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Résumeé

La présente étude porte sur 1’évaluation de 1’effet allélopathique de la stramoine (Datura
stramonium) vis-a-vis de la mélisse (Melissa officinalis). Les deux plantes ont été cultivées
dans un méme habitat. L'effet antimicrobien des extraits alcaloidiques de la stramoine a été
également testé. Le suivi de la culture de la stramoine montre un pouvoir germinatif
appréciable de celle-ci, avec un bon développement des individus. A I’opposé, aucun
résultat n’a été obtenu pour la mélisse. Les analyses statistiques des teneurs en alcaloides
totaux des différents organes de Datura stramonium nous a permis de constater que les
feuilles sont les organes les plus riches en alcaloide totaux, avec 3,83 mg/g MS, suivies par
I'ensemble tiges et feuilles 3,05 mg/g MS. Les faibles teneurs en alcaloides totaux ont été
remarquées au niveau des tiges et des racines, 1,96 mg/g MS et 1,74 mg/g MS
respectivement. La détermination de I’activité antimicrobienne des alcaloides tropaniques
sur les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, a été effectuées par deux méthodes a savoir: technique de
I’aromatogramme, et technique par diffusion en puits. Les résultats obtenus font apparaitre
que les alcaloides de la stramoine n’ont aucun effet inhibiteur sur les souches bactériennes,
sauf sur Streptococcus pneumoniae ou seule la technique de diffusion en puits a révélé des

réductions importantes sur la croissance de ces bactéries.

Mots clés: Datura stramonium, Melissa officinalis, effet allélopathique, alcaloides

tropaniques, germination, croissance, activité antimicrobienne, diffusion en puits.



Abstract

The current study focuses on the evaluation of allelopathic effect of Jimson weed (Datura
stramonium) towards lemon balm (Melissa officinalis). The two plants were cultivated in
the same habitat. The antimicrobial effect of the alkaloid extract from jimson weed was
also tested. After the seedling, we had been able to demonstrate the germinative power that
the Datura stramonium has, with the good development of individuals. The statistical
treatment of results revealed that all parts of plant contain alkaloids; however the leaves are
richer with total weight 3,83mg/g DM, followed by mixture stems + leaves with 3,05mg/g
DM. The low content was marked on stems and roots with 1, 96 mg/g DM and 1, 74 mg/g
DM respectively. In the present study, we evaluated the antibacterial potential of crude
extracts of different parts of Datura stramonium on Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, by using two types of methods;
the aromatogramme technic, and the agar well diffusion. The results indicated that extracts
of this plant have significant antibacterial potential against the bacterial strains of
Streptococcus pneumoniae, only with agar well diffusion.

Key word: Datura stramonium, Melissa officinalis, allelopathic effect, tropanic alkaloids,

germination, growth, antimicrobial activity, agar well diffusion.
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Introduction



Introduction

Les plantes ne sont pas solitaires. Elles vivent et interagissent avec d’autres organismes de

différentes manicéres. Ces interactions sont regroupées sous le terme d’allélopathie
(TAURO, 1996).

D'aprés FORET (2006), on parle d’allélopathie lorsqu’un signal chimique (métabolites
secondaires), sécrété par les racines d’une espéce, inhibe la germination d’une autre
espéce; il peut s’agir d’une relation d’entraide ou d’exclusion. Ces métabolites peuvent étre
synthétisés par les plantes vivantes ou étre issus de la décomposition en détritus toxiques

d’une plante morte.

Les molécules allélochimiques végétales appartiennent au métabolisme secondaire qui fait
partie a des groupes chimiques variés (alcaloides, terpénes, composés phénoliques...) et
représentent une source importante de molécules utilisable par I’Homme dans des
domaines différents tels que la pharmacologie ou I’agroalimentaire (MARCHEIX et al.,
2005).

Plusieurs auteurs ont décrit le pouvoir allélopathique des huiles essentielles et des
alcaloides, INDERJIT (1996), indique que les composeés phénoliques jouent un rdle
essentiels dans les interactions entre les végétaux et représentent la classe des métabolites
les plus phytotoxiques, ARMINANTE et al (2006) motionnent que les monoterpénes
posséde une forte activité inhibitrice, d’apres PAJOUHESH et SAZANDEGI (2009) les
alcaloides tropaniques affectent la croissance des plantes voisines. Par ailleurs, ’activité de
certaines molécules allélopathiques est renforcée par leur synergie (EINHILLIG et
RASMUSSEN, 1979 ; RICE, 1984; EINHELLIG, 1995).

La stramoine (Datura stramonium) est trés connue pour sa composition chimique en
alcaloides tropaniques ; Atropine, Hyoscyamine et Scopolamine. Elle a été utilisée comme
plante médicinale pour ses effets antispasmodiques, anticholinergiques et sédatifs
(ROBLOT et al., 1994 ; PALAZON et al., 1995). De plus, cette plante est réputée
préjudiciables, et considérée comme une menace sérieuse pour les cultures (OUDHIA et
TRIPATHI, 1999; SCHMELZER et FAKIM, 2008).

De méme, la mélisse (Melissa officinalis) est une plante, largement utilisée dans la

médecine traditionnelle en raison de ses propriétés, attribuées a son huile essentielle et qui

présente une activité anti-oxydante, antibactérienne, anti-parasitique, antihistaminique et
1



antifongique (PENCHEV, 2010). Toute fois, elle exerce un effet négatif sur la germination
et la croissance de différentes espéces (KATO-NOGUCHI, 2001 ; KATO-NOGUCHI et
KAWABATA, 2002).

Dans cette optique nous nous sommes fixés comme objectif a :
L’étude de I’effet allélopathique des métabolites secondaires de Datura stramonium

Démontrer le pouvoir antibactérien des alcaloides tropaniques de la stramoine sur

différents germes pathogeénes.
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Geéneéralités



Chapitre 1 Généralités
1. Lastramoine : Datura stramonium

La famille des solanacées présente environ 2000 espéces contenant de nombreuses plantes
toxiques, (BARAN 2000 et JOUZIER, 2005), elle fournit a ’Homme une drogue 1égale (le
tabac ; Nicotiana) et de nombreuses denrées alimentaires : pomme de terre et aubergine
(Solanum), tomate (Lycopersicum), paprikas, poivrons et piments (Capsicum),
(LECLERCQ, 2002 et BRUNETON, 2005). Un tres grand nombre de groupe de la famille
des solanacées sont des sources riches en alcaloides substances aux propriétés sédatives ou
au contraire provoquant des hallucinations et des délires (BARAN, 2000).

Le genre Datura est trés connu par ses especes (Datura ferox, Datura metel, Datura
innoxia, Datura stramonium...) et ses composés chimiques (notamment les alcaloides
tropaniques). L’espéce la plus répandue et la plus souvent décrite est la stramoine, cette
plante dégage une odeur vireuse surtout par temps chaud, légere, nauséabonde et
désagréable, et une saveur acre et amere (PARIS et HURABIELLE, 1981 ; BOULLARD,
2001 ; SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008).

1.1. Noms vernaculaires

Datura stramonium est connue sous les noms : feuille du diable, thorn apple, pomme aux
sorciers, elle est également connue sous les noms de ’herbe du diable, pomme épineuse,
herbes aux taupes, pomme de démoniaque, pomme du poison et jimson weed (DONALD,
1976 ; ROBLOT et al., 1994 ; FLESCH, 2005 ; SCHMELZER et FAKIM, 2008). Aussi
elle est appelée datora par les arabes, tabula par les perses (MEYERS, 2007). Elle est trés
connue en Algérie sous les noms de Semm EI Far, Habala, Djehnama et en Maroc,
CHDEQ EL-JMEL (AZOUAOQU et al., 1983 ; BOULOS ; 1983 ; BOUZIDI et al., 2002 ;
AIT YOUSSEF ; 2008 ; EL BAZAOUI et al., 2009)

1.2. Origine, aire de répartition et écologie

La plupart des auteurs ont indiqué que l’origine de la stramoine est américaine
spécifiquement de la zone tropicales de 1’Amérique centrale et du Sud (LITZINGER,
1981 ; STEENKAMP et al., 2004) et elle a été introduite dans de nombreuses régions
tropicales, subtropicales et mémes tempérées (SCHMEMZER et GURIB-FAKIM , 2008),
actuellement nous la trouvons naturalisée et abondante et Europe, en Afrique du Nord et le
long de méditerranée, dans 1’Asie Centrale et en Extréme Orient en Océanie, ainsi que
dans la partie tempérée de 1’Amérique Centrale, de maniére générale, elle se trouve

cultivée dans toutes les régions tropicales, tempérées et chaudes dans les deux
4



Chapitre 1 Généralités

hémispheres, excepté les régions a climat dur, elle présente dans les endroits dégagés
comme les herbages, les bords des routes, les terrains vagues, les fourres et les foréts
claires, ou soit dans les jardins publiques, elle est rencontree aussi sur les terrains incultes
et les bords des chemins, c’est une adventice des cultures maraichéres car elle est pratiquée
sur des terres riches en matieres organiques et en sels minéraux (MIRZAMATOV et
LUTFULLIN, 1985; HAWKES et al., 1991 ; BRUNETON, 1999 ; BARAN, 2000 ;
BOUZIDI et al., 2002 ; HARBOUCHE, 2004 ; SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008 ;
AWADESCH et RAKHI, 2012).

En Algérie, elle pousse comme mauvaise herbe et sur des terraines incultes et elle se
répartit le long de la cbte ; dans I’EST ; les hautes plaines de Sétif et au bord de mer a
Bejaia, soit au centre ; dans les plaines de Blida et au bord de mer & Zéralda et dans
I’OUEST ; au niveau des plaines irriguées d’Echlef (AZAOUAOU et al., 1983;
HOUMANI, 1999).

Datura stramonium est une plante peu exigeante en termes d’habitat, elle tolére les
différents types de sol mais préfére les sols argileux ou sableux ou sableux limoneux, et les
sols calcaires riches, d’autres part elle convient de choisir des emplacements abrités non
froids, elle nécessite des endroits aérés et exposés au soleil (SCHMELZER et GURIB-
FAKIM, 2008 ; AWADHESH et RAKHI, 2012).

1.3. Description botanique

La stramoine est une plante herbacée annuelle vigoureuse rameuse, semi ligneuse, (1-1,5
m). La partie aérienne comporte une tige arrondie, ramifiée (ROBINEAU, 1999 ; BARAN,
2000 ; JOUZIER, 2005 ; BRUNETON, 2005) legerement poilue a glabre, elle porte des
feuilles alternes simples finement poilues (SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008),
ovales aigues profondément découpées en lobes inégaux pointus et marquées par des
nervures saillantes a la face inférieure. Les fleurs, solitaires, axillaires, grandes (5-10 cm)
ont un calice tubulaire presque cylindrique, étroit de 3 a5 cm ou a 4 cm, a 5sépales plissés
et une corolle tubuleuse (8-10 cm), plissée, blanche, évasée en entonnoir. Le fruit est une
capsule (3-7 x 3-5 cm) fortement épineuse, a 4 valves épaisses, contenant de nombreuses
graines noires, réniformes, a surface réticulée (4-5 x2-3x1-1,5 mm), (ROBIBEAU, 1999 ;

)
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HENRI et al., 2003 ; JOUZIER, 2005 ; BRUNETON, 2005). La partie souterraine est
caractérisée par une racine principale, pivotante, de couleur blanchatre a partir de laquelle
partent des racines fusiformes e annuelle qui s’enfilent de plus en plus vers I’extrémité

(MENDEL, 2004)

1.4. Culture et récolte de la stramoine

La culture se fait par semis des graines au printemps, soit directement au champ soit en
pépiniére, Le graines sont semées a une profondeur de 2.5 a 5 cm de la surface du sol
(PARIS et HURABIELLE, 1981 ; SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008 ; WEAVER et
WARWICK, 1984).

Dés la deuxieme semaine aprés la culture ; les graines commencent a germer, au bout d’un
mois la germination est achevée, si les graines sont semees en pépiniere, les plantes sont
repiquées lorsqu’elles font 8-12 cm de haut (SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008).
CLAUSE (1992), cite que le repiquage aura lieu lorsque les jeunes pousses atteignent 6 a 8
cm de haut. Pour la multiplication du Datura stramonium, une terre Iégére et calcaire est
recommandée avec une fertilisation phosphatée et azotée durant la culture (PARIS et
MOYSE, 1971).

Le développement de plante est caractérisé par une partie basale qui reste végétative, avec
des fleurs qui commencent a apparaitre au niveau de la partie ramifiée de la plante, mais
les rameaux ne reprennent par leur croissance végétative qu’apres la floraison et
fructification (SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008).

SCHMELZER et GURIB-FAKIM (2008), citent que la meilleure période pour récolter les
feuilles du datura, est aprés 8 semaines de semis, ou la teneur en alcaloides atteint le
maximum, en début de matinée ou en fin d’apres-midi.

KRESANEK (1981), cite qu’une bonne conservation des plantes doit maintenir la couleur
verte des feuilles et éviter la moisissure des graines dans les capsules. Les rameaux et les
feuilles tendres sont séchées a 1’ombre, les fruits sont séchés au soleil jusqu’a leur
déhiscence (SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008).

1.5.  Composition chimique de la stramoine

D’aprées DUPRAZ et al. (1993), ; OSENI et al. (2011), la stramoine est riche en substance
minérale et en alcaloides tropaniques dont trois sont les plus importants ; Atropine,

Hyoscyamine ; Scopolamine. BARAN (2000), cite d'autres alcaloides isolés chez le Datura
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tels que: 1’apoatropine, la noratropnie, la Tropine, la belladonine, la norhyosciamine, la

metéloidine, le 3-6 ditiglytéoidine, et la cusohygrine.

Les travaux de PHILIPOV et BERKOV (2002), ont révélé la présence de vingt neuf
alcaloides tropaniques, distribuées dans les racines, les tiges et les feuilles. EL BAZAOUI
et al. (2009), ont identifié huit alcaloides tropaniques, les analyses par chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse ont montré que 1’atropine et la scopolamine

constituent les alcaloides majoritaires.

ROBINEAU (1999), mentionne que les feuilles et d’autres parties de la plante, renferment
de I’acide chlorogénique, des lectines, des glucosides cardiotoniques, de la vitamine C et
des tanins; de plus un nouveau pseudopeptide a été isolé dans la plante, le gamma-L-
glutamyl-L-aspartate.

1.6. Propriétés de stramoine

1.6.1. Propriétés toxiques

La majorité des molécules actives des hallucinogénes sont des composés contenant de
I’azote et dotés de propriétés alcalines, c'est-a-dire appartenant a la famille des alcaloides
(BARAN, 2000).

En effet, la toxicité de la stramoine est liée a la présence des alcaloides tropaniques ;
Hyoscyamine, Scopolamine et Atropine (THURZOVA, 1981 ; DESACHY et al., 1996 ;
POULIQUEN, 2004). Sa toxicité et en particulier ses effets psychotropes sont bien connus
en Asie, en Afrique et en Amérique ou, a travers les temps, on la retrouve dans différentes
ethnies. (ROUQUET et al., 1982).

KEELER (1979); POULIQUEN (2004); DAY et DILMORTH (1984), signalent que toutes
les parties de la plante sont toxiques, elles provoguent une excitation considérable a fortes
dose. SCHMELZER et GURIB-FAKIM (2008), indiquent qu’une surdose provoque des
maux de téte, des nausées et des vomissements et affecte le systéme nerveux central en
entrainant une désorientation, des hallucinations, 1’euphorie, la discordance, une perte de
mémoire a court terme et le coma.

1.6.2. Propriétés thérapeutiques :

Les alcaloides tropaniques présentent des propriétés sédatives, narcotiques, anesthésiques
et antiasthmatiques (DOERK et al., 1991 ; PRETORIUS et MAX, 2006).
Ces alcaloides sont toujours utilisés : I’atropine pour des examens oculaires et la

scopolamine en patch pour le mal des transports (LECLERCQ, 2002).
7
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L’hyoscyamine et la scopolamine ont une action sur le systeme nerveux central en
réduisant le syndrome parkinsonien. La thérapeutique officielle industrielle exploite
I’hyoscyamine a des fins anticholinergiques périphériques (sécrétions gastriques,
pancréatiques, bronchiques et lacrymales sont freinées) et centrales (Convulsions,
somnolence, délires Coma) et spasmolytiques (BRUNETON, 1999 ; BOULARD, 2001 ;
STEENKAMP et al., 2004).

En ophtalmologie I’atropine provoque une mydriase, par conséquent une augmentation de
la pression intraoculaire (JAN et al., 2008 ; GRZEGORZ et GADZIKOWSKA., 2008 ;
BRUNETON, 1999).

L’atropine est un antidote des gaz de combat organophosphorés, qui est spécifique dans les
intoxications aigues par les anticholinestérasiques comme les pesticides organophosphorés
ou par les médicaments parasympathicomimétiques (BRUNETON, 1999).

2. Les alcaloides tropaniques

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande diversité
structurale (MAURO, 2006). Ce sont des substances organiques, azotées et basiques, le
plus souvent d’origine végétale. Sur le plan chimique ils constituent un groupe trés
hétérogene, possédant cependant quelques propriétés physico-chimiques communes
(DANIELLE et ODILE, 2007).

Les alcaloides tropaniques ont en commun un élément structural bicyclique azoté,
I’azobicyclo [3, 2,1] octane. On connait environ 200 alcaloides dans ce genre, répartit
souvent dans la famille des solanacées (BRUNETON, 1999; GRZEGORZ et
GADZIKOWSK, 2008).

Les alcaloides tropaniques (hyoscyamine, scopolamine et atropine) sont des esters
d’alcools tropaniques et d’acides organiques de structures variables, possédant un carbone
asymétrique (PARIS et HURABIELLE, 1981 ; BRUNETON, 1999), I’acide constitutif de
ces molécules est 1’acide tropique, tandis que 1’alcool est un dérivé bicyclique : le tropanol
dans le cas de I’hyoscyamine et son dérivé 6, 7- époxy- c'est-a-dire le scopanol dans le cas
de la scopolamine ; ces alcaloides sont fragiles ; la liaison ester peut s’hydrolyser et 1’acide
tropique peut se racémiser (BRUNETON, 1999).

2.1.  L’atropine et ’Hyoscyamine

D’apres BRUNETON (2001) ; DANGOUMAU (2006), D’atropine c’est une base
organique vénéneuse sous forme d’une poudre blanche, que 1’on retire de la stramoine, peu

soluble dans I’eau, dont les sels sont hydrosolubles, c’est un ester de tropanol et de 1’acide
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tropique alors que I’Hyoscyamine est 1’ester de 1’acide tropique gauche et du tropanol ;
c’est également I’isomére lévogyre de 1’atropine. Selon STEENKAMP et al. (2004) ;
TANCZOS et al. (2004), I’atropine et I’Hyoscyamine ont la méme formule chimique
C17H23NO3

L’hyoscyamine est dépourvue de pouvoir rotatoire n’est pas tres stable, elle est sensible et
s’isomérise facilement en atropine (sous I’influence de la chaleur notamment), en effet par
un simple reflux dans le chloroforme 1’Hyoscyamine se transforme en atropine, cependant
I’atropine est stable et moins sensible aux enzymes hydrolytiques, c’est pour cela
I’atropine est utilisée au lieu de I’Hyoscyamine en médecine, et la toxicité de ces deux
molécules est du méme ordre et ont la méme action (HARTMANN et WHITE, 1995 ;
BRUNETON, 1999 ; BARAN, 2000; STEENKAMP et al., 2004 ; DANGOUMAU,
2006 ; GRZEGORZ et GADZIKOWSKA, 2008 ; SHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008)

2.2.  Lascopolamine

La scopolamine, également connue sous le nom d’hyoscine=scopine tropate est 1’ester de
I’acide tropique et du scopanol, de formule brute Ci7;H,1NO, (BARAN, 2000 ;
STEENKAMP et al., 2004). Selon DANGOUMAU (2006) ; JAN et al. (2008), la
scopolamine est une poudre blanche, basique, dont les sels sont hydrosolubles, elle est

optiquement active, elle est 1évogyree.
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Figurel. Structures chimiques de I’hyoscyamine, de la scopolamine et de I’atropine
(HARTMANN et WITTE, 1995 ; BHAT et al., 2005).
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2.3. Biosyntheése des alcaloides tropaniques

La synthése des alcaloides tropaniques a lieu par voie enzymatique qui fait intervenir deux
précurseurs qui sont des acides aminés ; la phénylalanine est a 1’origine de 1’acide tropique
et 'ornithine est a I’’origine du noyau tropane, le lieu de cette biosynthése c’est
essentiellement dans la racine, ensuite ces alcaloides migrent vers les feuilles, les fleurs et
les fruits (COSSON, 1976 ; LEETE, 1979; HASHIMOTO et YAMADA, 1987;
NICHOLAS et al., 1990 ; BRUNETON, 1999 ; FAN DENG, 2005 ; SCHMELZER et
FAKIM, 2008)

A partir de phénylalanine on obtient 1’acide phényl-pyruvique en équilibre avec 1’acide
phényllactique puis I’acide tropique, ce dernier et le tropanol subissent une estérification
pour donner I’atropine (PARIS et HURABIELLE, 1981 ; BRUNETON, 1999 ; 2001)
L’ornithine subit une décarboxylation pour donner la putrescine, ce dernier subit une
méthylation sous I’action de I’enzyme de putrescine N-méthyltransférase en N-
méthylputrescine qui aboutit a la formation de N-Méthylpyrrolinium, et ce dernier avec
I’acide acétoacétique donne I’hygrine qui conduit au tropinone (HASHIMOTO et al.,
1989 ; GONTIER et al., 1993 ; SUZUKI et al., 1998 ; MOYANO et al., 2003 ; FAN
DENG, 2005).

La biosynthese de 1’hyoscyamine provient de la réduction de la Tropinone en Tropine sous
I’action de I’enzyme tropinone réductase qui est ensuite estérifi¢ avec 1’acide tropique,
sachant que la scopolamine provient directement de I’hyoscyamine sous 1’action de
I’enzyme hyoscyamine 6-B-hydroxylase (COULADIS et al., 1991in HOUMANI, 1999 ;
HASHIMOTO et al.,1991 ; MATSUDA et al., 1991 ; HASHIMOTO et al., 2001 ; FAN
DENG, 2005).

HASHIMOTO et YAMADA (1987) ; HASHIMOTO et al. (1991), indiquent que cette
seule enzyme dans les especes des genres de Hyoscyamus, Duboisia, Datura catalyse deux
¢tapes consécutives, 1’hydroxylation de I’hyoscyamine suivie par la formation de
I’époxyde ou bien une addition d’une liaison époxyde qui aboutit a la production de la

scopolamine.
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A.D.C

0.D.C
Putrescine H N-Cabamoylputrescine ‘
P.M.T
| N-Méthylputrescine ‘
M.P.O
Phénylalanine I N-Méthylpyrrolinium }7
Hygrine
Acide pP-phényllacti ‘ .
‘ cide B-phényllactique T.D.H Cusohyarine
Acide tropique Tropine

Les enzymes :
A.D.C Arginine décarboxylase O.D.C Ornithine décarboxylase
P.M.T Putrescine N-méthyltransférase M.P.O N-méthylputrescine oxydase
T.D.H. Tropinone déshydrogénase
Figure 2. Chaine de biosynthése des alcaloides tropaniques (ROBINS et al., 1990 ; FAN
DENG, 2005).

2.4. Distribution des alcaloides tropaniques dans la plante
Selon MIRALDI et al. (2001), toutes les parties de plante du Datura renferment des
alcaloides qui sont situées au niveau de I’épiderme inférieur de la feuille, dans les couches

sous-tégumentaires de la graine ou les cellules des poils tecteurs.

La concentration d’alcaloides totaux dans les feuilles de la stramoine est de 0,2-0,5%
I’hyoscyamine étant le composé principal et la scopolamine représente plus de tiers des des
alcaloides totaux (le rapport scopolamine/hyoscyamine est de %) (PARIS et
HURABIELLE, 1981 ; BOITEAU P et BOITEAU L, 1993 ; SCHMELZER et GURIB-
FAKIM, 2008).

D’aprés CHOLLET et al. (2010), des fortes concentrations en atropine sont observées dans
les feuilles et les graines de Datura stramonium L.
D’aprés HOUMANI et al. (1994), ’hyoscyamine est plus abondante dans les fleurs et les

tiges, tandis que la scopolamine est plus représentée dans les graines et les fruits verts,
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avec une somme (hyoscyamine +scopolamine) qui augment de la base vers ’apex, et
rapport (scopolamine/hyoscyamine) qui augmente de 1’apex vers la base.

HOUMANI (1999), a signalé que la teneur en hyoscyamine des parties aériennes de la
stramoine est presque 2,5 fois plus importante que celle de la scopolamine, ainsi que la
teneur en alcaloides majeurs (scopolamine + hyoscyamine) est 4,5 fois plus important que

celle des racines.

2.5. Facteurs agissant sur la production et la teneur en alcaloides totaux

D’aprées HOUMANI et al. (1994); SCHMELZER et GURIB-FAKIM (2008) et
CHOLLET et al. (2010), la teneur en alcaloides totaux varie selon I’espéce, le stade de
développement, la localisation dans la plante et les pratiques culturales affecte sa teneur.
Des teneur maximales ont été trouvées dans les tiges et les feuilles des plantes jeunes, et
I’hyoscyamine étant toujours le composé majeur (MIRALDI et al., 2001), aussi PARIS et
MOYSE (1971) ; COSSON (1976) ; HASHIMOTO et YAMADA (1987) HOUMANI et al
(1994) ; ROBINEAU (1999) ; SCHMELZER et GURIB-FAKIM (2008), indiquent que la
scopolamine domine les feuilles jeunes a cause d’une activité intense chez ces plantes,
tandis que I’hyoscyamine devient généralement 1’alcaloide dominant lorsque la formation

de la fleur a commencé.

SCHMELZER et FAKIM (2008), citent que I’emploie d’engrais chimique et du fumier
augmente la production alcaloidique, aussi I’élimination des fleurs améliore le rendement
en alcaloides totaux dans les feuilles, le plan génétique peut interférer pour améliorer le
rendement a partir des croisements interspécifiques qui permet d’avoir des descendants
capable de transformer I’hyoscyamine en scopolamine.

HOUMANI (1999), montre que les plantes cultivées sont plus riches en alcaloides
tropaniques a cause des irrigations quotidiennes a I’eau douce avec I’absence d’adventice
qui peut entrainer des phénomeénes de compétition.

Les variations des teneurs en alcaloides tropaniques est également en fonction de la
répartition géographique de la plante, effectivement HOUMANI (1999), indique que les
plantes de L’EST de 1’Algérie sont les plus productrices d’alcaloides, cela est di a la
composition du sol. Selon le méme auteur les plantes qui poussent dans des sols riches en -
matiére organique et en CaCOg; présentent la plus grande richesse en alcaloides. En effet

GONTIER et al. (1993), montrent que le calcium améliore la synthése des alcaloides,
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EINHELLIG (1996), déclare que les conditions de stress favorisent 1’augmentation de la
production des métabolites secondaires.

Les résultats de HOUMANI (1999), révelent que le stress salin contribuerait, en partie, a
optimiser la production d’alcaloides tropaniques par Datura stramonium, cependant le
méme auteur a signalé que le stress hydrique contribue a la diminution des taux des
alcaloides tropaniques.

Le traitement aprés récolte est un parametre important et peut agir sur le taux des
alcaloides dans la plante, les travaux de HOUMANI (1999), montrent que le séchage d’une

plante entiere triple la composition en alcaloides majeurs.
3. La mélisse : Melissa officinalis L

La mélisse est une plante herbacée annuelle, de la famille des lamiacées, utilisées depuis
I’Antiquit¢ (BABULKA, 2005 et THOBBY, 2009). C'est I’espece la plus connue, la plus
souvent recherchée pour son odeur agréable et ses propriétés économiques et médicinales,
les Latins et les anciens Grecs lui ont donné le nom que les abeilles portent dans la langue
grecque, ils la nommaient melissophyllon (feuille du miel), nous lui donnons le nom
vulgaire de citronnelle, a cause de I’odeur aromatique approchant de celle du citron qui
s’exhale de ses feuilles (BELOUED, 2001 ; PIERRE et LYS, 2007).

3.1. Noms vernaculaires

Elle est connue en France sous les noms ; mélisse citronnelle, citronnelle, citronne, herbe
au citron, mélisse des boutiques, piment des abeilles ou des ruches, céline, thé de France,
mélisse officinale, ponchirade (AIT YOUSSEF, 2006 ; PENCHEV, 2010).

Les noms vernaculaires arabes sont Touroudjan, touroudja, tindjan, bararenjabouya, en
targui et en berbére elle s’appelle Tizizoult « tiffer n-tzizua = feuille d’abeille » et
« taneqilet-merzizua = aile d’abeille », en Maroc elle s’appelle merzizua tizizwil et en
Tunisie merzizou (BELOUED, 2001 ; AIT YOUSSEF, 2006).

3.2. Originaire, aire de répartition et écologie

La mélisse est originaire d’Asie mineure, et elle a été introduite dans la partie occidentale
du bassin méditerranéen au Moyen-age, d’autres auteurs mentionnent que son origine est
d’est méditerranéen partout (HUBERT, 1992 ; ROMBI, 1998), BRUNETON (1999) ;
POLESE (2006) signalent qu’clle est originaire du sud de I’Europe ou de I’Asie

occidentale (Turquie) et elle a été introduite dans le nord par les arabes.
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La mélisse est une plante méditerranéenne qui pousse au Proche-Orient, dans les régions
entourant la méditerranée, en Europe centrale et en, Europe occidentale, elle croit
abondamment dans les départements méridionaux aux environs de Paris, et on la trouve a
I’état dans les broussailles, elle pousse aussi spontanément dans les bois, les champs, les
endroits frais et ombragés, les bords des chemins, les haies, et elle est cultivée dans toute
I’Europe et en France (BARDEAU, 1976 ; BRUNETON, 1999 ; POLESE, 2006).

En Algérie, elle se répartit le long des ravins humides des montagnes, Babors, Djurdjura,

Mouzaria, cette espéce est souvent cultivée comme plante melliféere (BELOUED, 2001).

La mélisse tolere les sols sableux calcaires graveleux, et les sols humides bien drainé
surtout lorsque le sol est trés humifére et tres ombré en été par la végétation de la mélisse
et de Iortie et elle ne poussera pas dans les sols secs ou trop détrempés, elle s’accommode
d’une gamme de pH de 5 a 7.5 et une exposition méridienne, ensoleillée ou mi-ombragée
par quelques arbres (GILLY, 2005 ; POLESE, 2006 ; MCVICAR, 2006).

En ce qui concerne 1’écophysiologie de la plante, la mélisse n’aime pas les extrémes, elle
est sensible a la sécheresse et souffre d’asphyxie en un sol détrempé, elle n’est pas sensible

au froid, et un stress hydrique se traduit par un jaunissement des feuilles (GILLY, 2005).

3.3.  Description botanique

La mélisse est une plante indigene vivace, touffue de cinquante a soixante-dix centimetres
a Im (PARIS et HURABIELLE, 1981 ; BELOUED, 2001 ; POLESE, 2006). Elle a une
tige presque lisse dure et roide cassante, feuille fraiche, 1égérement duveteuse, ramifiée,
dressée de 30 a 80 cm a feuilles, ovales et cordiformes, opposées, longuement pétiolées,
veloutées, dentelées a leurs bords, luisantes, d’un beau vert foncé dur le dessus, plus pale
en dessous, le limbe ; saillant entre les branches du réseau formé par les nervures, peu
échancrées en cceur a la base grossiérement denté ou crénelé, et plus claire a la face
inférieure (PARIS et HURABIELLE, 1981 ; BRUNETON, 1999 et PENCHEYV, 2010). Le
fruit, entouré par un calice persistant, contient des graines luisantes brun foncé a quatre
semences presque rondes dans le fond d’un calice aride, a deux levres, renflées par la
maturité (PENCHEV, 2010).

3.4. Culture et récolte de la mélisse

La mélisse officinale se cultive en pépiniere au printemps, les graines vont bien germer au
sol bien drainé, profond et bien expose au soleil, la levée des graines se fait en 12 jours ou

bien de 1 a 2 semaines a I’abri a 20°C, I’arrosage des plantes se fait modérément car les
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plantules sont sensibles avec un binage puisque la mélisse étouffe vite les mauvaises
herbes, pour cela il est conseillé de maintenir un pot compact pour empécher les semis
spontané, aussi un simple rabattage des fleurs favorise la feuillaison (PARIS et MOYSE,
1971 ; GILLY, 2005 ; MCVICAR, 2006).

Lorsque la plante arrive a maturité ; on coupe soigneusement les feuilles, la récolte
s’effectue juste avant la floraison car c’est la période ou la teneur en huile essentielle est la
plus élevée, et aprés la floraison I’odeur de la mélisse fleuri est moins agréable, la
ceuillette se fait par temps sec car les feuilles noircissent a I’humidit¢ (MCVICAR, 2006 ;
PIERRE et LYS, 2007).

Les feuilles sont détachées des branches, et sont séchées a 1’ombre dans des endroits secs
et aérés pour qu’elles gardent sa couleur verte, ces feuilles doivent sécher le plus vite
possible puisque elles peuvent facilement se ré humidifier et absorber les odeurs des
matériaux voisins, elles sont conservées dans des endroits secs pour qu’elles ne noircissent
pas (PARIS et MOYSE, 1971 ; BARDEAU, 1976 ; GILLY, 2005 ; AIT YOUSSEF, 2006 ;
PIERRE et LYS, 2007).

3.5.  Composition chimique

L’essence de la mélisse est incolore, faiblement jaunatre, avec une odeur trés fine et
agréable de citron, de saveur chaude et Iégerement ameére, par distillation a la vapeur d’eau
le rendement est extrémement faible, de I’ordre 0014% pour 1’herbe fraiche (BARDEAU,
1976 ; THOBY, 2009). AIT YOUSSEF (2006), ajoute aussi que le rendement pour la
drogue fraiche peut atteindre 0.15%, sachant que la teneur des feuilles seches en huile
essentielle est faible (0.1 a 0.2 %) (PARIS et HURABIELLE, 1981).

PARIS et MOYSE (1971) ; BARDEAU (1976) ; CARNAT et al. (1998) ; BRUNETON
(1999) ; BELOUED (2001) ; GILLY (2005) ; AIT YOUSSEF (2006) ; THOBY (2009) et
PENCHEYV (2010), indiquent que les tiges feuillées de la mélisse contiennent de 1’eau (8 a
10%) et des matiéres minérales (10 a 12 %), et une petite quantité en huile essentielle (0.1
a 025 % ou de 0.5ml/kg), dont les principaux constituants sont; les aldéhydes
monoterpéniques, citral (néral+geéranial) et citronellal, des carbures terpénigues ; pinénes,
limoneéne, B-caryophylléne des alcools surtout le linalol, le geraniol, des flavonoides et des
acides succiniques et phenoliques « essentiellement les dérivés hydroxycinnamiques totaux

exprimés en acide rosmarinique» et de 1’acide caféique et chlorogénique.
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PENCHEYV (2010), ajoute que la mélisse est tres riche en acide rosmarinique, et elle a été
choisie comme une source naturelle en ce produit, et de plusieurs dizaines de composés
majoritairement terpéniques. Elle renferme aussi des vitamines B1, B2, 4% de tanins
catéchiques (PARIS et MOYSE, 1971), SHARAFZADEH et al. (2011), rapportent que les
teneurs en huile essentielle obtenues par hydrodistillation des feuilles de la mélisse et des
tiges de la méme plante, sont respectivement de 0,36% et 0,014%,

Le tableau suivant présent le pourcentage des majeurs composants dans les tiges et les

feuilles.
Géranial Néral Géranyl acétate [-caryophyllene
Tige 43,1% 33,4% 2,9% 2,4%
Feuille 34,9% 23,5% 7,5% 3,5%

Tableau 1. Principaux constituants de 1’huile essentielle de la mélisse (SHARAFZADEH,
2011)

3.6. Propriétés et utilisation de la mélisse

La mélisse est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle en raison de
ses propriétés (PENCHEV, 2010), elle était déja connue et utilisée chez les Grecs, les
romains et les arabes (BARDEAU, 1976).

Ce sont les feuilles de la mélisse qui sont utilisées en thérapeutique avec un extrait
hydroalcoolique constitué de flavonoides, d’acides phénols, d’acides triterpéniques et une
huile essentielle riche en citral et citronellal (BRUNETON, 1999 ; THOBY, 2009). PARIS
et HURABIELLE (1981), signalent que la drogue est employée en usage interne, comme
tisane. Elle est stomachique, antispasmodique et carminatif et son usage est important en
herboristerie et en liquoristerie.

En usage externe ; la plante sous forme d’extrait aqueux, posséde une activité antivirale
(AIT YOUSSEF, 2006). A 1’état frais et sous forme d’alcoolat qui est obtenu aprés une
macération des plantes fraiches dans de 1’alcool que 1’on distille ensuite, il soulage les
migraines et les névralgies, une autre préparation existe qui consiste a macérer des plantes
fraiches dans de I’alcool, elle s’appelle alcoolature, et ce dernier se conserve mal et doit
étre utilisé rapidement, nous le préférons aux alcoolats puisque les principes actifs de la
plante sont sensibles a la chaleur (DELAVEAU et al., 1977 et AIT YOUSSEF, 2006). Les
propriétés de la mélisse sont dues a sa composition chimique, les premiéres éetudes

concernant ses propriétés ont été realisees sur son huile essentielle, la mélisse est riche en
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substances, antifongiques, elle est également responsable des propriétés spasmolytiques
reconnues a la drogue (BRUNETON, 1993, 1999 ; AIT YOUSSEF, 2006 ; THOBY, 2009
et PENCHEV, 2010). Ses propriétés sédatives, carminatives, anti-inflammatoire et surtout
antioxydantes sont attribuées a I’acide rosmarinique (PENCHEV, 2010), sachant que ses
propriétés neuro-sédatives semblent étre liées aux terpénes ; le citral a et b et le citronellal
(ROMBI, 1991), aussi elle présente des activités antibactériennes, anti-parasitiques,
antihistaminiques, le citral est utilisé en pharmacie pour la synthese des vitamines A et E,
ainsi que comme caroténoide qui a des fortes propriétés antimicrobiennes, antivirales,
sédatives, il est aussi considéré comme antitumorale (FILHO et al., 2003 ; SADRAFI et
al., et XING et al., 2009).

4. L’allélopathie

Les plantes qui poussent dans un méme habitat sont en compétition pour la lumiére, 1’eau
et les élément nutritifs ; par exemple de nombreuses plantes produisent des alcaloides ou
d’autres composés au golt amer ou toxiques pour les herbivores, ou bien la germination
des graines voisines, cette inhibition appelée Allélopathie, qui réduit la compétition pour
I’eau et les nutriments du sol (NABORS, 2008).

Depuis les années 1960, I’allélopathie suscite [’attention des scientifiques pour son
application en agriculture, il a été introduit pour la premiere fois par Hans Molisch (RICE,
1984).

L’allélopathie, définie par RICE (1984), comme « tout effet direct ou indirect, positif ou
négatif, d’une plante sur une autre a travers la production de composes chimiques libérés
dans I’environnement ».

L’allélopathie ¢’est I’ensemble des phénomeénes qui sont dus a 1’émission ou a la libération
des substances chimiques « métabolites secondaires » par 1’un de ses organes, vivants ou
morts (racines, feuilles etc.) des végétaux, et qui s’expriment par I’inhibition ou la
stimulation de la croissance des plantes se développant au voisinage de ces espéces ou leur
succédant sur le méme terrain, le mot allélopathie vient du grec allélo ; I’un ’autre et
pathos « maladie » (WHITTAKER, 1970 ; RICE, 1974 ; PUTNAM, 1985 ; LOVETT tal.,
1989 ; MICHELLON et TECHER, 1996 ; FORET, 2006 et MORISON et al., 2008).
L’allélopathie est un phénoméne complexe, car il met en jeu, en plus des deux végetaux
respectivement « producteur » et «cible » des molécules, et un intermédiaire ; le sol
(GALLET et PELLESSSIER, 2002).
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Les composés biochimiques impliqués sont appelés composeés allélochimiques et sont issus
du métabolisme secondaire des plantes. On trouve par exemple des acides phénoliques, des
flavonoides, des trapénoides, des quinones, des alcaloides et glucosinolates, ces composés
secondaires ont d’abord été caractérisés par leur role protecteur contre les bioagresseurs
(insectes, bactéries, champignons, algues...), mais ils peuvent également affecter la
croissance globale d’autres plantes (WALLER, 1989 ; BOUNIAS, 1999 ; SIQUEIRA et
al., 1991 et SUTY, 2010).

Ces métabolites sont libérés par quatre voies principales : les pluviolessivats (lessivage
entrainant des éléments solubles), les exsudats racinaires, la volatilisation et la
décomposition des résidus de la plante (BONIN et al., 2007 et SUTY, 2010).

La mise en évidence de ce phénomene consiste a déterminer leurs trois évenements
successifs, qui débuts une synthése des composés phytotoxiques par la plante productrice,
suivie par une libération de ces composés dans I’environnement, qui vont étre migrés vers
la plante cible avec une exposition de cette derniére aux phytotoxines, en quantité et temps
suffisant pou en subir des dommages (NOUMI, 2010).

Le mode d’action a des sites d’action, ces molécules peuvent inhiber la division et
I’¢longation cellulaire, et la synthése des protéines, elles peuvent modifier la perméabilité
membranaire et de ’absorption, méme la photosynthése et la respiration, au niveau du
plant génétique elles peuvent agir sur I’expression des genes cibles (RICE, 1984 ;
EINHELLIG, 1986 ; SIQUEIRA et al., 1991 ; SUTY, 2010).

Nous proposons de considérer que si on souhaite maitriser le phénomeéne de 1’allélopathie,
il faut d’abord I’appréhender dans son ensemble, c’est-a-dire en prenant en compte la
plante source, la plante cible, le sol et ’ensemble des facteurs environnementaux qui vont

moduler le potentiel allélopathique (DORE et al., 2004).
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1. Matériels
Notre étude a été réalisée au sein de deux laboratoires :
e Laboratoire des plantes médicinales et aromatique, pour 1’extraction des alcaloides

tropaniques

e [Laboratoire d’analyses microbiologiques, au niveau de [’établissement public

hospitalier de Boufarik, pour le test microbiologique.

1.1. Matériel végétal

Deux especes ont été utilisées, la mélisse (Melissa officinalis L) et la stramoine (Datura
stramonium).

Les graines de la mélisse ont été achetées chez un commercant, elles ont été conservées
dans un sachet.

Les graines de la stramoine ont été obtenues a partir de fruits récoltés de la station de
Zéralda en 2008, ces fruits étaient conservés dans un sachet en papier au laboratoire et a
température ambiante.

1.2. Les souches bactériennes

Les cinq souches bactériennes utilisées nous ont été fournies par 1’établissement public
hospitalier de BOUFARIK. Elles ont été identifiées au niveau du laboratoire d’analyses

microbiologiques:

Germes Gram positif

Staphylococcus aureus resistante (souche de réference) ATCC 43300
Staphylococcus aureus sensible (souche de référence) ATCC 25923
Streptococcus pneumoniae obtenu a partie d’un prélévement de LCR

Germes Gram négatif

Pseudomonas aeruginosa (souche de référence) ATCC 27853

Escherichia coli (souche de référence) ATCC 25922
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2. Méthodes
2.1. Culture

La culture a été réalisée par semis, au niveau de la serre d’Agronomie, ou la luminosité est
naturelle et ’aération est assurée par une grande porte et des vitres, demi ouvertes.

Le semis des deux especes a été effectué dans des bacs de 45 a 60 cm de diamétre et 21 cm
de hauteur. Ces derniers ont été remplis par un mélange de 2 tiers de sol bien tamisé avec
un tiers de tourbe désinfectée. Une couche de tourbe et du terreau a été rajoutée a la
superficie.

2.2.  Semis

180 graines ont été utilisées pour chaque espéce, a raison de 50 graines par lot essai et 30

graines par lot témoin

Le semis des graines été réalisé la mi-mai, 2012. Trois lots essais et deux lots témoins un

lot pour chaque espece, ont été prépares :

e Lot témoin T1 : témoin pour la stramoine.

e Lot témoin T2 : témoin pour la mélisse.

e Le premier lot: ESSAI 1 (E1): les graines de la stramoine et celles de la mélisse sont
semeées en méme temps, dans le méme bac.

e Le deuxiéme lot: ESSAI 2 (E2): les graines de la mélisse sont semées 15 jours avant les
graines de la stramoine, dans le méme bac.

e Le troisieme lot: ESSAI 3 (E3): les graines de datura sont semées 15 jours avant celles
de la mélisse et dans le méme bac.

Il faut signaler gqu'un deuxiéme semis pour les graines de la mélisse (lot T2") a été effectué

dans des bacs et dans des alvéoles, afin de tester la validité des semences et pour éliminer

toute sorte de doute. Il a été effectué avec les mémes conditions que les autres.

Les graines de la stramoine ont été scarifiées et les semences ont été placées a une

profondeur de 2 a 3 cm. Nous avons effectué des arrosages quotidiens.

2.3.  Suivi de la croissance

La croissance et le développement des plantes ont été suivis durant 3 mois. Juste apres

I’apparition de 2 feuilles, nous avons procéder a des mesures de la hauteur des tiges et au

dénombrement des feuilles. Les données sont relevees 3 fois par semaine.
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2.4. Evaluation des teneurs en alcaloides totaux

2.4.1. Séchage et broyage

Les echantillons ont été récoltés au stade floraison. La partie aérienne a été séparee des
racines et le séchage a été réalisé dans un endroit aéré, sec et a I’abri de la lumiére, pendant
1 mois. Par la suite, les différentes parties ont été broyées en poudre fine et conservée dans
des sachets en papier a température ambiante au laboratoire.

2.4.2. Détermination de matiere séche

Nous avons déterminé la matiére seche en mettant 1 g de poudre végétale dans I’étuve
pendant 24 heures a 105°C.

2.4.3. Extraction des alcaloides

Nous avons adopté le protocole de HOUMANI (1999).

= Porter a ébullition 1 g de poudre végétal dans 100ml d’éthanol.

= Evaporer a sec sous pression réduite.

= Acidifier et filtrer I’extrait obtenu.

= Réaliser une triple agitation dans le chloroforme.

= Récupérer les fractions chloroformiques et évaporer a sec sous pression réduite, le

résidu sec obtenu représente les alcaloides totaux.
2.5.  Analyse statistique

Afin de mettre en évidence 1’existence ou non d’une différence significative entre le
développement végétatif entre les essais, et la teneur des alcaloides totaux dans les
différents organes de D. stramonium, nous avons procédé a I’analyse de la variance.

Le traitement statistique des résultats est réalisé par 1’application du modéle linéaire
(G.L.M) de I’analyse de la variance dans la série des programmes du logiciel systat vers.7.
La signification des résultats est exprimée en fonction de la probabilité pour une erreur
réellement commise (Niveau p). Le niveau p= 0,05 est considéré comme une limite
acceptable d’erreur:

- Si le p> 0,05, les résultats sont considérés comme statistiquement «non significatifs».

- Si le p< 0,05, les résultats sont considérés comme statistiqguement «significatifs».

- Si le p=0,00x, les résultats sont considérés comme «hautement significatifs».

- Si le p= 0,000, les résultats sont considérés comme «trés hautement significatifs».
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2.6. Test antibactérien

Nous avons procéde a I'étude, in vitro, de I'effet antibactérien des extraits alcaloidiques sur
quelques germes pathogénes, deux methodes ont été utilisées: I'aromatogramme et la

technique de diffusion en puits. Pour chaque technique, trois tests ont été réalisés:
v’ Test négatif par le DMSO, pour évaluer son activité antimicrobienne.

v' Test positif par les antibiotiques.

v’ Test par les alcaloides tropaniques.

2.6.1. Préparation des solutions meres et des dilutions

1g de I'extrait alcaloidique est solubilisé dans 10ml de Diméthyle Sulfo-Oxyde (DMSO),
nous avons ainsi obtenu une solution mere a 10%.

A partir de cette solution mere, 3 dilutions ont eté preparées, forte, moyenne et faible dans
I’eau distillée stérile, dont la gamme de concentration en extrait est comprise entre 2,35 et
0,52 mg/ml (figure 3).

La premiére dilution D1 : 2 ml d’eau distillée stérile ont été rajoutée a la solution mére

La deuxieme dilution D2 : 4 ml d’eau distillée stérile ont été rajoutée a la solution meére

La troisieme dilution D3 : 6 ml d’eau distillée stérile ont été rajoutée a la solution mére

Préparation des dilutions Q

1% dilution
Solutiomnére + 2 ml d’H,0,

Extrait alcal aloidique Solutmn mere Q

2tme dilution
Solution mére + 4ml d"H,O,

10 ml de DMSO

3tme dilution
Solutionméret 6 ml d"H,O,
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Figure 3 : Préparation des solutions meres et des dilutions, pour les alcaloides
tropaniques.
D1 : premiere dilution, D2 : deuxieme dilution, D3 : troisieme dilution

2.6.2. Préparation des pré-cultures

Les souches bactériennes sont repiquées sur milieu solide (gélose nutritive pour toutes les
souches, sauf Streptococcus pneumoniae sur gélose au sang cuit), puis incubées a 37°C
pendant 18 h.

A partir de cette culture bactérienne fraiche, racler a lI'aide d'une anse de platine quelques

colonies bien isolées et parfaitement identiques,

Mélanger avec de I'eau physiologique stérile, homogénéiser la suspension. La densité

bactérienne ainsi obtenue est de 0.7 Mc Farland.
2.6.3. Ensemencement

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du milieu gélose Muller —
Hinton (MH) pour toutes les souches, sauf Streptococcus pneumoniae sur gélose au sang

frais

v Au niveau de chaque boite, étaler les bactéries sur le milieu gélosé, a I’aide d’un
écouvillon stérile, imbibé du bouillon de culture (figure 4).

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination

du manipulateur et de la paillasse).

v’ Essorer 1’écouvillon en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube,

afin de le décharger au maximum.
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v' Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries

serrées.

v' Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

v Dans le cas de l'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger

I'écouvillon a chaque fois.

Sens de I’ensemencement

Figure 4 : Technique d’ensemencement des bactéries par 1’écouvillon.

2.6.4. L'aromatogramme

L'aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode de
disques est une technique qualitative qui permet de déterminer la sensibilité des

microorganismes vis-a-vis d'une substance réputée antimicrobienne.

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des alcaloides tropaniques a l'intérieur

d'une bofte de Pétri, dans un milieu nutritif solide.
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v Principe

La méthode est tiré a partir du titrage des antibiotiques, et repose sur la diffusion du
composé antimicrobien en milieu solide dans une boite de Pétri, avec création d’un
gradient de concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible, I’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la

mesure d’une zone d’inhibition.

En fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, intermédiaire ou

résistante (BENJELALI et al., 1986 ; HELLAL, 2011).

Disque imprégné des alcaloides
tropaniques
. Croissance micropienne

Zone d’inhibition

Figure 5 : Principe de la technique d’aromatogramme (HELLAL, 2011).

v Protocole expérimental

Déposer les disques stériles (9 mm de papier Wattman N°1) imbibés par les alcaloides
tropaniques sur le milieu gelosé, préalablement ensemenceé, en appuyant légerement sur le

disque a l'aide d'une pince stérile (figure 6).

Incuber les boites a 37 °C, pendant 24 h,
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Boite de péti1

Souches test

Milieu de culture gélosé
(Agar)

#4 Digque imbibé d’extrait des
alcaloides

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure 6 : Technique de I’aromatogramme.

v’ Lecture

Consiste a apprécier les diametres des zones d’inhibition autour du disque a I’aide d’un

pied a coulisse.
2.6.5. Technique de diffusion en puits

v’ Principe
Cette technique permet une diffusion radiale de 1’extrait dans le milieu gélos¢ (EYMARD,
2003).

v’ Protocole expérimental

Ensemencer Il'inoculum (issu d'une culture de 18 a 20 h) sur milieu gélosé a 1’aide d’un

écouvillon

» Découper un trou circulaire dans la gélose. (a I’aide de I’extrémité épaisse de pipette

pasteur, et elle est de 6 mm de diameétre).

> Le fond des puits est obturé par une goutte de gélose pour limiter la diffusion des
alcaloides sous la gélose (figure 7).
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» Verse 50 ul d'extrait dilué dans les puits, a 1’aide d’une micropipette et laisser diffuser

pendant 20 mn.

> Incuber dans des étuves a la température de 37 °C pendant 24 h.

> Boite de pétn

> Puits

L'extrémité de
pipette

Figure 7 : Technique de diffusion en puits.

v Lecture
Les auréoles d'inhibition sont mesurées par un pied a coulisse. Le diameétre du puits (6

mm) est inclus dans les mesures.

2 boites dites «témoin négatif» et « témoin positif » sont démarrées en méme temps, et
dans les mémes conditions ne contenant que le milieu de culture, le germe en question et
les disques de papier Wattman imbibés par la solution de DMSO pour le premier test, et

des disques d’antibiotiques pour le deuxiéme test.
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1. Culture

1.1. Germination des graines

Le taux de germination pour les deux especes et pour chaque essai est représenté dans le
tableau suivant :

Tableau 2. Taux de germination des graines de Datura stramonium et de Melissa
officinalis

Taux de germination (%)

Lots M. officinalis D .stramonium
T1 / 60
T2 0 /
T2 5.86 /
El 0 72
E2 2 66
E3 4 86
Total 441 72

Le tableau 2, nous permet de constater que les plus faibles taux de germination sont
obtenus chez la mélisse. En effet, le taux de germination le plus important, 5.68% est
observé pour le témoin du deuxieme semis, tandis que pour les essais, E3 présente le
pourcentage le plus élevé avec 4%.

Concernant la stramoine, les taux de germination sont nettement supérieurs, avec des
valeurs variant entre 72 et 86% pour les essais et atteignent les 60% pour le témoin. Ce qui
indiquerait que ces graines ont gardé leur pouvoir germinatif méme apres une longue

période de conservation (4 année)

Le faible taux de germination des graines de la mélisse, pourrait étre d0i aux conditions de

culture, ou bien a a dormance des graines ou encore a leur longévité.

Nous signalons aussi que nous n'avons pas de données concernant la date de récolte des

graines de la mélisse.

EL HAJZEIN (1992) ; LEBLANC et al. (1998), notent que la germination des semences
exige certaines conditions intrinseques (maturité¢ de I’embryon, nature des téguments...) et

extrinséques (eau, température, oxygene, lumicre, nature du sol...).
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RAVEN et al. (2003), par contre, indiquent que méme en présence de conditions externes
favorables, certaines graines ne germent pas, donc sont dormantes, et les causes les plus
fréquentes de dormances sont I’immaturité physiologique de I’embryon. LEOPOLD et al
(1988) ; DELATORRE (1999) ; OLIVEREAU (1996), mentionnent que la durée de
dormance peut étre affectée par I’humidité, la température de stockage, et la levée de
dormance est souvent causée par une variation de température, de luminosité, d’humidité,

et la teneur en oxygene.

Selon WILLAN (1992) ; OLIVEREAU (1996), la longévité des semences est une donnée
difficile a estimer, elle est fonction de I'espece et inversement proportionnelle a la taille de
la graine; elle est aussi fonction des conditions de stockage de cette derniere, et elle est

associée a la dormance, et la faculté germinative décroit avec 1’age des graines.

Ce pendant, JOREK (1983), mentionne que les graines de la mélisse peuvent garder leur
pouvoir germinatif jusqu’a 3 ans, et la levée de dormances est estimée entre 3 et 5

semaines.

Toute fois les résultats obtenus par la stramoine, laissent suggérer que cette derniere

pourrait avoir une action allélopathique sur les graines de la mélisse.

En effet, plusieurs travaux ont porté sur le potentiel allélopathique de la stramoine et ont
montré que cette espece a des effets significatifs sur la germination des graines de plusieurs
especes telles que: I’herbe a épée, la moutarde et du soja et le colza (OUDHIA et
TRIPATHI, 1998, 2000; OUDHIA 2000; PAJOUHESH et SAZANDEGI, 2009)

De méme, les études de LEVITT et LOVETT (1984) et LOVETT et POTTS (1987) ont
montré que le lessivage des alcaloides empéche le début de la croissance du tournesol, de

I’orge et du blé.

Les résultats du semis de la stramoine concordent avec ceux de REISMAN-BERMAN et
KIGEL (1991, cités par HOUMANI, 1999), qui signalent que les graines des couches
superficielles germent au cours d’une bréve période. Les mémes auteurs notent que la
scarification des graines de la stramoine améliore leur taux de germination, elle permet

aussi de lever partiellement la dormance des graines.

Selon SCHMELZER et GURIB-FAKIM (2008), la graine de la stramoine commence a

germer au bout d’environ deux semaines et la germination est achevée au bout d’un mois.
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Figure 10 : Aspect de croissance des plantules de D. stramonium de lot essai 2.
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Figure 11 : Aspect de croissance des plantules de D. stramonium de lot essai 3.

1.2.Suivi de la croissance

Nous avons utilisés I’application du modéele linéaire (G.L.M) de 1’analyse de la variance
dans la série des programmes du logiciel systat vers.7 pour étudier et comparer la

croissance des tiges et du nombre des feuilles entre les lots.
1.2.1. Analyse de variance de la croissance des tiges

Les résultats d’analyse de variance des moyennes de mesures de la hauteur des tiges sont

représentés dans les tableaux 6 et 7 (annexe 1) et sur les figures 12 et 13
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Figure 12. Variation de la hauteur des tiges des plantes du D.stramonium

Figure 13. Moyennes des mesures de la hauteur des tiges de D. stramonium en fonction du

temps.

L’analyse de variance représenté dans la figure 12, montre une différence trés hautement
significative (P=0.000) entre la croissance des tiges de I’essai 2 et les autres essais. Les
plantes du lot (E2) semblent avoir la croissance la plus lente par rapport aux autres lots.

A partir de la figure 13, nous remarquons que la croissance des tiges, pour les essais a
débuté dés la 1% semaine aprés le semis. L'ensemble des lots montent un ralentissement

dés la 7°™ semaine.

La différence de croissance des tiges pour le lot essai 2 (E2) est expliquée probablement

par le décalage de deux semaines entre les semis

1.2.2. Analyse de variance du nombre de feuilles

Les résultats des moyennes du nombre des feuilles sont reportés sur les tableaux 8 et 9

(annexe?2) et dans les figures 14 et 15
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Figure 14 : variation des nombres des feuilles dans les lots du Datura stramonium.
Figure 15 : les moyennes du nombre des feuilles en fonction du temps.

L’analyse de variance présenté dans la figure 14 montre une différence trés hautement
significative entre le lot 1 et les autres lots dans le développement du stade végétatif (P =
0.000).

La figure 15, nous permet de constater que, l'augmentation du nombre des feuilles
commence dés la 2°™ semaine aprés le semis. Nous remarquons toujours cette légére
dominance du lot essai 1 (E1), qui présente une meilleure feuillaison. La croissance du lot
essai 2 (E2), semble étre sensiblement ralentie en comparaison avec les autres.

Les résultats des deux paramétres montrent une petite différence entre les lots, mais
généralement c’est le lot essai 1(E1) qui présente un bon développement.

Cette différence observée dans les deux paramétres de croissance serait due dans un
premier temps a 1’exposition des plantes au soleil, puisque les plantes de lotl ont été
placées dans un endroit bien éclairé sous serre. Et dans un deuxiéme temps cette différence
est expliquée par décalage de deux semaines entre les semis.

Notre condition de semis (la nature du sol, de matiére organique, I’emplacement et
I’exposition des plantes), ont permis d’avoir des plantes ayant un bon développement
végetatif.

DELABAYS et MERMILLOUD (2002), signalent que l’incorporation de la maticre

organique dans le sol peut avoir un effet sur la croissance des plantes.
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KAPAHI et SARIN (1978) et KUMAR et al., (1983) ; DEMEYER et DEJAEGERE
(1989), indiguent que chez D. stramonium la fertilisation et la matiere organique dans le
sol augmentent les rendements de la biomasse veégétale et par conséquent les taux en
alcaloides. COSSON (1969), indique que la teneur en alcaloides est favorisé par un
éclairement long et intense, (SCHMELZER et GURIB-FAKIM (2008) ; AWADHESH et
RAKHI (2012) rapportent que la stramoine nécessite des endroits aérés et bien exposés au
soleil

2. Evaluation des teneurs en alcaloides totaux

Les résultats expérimentaux obtenus sont traités statistiquement selon le logiciel systat
(version 7). Pour comparer la composition alcaloidique des organes étudiés, nous avons
procédé a I'analyse de la variance qui est rapporté sur le tableau 10 (annexe2) dans la figure
16
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Figure 16 : variation des teneurs en alcaloides totaux en fonction des différents organes.

Le test G.L.M. Nous a permis aussi de déduire que les feuilles sont les organes les plus
riches en alcaloides tropaniques avec une différence hautement significative (p=0.006)
Notre résultat montre que tous les organes de D. stramonium renferment des alcaloides
totaux avec des teneurs variables. Les feuilles semble étre I'organe le plus riches avec une
teneur 3,83 mg/g MS, ce qui represente 0,38%, suivi par le mélange tiges+feuilles avec
3,05 mg/g MS (0,3%). Les plus faibles teneurs sont retrouvées au niveau des tiges (1,96
mg/g MS, soit 0,19%), et les racines avec 1,74 mg/g MS (0,17%)
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Globalement la teneur en alcaloides totaux varie entre 0,1 et 0,3%. D’aprés BRUENTON
(1999), la teneur en alcaloides totaux est comprise entre 0,2 et 0,5 %. Les résultats des
teneurs pour les organes sont proches de ceux obtenus par LEVASSEUR (1984), qui
indique que les feuilles cultivées de Datura stramonium présentent un taux d’alcaloides de
0,362% de MS. Cependant les teneurs faibles sont trouvés par FRIEDMAN et LEVIN
(1989), répartis dans les différents organes de la stramoine, et elles sont d’ordre 1,7 a 2,7
mg/g MS, qui restent inférieurs a ceux trouvés dans notre expérimentation qui se varient de
3,8 a 1,7 mg/g MS. D’aprés PARIS et MOYSE (1969), la teneur en alcaloides tropaniques
pour I’espece d’A. belladona varie de 0,4 a 0,8%. Pour la méme espece KUMAR et al.
(1983), montrent que les racines donnent un taux qui varie de 0,6 a 0,7% d’alcaloides

totaux.

La partie aérienne présente un taux en alcaloides plus élevé que la partie racinaire.
BENHIZIA (1989), mentionne que la teneur en alcaloides majeurs (hyoscyamine +
scopolamine) des tiges de 1’espéce D. stramonium donne 1,21mg/g MS qui correspond en
0,12% MS. Le méme auteur indique que la teneur en alcaloides majeurs (hyoscyamine +
scopolamine) des racines de I’espéce D. stramonium donne 0,70 mg/g MS qui correspond
en 0,07% MS. HOUMANI (1999), montre que le rendement pour la partie aérienne est
d’ordre 0,91% qui est supérieur 4 fois au rendement des racines qui atteint 0,2%. Ces
différents résultats sont semblables & ceux obtenus dans notre travail (3,05 mg/g MS pour

la partie aérienne, 1,74% pour la partie racinaire).

D’aprées COSSON et al., (1966) ; COUGOUL et al. (1979), les racines présentent une
faible teneur en alcaloides, puisque ces dernieres sont transportés et stockés dans les
feuilles. Ce qui explique la faible teneur en alcaloides obtenus pour nos racines. En effet,
PARIS et MOYSE (1971), signalent que 90% des alcaloides sont accumulés au niveau des

feuilles chez les Datura.

HOUMANI (1999) montre que les plantes cultivées sont plus riches en alcaloides
tropaniques a cause des irrigations quotidiennes a 1’eau douce avec I’absence d’adventice

qui peut entrainer des phénomeénes de compétition.
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3. Activité antibactérienne

3.1. Technique d’aromatogramme
Les résultats pour le test d’antibiogramme sont reportés sur le tableau 3 et la figure 17

(annexe 3)
Tableau 3. Diameétres des Zones d'Inhibition (ZI) pour les différentes souches testées (mm)

par la technique de 1’aromatogramme.

Souches Feuilles Tiges Tiges+Feuilles

23 118 080 157 080 052 178 091 0,60

Staphylococcus aureus S 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus R 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia coli. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus pneumoniae 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3.2. technique de diffusion en puis :

Les résultats de la technique de diffusion en puits sont représentés sur le tableau 4 et les
figures 18,19 (annexe 4)
Tableau 4. Diameétres des auréoles d'inhibition (Al) formées par les extraits alcaloidiques

par la technique de diffusion en puits.

Souches Feuilles Tiges Tiges+Feuilles

23 1,18 0,80 1,57 0,80 052 1,78 091 0,60

Staphylococcus aureus S 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus R 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Escherichia coli. 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Streptococcus pneumoniae 37 29 21 30 19 16 33 26 20
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3.1. Test positif et test négatif :

Les résultats pour le test positif sont illustrés dans les figures 20, 21, 22, 23, 24 (annexe
5) et les tableaux 11, 12, 13, 14, 15 (annexe 6).

Et pour le test négatif les résultats sont reportés dans le tableau 5 et figure 25 (annexe27)

Tableau 5. Résultat du test neégatif par le DMSO (Diméthyle sulfo-oxyde).

Les souches bactériennes Résultats
Staphylococcus aureus R (_)
Staphylococcus aureus R (_)
Pseudomonas aeruginosa (_)
Escherichia coli (_)
Streptococcus pneumoniae (_)

(-) : inhibition nulle aucun effet.

En comparant les résultats du test positif présentés dans les tableaux 11, 12, 13,14, 15

(annexe 6) avec ceux obtenus par les alcaloides, nous remarquons que :

Par la technique de 1’aromatogramme, les alcaloides tropaniques ne possédent aucun effet
sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus S,
Staphylococcus aureus R et Streptococcus pneumoniae avec des ZI qui sont totalement
nulles.

La technique de diffusion en puits nous a permis d’avoir des réductions remarquables sur
la croissance des Streptococcus pneumoniae avec une activité antibactérienne dose
dépendante et organe-dépendante trés importante, avec des Al qui varient de 16 a 37 mm.
Les mémes résultats par les antibiotiques reportés sur le tableau 15 (annexe 6) avec des ZI
qui varient de 20 a 35 mm ont été obtenus. Cependant aucune activité n’a été observée

pour les autres souches (Al=0mm)

Les résultats obtenus par I’aromatogramme sont en accord avec les données de RABE et

VAN STADEN (1997) et OBIC et al. (2002), concernant les souches de Staphylococcus
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aureus et Pseudomonas aeruginosa. Toutefois, ils ne concordent par avec ceux mentionnés
par KAUSHIK et GOYAL (2008) EFTEKHAR et al (2005) SAADABI et al (2006)
BANSO et ADEYEMO (2006) qui notent que les alcaloides tropaniques issus de la
stramoine manifestent un effet antibactérien sur les souches d’Escherichia coli,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Nos résultats pour la technique de diffusion en puits ne sont pas en accord avec les travaux
de BAYOUD et al (2007) et KAUSHIK et GOYAL (2008), sur 1I’Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa par la méme technique. De plus,
KAUSHIK et GOYAL (2008), notent que cette technique est efficace pour les tests

antimicrobiens.

Nous remarquons aussi que 1’effet exercé par les extraits des feuilles est plus important
avec des valeurs de Al les plus élevés (21 a 37mm). Les extraits des tiges et 1’ensemble
tiges+feuilles, ont également manifesté une forte action inhibitrice avec des Al qui varient
de 16 a 30mm et de 20 a 33mm respectivement, pour toutes les dilutions. D’aprés YOSRI
et al (1998), I’extrait des feuilles du D.stramonium donne une réduction maximale sur la
croissance de Rhizoctonia solani. KAUSHIK et GOYAL (2008) notent que I’extrait des
feuilles de D.innoxia possede la plus forte activité par rapport aux autres organes (racines,

tiges).

L’effet antibactérien obtenu serait du a 1’action de I’hyoscyamine qui existent au niveau
des parties aériennes de la stramoine, effectivement HOUMANI (1999) et BARAN (2000)
indiquent que la quantité d’hyoscyamine dans les parties aériennes de la stramoine est

supérieure a la scopolamine, notamment les feuilles qui sont plus riche en hyoscyamine..
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Conclusion

Notre étude a porté dans une premiere partie sur 1’évaluation de ’effet exercé par les
métabolites secondaires de D. stramonium sur M. officinalis, et dans une deuxiéme
partie sur 1’étude de 1’effet antibactérien des alcaloides tropaniques de la stramoine sur des

germes pathogenes. Elle nous a permis de démontrer que :

Les graines de la mélisse présentent un tres faible pouvoir germinatif par rapport a celles
de la stramoine qui montrent un taux de germination de 72%. De méme les résultats de la
croissance pour les deux especes font apparaitre que Datura stramonium a présenté un

meilleur développement en comparaison avec Melissa officinalis.

L’extraction des alcaloides tropaniques a partir des différents organes de datura, et les
analyses statistiques révelent que les feuilles sont plus riches en alcaloides tropaniques
0,38%, suivi de la partie aérienne 0,31%, les racines semblent étre I'organe le moins riche

en alcaloides tropaniques (0,17%).

Les tests antibactériens réalisés par la technique de diffusion en puits montrent que les
alcaloides tropaniques issus des différents organes possedent un effet sur les Streptococcus
pneumoniae, contrairement a la technique d’aromatogramme ou aucune activité n’a été

observée.

Pour enrichir ces résultats, ce travail doit étre compléter par plusieurs volets de

recherches :

Etudier I’effet allélopathique en réalisant des tests in vitro de ce phénomeéne, et d’un
autre part d’essayant le pouvoir des extraits des plantes sur la croissance des autres

plantes.

Evaluer également ’activité antibactérienne bactéricide ou bactériostatique, pour savoir
la nature de I’effet antibactérien exercé par les alcaloides sur les germes pathogeénes, au

méme temps il faut déterminer la concentration minimale inhibitrice.

Déterminer le principe de détérioration des bactéries par les alcaloides tropaniques

(mode d’action).
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Nous proposons aussi d’effectuer des analyses par HPLC, CPG ou CGMS, dans le but
de déterminer avec precision les différents composés et principes actifs qui

interviennent dans cette activité antibactérienne.

Détermination du pouvoir antimicrobien, en utilisant des différentes souches
bactériennes et fongiques a partir des différents extraits, tel que 1’extrait aqueux, et
I’extrait pur, et des différentes techniques, tel que ; la chromatographie sur couche

mince.
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Annexe 1

X Tableau 6. Les moyennes des hauteurs des tiges de D. stramonium pour

chaque semaine dés I’apparition des premicres pousses

Témoin E3 E2 El
S2 4,62 4,88 2,25 3,2
S3 5,15 5,95 3,98 6,16
S4 10,33 9,08 5,28 11,58
S5 16,77 17,54 11,71 18,2
S6 29,37 33,76 21,75 35,54
S7 49,87 50,33 28,97 55,12
S8 72,05 74,66 42,031 77,32
S9 73,12 76,02 59,36 80,01
S10 75,64 80,15 72,91 85,02

<> Tableau 7. Résultats du modele linéaire global sur les moyennes des

hauteurs des tiges de D. stramonium pour chaque semaine.

Facteurs Somme carré des ddl Carrés F-ratio P
écarts moyens

Essais 998.093 3 332.698 11.134 0.000

DATE 29109.983 8 3638.748 121.778 0.000

Erreur 717.124 24 29.880




Annexe 2

®,

<> Tableau 8. Les moyennes des feuilles de D. stramonium pour chaque

semaine dés I’apparition des premieres pousses.

Témoin E3 E2 El
S3 3,29 3,302 3,01 4,81
S4 6,66 3,34 3,85 6,41
S5 8,66 5,17 6,33 9,88
S6 11,55 9,17 9,204 12,44
S7 14,29 14,71 13,07 17,47
S8 19,12 20,42 18,32 22,051
S9 22,34 23,74 23,063 25,46
S10 27,54 26,95 26,54 29,32

Tableau 9. Résultats du modele linéaire global sur les moyennes des feuilles de D.
stramonium pour chaque semaine

Facteurs Somme carré des ddl  Carrés F-ratio P
écarts moyens

Essais 2223,410 7 317,630 388,250 0.000

DATE 43,902 3 14,634 17,888 0.000

Erreur 17,180 21 0.818

Tableau 10. Analyse de variance des taux des alcaloides tropaniques dans les différents

organes

Facteurs Somme carré des ddl Carrés F-ratio P
écarts moyens

Organes 3489,982 3 1163,327 4,782 0.006

Erreur 17,180 21 0.818




Annexe 3

A : culture de Pseudomonas aeruginosa B : culture de Staphylococcus aureus R

C : culture de Staphylococcus aureus S D : culture de Streptococcus
pneumoniae

E : culture d’Escherichia coli.
Figure 17. Effet des extraits de la stramoine sur Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Candida albicans, par technique

d’aromatogramme.



Annexe 4

A : culture de Pseudomonas aeruginosa B : culture d’Escherichia coli C:

Staphylococcus aureus S D : Staphylococcus aureus R

Figure 18. Effet de I’extrait de la stramoine sur la croissance de, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus S et R par la technique de diffusion
en puits.



A : effet antibactérien des feuilles.

B : I’effet antibactérien de I’ensemble tiges+feuilles.

C : I’effet antibactérien des tiges.

Figure 19. Effet antibactérien des alcaloides tropaniques sur le développement et la

croissance des Streptococcus pneumoniae par la technique de diffusion en puits.



Annexe 5

Figure 21 : résultats d’antibiogramme pour les Pseudomonas aeruginosa.



Figure 22 : résultats d’antibiogramme pour les S. aureus R.

Figure 23 : résultats d’antibiogramme pour les Streptococcus pneumoniae.

Figure 24 : résultats d’antibiogramme pour 1’Escherichia coli.



Annexe 6
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<> Tableau 11. Diamétre des zones d’inhibition (ZI) des antibiotiques sur les

germes de Staphylococcus aureus S

Les antibiotiques Diametre Sensibilité Ou résistance
d’inhibition

Vancomycine 17mm S
Cefoxitine 34mm S
Teicoplanine 17mm S
Pénicilline 35mm S
Oxacilline 1 pg 20mm S
Pénicilline+novobiocine 32mm S
Sulfamethoxazole+trimethoprime 30mm S
Erythromycine 24mm S
Tetracycline 20mm S
Rifampicine 39mm S
Chloramphénicol 22m S
Gentamicine 28mm S
Oxacilline 5ug 35mm S
Acide fucidique 39mm S
Pristinamicine 31mm S




<> Tableau 12. Diamétre des zones d’inhibition des antibiotiques sur les

germes de Staphylococcus aureus R

Les antibiotiques Diametre d’inhibition | Sensibilité Ou résistance
Erythromycine Omm R
Clindamycine Omm R

Amykacine 18mm S
Cefoxitine 12mm R
Gentamicine 10mm S
Chloramphénicol 25mm R
Oxacycline 1ug Omm R
Pénicilline G 14mm R
Sulfamethoxazole+trimethoprime 31mm S
Ciprofloxacine 29mm S
Tetracycline 36mm S
Oxacilline 5ug 13mm R

Acide fucidique 40mm S
Pristinamicine 35mm S

<> Tableau 13. Diametre des zones d’inhibition des antibiotiques sur les

germes de Pseudomonas aeruginosa

Les antibiotiques Le diameétre d’inhibition | Sensibilité ou résistance

Ticarcilline 25mm S
Ticarcilline+acide clavulanique 25mm S
Ceftazidime 33mm S
Gentamycine 20mm S
Imipenéme 21mm S
Amykacine 24mm S
Tobramycine 19mm S
Ciprofloxacine 32mm S




<> Tableau 14. Diamétre des zones d’inhibition des antibiotiques sur les

germes d’Escherichia coli

Les antibiotiques Le diamétre d’inhibition Sensibilité Ou résistance
Ampicilline 13mm S
Cefoxitine 30mm S
Céfotaxime 34mm S
Imipenéme 32mm S
Amykacine 28mm S
Gentamicine 23mm S
Ciprofloxacine 32mm S
Chloramphénicol 24mm S

X Tableau 15. Diametre des zones d’inhibition des antibiotiques sur les

germes de Streptococcus pneumoniae

Les antibiotiques

Le diameétre d’inhibition

Sensibilité Ou résistance

Erythromycine 35mm S
Clindamycine 34mm S
Oxacilline 1ug 20mm S
Chloramphénicol 34mm S
Rifampicine 35mm S
Vancomycine 24mm S
Tétracycline 30mm S




Annexe 7

A : Staphylococcus aureus S. B : Staphylococcus aureus R

C: Pseudomonas aeruginosa D: Escherichia coli
E: Streptococcus Pneumoniae

Figure 25. Effet antibactérien du Diméthyle sulfo-oxyde sur les souches de A :
Staphylococcus aureus S, Staphylococcus aureus R, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli et Streptococcus Pneumoniae



