auxines et des cytokinines et ont été choisis car ils sont connus
pour réguler la formation de callosités par des interactions coopératives et antagonistes
(Rahman et al., 2019).

Pour déterminer la concentration optimale de BAP et de NAA pour l'induction de callosité, la
combinaison de différentes concentrations ont été examinées dans des boites de Pétri de 90 mm.
Diverses concentrations de BAP et d'ANA (0,1 et 0,5 mg/L de NAA contre 1 et 2ppm de BAP)
ont été utilisées pour obtenir un total de 4 combinaisons (Tableau 4).

Ces combinaisons BAP-NAA ont été ajoutées au milieu de base MS avec 3 % (p/v) de

saccharose et 0,8 % (p/v) de gélose.
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Tableau 4. Les combinaisons des regulateurs de croissance appliquées

NAA 0,1ppm 0,5ppm
BAP
2ppm MS1 MS2
1ppm MS3 MS4

Les explants de tiges ou feuilles ont éte placés horizontalement sur le milieu et cultivés dans
une salle de culture sous des lumiéres a diodes électroluminescentes (LED) avec un cycle
lumiére/obscurité de 16/8 h a une température constante de 22 °C (deux boites de Pétri par
condition).

Les explants ont été prélevées sur des plants d'ortie ou marrube sains et vigoureux poussant a
I'état sauvage. Les explants ont d'abord été lavées avec un détergent (c.-a-d. de l'eau avec
quelques gouttes de savon) pendant 10 min, puis immergées dans de I'eau de Javel commerciale
a 20 % (v/v) pendant 10 min, suivies de trois rincages avec de I'eau distillée stérilisée (Figure
3).

Pour prévenir la contamination fongique, aprés autoclavage du milieu de culture et avant sa
distribution dans les boites de culture, 1’antifongique Fuconazole a été ajouté a une
concentration de 50 mg/L.

Les échantillons ont été incubés a une température de 22°C +/- 2 pendant 2 mois.

Parametres étudiés :

Les caractéristiques liées aux callosités, y compris la durée pour l'induction des cals, le
pourcentage de callogenese, le poids des calos, leur couleur et leur texture ont été analysées.
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Figure 3. Les étapes de I’induction de la callogenese (photographies personnelles).
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. ANALYSES PHYTOCHIMIQUES :

O Analyse qualitative :

Les résultats de 1’analyse phytochimique qualitative des extraits aqueux des plantes Urtica dioica et
Marrubium vulgare ont révélé la présence de plusieurs composés bioactifs, notamment les alcaloides,
les stéroides, les phénols, les flavonoides, les protéines et les carbohydrates. Ces résultats sont en accord
avec plusieurs études récentes qui ont confirmé le riche profil phytochimique de ces especes végétales

traditionnellement utilisées dans la médecine populaire.

Concernant les alcaloides, les tests de Mayer, Dragendorff et Wagner ont montré des résultats positifs
pour Urtica dioica, ce qui suggére une forte teneur en ces composés (Tableau 5). Ce résultat est cohérent
avec les travaux de Merah et al. (2021), qui ont rapporté la présence de composés bioactifs, notamment
des alcaloides, dans différentes parties du Urtica dioica, contribuant a ses propriétés antioxydantes et
anti-inflammatoires. En revanche, pour Marrubium vulgare, seuls les tests de Dragendorff et Wagner
ont été positifs, ce qui concorde avec les observations de Sic Zlabur et al. (2022), indiquant que la

concentration en alcaloides peut varier selon les parties de la plante et les conditions environnementales.

Pour les stéroides, le test de Salkowski a donné un résultat positif uniguement pour Urtica dioica
(Tableau 5). Cette observation soutient celle de Afsharipour et al. (2024), qui ont identifié plusieurs
stéroides dans les extraits de cette espece, connus pour leurs effets hypocholestérolémiants. Cependant,
I’absence de stéroides chez Marrubium vulgare pourrait étre liée aux méthodes d’extraction ou a la

saison de récolte, comme cela a été souligné par Sic Zlabur et al. (2022).

En ce qui concerne les phénols, le test au chlorure ferrique a montré une coloration vert foncé pour
Urtica dioica, confirmant sa richesse en composés phénoliques (Tableau 5). Ces résultats corroborent
ceux de Sehari et al. (2020), qui ont mis en évidence une forte activité antioxydante associée a ces
composés. Par contre, pour Marrubium vulgare, le test a été négatif, ce qui contraste avec certaines
études, mais peut s’expliquer par des différences dans les techniques analytiques ou la variabilité

génétique des échantillons.
Les flavonoides ont été détectés uniquement chez Urtica dioica via le test du réactif alcalin, ce qui est

conforme aux données de Karima et al. (2022), signalant la prédominance de ces composés dans les

feuilles. L’absence de flavonoides chez Marrubium vulgure pourrait étre due & la méthode utilisée, car
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d’autres auteurs (Karima et al., 2022) ont rapporté leur présence en utilisant des techniques plus

sensibles.

Les protéines ont été absentes chez les deux espéces, ce qui peut étre lié a la nature agueuse des extraits,
ne permettant pas I’extraction optimale de ces macromolécules. Ce point mérite une investigation plus
approfondie, notamment en utilisant des solvants organiques ou des méthodes enzymatiques, comme

propose par Sarrafi et al. (2024).

Enfin, les carbohydrates ont été détectés chez Urtica dioica par les tests de Molisch, Fehling et Benedict,
confirmant leur réle structural et énergétique dans la plante (Tableau 5). Ces résultats rejoignent ceux
de Merah et al. (2021), soulignant I’intérét nutritionnel de cette espece. Les résultats montrent aussi
que Urtica dioica présente un profil phytochimique plus riche que Marrubium vulgare, ce qui pourrait
expliquer son utilisation plus fréquente dans les formulations thérapeutiques. Toutefois, des études
complémentaires, notamment quantitatives et chromatographiques, seraient nécessaires pour identifier

précisement les molécules actives et évaluer leur potentiel pharmacologique.
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Tableau 5 : analyse qualitative des extraits aqueux de I’Urtica dioica (a gauche) et Marrubium vulgare (a droite)

Type de

composé Test Observation Photo Résultat  Observation Photo Résultat
v
L’apparition d’un L'apparition d'une couleur
Alcaloides Mayer précipité de couleur + Jaune -
jaunatre.
Précipité rouge-orange en Formation d’un précipite
Alcaloides Dragendorff bas P g g + rouge orangé indiquant la +
' présence d'alcaloides
Formation d’un précipité
PSR i brun rougeétre indiquant la
. Apparition d’un précipité
Alcaloides Wagner brﬂ: rougeatre. preeip + présence d'alcaloides” +
Formation d’un précipité
Phénoliques Alcaline gﬁﬁ:ﬂnon d’un couleur _ d'une couleur jaune _
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Phénoliques

Protéines

Protéines

Carbohydrates

Carbohydrates

Ferric chloride

Biuret

Ninhydrine

Molisch

Fehling

L’apparition d’une
couleur vert foncé haut, et
la couleur vert clair
apparait en bas

Apparition de plusieurs
allons du vert vers le noir
au centre, avec un
précipité blanchatre.

Apparition d’une couleur
vert foncé.

Remarquez les gradients,
nous commengons par
une couleur brune a
transparente, séparée par
une couleur rouge-violet
et verte.

L’apparition de couleur
bleu et Le précipité
rouge/rouge foncé en bas.

+

+

L'apparition d'une couleur
noir, apparition de mousse.

L’apparition d'une couleur
brun foncé.

Aucune couleur n'apparait

L'apparition d'une couleur
Marron clair

Foration d’un précipité
rouge indiquant la présence
d'alcaloides
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Carbohydrates
(glucides)

Glycosides

Saponines

Triterpenoides

Benedict

Keller

Saponines

Horizon

!
L’absence de précipité '
l
B

rouge et ’apparition de

trois couches vertes, jaune ¥ '

et transparentes. =
"8

&_,

L’absence du couleur bleu
profonde, I’apparence de
couleur vert noircie et
couleur rouge-orange en

bas. .
‘/ —

La couleur orange et
formation d’un cristal
rouge.

L’absence de mousse

—

o

Apparition d'une couche

jaune en haut du tube l

l

L’apparition d’une couleur
u an

brune caramel et Formation
d’un précipité jaune clair

Mousse >1 cm

L’ Apparition d'un couleur
jaune

i
+
+
|
ji=
D oAl
+

23



g . )
. 7//2)/////0 o 5 Saevnariione

L'apparition de plusieurs

couches, dont la premiére .
o . est brun clair, Formation d’un anneau
Stéroides Salkowski +
transparente, rouge et un marron
peu vert clair et ~—rt
transparente, =
q |
L’apparition de plusieurs |
. . couches de vert L'apparition de deux
Glycosides Glycosides L PP )
. . fonce, jaune, brun et la , + couches : une couche brune
cardiaques cardiaques o
derniére couche est et une couche transparente.
transparente. -
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O Analyse quantitative :

Les résultats de 1’analyse phytochimique quantitative montrent que les extraits aqueux des deux
plantes étudiées, U. dioica et M. vulgare, contiennent des composés secondaires
biologiquement actifs, notamment les polyphénols et les flavonoides, connus pour leurs

propriétés antioxydantes et anticancéreuses.

Teneur en composes phenoliques totaux (CPT) et en flavonoides (FT):

Selon les Figures 4 et 5, U. dioica a montré une teneur plus élevée en CPT (15,65 ug EAG/mL)
par rapport au M. vulgare (9,68 pg EAG/mL). Néanmoins, les deux espéces ont montré des
teneurs comparables quant aux flavonoides totaux 6,49 mg EC/mL pour ['U. dioica et 6,18 mg

EC/mL pour la M. vulgare.

Ces résultats indiquent que U. dioica possede une teneur plus élevée en composés phénoliques.
En revanche, M. vulgare présente une teneur Iégérement inférieure en phénols mais un niveau

similaire de flavonoides.
Ces observations sont cohérentes avec celles rapportées par Parente et al. (2024), selon

lesquels le contenu en phénols et flavonoides influence directement 1’activité biologique des

extraits végétaux.

25



)7 4 ). .
. ////.')'///////J ot S Sarrraarios

18

16

14

12

10
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Figure 4. Teneur des composés phénoliques totaux.

FT (ng EC/mL extrait)
6.18 6,49
UuD MV

Figure 5. Teneur des flavonoides totaux.
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2. ACTIVITES BIOLOGIQUES
O Activité antioxydante :

L’analyse de I’activité antioxydante par la méthode DPPH a révélé que les extraits aqueux des
deux plantes possédent une activité modérée a élevée, avec des valeurs d’IC50 de : 208,25
pa/mL pour [’Urtica dioica, et 191,13 pg/mL pour la Marrubium vulgare.

Ces résultats (Figure 6) montrent que Marrubium vulgare présente une activité légérement
supérieure, malgré sa teneur inférieure en polyphénols totaux. Cette différence pourrait
s’expliquer par un effet synergique entre plusieurs composés présents dans 1’extrait, notamment
les flavonoides et les terpénoides.

La relation linéaire observée entre la concentration et le pourcentage d’inhibition radicalaire
(R?>0.9) confirme la stabilité de 1’effet antioxydant, ce qui soutient leur utilisation potentielle
comme sources naturelles d’antioxydants.

Ces valeurs sont comparables a celles rapportées par Raheel et al. (2017) pour des extraits
végétaux utilisés dans les traitements anticancéreux, ou I’effet antioxydant est souvent associé

a la présence de flavonoides, myricétine, quercétine et autres métabolites secondaires.

Activité antioxydante (%)- Urtica dioica Activité antioxydante (%)- Marrubium vulgare
60 60
y=0,2616x
00 p=020l ¢ 0 R=0%
R=093
0 0
30 l
) 20
10 10
e ' )
Do 0 ¢
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Figure 6. Activité antioxydante (%) des deux extraits.
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Q Activité d’allélopathie :
= Test de germination
Les tests menés sur les graines de blé (Triticum aestivum) et d’orge (Hordeum vulgare) ont
montré que seul I’extrait aqueux de Marrubium vulgare a 10 et 25% de concentration a

exerce un effet inhibiteur significatif sur la germination de 1’orge (Figure 7).

120 - FGP (%) OBlé
OOrge
100 4 ——
80 - N
60 o
* %
40 4
* %k %k
20 4 H
0 n n L] L] L] L] 1

Témoin UDI% UDI10% UD25% MVI% MV10% MV25%

Figure 7. L’impact des extraits aqueux de U. dioica et M. vulgare sur la germination du
Blé dur (en bleu) et de I’orge (en rouge). (P=0,0002 ; n=3)

= Test de croissance

Selon les Figures 8-9 et les Tableaux 5-6, dans I’ensemble le poids frais (PF), le poids sec
(PS) et la longueur du plumule (LP) diminuent fortement sous I’effet des extraits de
Marrubium vulgare chez le blé dur, ce qui témoigne d’un impact direct sur la division

cellulaire et le métabolisme des semis.
Cet effet peut étre attribué a la présence de composés tels que les flavonoides et les

terpénoides, capables de perturber la synthése des protéines ou I’absorption de I’eau

(Kumar et al., 2025 ; Shaikh et Patil, 2020).
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Figure 8. L’impact des extraits de U. dioica et M. vulgare sur la croissance du Blé dur.

Tableau 5: L’impact des extraits de U. dioica et M. vulgare sur la croissance du Blé dur.

PF (mg) PS (mg) LP"(cm)

Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET
CON 0% 217,97 95,74 34,73 10,91 19,33 2,52
1% 214,47 44,57 83,73 30,83 19,67 0,93
ub 10% 223,73 72,14 84,83 21,65 17,83 3,23
25% 186,50 61,10 51,17 31,64 13,50 1,22
1% 143,93 41,39 34,67 13,65 16,23 2,87
MV 10% 182,90 16,62 73,07 14,32 19,07 2,66
25% 180,73 56,09 43,00 3,61 19,60 2,52

F 0,66 3,53 2,71

P-value 0,69 0,0244 0,059
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Figure 9. L’impact des extraits de U. dioica et M. vulgare sur la croissance de I’orge.

Tableau 6: L’impact des extraits de U. dioica et M. vulgare sur la croissance de I’orge.

PF (mg) PS (mg) LP"(cm)
Moyenne ET Moyenne ET Moyenne ET
CON 0% 222,33 96,73 41,07 16,90 20,17 4,25
1% 224,03 14,17 87,90 44,39 18,87 2,06
UD 10% 249,27 12,46 92,80 30,22 24,40 12,82
25% 237,07 34,70 75,37 28,97 16,20 3,25
1% 180,70 35,21 58,37 41,92 17,27 2,87
MV 10% 185,17 29,28 65,03 24,13 16,97 1,72
25% 189,40 39,20 56,03 26,45 14,63 2,90
F 1,08 1,01 1
P-value 0,421 0,457 0,466
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O Activité antiproliférative

PVC(%)

90 -

g0 { 20 7868 74.97 75,52 76,41
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67.27

T- (leau) T+ (H202) UDI0% UD25% MV10% MV25%

Figure 10. L’impact des extraits de U. dioica et M. vulgare sur la viabilité de la levure.

L’effet antiprolifératif mesuré par le test de viabilité cellulaire a révélé que les extraits aqueux
des deux plantes inhibent la prolifération cellulaire, avec des valeurs d’IC50 respectivement de
78,68 pug/mL pour U. dioica et 76,41 pg/mL pour M. vulgare (Figure 10).

Ces valeurs suggeérent une activité modérée mais prometteuse, comparable a celle rapportée par
Swathi et al. (2024) pour des extraits de plantes utilisées dans les traitements anticancéreux.
La présence de composés comme les alcaloides, les flavonoides et les terpénoides pourrait
expliquer ces effets via divers mécanismes, notamment la modulation des voies apoptotiques

ou I'interférence avec la réplication de I’ADN.

O Activité antimicrobienne

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux des feuilles ¢ U. dioica et de M. vulgare
présentent une activité antimicrobienne modérée contre quatre souches bactériennes
représentatives, a savoir : Bacillus subtilis (Gram-positif) ; Pseudomonas aeruginosa (Gram-
négatif) ; Staphylococcus aureus (Gram-positif) ; Salmonella typhi (Gram-négatif) (Tableau
7).
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L’effet inhibiteur est exprimé en diamétres des zones d’inhibition (en mm), mesurés a deux
concentrations : 10% et 25%. Les valeurs maximales observées sont de 16,08 + 5,56 mm pour
B. subtilis avec U. dioica a 10%, et 9,59 + 0,90 mm pour S. typhi avec M. vulgare a 25%.

Sehari et al. (2020) ont démontré que ’extrait aqueux d’Urtica dioica inhibe efficacement
Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 15-18 mm, ce qui correspond

approximativement aux valeurs trouvées ici.

En revanche, Seliya et Kothiyal (2014) ont signalé une activité antibactérienne plus marquée
de Marrubium vulgare sur Staphylococcus aureus, avec des zones d’inhibition atteignant 14

mm, ce qui dépasse nos observations.

D'autres travaux comme ceux de Karima et al. (2022) montrent que les extraits méthanoliques
de plantes médicinales, y compris celles appartenant au genre Marrubium, peuvent atteindre

des zones d’inhibition supérieures a 20 mm sur des souches similaires.

Tableau 7: Diamétre des zones d’inhibition (en mm) des souches bactériennes en présence

des extraits de Urtica dioica et Marrubium vulgare a différentes concentrations.

UD10% UD25% MV10% MV25

Ba 16,08 £ 5,56 15,28 + 7,09 13,70 + 3,71 15,05 + 12,27
Ps 10,27 + 1,66 7,74 £0,47 8,53+1,39 7,55+ 2,03
St 8,06 +1,95 6,73 +0,92 7,30+1,13 7,08 +0,62
Sa 8,05+ 2.05 8,20+ 1,90 7,57 +£1,36 8,39 +2,17
F 3,69ns 3,34ns 5,72* 1,05ns
P-value 0,0622 0,0767 0,0217 0,4235

Ba : Bacillus subtilis (Gram-positif) ; Ps: Pseudomonas aeruginosa (Gram-négatif); St:

Staphylococcus aureus (Gram-positif) ; Sa : Salmonella typhi (Gram-négatif).
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3. CULTURE IN VITRO (induction de cals)

Selon les Figures 11 et 12 et les Tableaux 8-9, le milieu MS3 (0,1 ppm NAA et 1ppm BAP)
domine largement en surface et poids, ce qui en fait le meilleur milieu pour la callogenése de
I’ortie. MS2 (0,5ppm NAA et 2ppm BAP) suit avec des valeurs intermédiaires, mais une
structure prometteuse pour I'organogenése. MS1 (0,1ppm NAA et 2ppm BAP) produit des cals
compacts de taille modérée., tandis que MS4 (0,5ppm NAA et 1ppm BAP) est nettement

moins performant.

Les résultats obtenus montrent que l’utilisation d’explants foliaires de Urtica dioica et
Marrubium vulgare sur différents milieux nutritifs n’a pas conduit a I’induction de calus aprés
45 jours de culture. En revanche, une réponse morphogénique a été observée au niveau des

segments de tige chez I’ortie, avec un pourcentage variable selon le milieu de culture adopté.

Ce constat suggere que la réponse régénérative des explants dépend a la fois du type de tissu et

de la composition du milieu de culture.
Par exemple, le milieu MS1 s’est révélé le plus efficace pour induire les calls chez les segments
de tige de Urtica dioica, avec un taux d’induction de 75%, tandis que les milieux MS2 et MS3

ont donné des résultats similaires (50%) et le milieu MS4 a montré une faible activité (25%).

Comme mentionné par Nezami-Alanagh et al. (2017), la compétence morphogénétique des
explants dépend aussi de leur origine génétique et de leur statut développemental.
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Urtica dioica (45 jours de cuture)

Figure 11. Induction des cals chez Urtica dioica et Marrubium vulgare. Pour la composition des
milieux de culture consulter la section “’matérielle et méthodes’’.
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Tableau 8. Pourcentage d’induction des cals :

) 4 /. .
. ////.3///////1 o 5 Saevvarrione

Milieu Urtica dioica/ Urtica dioica/ Marrubium Marrubium
feuilles tiges vulgare /feuilles vulgare /tiges
MS 0 0 0 0
MS1 0 5% 0 0
MS2 0 50% 0 0
MS3 0 50% 0 0
MS4 0 25% 0 0
Tableau 9. Paramétres qualitatifs et quantitatifs des cals
Milieu Surface Masse (g) Couleur Structure Interprétation
(cm?)
MS1 0,39 0,08 Jaune-vert pale Compact a Développement modéré, bonne
lisse induction
MS2 0,51 0,10 Jaune avec teinte  Semi-friable, Signe possible d'organogenese
orangée bosselée
MS3 0,96 0,20 Vert clair avec Friable, Prolifération active, excellent
bords blancs irrégulier potentiel de différenciation
MS4 0,20 0,04 Vert péle Trés compact,  Croissance faible, peu de
dense prolifération apparente
Moyenne 0,52 0,11
Ecart-type 0,32 0,07
OSurface (cm?) OPoids (g)
1,2 -
1 4
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 1
0 L] L] 1
MSI1 MS2 MS3 MS4

Figure 12. Comparaison des parameétres quantitatifs des cals entre les différents milieux.
Pour la composition des milieux de culture consulter la section “’matérielle et méthodes”’.
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CONCLUSION

L’ortie (Urtica dioica) et le marrube blanc (Marrubium vulgare) se distinguent par une forte
variabilité phytochimique. Leurs extraits aqueux, particulierement riches en polyphénols,
révelent des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes significatives, confirmant ainsi leur
intérét dans la pharmacopée traditionnelle. L’établissement réussi d’un protocole de culture in
vitro par induction de cals chez U. dioica constitue une avancée prometteuse pour la
conservation et la multiplication de cette espece. Ce travail met en lumiere le potentiel
biomédical de ces deux plantes et leur importance dans la préservation du patrimoine
phytogénétique algérien. Il appelle & une gestion durable de ces ressources végétales, en
conjuguant biotechnologies pour la conservation ex situ et valorisation de leurs métabolites

bioactifs.
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