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Résumé 

Dans un but de produire des métabolites secondaires via les chevelus racinaires, induits par la bactérie 

Agrobacterium rhizogenes, qui pourraient être une technique prometteuse par rapport aux autres techniques 

biochimiques, nous avons visé à modéliser l’induction CRs en fonction du saccharose et du pH du milieu 

bactérien. L’étude concerne l’espèce Zygophyllum album de la famille de Zygophyllaceae appelée 

communément « Aggaya » et qui présente des propriétés médicinales vu sa contenance en métabolites 

secondaires. Le plan d’expérience appliqué est le Central Composit Design. L’étude de l’influence du 

saccharose et du pH du milieu bactérien sur l’induction des CRs sur des plantules de Z. album montre que le 

pH a un effet sur le rendement avec un optimum au niveau d’un pH neutre de 7,17 et le saccharose ajouté à la 

suspension bactérienne améliore le taux d’induction et le rendement des CRs induits. Cependant l’interaction 

du saccharose et du pH a un effet négatif sur le rendement des CRs, cet effet est cinq fois moins important 

que l’effet positif du saccharose. Les modèles mathématiques obtenus ont permis le calcul des valeurs 

optimales du saccharose et du pH qui sont respectivement 36,25 g/l et 6 qui permettraient d’obtenir environ 

74% de réactivité et un rendement de 54 racines induites sur 100 explants infectés. Les résultats du dosage 

des alcaloïdes totaux montrent que la partie racinaire de Z. album contient environ trois fois plus d’alcaloïdes 

que la partie aérienne. La lignée callogène présente la même teneur en alcaloïdes que la partie racinaire. 

Cependant la lignée performante présente presque le double de la teneur en alcaloïdes que la partie racinaire 

de Z. album. 

Mots clés : Agrobacterium rhizogenes, biotechnologie, chevelus racinaires , Zygophyllum album L. 

 

 

 



 
 

 

Summary 

The purpose of the production of secondary metabolites by hairy root induced by Agrobacterium 

rhizogenes, which could be a promising technique compared with other production techniques, we aimed to 

model the induction CRs according sucrose and pH, studying the species Zygophyllum album that belongs to 

the family of Zygophyllaceae commonly called "Aggaya" which has important medicinal properties for 

secondary metabolites that it contains.The experimental design used is the Central Composit Design. The 

study of the influence of sucrose and pH on the induction of CRs on Z. album explants shows that pH has an 

effect on the performance with optimum at a neutral pH of 7.17 and the sucrose added to the bacterial 

suspension improves the rate of induction and performance induced CRs.However the interaction of the 

sucrose and the pH has a negative effect on the performance of CRs, this effect is five times less than the 

positive effect of sucrose.The resulting mathematical models allowed the calculation of optimum values of 

sucrose and pH are respectively 36.25 g / l and 6 which would provide about 74% of reactivity and a yield of 

54 roots induced on 100 infected explants.Results of the content of total alkaloids show that the root of Z. 

album contains about three times more alkaloids aerial part. The collagen linehas the same content of total 

alkaloids than the root. However the performance line has almost double the content of alkaloids than the 

root. 

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, biotechnology, hairy root, Zygophyllum album L. 
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INTRODUCTION : 

  Les plantes médicinales sont une importante source de métabolites secondaires 

utilisés en médecine humaine et vétérinaire (Sasson, 1999) parmi lesquels on cite : 

les hétérosides, les essences à terpènes ou à dérivés du phényl-propane 

(cinnamiques, etc…) et les alcaloïdes (Chopra et al. 1960). 

Plusieurs études tentent de valoriser les effets thérapeutiques des plantes 

médicinales des régions arides parmi lesquelles, le Zygophyllum album. Cette 

espèce présente une grande richesse en métabolites secondaires. Elle est utilisée 

traditionnellement dans le Sud comme traitement antidiabétique, anti-

inflammatoire, anti-diarrhéique, antimicrobien et antispasmodique (Maiza et al. 

2003). 

  Les métabolites secondaires sont présents à de faible niveau d’accumulation 

dans la plante entière (Kinghorn et Balandrin, 1993). Leur production par synthèse 

chimique est onéreuse car la complexité de la structure chimique des métabolites et 

l’aspect polluant de ce type de production rendent parfois cette synthèse peu 

rentable (Kim et al. 2002). Le développement de procédés de production par voies 

biotechnologiques, en utilisant des cultures de cellules ou de tissus de plantes (cals, 

racines, tiges, feuilles) offrent une alternative meilleure (Verpoorte et al., 1991). Ce 

type de procédés, permet de s’affranchir des contraintes édapho-climatiques et des 

risques liés aux agents pathogènes.  

   La biosynthèse des métabolites secondaires dans la plante est liée à la 

différenciation cellulaire. L’utilisation donc d’un tissu spécialisé tel que les 

chevelus racinaires (CRs) est prometteuse, car beaucoup de métabolites secondaires 

sont synthétisés au niveau des racines (Flores et al., 1999).  

  Les CRs sont obtenus par transformation génétique via la bactérie 

Agrobacterium rhizogenes. Cette dernière est une bactérie tellurique qui infecte les 

plantes au niveau des blessures, et transmet une partie de son ADN-T (plasmide Ri) 

aux cellules végétales des plantes supérieures. Le processus d’infection est activé 
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par des signaux chimiques à savoir : les composés phénoliques, les 

monosaccharides, tels que le glucose et le pH acide (Scriban, 1999 ; Gao et Lynn, 

2005). L’infection entraîne une prolifération des racines grâce à un épisome 

bactérien sur le plasmide Ri (Tepfer, 1982 ; Scriban, 1999). La réaction de la plante 

à l’infection bactérienne se traduit par la formation d’un CR (Hairy root) (Hamill et 

al., 1987 ; Verpoort et al.,1991).  

En général, les CRs sont caractérisés par une croissance rapide (Souret et al., 

2003 ; Kovalenko et Maliuta, 2003) et des rendements accrus en métabolites 

secondaires équivalents, voir supérieures à ceux de la plante-mère (Christen et 

al.,1990 ; Hamill et al.,1990 ; Sauerwein et Shimornura.,1991 ; Palazon et al.,1997 ; 

Palazon et al.,1998). La production de métabolites secondaires par les CRs a fait 

l’objet de nombreuses études pour diverses espèces végétales (Flores et Medina-

Bolivar, 1995). 

Chaque racine obtenue à l’aide de la bactérie A. rhizogenes peut être considérée 

comme une lignée à part (Dhakulkar et al., 2005). La sélection des CRs performants 

passe donc par la maîtrise de leur production in vitro. En effet, l’optimisation du 

protocole d’obtention des CRs constitue une étape incontournable pour l’obtention 

d’un grand nombre de lignées racinaires, ce qui augmente les probabilités de 

sélection des lignées performantes 

Notre travail a pour objectifs : 

1) Etude de la  sensibilité des hypocotyles de Zygophyllum album  à la souche 

A4 d’Agrobacterium  rhizogenes. 

2) Caractérisation phénotypique et étude statistique de l’effet du pH, du 

saccharose du milieu de culture bactérien, ainsi que l’effet de l’interaction des 

deux facteurs (saccharose X pH). 

3) Caractérisation biochimique, en particulier, la détermination de la teneur en 

alcaloïdes totaux au niveau de deux lignées transformées (Callogène et 



 3 

performante) obtenues par Sahli et Gadiri (2015) ainsi que la partie aérienne 

et racinaire de vitro-plants témoins (non transformés) de Zygophyllum album. 
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1.1 Modèle végétal : Zygophyllum album L. 

Connue sous le nom de « aaggaya » en Tamahaq, Z. album est une espèce du 

genre Zygophyllum, de la famille des Zygophylaceae (El Ghoul et al., 2011). Cette 

famille comprend environ 27 genres et 285 espèces (Hussein et al., 2011) dont 7 

genres et 27 espèces sont observés en Algérie (Ozenda, 1977). C’est dernières sont 

très adaptées au milieu désertique par leur système racinaire horizontal (Smati, 

2009). Le genre Zygophyllum est le plus répandu de la famille (Hussein et al., 

2011).  

 

 1.1.1. Classification et description botanique. 

   D’après Judd et al. (2002), la classification botanique de  Z. album est la 

suivante: 

Règne : Plantae 

Phylum : Angiospermes 

Superdivision : Spermatophyta  

Division : Magnoliophyta  

Classe : Magnioliopsida  

Sous classe : Rosidae II 

Ordre : Zygophyllales 

Famille : Zygophyllaceae 

Genre : Zygophyllum  

Espèce : Zygophyllum album 

 

L’espèce  Z. album est un buisson ramifié mesurant 20 à 30 cm de hauteur avec 

des feuilles opposées succulentes. La tige présente plusieurs branches. Les fleurs 

(Figure 1.A) sont blanches ou jaunâtres, axillaires à base élargie possédant 10 

étamines. L'ovaire anguleux à 5 lobes plus ou moins saillants. Le fruit (Figure 1.B) 

est une capsule portée par un pédoncule court (Smati, 2009).  
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Figure 1. Zygophyllum album L. 

A : Fleurs et feuilles (Anonyme) – B : Fruits et feuilles (Anonyme). 

 

1.1.2. Répartition géographique. 

C’est une espèce saharo-méditerranéenne, abondante dans certains oueds 

désertiques, dans les régions salines (Hosny, 1978). En Algérie, on la trouve  en 

pieds isolés, dans les zones sableuses peu salées et en colonies dans les sols salés. 

Cette espèce est commune dans tout le sud saharien notamment à Tamanrasset et 

Bachar (More et White, 2005). Au Sahara central, elle est signalée dans l’Ahaggar, 

à fort-polignac et dans la région d’El Golea (Sahki et Sahki, 2004). 

 

1.1.3. Contenu en métabolites secondaires. 

Plusieurs classes des métabolites secondaires sont observées chez Z. album telles 

que les terpènes, les polyphénols et les flavonoïdes.  

Certains métabolites possèdent une activité anti-oxydante parmi lesquels on cite : 

les diterpenes phénoliques (Hill, 1993 ; Valdes., 1994), les flavonoïdes, les 

triterpénoides (Moustafa et al., 2007 ; Ksouri et al., 2013) et les polyphénol 

(Belguidoum et al., 2015). 
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Beaucoup de terpènes, servant d’additifs dans les industries alimentaires et 

cosmétiques (Tsao et coats. 1995), possèdent des activités biologiques : 

antimicrobienne, insecticides, anti-carcinogénique, anti-inflammatoire (Griffin et al 

., 1999 ; Murakami et al ., 2004), anesthésique, antihistaminique, diurétique (Hsiou 

et al.,2000 ; Velickovie et al., 2003) et neuroprotective (Hyum et Hyun, 2007). On 

peut citer également les propriétés anti-tumorales et cytotoxiques des diterpenes 

(Hill, 1993 ; Valdes, 1994). 

 

1.1.4. Intérêt Médicinal et utilisation. 

Z. album est efficace chez les patients souffrants de douleurs de diarrhée et est 

utilisé aussi comme stimulant et antispasmodique (Maiza et al., 1993). En coction, 

en poudre ou en pommade, cette espèce est utilisée pour le traitement des 

indigestions et des dermatoses (Chehma., 2006). Elle possède des effets contre le 

diabète, l’hypertension, les maladies cardiaques (Eddouks, 2002 in Boumaza, 

2009), le rhumatisme, la goutte et l’asthme (Amal, 2007).  

 

1.2. Induction de chevelus racinaires par Agrobacterium rhizogenes. 

Agrobacterium est une bactérie du sol, bacille gram négatif, aérobie stricte de la 

famille des Rhizobiaceae (Kersters et De Ley, 1984). Cette famille se divise en 

deux genres : Agrobacterium et Rhizobium. Le genre Agrobacterium est pathogène 

pour certaines plantes, chez lesquelles il induit d’importantes modifications 

phénotypiques : L’A. Tumefaciens provoque la maladie de la galle du collet ou 

«Crown gall»  (Smith et Townsend, 1907) alors que l’A. Rhizogenes est responsable 

de la maladie du CR ou hairy root, qui est une prolifération de racines au niveau des 

sites d’infections (Riker et al 1930). Cette prolifération est induite par le plasmide 

bactérien Ri. 
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1.2.1. Organisation du Plasmide Ri d’A. rhizogenes.  

Le principal élément pathogène de la bactérie Agrobacterium est un plasmide de 

haut poids moléculaire d’environ 200 Kb appelé le plasmide Ri (pRi : Root-

inducing) chez A. rhizogènes (Zambryski et al. 1989 ; Gaudin et al. 1994 ; 

Bonhomme et al., 2000a et b). Le plasmide Ri (Figure 2) porte les domaines 

suivants  (Hille et al. 1984) : 

 L’origine de réplication (ori-inc) qui contient les fonctions nécessaires à la 

réplication du plasmide : l’origine de réplication (ori) et la région 

d’incompatibilité (inc). 

Les gènes qui assurent le transfert du plasmide par conjugaison vers d’autres 

bactéries. 

 Les gènes responsables du catabolisme des opines (opc). 

 La région de virulence (vir) qui permet l’excision et le transfert de  

l’ADN-T. Elle regroupe huit gènes, seuls virA et virG ont l’expression 

constitutive. Les autres gènes ne sont induits que lorsque la bactérie est en 

présence d’une plante qui lui est compatible et dont les cellules libèrent 

des composés phénoliques inducteurs comme l’acétosyringone 

(Zambyski, 1992). 

 L’ADN-T est la séquence transmise par l’agrobactérie à la cellule 

végétale. Il est délimité par deux séquences de 25 pb appelées RB (Right 

Border : Bordure droite) et LB (Left Border : Bordure gauche) séparées 

par une region non transféré. 

    L’ADN-TL comprend les génes rol A(ORF10), rol B(ORF11), rol 

C(ORF12), rol D(ORF15) et les ORF 13 et 14 (contient 18 ORF) 

responsables du phenotype (hairy root). 

   Quant à L’ADN-TR, il porte les genes aux 1 et aux 2 qui codent pour les 

enzymes impliquées dans la synthése de l’auxine et les génes Ops qui sont 

responsables de la production d’opines. 
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Figure 2. Organisation du Plasmide Ri (Ilkerozyigit et al., 2014) 
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1.2.2. Mécanismes moléculaires du transfert de l’ADN-T. 

  Le mécanisme d’infection d’Agrobacterium est un phénomène de transgenèse 

naturelle dans lequel la bactérie transforme génétiquement les cellules végétales 

infectées. C’est le seul cas décrit de transfert d’information génétique entre le règne 

bactérien et les eucaryotes. Le transfert de l’ADN-T fait intervenir à la fois des 

gènes chromosomiques et des gènes portés par la région du plasmide Ri. Le 

mécanisme de transfert se résume dans les étapes suivantes (Figure 3) :  

Etape 1. Les gènes chromosomiques chvA, chvB, pscA et att jouent un rôle dans 

l’attachement des Agrobactéries aux cellules végétales de la plante blessée. La 

plante blessée émet ensuite des composés phénoliques (tels que l’acétosyringone) 

ou des monosaccharides qui sont reconnus par le complexe protéique 

transmembranaire formé de chvE et VirA. La perception de ces signaux chimiques 

par la bactérie, ainsi que l’acidité du milieu extérieur (pH 5 à 5,5) entraine une 

phosphorylation de la protéine VirA (Johnson et Das, 1998). 

Etape 2. L’activation : VirA est capable de céder son groupement phosphate à la 

protéine VirG, qui active et régule la transcription de l’ensemble des gènes vir 

(Stachel et Zambryski, 1986). 

Etape 3. La production : Les gènes vir produisent toutes les protéines Vir. 

Etape 4 et 5. L’initiation du transfert commence quand le complexe virD1/virD2 

reconnait les séquences des bordures droites et gauches de l’ADN-T, les clivent a 

une distance de quatre nucléotides de leur extrémité gauche et déclenche la synthèse 

d’un ADN-T simple brin (Stachel et Zambryski, 1986) . 

Etape 6 et 7. L’ADN-T (associé au virD1 et virD2) avec virE2 sont exportés à 

travers un appareil de transfert virB. 

Etape 8. L’intégration : l’insertion de l’ADN-T se fait au hasard et sous forme de 

conjugaison illégitime dans le génome végétal (Mayer Hofer et al., 1991) et ce 

grâce à l’intervention des gènes virD2, virB et de différentes protéines de la cellule 

végétale. L’ADN-T est ensuite transmis classiquement par division cellulaire aux 
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cellules filles (Zhu et al ; 2000). Les gènes de l’ADN-T seront exprimés et 

permettront la synthèse d’auxine, de cytokines et d’opines. La bactérie détourne 

ainsi la machinerie biosynthétique de la plante à son profit. 
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1.3. Production des chevelus racinaires par voie biotechnologique. 

1.3.1. Avantages et intérêt des chevelus racinaires. 

a- Propriétés de croissance : les CRs  sont ramifiés et très denses, génétiquement 

plus stable dans le temps et doués d’une croissance plaigiotropique et rapide 

comparée aux racines naturelles (Giri et Narasu, 2000 ; Kim et al., 2002 ; Souret et 

al., 2003 ; Lanoue et al., 2004 ; Woo et al., 2004 ; Zhi-Bi et Min, 2006). De plus, 

les CRs croissent rapidement sur un milieu de culture dépourvu de régulateurs de 

croissance (David et al., 1984 ; Tepfer, 1984 ; Capone et al., 1989). 

b- Propriétés biochimiques : Les CRs induits par transformation génétique 

donnent généralement des rendements accrus en métabolites secondaires (Giri et 

Narasu, 2000 ; Kovalenko et Maliuta, 2003). Aussi, ils peuvent produire de 

nouveaux composés qui ne sont pas naturellement synthétisés par des racines non 

transformées (Zhi-Bi et Min, 2006). 

 

1.3.2. Facteurs influençant l’induction des chevelus racinaires par 

Agrobacterium rhizogenes. 

a- Effet de la souche et de la concentration bactérienne : la réponse de la plante 

à la transformation génétique dépend de la souche bactérienne utilisée (Ercan et 

Taskin, 1999). La concentration bactérienne joue un rôle très important dans 

l’efficacité d’induction des CRs chez les plantes. Une faible concentration se traduit 

par une faible disponibilité des bactéries pour la transformation alors qu’une forte 

concentration diminue l’efficacité de la transformation à cause de l’inhibition 

compétitive entre les bactéries (Kumar et al., 1991 in Tao et Li, 2006). En général, 

la meilleure concentration bactérienne se situe au niveau d’une DO (600 nm) = 0,5 

(Dhakulkar et al, 2005).  

b- Effet du génotype et de l’âge du tissu : le succès de la transformation dépend 

de différents paramètres tels que le génotype et l’âge du tissu. En général, les jeunes 
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plantes sont plus sensibles à une infection bactérienne (Sevon et Oksman-

Caldentey, 2002). 

c- Effet de la température : les gènes vir des souches d’Agrobacterium ne  

s’expriment pas à des températures supérieures à 32°C (Jin et al, 1997).  

d- Effet du pH : le pH acide (pH 5,7) induit en général plus de virulence (Mantis 

et Winans, 1992 ; Li et al., 2002 ; Lièvre, 2004 ; Gao et Lynn, 2005). 

e- Effet des composées phénoliques : Des composés phénoliques activateurs de 

la virulence comme l’acétosyringone qui, ajoutés au milieu de suspension 

bactérienne, améliorent l’induction des CRs (Hu et al., 1993 in Giri et Narasu, 

2000 ; Tao et Li, 2006 ; Sahli et Gadiri, 2015). 

f- Effet des monosaccharides : le fructose, le galactose, le glucose et le xylose 

activent les gènes vir. Parfois leur apport est nécessaire pour transformer certaines 

plantes (Ankenbauer et Nester, 1990). Cet effet est accentué en présence 

d’acétosyringone (Cangelosi et al. 1990 ; Wise et al., 2005, Sahli et Gadiri, 2015 ). 

 

1.3.3. Protocoles de production des chevelus racinaires. 

La production des CRs se déroule en trois étapes (Tikhomroff, 2002 ; Amdoun et 

al. 2005) : 

a- Culture et activation de la bactérie A. rhizogenes, 
b- Infection et co-culture plante bactérie, 
c- Isolement des CRs. 

 
a- Culture et activation de la bactérie. 

  Différents milieux de base pour l’entretien des bactéries sont utilisés tels que le 

milieu gélosé YEB (Yeast Extrait Broth) ou LGPA (Ayadi et Trémouillaux-Guiller, 

2003). Pour Giri et al. (2001) et Dhakulkar et al. (2005) l’entretien des bactéries se 

fait sur l’Agar nutritif.  L'incubation des bactéries se fait à 27 ± 1°C pendant 16 à 30 

heures avant de préparer les suspensions bactériennes (Kovelenko et Maliuta, 2003 ; 

Dhakulkar et al. 2005).  
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b- Infection et co-culture plante-bactéries. 

Avant l’infection, la bactérie activée est mise en suspension dans un milieu de 

culture tel que le YEM liquide (Amdoun et al., 2008) ou LGPA liquide (Ayadi et 

Trémouillaux-Guiller, 2003). En général, la suractivation des gènes vir est obtenue 

en ajoutant l'acétosyringone au milieu de suspension de la bactérie (Kovelenko et 

Maliuta, 2003) ou au milieu de co-culture (Giri et al. 2001 ; Tao et Li, 2006). 

Différents protocoles d’infection sont utilisés pour la transformation génétique : 

 Infection par dépôt : L’infection se fait par simple dépôt à l’aide d’une 

aiguille au niveau de la section basale des fragments d’hypocotyles qui 

sont ensuite déposés sur le milieu MS. La co-culture bactérie-plante se fait 

à l’obscurité à 26 ± 1 °C. Le repiquage des hypocotyles infectés sur milieu 

frais contenant un antibiotique est nécessaire jusqu’à l’apparition des 

racines transformées (Amdoun et al., 2006). 

 Infection par immersion : les explants sont immergés dans la suspension 

bactérienne pendant 20 minutes. Après infection, les explants sont 

transférés sur milieu MS pour la co-cultrure. Après 48 heures, ces derniers 

sont transférés sur milieu MS contenant de la céfotaxime pour éliminer les 

bactéries (Giri et al, 2001). 

 

 

c- Isolement et culture des chevelus racinaires. 

  Lorsque les racines apparaissent sur le site d’infection et atteignent 1 cm ou plus, 

elles sont excisées et placées sur milieu de culture solide (Vallet, 1996). Selon 

Dhakulkar et al. (2005), les racines néoformées sont séparées de l’explant 

lorsqu’elles atteignent 4 à 5 cm de longueur, puis placées sur milieu MS gélosé.  

 



 15 

1.3.4. Confirmation de la transformation génétique. 

Afin de vérifier que les racines isolées sont des CRs, trois méthodes peuvent être 

utilisées : 

 Méthodes phénotypiques : La vérification de la transformation génétique 

peut être faite par des critères phénotypiques telles que : La croissance 

plaigiotrope (Giri et Narasu, 2000 ; Kovelenko et Maliuta, 2003), la 

vitesse de croissance qui est plus importante que celle des racines 

normales cultivées dans les même conditions (Tepfer, 1982 ; Guillon et 

al., 2006) et une importante ramification latérale (Flores et Medina-

Bolivar, 1995 ; Woo et al., 2004) aussi une autotrophie aux régulateurs de 

croissance  

 

 Méthode biochimique : Giri et al. (2001) et Kovalenko et maliuta (2003) 

ont confirmé le caractère transgénique des CRs par une analyse des 

opines. En effet, la synthèse des opines ne s’exprime que dans les cellules 

végétales transformées (Lambert et al, 1988). 

 

 Méthode moléculaire : permet de déterminer le nombre de copies des 

transgènes et les éventuels réarrangements par hybridation Southern et 

met en évidence la présence d’un fragment de taille correcte par 

amplification PCR (White, 1996 ; Tao et Li, 2006) ainsi que la stable 

intégration des gènes rol dans les cellules transformées peut être 

confirmée par analyse PCR en utilisant les amorces correspondantes à des 

séquences des gènes rolA, rolB et rolC à savoir : 

          A1(s): CAGAATGGAATTAGCCGGAC 

RolA: 

          A2 (as): TTAATCCCGTAGGTTTGTTTC 

          B1 (s): ATGGATCCCAAATTGCTATTCC 

RolB: 

          B2 (as): GTTTACTGCAGCAGGCTTCATG 
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  C1 (s) : ATGGCTGAAGACGACCTGTGT 

RloC : 

  C2 (as) : GCCGATTGCAAACTTGCACTC  

 

De fait, des amplifications de 307 pb (rolA), 762 pb (rolB) et 539 pb (rolC) 

sont observées à partir des extraits d’ADN génomique (Ayadi et Trémouillaux-

Guiller, 2003).  
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2.1. Matériel et Méthodes 

Le travail expérimental est réalisé à l’Institut National de Recherche Forestière 

(INRF) Bainem à Alger au niveau du Laboratoire des cultures in vitro et du 

Laboratoire des interactions Plante-Microorganisme durant cinq mois (Février-

Juin).  

L’objectif de ce travail est d’étudier les effets simples et d’interactions de deux 

facteurs influençant l’induction de CRs chez Z. album L. infectée par la souche 

sauvage  A4 d’Agraobacterium rhizogenes. Il s’agit du saccharose et du pH du 

milieu de culture de la suspension bactérienne. 

Afin d’étudier l’induction des CRs chez Z. album, deux réponses sont mesurées :   

 Le pourcentage de réactivité  (YRéac.) : c’est le nombre de plantules ayant 

formé un cal au niveau du site d’infection. 

 Le rendement des CRs induits (YRdt) : c’est le nombre total de racines 

obtenues par traitement. 

Ce travail porte aussi sur la caractérisation biochimique (contenu en alcaloïdes 

totaux) des CRs obtenus par Sahli et Gadiri (2015). 

 

2.1.1. Matériels. 

    A. Matériel biologique 

    A.1. Matériel végétal : 

 Graines de Z. album. 

Les graines de Z. album sont récoltées à maturité au mois d’Avril 2014 dans 

l’Ahaggar (Sahara central en Algérie). 
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 Vitrosemis. 

Sont obtenues après la mise à germination des graines de Zygophyllum album. 

réalisé sur milieu MS (Murashige et Skoog, 1962). 

  Lignées racinaires Callogènes et performantes de Z. album : 

obtenues par Sahli et Gadiri en 2015. 

  A.2. Souche bactérienne A4 

La souche sauvage A₄ utilisée est originaire de Californie (Etats-Unis). Elle a été 

isolée par Dubrin (Bouzar, 1983). C’est une souche à agropine qui porte le plasmide 

Ri dont l’ADN-T est constitué de deux régions, le TL-DNA et le TR-DNA séparées 

par une région non transférée. Le TL-DNA (left DNA) comporte 4 locis : rolA, rolB, 

rolC, rolD, responsables de la morphologie des racines transformées. Le TR-DNA 

(right DNA) porte les gènes responsables de la production d’auxine et de cytokinine 

ainsi que les gènes ops qui sont responsables de la production d’opines (Lambert et 

al., 1988 ; Tao et Li, 2006). 

B. Matériel non biologique 

 Verrerie stérile : Erlenmeyer, Béchers, tubes à essai, Flacons, pipettes 

graduées (10-20 ml), pipette pasteur. 

 Milieux de culture : Milieu YEM, milieu MS.  

 Réactifs : HCl (0,1 N), NH4OH, CHCl3, Na2SO4 anhydre 

 Equipements : Microscope photonique, Autoclave, Etuves (220° C, 27° C) 

Balance électronique, agitateur magnétique, distillateur, Hotte à flux 

laminaire. 

  Autres : Chambre de culture, Spatules, Barreaux magnétiques, Pinces 

stériles, parafilm, boites de pétri, Papier filtre stérile, Micro-seringues, 

Micropipettes, Embouts, ciseau stérile. 
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2.1.2. Méthodes 

a. Echantillonnage. Les graines sont mises à germer par ensemencement dans 

220 boites de Pétri contenant le milieu MS à raison de 5 graines par boite, dans le 

but de réaliser 11 traitements et 20 répétitions pour chaque traitement.  

Les boites de Pétri sont mises dans une chambre de culture à une température de 

25 ± 1°C et une photopériode de 16 heures de lumière/ 8 heures d’obscurité. 

Pour la caractérisation biochimique, la détermination de la teneur en alcaloïdes 

totaux est mesurée par pesée à savoir : 3 répétions pour chaque extrait.  

 

b. préparation des milieux de culture. 

  Milieu MS (Murashige et Skoog, 1962) : Est composé de Macro et 

Micro-éléments et de Vitamines (Tableau1). 

       Ce milieu est supplémenté de 7 g/l d’agar,  de 20 g/l de saccharose et de 

0,25    g/l de Céfotaxime (antibiotique) pour éviter la prolifération de la bactérie 

(Amdoun, 2010). Le pH du milieu est ajusté à 5,8. 
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Tableau 1. Composition du milieu de culture MS (Murashige et Skoog, 1962). 

 

Milieu YEM (Vincent, 1970): Est un milieu d’isolement et d’entretien des 

bactéries en biologie végétale (Tableau 2). Ce milieu est supplémenté de 15 g 

d’Agar et ajusté à pH 7. 

Tableau 2. Composition du milieu YEM (Vincent, 1970). 

 

 

 

 

 Composition chimique  Concentration  
(mg/l) 

 
 

Macroéléments 

NH4NO3  1650 

KNO3  1900 

CaCl2, 2 H2O  440 

MgSO4, 7 H2O  370 

KH2PO4  170 

 
 
 
 
 

Micro-éléments 

KI  0,83 
H3BO3  6,2 

MnSO4, H2O  16,9 

ZnSO4,7 H2O  8,6 

Na2MoO4, H2O  0,25 

CuSO4, 5 H2O  0,025 

CoCl2, 6 H2O  0,025 

Fer FeSO4, 7 H2O  27,8 

Na2EDTA  37,3 

 
 
 

Vitamines 

Inositol  100 
Acide Nicotinique  0,5 
Pyridoxine HCl  0,5 
Thiamine HCl  0,1 
Glycine  2 

Composition  
Chimique 

Concentration  
(mg/l) 

K2HPO4 500 

MgSO4, 7 H2O 200 

NaCl 100 

Extrait de levure 400 

Mannitol 10000 
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c. Désinfection des graines de Zygophyllum album.   

La désinfection des graines se fait dans l’éthanol à 96° pendant 20 secondes puis 

dans l’hypochlorite de sodium à 12° pendant 10 minutes suivi de trois rinçages avec 

de l’eau distillée stérilisée et enfin un séchage sur papier filtre. 

d. Activation de la souche bactérienne A4 d’A. rhizogenes 

La souche bactérienne A4 est conservée à – 4°C sur un milieu YEM de pH 7 

supplémenté de 15 g/l d’Agar. L’activation de la souche A4 est réalisée par 

ensemencement de cette souche dans des boites de Pétri contenant un milieu YEM 

gélosé. Les boites sont mises dans un incubateur à une température de 26 ± 1°C 

pendant 48 heures (Figure 4). 

 

 

 

 

 

Figure 4. Activation de la souche A4. 
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e. Suractivation des gènes vir : étude de l’effet du saccharose et du pH. 

Après 48 d’incubation et d’après les différents traitements (Voir Tableau 3, P : 

27), la souche A4 est mise en suspension dans 50 ml de milieu YEM liquide. Les 

suspensions bactériennes sont mises en agitation  (90 rpm) pendant 24 heures à une 

température de 27 ±1°C (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Protocole de préparation des suspensions bactériennes. 

 

Afin de suractiver les gènes vir, les effets du saccharose et du pH de la 

suspension bactérienne sont étudiés. Ces deux facteurs présentent la propriété 

d’activer les gènes vir des souches d’Agrobacterium (Stachel et Zambryski, 1986; 

Davet, 1996 ; Giri et Narasus, 2000). 

Pour induire les CRs, 11 expériences de différentes combinaisons à savoir : une 

souche bactérienne x 5 niveaux (concentrations) de saccharose x 5 niveaux de pH 

sont réalisées selon le plan d’expérience Central Composit Design (Voir Tableau 3). 
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Les concentrations (niveaux) du saccharose sont : 6,95 – 18 - 26,5 - 35 et 46,05 

g/l. Pour le pH, les différents niveaux sont : 3,7 - 5 - 6 - 7 et 8,30.        

f. Co-culture bactérie-plante et Isolement des racines induites. 

L’infection se fait par dépôt à l’aide d’une seringue contenant la suspension 

bactérienne (0.5 à DO= 600 nm) au niveau des hypocotyles (Figure 6). 

Les vitro-plants âgés de 8 semaines et d’une longueur de 4 à 5 mm sont infectés 

au niveau de la tige (hypocotyle) qui a été coupée par un ciseau stérile afin de 

provoquer une blessure. La co-culture est réalisée à l’obscurité, à une température 

de 26 ± 1 °C jusqu’à apparition du cal. 

 

L’isolement des racines néoformées est réalisé lorsqu’elles atteignent 2 cm de 

longueur (Figure 6). Elles sont repiquées sur un milieu MS gélosé, dépourvu de 

régulateurs de croissance et contenant 0,25 g/l de céfotaxime pour éliminer la 

prolifération bactérienne. Chaque racine isolée est considérée comme lignée unique 

(Tikhomiroff, 2002).  
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Figure 6. Méthode de l’infection, de la co-culture et de l’isolement des racines 

induites. 
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g. Plan d’expérience et Modélisation mathématique  

La méthode des plans d’expériences utilisée dans cette étude permet d’obtenir le 

maximum de renseignement avec le minimum d’essais et offre une meilleure 

organisation des essais expérimentaux lorsqu’on recherche une approximation 

d’une fonction de type équation 1 (Goupy, 2001 ;  Box et al., 2005) : 

Y= f(Xi)  (Équation 1) 

Où Y est la réponse (YRéac. et YRdt) et Xi sont les variables ou les facteurs étudiés 

(saccharose et pH dans notre cas). 

  Deux notions essentielles sont associées à la méthode des plans d’expérience : 

celle d’espace expérimental et celle de modélisation mathématique des réponses en 

fonction des facteurs étudiées (Goupy, 2006). 

 Espace expérimental : Dans notre étude, on vise à modéliser l’induction de 

CRs (exprimée par 2 réponses) en fonction des variations du saccharose 

(facteur 1, noté X1) et du pH (facteur 2, noté X2). La valeur donnée à un 

facteur pour réaliser un essai est appelée niveau qui varie entre deux bornes : 

La borne inférieure (niveau bas) est notée  –1 ; La borne supérieure (niveau 

haut) est notée  +1 (Goupy, 2001) (Figure 7). 

 

 

 

 

Figure 7. Exemple de domaine de variation du facteur 1 (X1) : Saccharose. 

 

Le domaine de variation du facteur est constitué de toutes les valeurs comprises 

entre les niveaux –1 et +1 (Goupy, 2001 ; Goupy, 2006). Le deuxième facteur (pH) 

est représenté, lui aussi, par un axe gradué est orienté. Il est disposé 
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perpendiculairement au premier. On obtient ainsi un repère cartésien qui définit un 

espace appelé l’espace expérimental. 

Les 5 niveaux du saccharose (X1) et les 5 niveaux du pH (X2) peuvent être 

considérés comme les coordonnées d’un point de l’espace expérimental. Ce point 

correspond à une expérience, l’ensemble de points expérimentaux constitue le plan 

d’expérience (Goupy, 2006). 

 Modélisation mathématique : Pour les modèles mathématiques (YRéac et YRdt) 

qui relient l’induction des CRs aux variations du saccharose et du pH, on 

ajuste les coefficients d’une équation polynomiale (équation 2) grâce à la 

méthode des moindres carrés (Goupy, 2006).  
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(Équation 2) 

Où Y est la réponse (YRéac ; YRdt), a0 est l’intercepte de l’axe y ; aj, ajj … ajl sont 

les différents coefficients du modèle, Xj et Xl sont les variables indépendantes 

(sacharose et pH) et ε est l’erreur du modèle (Goupy et Creighton, 2006). 

L’ajustement des coefficients de l’équation 2 se fera sur la base des données 

obtenues après l’application d’un plan d’expérience. Ce dernier est choisi en 

fonction du nombre et de la nature des facteurs étudiés, du nombre d’expérience à 

réaliser et les critères d’optimalité du plan en question. Selon ces critères, le plan 

d’expérience retenu pour notre étude est le plan composite central (Central 

Composit Design, CCD) (Tableau 3). Le CCD permet l’étude des effets simples et 

d’interactions du saccharose et du pH sur les réponses YRéac et YRdt. 

Cinq niveaux sont retenus pour chacun des deux facteurs considérés. Les niveaux 

bas et haut des facteurs sont codés respectivement –1 et +1 (Tableau 3). Les 

niveaux de la variable Xi sont codés et obtenus à l’aide de l’équation (3), où Xi est la 

variable indépendante en valeur codée, Wi est la variable indépendante en valeur 

réelle, W0 (W0= 26,5 et 6 pour respectivement le saccharose et le pH) est la variable 
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indépendante en valeur réelle au centre et ∆Wi est le pas (∆Wi = 8,5 pour le 

saccharose et 01 pour le pH). 

i

i
i

W

WW
X






)( 0
  (Équation 3) 

  Le CCD comporte trois parties : un plan factoriel 2k (k=2), un plan en étoile (-α = -

1,147 et +α = 1,147) et le centre du plan (Figure 8) : Chaque point (R1 à R11) 

correspond à une expérience. Les points R2, R3, R4 et R6 constituent le plan 

factoriel 2k (k=2). Les ponits R1, R5, R7 et R8 constituent le plan en étoile. Les 

points R9 à R11 constituent les expériences effectuées au centre du domaine 

d’étude. Ainsi, l’application du CCD reviendrait à réaliser 11 expériences 

combinantles deux facteurs, dont trois expériences sont situées au centre du plan 

(R9–R11).  

 

Figure 8. Plan d’expérience CCD et niveaux de chacun des deux facteurs 

(X1 : Saccharose ; X2 : pH ; ±α = ± 1, 147). 
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Tableau 3. Différents traitements et niveaux des facteurs étudiés en valeurs codées 

et réelles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Niveaux des facteurs étudiés  

 (*Le critère d’optimalité retenu pour la matrice est l’orthogonalité, dans ce cas               

±α = ± 1, 147). 

Expériences  Facteurs   

valeurs codées  valeurs réelles 

  

saccharose pH Saccharose 

(g/l) 

pH 

Traitement R1 +1,147 0 46,05 6,00 

Traitement R2 1 1 35,00 7,00 

Traitement R3 -1 -1 18,00 5,00 

Traitement R4 -1 1 18,00 7,00 

Traitement R5 0 -

1,147 

26,50 3,70 

Traitement R6 1 -1 35,00 5,00 

Traitement R7 -1,147 0 6,95 6,00 

Traitement R8 0 1,147 26,50 8,30 

Traitement R9 0 0 26,50 6,00 

Traitement R10 0 0 26,50 6,00 

Traitement R11 0 0 26,50 6,00 

 valeurs  
codées 

- 1, 147* –1 0 +1 + 1,147* 

       
Valeurs 
 Réelles 

      

Saccharose (g/l)  6,95 18,00 26,50 35,00 46,05 
Ph  3,70 5,00 6,00 7,00 8,30 
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h. Caractérisation biochimique et sélection des lignées de chevelus 

racinaires. 

  La caractérisation biochimique (teneur en alcaloïdes totaux) est réalisée sur des 

CRs obtenus par Sahli et Gadiri (2015). La teneur en alcaloïdes totaux de certaines 

lignées sera comparée à celle de la plante de Z. album obtenue par vitrosemis dans 

des tubes à essai contenants 20 ml du milieu MS à pH 5,8. Les tubes sont mis dans 

une chambre de culture à une température de 25±1°C et une photopériode  de 16 

heures de lumière/ 8 heures d’obscurité. 

L’extraction des alcaloïdes totaux est réalisée sur la matière fraiche de Z. album 

selon le principe du protocole de Amdoun et al. (2009) (Figure 9). Une partie de 

cette matière fraiche est mise dans l’étuve à 70°C pendant 48 heures pour 

déterminer la valeur de la matière sèche. L’autre partie est pesée puis broyée à 

l’aide d’un mortier avec 20 ml d’HCl (0,1N) pendant 20 minutes. Le filtrat de cette 

phase aqueuse (HCl) est alcalinisé avec NH4OH jusqu’à pH 10. La solution est 

ensuite épuisée deux fois par CHCl3 (v/v). Un séchage du double volume de CHCl3 

récupéré est effectué par du Na2SO4 anhydre. Après filtration, la teneur en 

alcaloïdes totaux est mesurée par pesée pour chaque extrait. 
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Figure 9. Protocole d’extraction des alcaloïdes totaux  
selon Amdoun et al., 2009. 

Matière fraiche 

Pesée et étuvée à 
70°C pendant 48 h 

Valeur matière 
sèche 20 ml HCl (0.1 N) 

Pesée et broyage 20 min 
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Filtrat 

NH4OH 

Phase aqueuse Hcl 
à pH= 10 

CHCl3 (v/v) 

Epuisement (X 2) 

Na2SO4  
anhydre 

CHCl3 

Mesure de la teneur  
en alcaloïdes totaux 

Par pesée 

Filtration 

Alcalinisation 

Récupération du double  
volume de CHCl3 

par ampoule à décanter et  
séchage Na2SO4    
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2.2. Résultats et Discussion. 

2.2.1. Résultats 

A. Obtention du matériel végétal destiné à l’infection 

Un taux de germination de 85% a été observé après une semaine de mise à 

germination. Les plantules destinées à l’infection (Figure 10) sont âgées de huit 

semaines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Plantules de  Z. album âgées de huit semaines destinées à l’infection. 
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B. Effets du saccharose et du pH sur l’induction des chevelus racinaires. 

Les résultats de l’application du CCD obtenus (Tableau 4) expliquent la réaction 

de Z. album (YRéac et YRdt) à l’infection par la souche A4, en fonction de différentes 

concentrations du saccharose et du pH. 

Tableau 4. Résultats de l’application du CCD. 

Expériences  Facteurs   YRéac(%) YRdt(%) 

valeurs codées  valeurs réelles    

  

Saccharos

e 

pH Saccharose 

(g/l) 

pH 

Traitement R1 +1,147 0 46,05 6,00 73,9 53,0 

Traitement R2 1 1 35,00 7,00 56,8 57,0 

Traitement R3 -1 -1 18,00 5,00 58,0 21,0 

Traitement R4 -1 1 18,00 7,00 76,4 42,0 

Traitement R5 0 -1,147 26,50 3,70 35,1 33,0 

Traitement R6 1 -1 35,00 5,00 71,1 47,0 

Traitement R7 -1,147 0 6,95 6,00 46,3 31,0 

Traitement R8 0 1,147 26,50 8,30 71,6 46,0 

Traitement R9 0 0 26,50 6,00 93,0 39,0 

Traitement R10 0 0 26,50 6,00 - - 

Traitement R11 0 0 26,50 6,00 - - 
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B.1. Le taux de réactivité (YRéac.).  

  La figure 11 montre la formation de cal au niveau du site d’infection des 

plantules de Zygophyllum album 15 jours après l’infection par la souche sauvage A4 

d’Agrobacterium rhizogenes. 

 

Figure 11. Formation de cal au niveau du site d’infection des plantules de Z. 

album après 15 jours de l’infection par la souche A4 d’A. rhizogenes. 

 

Le taux de réactivité varie de 35,1% à 93% (tableau 4). Le coefficient de 

détermination R² du modèle mesure la variabilité expliquée par les facteurs et leurs 

interactions dans les réponses observées (Haaland, 1989). Le R² du modèle Yréac 

(équation 4) est de 0,45. Le modèle explique donc environ 45% des variations du 

taux de réactivité : Ce modèle n’est donc pas pertinent.  

Yréac =  79,9 + 3,8X1 + 6,9X2 - 7,7X1² - 8,2X1X2 - 12,9X2²            (équation 4) 
 

On observe d’après le graphique de Pareto pour le modèle Yréac (Figure 12) que 

l’effet linéaire du saccharose et du pH semblent avoir un effet positif sur la 
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réactivité de Z. album à l’infection par la souche A4. Cependant, les effets de ces 

deux facteurs sont statistiquement non significatifs. 

 

Figure 12. Graphique de Pareto standardisé pour Yréac. 

 

Les valeurs optimales de Yreac calculées par la première dérivée du modèle 

(équation 4) sont 0,12 soit 27,5 g/l pour le saccharose et 0,23 soit 6,2 pour le pH ce 

qui permettrait d’avoir 80,9% du taux réactivité. 
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B.2. Rendement des CRs induits (YRdt) . 

La figure 13 montre la formation et la croissance des CRs au niveau du site 

d’infection des plantules de Z. album par la souche A4 d’Agrobacterium rhizogenes. 

 

 

Figure 13. Formation et croissance des CRs au niveau du site d’infection des 

plantules de Z. album par la souche A4 d’A. rhizogenes. 

A : Initiation des CRs – B : Elongation – C et D: Croissance et ramification des CRs. 
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Le rendement des CRs varie de 21 à 57 racines induites par traitement. Le 

modèle Yrdt  (équation 4) explique 99,3% (R²=0,99) de la variabilité totale des 

résultats. Ce modèle est donc bien ajusté aux données expérimentales obtenues. 

YRdt = 39,0 + 10,0X1 + 6,9X2 + 2,3X1² - 2,8X1X2 + 0,4X2²     (équation 4) 

Selon le graphique de Pareto (Figure 14), le saccharose à un effet linéaire positif 

sur le rendement des racines induites, il est suivi par l’effet linéaire positif du pH. 

L’interaction des effets du saccharose et du pH est par contre négative sur le 

rendement des racines induites. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Graphique de Pareto standardisé pour Yrend. 

 

Un rendement optimal de 58,38 racines sur 100 plantules infectées peut être 

obtenu avec 1,15 soit 36,3 g/l pour le saccharose et 1,15 soit 7,15 pour le pH. 
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B.3. Conditions optimales d’obtention de CRs.  

L’optimisation simultanée de la réponse Yréac et Yrend  est réalisée par l’application 

de la fonction de désirabilité D qui représente la moyenne géométrique des deux 

réponses modélisées. Les solutions optimales sont ceux qui maximisent D 

(Harrington, 1965 ; Derringer et Suich, 1980). 

D’après la figure 15, les valeurs optimales en valeurs codées du saccharose et du 

pH qui maximisent D (D = 0,77) sont respectivement 1,147 (36,25 g/l) et 0,08 (pH 

6). Ces valeurs permettraient d’obtenir environ 74% de réactivité et un rendement 

de 54 racines induites sur 100 plantules infectées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Contours d’isoréponse estimée de la désirabilité globale (D) en 

fonction de la concentration du saccharose et du pH. 
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C. Caractérisation biochimique des lignées de CRs. 

Après isolement et mise en culture des racines induites dans le milieu MS sans 

régulateurs de croissance et supplémenté de 0,25 g/l de céfotaxime, certaines 

racines ne démarrent plus alors que d’autres se développent à une vitesse variable 

(Sahli et Gadiri, 2015). 

 La sélection des lignées racinaires par Sahli et Gadiri (2015) est basée sur deux 

critères : les caractéristiques phénotypiques et la vitesse de croissance. On distingue 

deux groupes :  

1. Le premier, regroupe des racines grêles, peu ramifiées à croissance faible ou 

callogènes. Les racines de ce groupe sont éliminées.  

 

2. Le deuxième groupe comporte des racines avec des ramifications latérales 

abondantes, et une croissance plagiotropes plus au moins rapide (Tepfter, 

1982) (Figure 16). Les racines de Z. album qui ne montrent pas des 

caractéristiques d’un chevelu racinaire décrit par Tepfter (1982) sont 

considérées comme racines non transformées. Le choix des lignées racinaires 

est limité donc a ce groupe. 

 

Les résultats de la caractérisation biochimique (teneur en alcaloïdes totaux) de 

deux lignées obtenues par Sahli et Gadiri (2015) ainsi que celles de la partie 

racinaire et aérienne de plantules issues de vitrosemis (témoin) sont résumés dans le 

tableau 5.  
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Figure 16. Deux lignées de CRs sélectionnées par Sahli et Gadiri (2015). 
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Tableau 5. Teneur en alcaloïdes totaux de deux lignées de CRs.  

 Alcaloïdes totaux (mg/g de MS) 

 

Moyenne Ecart-Type 

*Partie aérienne  3,5c ± 0,8 

*Partie racinaire (racine naturelle : Témoin)   9,1b ± 1,2 

L11-1 (lignée callogène) 9,2b ± 1,7 

L6 (lignée performante) 16,8a ± 0,9 

   

 
ANOVA (teneur en alcaloïdes totaux) 

 

 

Source de 
variation  

SCE Ddl CM Test F Prob. 

     

Facteur 268,35 3 89,45 61,90 0,000 

Résiduelle 11,56 8 1,445   

Total (Corr.) 279,91 11    

*plantules issues de vitrosemis. 

 

L’analyse de la variance des moyennes de la teneur en alcaloïdes totaux des 

lignées de CRs et des plantules de Z. album montre une différence très hautement 

significative entre les moyennes. Le test des étendues multiple selon la méthode de 

Newman et Keuls révèle 3 groupes : a, b et c avec un seuil de 5% (tableau 5).  

Avec une teneur de 9,1±1,2 mg/g MS, la partie racinaire (groupe b) des plantules 

de Z. album contient environ trois fois plus d’alcaloïdes que la partie aérienne 

(3,5±0,8 mg/g MS ; groupe c). La lignée L11-1 (groupe b), qui est une lignée 

callogène, présente la même teneur en alcaloïdes totaux que la partie racinaire des 
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plantules. Cependant la lignée L6 présente presque le double de la teneur en 

alcaloïdes (16,8 ±0,9 mg/g MS ; groupe a) que la partie racinaire et la lignée L11-1. 

2.2.2. Discussion 

A. Sensibilité de Z. album à l’infection par la souche bactérienne sauvage A4. 

Le génotype (espèce) est un facteur déterminant pour la réussite de la 

transformation génétique. Les plantes dites récalcitrantes peuvent être transformées 

en suractivant les gènes vir de la bactérie par des signaux chimiques tel que 

l’acétosyringone ou bien par la culture de l’Agrobacterium dans un milieu ayant 

contenu des tissus blessés de la plante destinée à l’infection (Tao et Li, 2006).  

Certains génotypes sont sensibles et ne nécessitent pas la suractivation des gènes 

vir de l’A. rhizogenes pour qu’ils réagissent à l’infection. En effet, la transformation 

d’Opium popy et de California popy par la souche R1000 et sans l’apport de 

l’acétosyringone donne un taux de réactivité de 92% et 93% respectivement (Park et 

Fachini, 2000). Les mêmes résultats sont obtenus par Kovalenko et Maliuta (2003) 

concernant le Glycyrrhiza sp, infectés par la souche 8196. Un taux de réactivité de 

90% est observé chez des explants de Z. album infectés par la souche A4 avec un 

faible apport d’acytosyringone (5 µM), alors qu’une forte concentration (59 µM) 

inhibe la réactivité (64%) des CRs chez cette même espèce (Sahli et Gadiri, 2015). 

Pour notre essai, le meilleur taux de réactivité observé est d’environ 93% (sans 

apport d’acetosyringone). Ces taux montrent que Z. album est une espèce sensible à 

l’infection par la souche A4 car elle ne nécessite pas un apport d’acétosyringone.  

Le génotype influe également sur le rendement des CRs induits. En effet, 

plusieurs espèces infectées par la même souche A4 présentent différents rendement: 

il est de 98% des pour Nicotiana 80%, pour Duboisia et 34% pour Datura metel 

(Moyanoet al., 1999). Amdoun et al. (2006) ont trouvé un taux d’induction de 20% 

pour les tiges de Datura innoxia et de 22% pour le Datura stramonium. Comme 

pour le taux de réactivité, l’acetosyringone améliore le taux d’induction chez les 

plantes dites récalcitrantes pour l’infection. Tao et Li (2006), rapportent que la 

concentration de l’acétosyringone affecte plutôt le rendement des CRs induits avec 
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un optimum à 30 µM qui permet d’avoir un taux d’induction de 80% contre 25% 

pour les explants infectés avec la bactérie sans acétosyringone. Cependant, les 

résultats obtenus par Sahli et Gadiri (2015), montrent qu’une forte concentration de 

l’acétosyringone bloque l’induction des CRs chez Z. album. Dans notre cas, on 

enregistre un rendement de 57 racines pour le traitement R2 (35g/l saccharose, 

pH=7) et sans apport d’acetosyringone. Ce résultat confirme une fois de plus que le 

Z. album est une espèce sensible à la transformation génétique par la souche A4.   

 

B. Effet du pH sur l’obtention des CRs. 

La réussite de la transformation des plantes par l’Agrobacterium est liée à 

l’expression de gènes qui codent pour différentes fonctions favorisant l’infection. 

En général, ces gènes sont mieux activés dans l’environnement acide des plantes 

blessés (Li et al., 2002). Lorsque le pH du milieu de la bactérie diminue, la 

transcription des gènes vir augmente (Mantis et Winans, 1992 ; Li et al., 2002 ; Gao 

et Lynn, 2005). Au delà des limites d’un domaine allant du pH 4,5 à 6,5 le taux 

d’induction des CRs diminue (Tao et Li, 2006). En effet, sans ajout de 

l’acetosyringone au milieu, le taux d’induction chez le peuplier est de 82 % à pH 

5,8 alors qu’il est de 2,2 % à pH 6,4 (Li et Huang, 1995). Pour notre essai, le pH a 

un effet significatif sur le rendement des CRs avec un optimum de 57% à pH de 

7,17 (neutre). Ce résultat montre que Z. album ne nécessite pas de pH acide pour 

une meilleure transformation. Ceci pourrait confirmer que cette espèce est sensible 

à l’infection par la souche A4 d’A. rhizogenes. 

 

C. Effet du saccharose sur l’obtention des CRs. 

Le saccharose se solubilise dans une phase aqueuse en deux  monosaccharides : 

le glucose et le fructose. Les monosaccharides sont essentiels pour l’induction des 

CRs de certaines plantes. Ils activent les gènes de virulence de l’Agrobacterium 

synergiquement avec les composées phénoliques telle que l’acétosyringone. En 
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effet, les monosaccharides agissent de façon à augmenter l’induction des gènes vir 

par l’acétosyringone ;  c’est le complexe sucre-ChevE qui s’interfère avec VirA 

pour activer les gènes vir (Schimoda et al., 1993).  

En présence d’une concentration de 2,5µM d’acétosyringone, l’expression de 

gène virB chez l’Agrbacterium est augmentée de 5 à 10 fois ainsi que l’addition du 

fructose, provoque une augmentation de l’induction de ces gènes de 60 à 200 fois 

(Cangelosi et al.1990 ; Wise et al., 2005). L’arabinose, le fructose, le galactose, le 

glucose et le xylose stimulent considérablement l’expression des gènes vir en 

présence d’acétosyringone (Ankenbauer et Nester,  1990). Une concentration de 10 

mM de glucose active efficacement les gènes vir (Ankenbauer et Nester, 1990).  

Le glucose ajouté à la suspension bactérienne de la souche A4 améliore le taux 

d’induction des CRs. De plus, L’interaction synergique du glucose et de 

l’acétosyringone permet d’améliorer la précocité d’apparition des CRs et le 

rendement des racines induites chez Z. album (Sahli et Gadiri, 2015). Ceci concorde 

avec nos résultats, le saccharose (glucose + fructose) améliore le rendement des 

CRs induits même sans apport d’acétosyringone. C’est le facteur qui pourrait avoir 

l’effet le plus important. 

 

D. Effet de l’interaction sucre x pH sur l’obtention des CRs. 

L’interaction des monosaccharides x pH acide affecte fortement l’expression des 

gènes vir et améliore l’infection (Cangelosi et al., 1990 ; Wise et al., 2005). En 

effet, une concentration de 5 g/l d’arabinose dans le milieu de suspension 

bactérienne (YEB) ajusté à un pH de 5,2 améliore la transformation génétique du 

pommier par l’Agrobactérium (Trifonova et Atanassov, 1999). 

Dans notre cas, l’interaction saccharose x pH semble avoir un effet négatif sur le 

rendement des CRs. Cependant, cet effet est 5 fois moins important que l’effet 

positif du saccharose. Le calcul des concentrations optimales (36,25 g/l de 

saccharose et pH 6) via la fonction de désirabilité a permis de trouver un compromis 
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entre ces facteurs antagonistes pour maximiser le taux de réactivité et le rendement 

des CRs induits. 

E .Caractérisation biochimique des lignées de CRs. 

  Sur des explants de tige de quelques espèces fruitières (pommier, poirier, 

amandier, prunier) infectés par A. rhizogenes, Damiano et Monticell (1998) 

observent sur l’ensemble des racines induites environ 67% de racines non 

transformées contre 26.2 % de racines transformées. Quelques explants ont formé 

au même site d’infection des racines transformées et des racines non transformées. 

Ces dernières sont induites par des régulateurs de croissance endogènes des 

explants.  

Les lignées L11-1 et L6 respectivement du 1er et du 2ème groupe seraient des 

racines transformées parce qu’elles montrent toutes les caractéristiques 

phénotypiques d’un chevelu racinaire décrit par Tepfter (1982). Bien que la lignée 

L11-1 soit une racine transformée, elle ne montre pas une capacité particulière pour 

la biosynthèse des alcaloïdes contrairement à la lignée L6.  

Les lignées obtenus à partir de Tabacum, de Duboisia et de Datura et qui 

forment des cals après leur mise en culture sont caractérisées par un faible taux 

d’alcaloïdes (Moyano et al., 1999). Ceci pourrait expliquer les faibles capacités 

biochimiques de la lignée L11-1 car c’est une lignée callogène.  

Les différences morphologiques et la variation des vitesses de croissance 

observées entre les différentes lignées de CRs pourraient être attribuées d’une part 

aux différents sites d’insertion de l’ADN-T dans le génome des cellules végétales 

(Abhyankar et al., 2005) et d’autre part au nombre de copies de l’ADN-T insérées 

(Furze et al., 1987 in Dhakulkar et al.,2005 ; Parc et  Facchini, 2000).  

Cependant, une caractérisation moléculaire s’impose pour conclure, d’une 

manière fiable que les CRs, putativement, transformées par la souche A4 d’A. 

rhizogenes ont bien intégré les gènes rol, contenus au niveau de son ADN-T. 
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Conclusion  

Notre travail a visé l’obtention par biotechnologie des CRs chez Z. album L. 

induits par la souche sauvage A4 d’A. rhizogenes en étudiant l’effet simple du 

saccharose et du pH du milieu bactérien ainsi que l’interaction entre les deux.  

Nos résultats montrent que Z. album et une espèce sensible à l’infection et la 

transformation génétique via la souche A4 et cela,  sans apport d’acétosyringone ni 

l’utilisation d’un pH acide connus  pour donner une meilleure transformation. 

Cependant, nos résultats ont montré que le saccharose (35 g/l) est le facteur le plus 

important qui influence le rendement des CRs chez Z. album (57%). Afin 

d’optimiser le protocole d’obtention des CRs, une concentration d’environ 36 g/l, 

rajoutée dans la suspension bactérienne, est requise.   

La productivité biochimique des lignées de CRs est liée à leur teneur en 

alcaloïdes totaux (g /gMS) et à leur  vitesse de croissance. Ces deux critères 

dépendent du nombre de copies et du site d’insertion de l’ADN-T bactérien dans le 

génome végétal. Ces phénomènes aléatoires font qu’une sélection et une 

caractérisation sont toujours nécessaires afin de retenir les meilleures lignées.  

 Zygophyllum album est une espèce sensible à l’induction des CRs  par la souche 

A4 ceci constitue un avantage qui facilite son exploitation dans la production des 

métabolites secondaires à intérêt médicinal par voie de biotechnologie. 

En revanche, vu les contraintes rencontrées durant notre travail concernant la 

croissance lente et la fragilité de cette espèce in vitro, il est necessaire d’étudier son 

comportementin vivo  afin d’optimiser son milieu de culture in vitro. 
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