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Résumé

Notre travail contribue a montrer 1’effet de la souche (PA) de Trichoderma sur Datura
innoxia afin d’évaluer la faculté germinative ainsi que le développement des parties
aériennes des plantes témoins et traitées et leur rendement en alcaloides tropaniques
totaux.
Les résultats ont montre que les plantes traitées avaient un pouvoir germinatif supérieur
a celui des plantes témoins avec une valeur de 80%.
Les plantes traitées ont montré aussi une bonne croissance végétative par rapport aux
plantes témoins quant a la hauteur et le diamétre des tiges ainsi qu’une meilleure genese
des feuilles.
L’extraction des alcaloides tropaniques de différents organes des plantes témoins et
traitées aux différents stades de développement a montré que les teneurs en alcaloides
tropaniques des plantes traitées sont supérieures (0.71%) a celles des plantes témoins
(0.49%), ils sont maximales au stade d’apparition du 1* bouton floral (0.60%) et sont
concentrée au niveau des feuilles par rapport aux tiges avec une moyenne de 0.67%.
Mots clés : Datura innoxia Mill, Trichoderma sp., allélopathie, alcaloides tropaniques,
croissance.

Abstract
Our study contributes to demonstrate the effect of (PA) Trichoderma on Datura innoxia
to evaluate the germinative power also the development of aerial parts and their yields
in total tropanic alkaloids
The results showed that the treated plants had a superior germinative power comparing
to control plants with percentage of 80%.
The extraction of tropanic alkaloids from different organs of treated and control plants
in their different development stage, revealed that the yield in tropanic alkaloids in
treated plants is superior than those control plants with percentage 0,71% and 0,49%
respectively, furthermore this yield attained their maximal in the first bud (0,60%) also
they are concentrated in the leaves compared to stems (0,67%)
Key word: Datura innoxia Mill, Trichoderma sp., allelopathy, tropanic alkaloids,

growth.
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Introduction



Introduction

Les plantes constituent une source importante de substances pour 1’industrie comme les
arébmes, les antioxydants, les parfums, les huiles, les cosmétiques et les médicaments
(SATO et al., 2001). Ces substances sont issues du métabolisme secondaire des plantes
et sont dits ‘principes actifs’ en pharmacologie (BRUNETON, 1993).

Parmi ces molécules, on distingue les alcaloides tropaniques qui sont synthétisés
essentiellement par la famille des Solanacées (BRUNETON, 2005). Ils sont retrouvés
dans les genres Atropa, Duboisia, Hyoscyamus, Scopolia et Datura (ROUX et CATIER,
2007). Ces molécules sont douées de nombreux effets pharmacologiques et sont tres
utiles en médecine a cause de leurs effets neurologiques. (GONTIER, 2001 ; NABORS,
2008).

En Algérie, plusieurs travaux montrent I’existence des plantes produisant des alcaloides
tropaniques (HOUMANI, 1999 ; COSSON et al., 1994 ; HOUMANI et COSSON,
2000). Cependant, ces molécules sont importées sous forme d’extraits d’alcaloides
totaux, de sulfate d’atropine, de butyle bromure d’hyoscine pure (AZOUAOU et al.,
1983).

Des alternatives ont été envisagées pour ’amélioration de ces molécules bioactives tels
que la culture in vitro (cultures de cellules et de tissus de plantes ; cals, racines, tiges
feuillées) (VERPOORTE et al., 1991) et I’établissement de symbioses entre plantes

productrices de ces molécules et certains microorganismes (NABORS, 2008).

Au niveau de la recherche agronomique sur les plantes médicinales, Datura innoxia
peut étre une bonne plante modéle (GONTIER et al., 2002 ; TRAN, 2005). C’est une
plante rustique annuelle connue par sa richesse en alcaloides tropaniques ce qui les rend
vénéneuses et tres toxiques (GONTIER, 2001).

Trichoderma sp. est naturellement abondant dans le sol et la matiére organiques
(WIDDEN et SCATTOLIN, 1988). Il parait exercer une action stimulatrice sur la
germination des graines, la croissance et le métabolisme des plantes (LYNCH et al.,
1991 ; MOURIA et al., 2007).

Sur la base de ces donnés, nous avons procédé dans cette présente étude a la
détermination de [D’effet de Trichoderma sp sur la croissance et la production des

alcaloides tropaniques de Datura innoxia Mill.
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1. Le genre Datura

D’aprées PALOMINO et al. (1988), les Datura sont des angiospermes de la classe des
dicotylédones, appartiennent a la famille des solanacées. Ils comprennent des especes
herbacées, arbustives ou arborescentes, pouvant étre annuelles ou pérennes. La plante
fraiche dégage une odeur vireuse (TRISTAN et al., 1987).

BAJAJ (1999), indique que plusieurs especes appartiennent au genre Datura, les plus
importantes de point de vu biologique et économique sont D.discolor, D.fastuosa,
D.ferox, D. innoxia, D.kymatocarpa, D.stramonium. Toutes ces espéces possédent des
propriétés semblables (BARAN, 2000). Ce sont des plantes riches en alcaloides dans
leurs différents organes, ces molécules rendent les Datura vénéneuses et tres toxiques
(VU, 2008). De plus, et d’apres AVERY et al. (1959), ils ont un grand intérét en

pharmacognosie.

Selon BARAN (2000), les Datura sont des plantes des régions chaudes et temperées; ils
se retrouvent a 1’état sauvage en Europe, en Asie, en Océanie, en Afrique ainsi que dans
la partie tempérée de 1’Amérique du nord et en Amérique centrale. Les especes de

Datura se rencontrent de 1’étage bioclimatique humide a 1’étage aride (HOUMANI,
1999 ; LAKHDAR EZZINE, 2007).

STEVENS et al. (2001) et JEAN (2007), mentionnent que ces especes poussent
naturellement a différentes altitudes entre 400 et 1000m Elles recoivent de 750 a 1000
mm de précipitations annuelles moyennes. Elles préférent les sols gras, riche en argile et
les terrains ensoleillés (PARIS et DILLEMANN, 1960).

1.1. Datura innoxia

1.1.1. Noms communs

PREISSEL et PREISSEL (2002), citent que cette plante est connue par plusieurs noms

communs selon le pays d’origine:
Francais : Datura trompette, Herbe a Sitarane, Pomme épineuse

Anglais : Downy thornapple, Indian apple, Recurver thorn-apple, Toloache,

moonflower.
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1.1.2. Description botanique

Datura innoxia est considéré comme une plante ornementale (PARIS et
HURABIELLE, 1981). C’est une plante rustique poussant en touffes (PARIS et
DILLEMANN, 1960). Selon BARAN (2000) et TRAN (2005), c’est une herbacée
annuelle vivace, sa hauteur moyenne est de 50 cm, et peut atteindre 1 a 2m. Les tiges
sont tres ramifiées (VU, 2008), a poils mous et simples; elles sont assez cassantes et
densément pubescentes (BOSSER ,2000), caractérisés par la présence des poils tecteurs
et des poils glanduleux (HAMMICHE et CUEYOUCHE, 1988). Les racines sont peu
profondes et la racine principale est volumineuse et pivotante (PARIS et MOYSE,
1971) (Figure 1).

Les feuilles sont de couleur verte grise, et de nombreux poils les y couverent, ce qui leur
donne I’aspect velouté (DUCROQO, 1994). TRISTAN (1987), BARAN (2000) et
TRAN (2005) notent que ses feuilles sont alternes, fortement dissymétriques,
irregulierement ovale, a bord Iégerement dente; elles mesurent 8 a 15 cm de long et 6 a
9 cm de large. Les fleurs sont blanches en forme de trompette isolée, mesurant environ
15 a 20 cm (VU, 2008). D’aprés BARAN (2000) et BARGUIL (2011), elles sont

dressées, le calice mesure de 5 a 11 cm de long, et la corolle de 12 a 19 cm de long.

Le fruit de Datura innoxia est une capsule couverte d’épines piquantes, pondant, de
formes ovale a conique (BARAN ,2000). Il mesure 5 cm de long et 4 cm de diamétre
(PARIS et DILLEMANN, 1960). SCHULTES et HOFMANN (1981), TRISTAN
(1987) et VU (2008) indiquent que le fruit est divisé en trois carpelles contenant chacun
une centaine de graines (100 a 300 graines par fruit). Ces derniéres sont réniformes, de

couleur brune et mesurent de 4 a 5 mm de diamétre.

La reproduction chez Datura innoxia se fait généralement par autogamie. Elle est
diploide avec 2n = 24 chromosomes somatiques (PALOMINO et al., 1988).



C: Fruit mdr et graines D: Racines

Figure 1. Datura innoxia Mill. (A) et ces organes : bouton floral et fleur (B) ; fruit et
graines (C) ; racines (D) (VU, 2008).

1.1.3. Origine et répartition biogéographique

Datura innoxia est originaire du Mexique, de I’Amérique du Sud et de I’Inde (DRAKE
et al., 1996). Il est plus spécifique des régions chaudes et tropicales des deux
hémisphéeres (BARAN, 2000). L’espece est naturalisée en Afrique, depuis des centaines
d’années (BURKILL et al., 2006).

D’aprés STEVENS et al. (2001), cette plante pousse naturellement dans les zones
perturbées comme les sites érodeés, les anciens champs, terrains vacants, des parcours,
des routes. TRISTAN (1987), cite qu’elle pousse fréquemment autour des villages et
des agglomérations surtout dans les terrains vagues, décombres et bordures de chemin.

En Algeérie D.innoxia pousse sur les bords des routes (I’Est : MECHDALLAH), dans
certains Oasis (Sud: BOUSSAADA), et au niveau des plaines irriguées (Ouest :
ELATTAF) et sur les talus en dehors des champs cultivés (HOUMANI ,1999). De plus,



et selon LAKHDAR EZZINE et HOUMANI (2007), Datura innoxia pousse en

adventice des cultures de pomme de terre et sur des parcelles en jachere non travaillée.
1.1.4. Exigences climatiques et édaphiques

Les D. innoxia spontanées d’Algérie, poussent sous des températures moyennes
minimales comprises entre 16.4 °C et 20.7 °C et des températures moyennes maximales
comprises entre 33.4 °C et 39.8°C. (LAKHDAR EZZINE et HOUMANI, 2007). Selon
les mémes auteurs, elles poussent sur des sols de texture limoneuse a limono-sableuse,
légerement basiques (PH = 7,5 a 8,6). L’¢éléctroconductivité de ces sols est faible, varie
entre 0,06 m.mho/cm et 0,95 m.mho/cm. La teneur en matiére organique (MO) et en
calcaire total (CaCO3) varie respectivement entre 2,30 % et 8,8%. Les taux de chlorure
de sodium sont faibles; ils sont inférieurs a 0.3% (HOUMANI ,1999).

D.innoxia peut se développer en présence d’éléments métalliques. Elle est tolérante au
zinc, au nickel et au chrome. De plus, elle présente des capacités a accumuler des
métaux en développant une biomasse trés importante (LIN et RAYSON, 1998; LIN et
al., 2002; BHATTACHARYA et al., 2004; GHOSH et SINGH, 2005).

1.1.5. Culture et germination

Datura innoxia se multiplie en général, par semi ou par bouturage et produit de
nombreuses graines faciles a manipuler a chaque cycle (GONTIER et al., 2002; TRAN,
2005).

La décontamination des graines est nécessaire pour avoir une culture saine, cela peut se
faire par les traitements des graines par 1’hypochlorite de calcium (CaCl,0;) a 7%, ou

par ’acide sulfurique concentré a 96% pendant 5 min (VU, 2008).

Le semi doit étre effectué au printemps, dans un sol fumée pour que les plants se
développent bien (PARIS et DILLEMANN, 1960).

La germination est lente et irréguliere ; elle peut étre accélérée si les graines sont
soumises a des alternances de refroidissement et de réchauffement, ce qui amollit les
téguments (PARIS et DILLEMANN, 1960), soit par le stockage des graines dans une
atmosphere saturée d’eau (DE MIGUEL, 1980 cité par HOUMANI, 1999). Egalement,
la lever dormance peut s’effectuer encore par scarification des graines (REISMAN-
BERMAN et al.1989 cité par HOUMANI Z .1999).



1.2. Les alcaloides tropaniques

Toutes les especes de Datura et de Brugmansia sont chimiquement analogues. Leurs
principes actifs se composent d’alcaloides tropaniques (produits azotés a propriétés
alcalines) dérivés de D’atropine. Les deux principaux composés sont la scopolamine
(hyoscine) et I’hyoscyamine (TRISTAN, 1987). Elles sont définies par la présence d’un
noyau tropane hérité¢ de la tropinone, qui porte le noyau azoté et d’un noyau benzéne
hérité de la phénylalanine (Figure 2). Elles ne sont retrouvées que chez certaines
especes de Solanacées (GONTIER, 1993).

BARAN (2000), indique que la scopolamine représente 1/3 des alcaloides totaux, et
I’hyoscyamine et 1’atropine 2/3. Le méme auteur, note que de nombreux autres
alcaloides ont été isolés chez le Datura, tels que: 1’apoatropine, la noratropine, la
tropine, la belladonine, la norhyosciamine, la metéloidine, le 3-6 ditiglytéoidine et la

cuscohygrine.

REH, NGH,

Y
b

%) o O
H}-‘OSC}-’HH@E Scopolamine
Formule : C;7H,;3NO; Formule : C;7H;NO,
Masse de Mol : 289 4g Masse de Mol : 303,4¢

Figure 2. Structure de la molécule d’hyoscyamine, de scopolamine et du noyau
tropaniques (VU, 2008).

v" L’hyoscyamine

D’aprés PARIS et MOYSE (1971), I’hyoscyamine est extraite en 1881 a partir des

graines de [’Hyoscyamus niger. Elle se présente en aiguilles incolores, inodore,



anhydres avec saveur désagréables. (CASSAGNES ,1982). L’hyoscyamine, est un
hétérocycle azoté a noyau tropane sa formule chimique est C17H,3NO3 ; ¢’est un ester de
I’acide tropique gauche et du tropanol; c’est une substance 1évogyre avec un pouvoir
rotatoire spécifique de 21° dans I’éthanol (TRISTAN et al., 1987). Elle s’isomere
facilement (sous I’influence de la chaleur), en atropine, dépourvue de pouvoir rotatoire

(BARAN ,2000).

L’hyoscyamine et la scopolamine sont des alcaloides fragiles. La liaison ester peut
s’hydrolyser et 1’acide tropique peut se racémiser. L’hyoscyamine et 1’atropine ont la
méme formule chimique et la méme activité pharmacologique, mais I’hyoscyamine est

plus active que 1’atropine (GRZEGORZ et al., 2008).
v Lascopolamine

La scopolamine ou hyoscine ou encore scopine tropate a été isolée par SCHMID en
1892, a partir des racines de Scopolia anthropoides, de formule brute Ci7H;;NO;, et
masse molaire de 303.36 (PARIS et MOYSE ,1971; STEENKAMP et al., 2004). La
scopolamine est 1’ester de I’acide tropique gauche du scopanol (BARAN, 2000). Le
méme auteur mentionne qu’elle est spécifique aux genres Datura et Brugmansia,
particulierement concentrée chez D. metel, D. ferox, D. innoxia. Elle est retrouvée dans
toutes les parties de la plante. (PARIS et DILLEMANN, 1960).

v L’atropine

L’atropine pure a été isolée la premiere fois en 1831 par un pharmacien allemand a
partir des racines séches de belladone (Atropa belladonna) (FOLEY, 2003). C’est
I’ester de I’acide (+)-tropique et du tropanol. Ce racémique, en partie présent dans la
drogue séche, se forme notamment lors de I’extraction (BRUNETON, 2005). Sa
formule brute est de C;7H23NOs3, et sa masse molaire est de 289.37 (TANCZOS et al.,
2004 ; STEENKAMP et al., 2004) (Figure 3).

Elle est utilisée en médecine, car elle est stable et moins sensible aux enzymes
hydrolytiqgues (GRZEGORZ et al, 2008). Elle sert de modé¢le pour I’obtention de
molécules de synthése analogue (O’HAGAN, 2000).
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Figure 3. Structure chimique de I’atropine (SCHMELZER et GURIB-FAKIM, 2008).

1.2.1. Voie de biosynthése des alcaloides tropaniques

Les alcaloides tropaniques sont des esters d’un acide aromatique (acide tropique) et
d’un alcool (KOELEN et GROSS, 1982 ; SHUKLA et THAKUR, 1992 in HOUMANI
,1999), ce dernier est le tropanol pour I’hyoscyamine et le scopanol pour la scopolamine
(LEETE, 1979; WALLER et DERMER, 1981; SAMUELSSON, 1992 in HOUMANI,
1999).

Généralement les alcaloides sont synthétisés au niveau des sites précis (racine en
croissance, cellules spécialisées, chloroplastes) ; ils sont ensuite transportés dans leurs
sites de stockage (BRUNETON, 1999). Les feuilles sont les principaux sites
d’accumulation (KITAMURA et al., 1993 cité par HOUMANI, 1999). La synthése de
I’hyoscyamine se fait essentiellement au niveau des racines de la plante (WALLER et
NOWACKI, 1978 ; NAKANISHI et al, 2000). Une partie est ensuite transportée vers
les parties aériennes et l’autre est transformée en scopolamine au cours de la
translocation (GONTIER, 1993; LANOUE et al., 2002). D’autre part, dans les parties
aériennes se déroulent les réactions d’époxydation de 1’hyoscyamine en scopolamine,
chez les plantes jeunes caractérisées par une intense activité enzymatique (PARIS et
MOYSE, 1971; COSSON, 1976; HASHIMOTO et YAMADA, 1987 in HOUMANI
,1999).

L’atropine est présente sous forme de traces dans les parties fraiches; elle résulte de la
racémisation de 1’hyoscyamine durant I’extraction (KUMAR et al., 1983 in
HOUMANI, 1999).

Au niveau cellulaire, d’aprés SUZUKI et al., (1999a, 1999b cité par NAKANISHI,
2000), le site principale de production des alcaloides tropaniques devrait étre le
péricycle des jeunes racines, ou se trouve les enzymes essentielles des voies de
biosynthése, la putrescine N-méthyltransférase (VU, 2008). L’hyoscyamine et la
scopolamine sont issues du cycle des polyamines (arginine, ornithine, méthionine et

phénylalanine). Le noyau tropane bicyclique est formé a partir de I’ornithine et/ou de
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I’arginine via la tropanone, tandis que le groupement acide tropique est synthétisé a
partir de la phénylalanine (LANOQOUE et al., 2002). D’apres COULADIS et al., (1991),
la biosynthése de 1’hyoscyamine provient de la réduction de la tropinone en tropine, qui
est ensuite estérifiée avec 1’acide tropique. La scopolamine est formée a partir de
I’hyoscyamine par hydroxylation en 6f hydroxyhyoscyamine (COULADIS et al., 1991,
SAMUELSSON, 1992; MURANAKA et al., 1993). L’enzyme qui catalyse les deux
réactions a eté purifie par HASHIMOTO et al., (1986). C’est I’hyoscyamine 6f-
hydroxylase (H6H) (Figure 4).

| M- Carbamovlpuvrescine

PALT]

Arginine

AD.C

| N-Methylputrescine |

M.EO]
| M- Methylpyrrolinium |

| Phenylalamine I
Hygrine |_)| Cuscohygrine

L 4

T.DH

| Acide p-Thenyllactique | @E
W
\‘ Acide tropique |_>| Tropine |

Scopolamine [ | Hyoscyamine

Les enzymes

O0DC  Omithine décarboxylase

ADC  Arginine décarboxylase

PMT  Pufrescine N-methyl-transférase
MPO  N-methylputescine oxidase
TDH  Tropinone dehydrogenase

Figure 4. Biosynthése de I’hyoscyamine et de la scopolamine (ROBINS et al., 1990 in
FELIDJ, 2005).
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1.2.2. Variation de la concentration et de la nature des alcaloides tropaniques

Le contenu alcaloidique dans la plante est variable en fonction de plusieurs parameétres
tels que les organes de la plante, les stades de développement, les conditions
environnementales et la diversité des especes (HOUMANI, 1999, LAKHDAR EZZINE
et HOUMANI Z, 2007).

v' L’organe

ROMEIKE (1961), a mentionné la présence d’alcaloides dans les poils sécréteurs a la
surface supérieure du limbe des feuilles de Datura. Les travaux de VERZAR-PETRI
(1973) ont décrit des cristaux semblant correspondre a des alcaloides dans le

parenchyme racinaire chez ce genre.

D’aprés ROBINSON (1981), le taux d’hyoscyamine est supérieur au taux de
scopolamine dans les racines. Cela s’inverse dans les tiges et plus dans les feuilles ou le
contenu maximum en scopolamine est observé dans les feuilles apicales (MIRALDI et
al., 2001). Donc le taux des alcaloides dans la plante est lié a la syntheése de
I’hyoscyamine dans les racines (ROMEIKE, 1961), a la migration des alcaloides au sein
de la plante et a leur dégradation (KITAMURA et al., 1988).

Toutefois PLANK et WAGNER (1986), ont montré que la quantité en alcaloides dans
les racines est supérieure a celle dans les feuilles, et que plus le diametre des racines est

faible plus la concentration mesurée est forte.

En revanche, SZOKE et al., (1982), DESAILLY et al., (1988), ont montré que les

teneurs des alcaloides dans la corolle et dans le gynécée sont plus faibles.

D’aprés (TRISTAN, 1987), dans les graines, la concentration des alcaloides est de

0.4%, avec essentiellement de I’hyoscyamine et une faible quantité de scopolamine.

Au niveau subcellulaire, DESAILLY et al., (1988) ont démontré une plus forte
concentration des alcaloides dans les chloroplastes que dans le reste de la cellule.
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v’ Le stade de développement de la plante

La quantité des alcaloides varie aussi en fonction du stade de développement de la
plante (KITAMURA et al., 1988). Selon LAKHDAR EZZINE et HOUMANI (2007),
D.innoxia produit le maximum d’alcaloides totaux durant le stade apparition du 1°
bouton floral des plantes sauvages. Elle est maximale chez une plante cultivée quand le
premier bouton floral atteint 1 cm de longueur (COSSON, 1976). D’aprés PARIS et
DILLEMANN (1960), durant la période de floraison, la teneur en alcaloides atteint son
maximum. Dans les racines, la concentration en hyoscyamine continue d’augmenter
jusqu’a la mise a graine. Cependant les quantités d’alcaloides chez les jeunes feuilles
sont plus importantes que chez les feuilles agées (COSSON, 1976 ; VERZAR-PETRI et
HUYNH, 1977 ; COUGOUL et al., 1979 ; DUEZ et al., 1985 ; GONTIER, 1988).

D’aprées RAVEN et al. (2000), La concentration des alcaloides varie considérablement

au cours du cycle journalier.

Les études de SPORER et al. (1993), montrent que dans les parties vertes d’Atropa
belladona, les alcaloides sont accumulés en grandes quantité le soir et en début de la

matinée. Par contre, la plus faible concentration se situe autour de midi et en plein nuit
v" Les conditions culturales

La quantité des alcaloides varie en fonction des conditions écophysiologiques, qui ont
une grande importance sur la productivité des plantes (VU, 2008). D’aprées TRAN
(2005), la modification des facteurs biotiques, et abiotiques (ozone, lumiére), peut
augmenter la croissance et la quantité de métabolites secondaires accumulés dans la
plante. Les Datura cultivés avec une photopériode de 16 heures et une intense lumiére
(18000 lux) produisent un maximum d’alcaloides tropaniques (COSSON, 1972,1976;
COSSON et al., 1978).

D’autre part, le sol et sa composition en sels minéraux jouent un réle important vis-a-vis
de la production alcaloidique de D. innoxia, le calcium favoriserait la synthése
alcalordique des plantes (KUMAR A et al., 1983).

Les Datura sont des plantes nitrophiles (JAUZEIN, 1995), les fertilisants (NH4NO3 et
le phosphore en particulier), augmentent la teneur en alcaloides totaux (KUMAR et al.,
1983).
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D’aprés KAPAHI et SARIN (1978), des sols limono-sableux, un pH presque neutre
avec une haute humidité, favorisent un bon développement végétatif et une hausse de la
production des alcaloides. Dans la culture hydroponique le plus fort rendement en
matiére séche et la plus grande quantité des alcaloides ont été obtenus avec 15 mM de
NO; qui permet de satisfaire les besoins de la plante en azote (VU, 2008). D’apres le
méme auteur, ’aération de la solution nutritive joue un rdle positif dans la croissance et
I’accumulation des alcaloides chez Datura innoxia. D’aprés TRAN (2005), Datura
innoxia présentait une bonne croissance en conditions hors sol et la production
d’hyoscyamine et de scopolamine était égale ou supérieure a celle obtenue en culture

classique en terre (VU, 2008).
v Ladiversité spécifique

Toutes les especes de Datura et de Brugmansia sont chimiquement analogues. Leurs
principes actifs se composent d’alcaloides dérivés de 1’atropine (I’hyoscyamine et la
scopolamine). La scopolamine est spécifique du genre Datura, particulierement
concentré dans les Datura: metel, ferox, innoxia, et Brugmansia. L’hyoscyamine

caractérise surtout I’espéce Datura stramonium (BARAN, 2000).
1.3. Utilisations traditionnelles et modernes de D.innoxia

Les solanaceées mydriatiques ont été liees a des pratiques magiques et religieuses
(TRISTAN, 1987). Depuis de temps immémoriaux, diverses especes de Datura
productrices d’alcaloides sont utilisées comme plantes sacrées aux propriétés

psychotropes (BRUNETON, 1996).

Selon TRISTAN (1987), le Datura est utilisé en médecine traditionnelle africaine, en
usage externe, dans les enflures de toutes natures, et pour soigner les rhumatismes
(SCHULTES et HOFMANN, 1981).

D’aprés BARAN (2000), a la fin du 16° siécle, les fleurs et les graines de Datura ont été
employées pour soigner les éruptions cutanées sur le visage, et la plante entiere, en
usage interne, pour traiter les rhumes, troubles nerveux et autres. lls servaient

d’anesthésique en chirurgie.

A coté de ses utilisations traditionnelles, D. innoxia est cultivée pour la production des

alcaloides tropaniques, vu gque tous ces organes constituent une source importante de ces
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molécules, connues pour leurs activités pharmacologiques (LOCKWOOD, 1973 et
BRUNETON, 1993). En effet, d’aprés PARIS et HURABIELLE (1980), elle est
cultivée en Europe de I’Est pour 1’extraction de la scopolamine.

Dans le domaine médical, les alcaloides tropaniques présentent une activité
parasympatholytique & des degrés différents, ils inhibent 1’action muscarinique de
I’acétylcholine (TRISTAN, 1987).

Selon BARAN (2000), I’atropine posséde une plus faible action excitante sur le systéme
nerveux central ; une action puissante sur le systéme nerveux autonome et une action
paralysante sur les fibres musculaires lisses. Le méme auteur indique qu’en
ophtalmologie, I’atropine provoque une mydriase passive au niveau de 1’ceil avec

photophobie, une paralysie de I’accommodation.

Dans la maladie de Parkinson, ces alcaloides améliorent I’hypertonie et a degré moindre
le tremblement (TRISTAN, 1987).

Sur le plan microbiologique, les extraits des plantes de D.innoxia peuvent étre
fréeguemment utilisés dans les traitements des maladies causées par des
microorganismes qui avaient développé une certaines résistances contre les
antibiotiques (KAUSHIK et GOYAL, 2008).

A coté de 1’usage médical, 'utilisation de Datura est en plein essor dans le monde
agricole ouvrant de nouvelles perspectives possibles ; comme leur utilisation en tant
qu’insecticides contre les insectes qui causent des dégats au niveau du stock de riz.
(BARAN, 2000).

En Inde, des études ont montré 1’efficacité du Datura contre différentes bactéries et
champignons (Myrothecium roridum, Alternaria tenuis et Xanthomonas campestris

malvacearum) s’attaquant aux plants de coton (THAKUR et al., 1995).

En agriculture biologique, D. innoxia avec le pyréthre donne d’excellents résultats
contre le doryphore (HARBOUCHE, 2005). Datura stramonium a montré son efficacité
pour limiter la propagation de la maladie des plantations de tomates causées par le
mildiou (FLETCHER et al., 1988).

En biotechnologie, les alcaloides des Datura sont employés comme détecteurs des

réactions du métabolisme azoté des plantes en face des variations du milieu, ce caractere
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fait des alcaloides des marqueurs de certains processus physiologiques au moment du
développement de la plant (COSSON et al., 1978).

Dans le domaine écologique JEAN (2007), cite que les Datura peuvent étre utilisés
pour décontaminer les eaux et les sols pollués par les métaux lourds.

1.4. La toxicité de Datura innoxia

A cOté de ses vastes utilisations et leurs diverses propriétés médicinales, les Datura sont
trés toxiques pour I’homme et 1’animal.

BRUNETON (2005), signale des cas d’intoxications des bovins, de chevaux, de
volailles, de chévres, de moutons, et de porcs. Selon CIRIMELLE (2011), les alcaloides
des Datura peuvent étre trouvés dans les produits alimentaires bruts ou transformés
comme les céréales, blé noir, vin, farine et produits de boulangerie.

Généralement, les alcaloides ont une activité stimulante a faible dose, et dépressive a
forte dose, pouvant entrainer un coma et la mort par arrét respiratoire (TRISTAN,
1987).

2. Trichoderma

Le genre Trichoderma est I’'un des 3 genres fongiques prédominants, il vient a la
troisieme position aprés les genres, Penicillium et Aspergillus du point de vue
importance numérique (LANDREAU, 2001). Il se trouve dans différents écosystemes
(VITERBO et HORWITZ, 2010). Il est naturellement abondant dans le sol et la matiere
organique comme le bois mort ou en décomposition, les débris vegétaux et la paille
(PAPAVIZAS, 1985 ; WIDDEN et SCATHLIN, 1988 in CARON et al., 2002). Les
especes de ce genre sont capables de dégrader de nombreux substrats organiques du sol
pour se nourrir et se développer, ce qui indique qu’elles peuvent survivre dans plusieurs

niches écologiques (PAPAVIZAS, 1985 in CARON et al., ,2002).
2.1. Ecologie

Grace a sa grande capacité d’adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est trés répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin.
D'aprées LANDREAU (2001), les Trichoderma représentent 6% du nombre total des

especes fongiques, en milieu terrestre, et de 6.4% a 10.4% en milieu marin.

Ce sont des organismes remarquables pour leur croissance rapide et leur capacité a
utiliser différents substrats. Les Trichoderma terrestres se développent dans les sols
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forestiers ou cultivés et sur les végétaux en décomposition. lls contaminent le compost
de la culture industrielle des champignons comestibles, mais sont rarement parasites de
plantes vivantes (PIVKIN, 2000).

2.2. Morphologie

Phialospo
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Figure 5. Aspect morphologique d’un conidiophore de Trichoderma longibrachiatum
(SAMUELS et al., 1994).

Les colonies fongiques de Trichoderma peuvent étre légérement floconneuses ou bien
compactes en touffes. Elles sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides.
Cing jours apres sa germination, la conidie donne naissance a un mycélium blanc et
stérile en forme de cercle, une couleur verte est visible sur les parties aériennes du
mycélium, correspondant a la conidiogénése. D’autres cercles concentriques réguliers se
forment par la suite. Au microscope optique, il apparait un mycélium composé d’hyphes
jaunes, septés, ramifiés a paroi lisse. Les conidiophores ont une forme conique ou
pyramidale. Ils portent des phialides en forme flasque qui a leur tour portent les spores
(COURNUT, 1984 ; LANDREAU, 2001 ; KUBICEK et al., 2003).

2.3. Production de métabolites

La production de métabolites secondaires par Trichoderma sp. a été rapporté pour la
premiere fois par WEIDLING (1934), Les principaux métabolites synthétisés par

Trichoderma sont :
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v’ Les enzymes

SANDGREN et al. (2005), notent que la production des enzymes est variable d’une
souche a l'autre, les xylanases ou les cellulases sont les plus importantes. Selon
KUBICEK et al. (2003) ces enzymes sont exploités dans plusieurs domaines

biotechnologiques.
v" Les substances bioactives
Les Trichoderma produisent plusieurs substances bioactives comme:

= Les métabolites volatils, tels que: 6penty- a pyrone, éthyléne, cyanure d’hydrogéne,
alcools, aldéhydes (VIZSCAINO et al., 2005).

» Les métabolites non volatils diffusibles, tels que: polyacétates (antifongiques,
antibiotiques), trichotécénes, notamment les trichodermines, qui forment une variété

de toxines actives sur les microorganismes et mammiferes. (LANDREAU, 2001).

Le méme auteur indique que les especes de ce genre produisent également des
métabolites polypeptidiques, ciclosporines, immunosuppresseurs, anti-inflammatoire

(les peptaiboles, qui sont généralement assimilés a des mycotoxines peptidiques).
2.4. Réle de Trichoderma sp.
2.4.1. Activité antagoniste

Plusieurs microorganismes telluriques peuvent avoir un effet bénéfique dans le contréle

des champignons pathogénes des racines (ADAMS, 1990).

Depuis, les recherches portant sur le Trichoderma se sont multipliées ainsi, les
champignons du genre Trichoderma ont été utilisés comme agents de lutte biologique
contre un large spectre de pathogenes aussi bien telluriqgues (CAMPOROTA 1985 ;
DAVET 1996 ; OUZZANI- TOUHAMI et al., 1994) que foliaires (MOURIA et al.
19974, b).

Différents études ont montré que les Trichoderma ont un potentiel de lutte contre divers
agent pathogéne (METCALF et al., 2004). L’activité antagoniste de Trichoderma réside
dans la production d’enzymes extracellulaires (ELAD et KAPAT, 1999; STEFANOVA
et al., 1999) et/ou de substances antibiotiques (GHIZALBERTI et ROWLAND, 1993).
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Cette production est associée a une possible compétition pour les nutriments de la
rhizosphére (SIVAN et CHET, 1993).

WOOD (1952), note que les Trichoderma ont la capacit¢ d’attaquer les agents

pathogenes via différents modes d’action a savoir :

e L’antibiose: résulte de la production des substances agissantes comme des

antibiotiques et qui inhibe la croissance et le développement de 1’agent pathogene.

e La compétition: c’est I’aptitude de Trichoderma a utiliser les mémes ressources du
milieu que les champignons pathogenes, il emploie ce mode d’action surtout pour

occuper les lieux.

e Le parasitisme: se manifeste par la destruction de 1’agent pathogéne par
I’enroulement de Trichoderma autour de lui en I’étranglant, en pénétrant a 1’ intérieur

et/ou en lui injectant des enzymes qui le détruisent.

Trichoderma posséde une batterie de mécanismes d’attaque potenticllement utilisables
mais qui demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes
d’action en méme temps pour maitriser un agent pathogene. Le déploiement des modes
d’action varie également selon les partenaires en présence et les conditions physico-
chimiques du milieu (températures, humidité, etc). Trichoderma est efficace lorsqu’on
lui permet de s’installer avant I’arrivée des champignons pathogeénes. Son action est
donc préventive. Il permet, au niveau des racines, de créer un manchon protecteur
autour de celles-ci et ainsi contrer I’entrée des agents pathogénes a I’intérieur des
racines (CARON et al., 2002).

2.4.2. Promotion de la croissance des plantes

A c6té de ce rble, Trichoderma possede une aptitude a stimuler la croissance de
certaines plantes (MOURIA et al., 2008).

Une fois installé, Trichoderma peut avoir un effet stimulant pour la plante en absence
des champignons pathogenes. (CARON et al, 2002). Les travaux de BAKER (1988) et
de LYNCH et al., (1991 a) ont montré que certaines souches de Trichoderma semblent
exercer une action stimulatrice sur la croissance de certaines plantes. Grace a leur

capacité de coloniser rapidement la rhizosphere, les Trichoderma mettent en place une
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véritable barriere physique, empéchant ainsi le développement de populations

pathogeénes.

Les études de MOURIA et al. (2008), ont montré que T. harzianum induit une meilleure

croissance axiale et une meilleure genese des feuilles et des fleurs, chez la tomate.

Les souches de Trichoderma produisent des régulateurs de croissance qui améliorent le

taux de germination et le poids sec des pousses (WINDHAM et al., 1986).
3. Allélopathie

Les plantes vivent et interagissent avec d’autres organismes de différentes maniéres.
Les chances de survie d’une plante sont influencées par ces interactions qui ont été

faconnées par 1’évolution (NABORS, 2008).

L’allélopathie est un terme qui désigne ’ensemble des interactions biochimiques
existant entre une plante et un autre organisme (végétal, champignon ou micro-
organisme). Le mot allélopathie vient du grec "allélos" qui signifie: I’un et 1’autre et
"pathos" qui veut dire maladie, 1’allélopathie se définit comme les interférences que
cause une plante & ses voisines par la diffusion de composés chimiques dans son
environnement. Ce principe a été remanié a de nombreuses reprises et sa définition
stricte varie selon les auteurs. En effet, I’allélopathie n’est parfois définie que par 1’effet
toxique d’une plante sur les autres (altération du développement et de la croissance)
(INDERJIT et al., 1999).

3.1. Les allélochimiques

Les composés biochimiques impliqués dans [’allélopathie sont appelés composés
allélochimiques et sont pour la plupart issus du métabolisme secondaire des plante.
Leur grande diversification est le résultat de la coévolution plantes-organismes vivants.
Ce sont des molécules hydrophiles ou lipophiles de faible mass moléculaire et de nature
chimique tres variee: acides phénoliques, flavonoides, terpénoides, quinones, alcaloides
etc. Ils sont présents dans les organes et les tissus des végétaux (SUTY, 2010).

Ces composés sont libérés dans I’environnement par différents processus: la
volatilisation, la lixiviation (lessivage entrainant des éléments solubles), 1’exsudation
racinaire et la décomposition du végetal (SUTY, 2010).

Les interactions allélopathique impliquent généralement plusieurs composés et les
réponses sont souvent dose-dépendante (SUTY, 2010).
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3.2. Les interactions plantes-champignons

La microflore et la microfaune utiles et nuisibles du sol sont tres importantes et
diversifieces a différents niveaux de profondeur dans le sol. La plupart des
microorganismes sont utiles, tandis que d’autres constituent de véritables ennemis et
entravent le développement de la plante et de son systeme racinaire (CARON et al.,
2002).

Les bactéries et les champignons du sol participent a la décomposition et la mobilisation
des nutriments, la minéralisation, 1’absorption de 1’eau, la fixation du nitrogéne et la
dénitrification (CAIN et al., 2006).

Certains mycetes sont des organismes mutualistes, ils vivent avec d’autres organismes
dans une association intime qui est utile a tous les associés. Il existe des associations
dans lesquelles les mycétes dits mycorhizales se trouvent a I’intérieur ou a 1’extérieur
des racines de plantes ou elles forment un épais réseau mycélien. Ces associations sont
appelées des mycorhizes. Dans cette association les mycetes recoivent les sucres et les
acides aminés a partir des plantes, lesquelles profitent des hyphes pour une absorption
plus efficace de I’eau et des nutriments. (CAIN et al., 2006).
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Notre travail a ét¢ commencé la fin de mois de Mai et fini au début du mois de

novembre 2012, les études ont été effectué au niveau de 3 compartiments :

» La serre de I'université (USDB), pour la mise en culture des plantes de Datura
innoxia.

» Laboratoire des plantes médicinales et aromatiques a la faculté d’agronomie du
département de Biologie au sein de I"université¢ (USDB), pour le séchage des plantes
et I’extraction des alcaloides tropaniques.

» Laboratoire de phytopathologie de I’Institue Nationale de Protection des Végétaux
(INPV) de Boufarik Wilaya de Blida, pour la préparation des suspensions sporale de
la souche (PA) de Trichoderma.

3. Materiels

3.1. Matériel végétal

Les graines de D. innoxia, utilisées pour la culture, ont été récoltées dans la région
d’Ain el banyan, en juillet 2011. Elles ont été conservées dans leurs fruits, encore
attachés a la plante. Les plantes entiéres ont été conservées dans du papier journal au
laboratoire et a température ambiante pendant une année.

3.2.  Materiel fongique

Nous avons utilisé la souche (PA) de Trichoderma (MOUMEN, 2012), qui a été fournie
par I’Institut Nationale de Protection des Végétaux (INPV) de Boufarik. La souche
provient de la région de Fouka Wilaya de Tipaza. la souche a été entretenue sur un
milieu Potato Dextrose Agar (PDA), et conservée a 25°C (Figure 6).

Figure 6. Aspect cultural et morphologie de la souche PA de Trichoderma sp utilisée
(Gr : x 500) (ZANOUNE, 2012).
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4. Méthodes

4.1. Préparation du sol

Le sol utilis¢ provient de la pépiniere d’E ‘CHO VERT de GUERWEW, il a été
désinfecté a chaleur seche dans un four a 120°C pendant 15 min avec remuement. La
tourbe utilisée a été achetée sous forme des sacs commerciaux, elle a été aussi
désinfectée a chaleur séche a 70°C pendant 10min.
Pour le semis nous avons mélangé 1/3 de tourbe a 2/3 de sol. 80 pots ont été remplis par
ce mélange:
- 30 pots, de 19 cm de diametre, 16 cm de haut et un volume de 4 litre, ont été réservés
pour le semis des plantes témoins.

- 50 pots, mesurant 24 cm de diametre et 23 cm de haut, avec une capacité de 5 litre,
ont été utilisés pour les plantes traitées.
4.2.  Préparation de la suspension du Trichoderma sp
La souche de Trichoderma (PA) a été repiquée sur le milieu de culture (PDA) qui a été
préparé selon la méthode de JOHNSON et BOOTH (1983) in HAMMI (2003)
(composition voir annexe 1) et incubée a 25°C pendant 15 jours afin de favoriser leur
sporulation. La suspension sporale a été préparée en raclant la surface des cultures

émergées avec 50 ml d’eau distillée stérile.

A T’aide d’une cellule de malassez, nous avons pu déterminer la concentration de la
suspension meére, qui est égale & 15.10" spores/ml. A partir de cette derniére, nous avons
préparé la suspension désirée dont la concentration est de 10° spores/ml.

L’inoculation du Trichoderma a été faite par ’incorporation de la suspension sporale
avec le sol de chaque pot du lot traité a raison de 125 ml par pot (CARON et al., 2002) .
Ces derniers sont laissés dans la serre a une température de 25°C et humidité moyenne
de 74% pendant 15 jours avant le semis des graines, et sont arrosés quotidiennement

pour assurer une humidité adéquate au développement du champignon.

4.3. Mise en culture de Datura innoxia

4.3.1. Traitements et semis des graines

Les graines de D. innoxia ont été désinfectées par une solution diluée d’eau de Javel
pendant 20& 30min. Elles sont ensuite rincées a 1’eau distillée stérile. Les graines sont

scarifiées manuellement.
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Le semis a eu lieu en fin Mai, ou 2graines sont semées par pot pour les témoins et les
traitements. Les graines sont recouvertes par une couche de 0,5 cm de tourbe dans
laquelle I’humidité est maintenue par un arrosage quotidien.

4.4. Conditions de culture

La mise en culture des graines a été réalisée dans la serre, au niveau du département
d’Agronomie, ou les conditions sont variables: la température varie entre 25 et 39 °C
durant la période de développement, et I’humidité varie entre 40% et 74%. L’aération
est assurée par les fenétres entre ouvertes et la porte de la serre. La luminosité est

relativement faible.
4.5.  Etude des paramétres de croissance

Dés le premier jour du semis et jusqu’a la récolte des plantes, des prélévements de
température et d’humidité ont été effectuées a 1’aide d’un thermo-hygrométre, le matin
et a midi, afin de calculer les températures moyennes et I’humidit¢ moyenne pour

chaque semaine du développement des plantes.

Au cours de cette étude, nous avons suivi la croissance des plantes témoins et traitées,

en tenant compte des parametres suivants :
La hauteur de la tige ;

Le diametre de la tige ;

Le nombre des feuilles ;

4.6. Evaluation des teneurs en alcaloides totaux
4.6.1. Séchage et broyage

Les plantes témoins et traitées ont eté récoltées a deux stades de leur développement : le
stade végétatif (5 a 7 feuilles) et le stade de I’apparition du premier bouton floral (12 a
13 feuilles). Les feuilles, les tiges et les racines sont séparés et mis a sécher a 1’air libre
et a Pombre pendant un mois. Le séchage a été complété ensuite a 1’étuve a 60°C

pendant 15 min.

Les différentes organes (tiges, feuilles, racines) ont été broyés et conservés dans des

sachets en papier a température ambiante dans le laboratoire.
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4.6.2. Détermination de la matiére séche

Nous avons pu déterminer la matiere seche pour chaque poudre, en mettant 1g de la
poudre végétale a I’étuve, a 105°C pendant 24 heures, en mettant ensuite la poudre dans
le dessiccateur afin d’éliminer le reste d’humidité, puis on calcul le poids de la poudre

obtenu qui correspond au poids de la matiere séche.
4.6.3. Extraction et purification des alcaloides totaux

Le protocole d’extraction suivi est celui de HOUMANI (1999).
Nous avons effectué une double extraction éthanolique a ébullition sous reflux pour 1 g
de poudre végétale, aprés filtration le bouillon alcoolique est évaporé sous pression
réduite, et I’extrait sec est acidifié et filtré, ensuit la solution est alcalinisée. Une triple
purification est effectuée par 1’addition du chloroforme (V/V). La solution est évaporée
a sec, sous pression réduite. Ainsi, nous obtenons 1’extrait des alcaloides totaux purifiés.

Pour chaque organe nous avons effectué 4 essais, au total nous avons obtenu 32 extraits.
4.6.4. Analyses statistiques

Nous avons réalisés les analyses statistiques a 1’aide d’un logiciel SYSTAT version (7),
en modéle GLM (Generalized Linear Model), en étudiant 1’analyse de variance, pour
mettre en évidence les différences entre la croissance des plantes de Datura innoxia
témoins et traitées par la souche (PA) de Trichoderma sp, et les teneurs en alcaloides
totaux dans les différents organes de ces plantes.

Pour mettre en évidence la signification ou non des résultats, nous avons procéder a
I’étude de la probabilité pour une erreur p=5% qui est considérée comme limite

acceptables d’erreur.

-Si le p> 0,05, les résultats sont considéreés statistiquement «non significatifs».
- Si le p< 0,05, les résultats sont considérés statistiquement «significatifs».
- Si le p=0,00x, les résultats sont considérés «hautement significatifs».

- Si le p= 0,000, les résultats sont considérés «trés hautement significatifs».
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1. Germination des graines

Les résultats de germination des graines sont représentés dans le (Tableau 1).

Tableau 1. Taux de germination (en %) des graines témoins et traitées.

Témoins Traitements
Nombre des graines semées | 60 100
Nombre des graines germées | 30 80
Taux de germination 50 80

Apres une semaine du semis, sur les100 graines du lot traité par Trichoderma sp, nous
avons obtenu 80% des graines germées. Cependant, pour les graines du lot témoin, a
partir de 60 graines semées, 50% ont germés. Nous constatons que Trichoderma sp a

amélioré nettement la germination des graines de Datura innoxia.

En effet, LYNCH et al. (1991), ont démontré l'effet de certaines souches du
Trichoderma sur la germination des graines de laitue en l'absence de tout agent
pathogeéne.

BESNARD et DAVET (1993) et JOHANNE et al (2002), notent que certaines souches
de Trichoderma exercent un effet stimulant sur la germination de certaines plantes
notamment chez la tomate.

De plus WINDHAM et al. (1986) rapportent que les souches de Trichoderma
produisent des régulateurs de croissance qui permettent d’améliorer les taux de
germination des graines. JANOT (1986) ; BAKER (1988) et NABORS (2008),
indiguent que les réponses de stimulation des plantes par le Trichoderma sont dues aussi
bien a son aptitude a lutter contre les pathogénes mineurs qu'a la production de
régulateurs de croissance comme les gibbérellines, qui favorisent la germination des
graines. ALABOUVETTE et al. (1993); LEWIS et al. (1998) et PAPAVIZAS (1985),
mentionnent que ’introduction de Trichoderma au substrat est I’approche privilégie car
le champignon se multiplie et colonise la rhizosphére ce qui lui permet d’occuper

prioritairement la niche écologique.
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2. Suivi de la Croissance végeétative
Le développement des plantes de Datura innoxia témoins et traitées est représenté dans
la figure 7 (annexe 2).
2.1. La longueur des tiges
Les résultats du suivi de la croissance en longueur des tiges sont représentés sur la

figure 8, le tableau 2 (annexe 3), et le tableau 3.
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Figure 8. Variation de la moyenne des longueurs des tiges de Datura innoxia témoins et
traitées (modele GLM).

Tableau 3. Analyse de variance des moyennes des longueurs des tiges de D.innoxia

témoins et traitées.

Facteurs Sommes des ddl | Carrees F-ratio Probabilité
carrées des écarts moyens

Traitements | 97.022 1 97.022 6.345 0.036

Périodes 4792.768 8 599.096 39.177 0.000

Erreurs 122.335 8 15.292

La figure 8, montre une différence significative (p=0.036) entre les deux lots. La
longueur moyenne des tiges des plantes traitées est de 21.4 cm qui est supérieure a celle
des plantes témoins 17.2 cm.

2.2. Le diametre des tiges

Les résultats du suivi de la croissance en épaisseur des tiges sont reportés dans la figure

9, le tableau 4 (annexe 4), et le tableau 5.
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Figure 9. Variation de la moyenne des diametres des tiges de Datura innoxia témoins et
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Tableau 5. Analyse de variance des moyennes des diameétres des tiges de D.innoxia

témoins et traitée.

Facteurs Sommes des ddl | Carrées F-ratio Probabilité
carrées des écarts moyens

Traitements | 0.092 1 0.092 23.258 0.001

Périodes 1.529 8 0.191 48.079 0.000

Erreurs 0.032 8 0.004

D’aprés la figure 9, I’épaississement des tiges, difféere entre les plantes, une différence

hautement significative (p=0.001) est obtenue entre les plantes traitées et témoins. En

effet nous remarquons que les tiges des plantes traitées sont plus épaisses (® =0.50 cm)

que celles des plantes t¢émoins (®= 0.36 cm).

2.3. Le nombre des feuilles

Les résultats obtenus pour le dénombrement des feuilles sont reportés dans la figure 10,

le tableau 6 (annexe 5), et le tableau 7.
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Figure 10. Variation de la moyenne du nombre des feuilles de Datura innoxia témoins et
traitées (modele GLM).

Tableau 7. Analyse de variance de la moyenne du nombre des feuilles de D.innoxia

témoins et traitées.

Facteurs Sommes des ddl | Carrées F-ratio Probabilité
carrées des écarts moyens

Traitements | 4.004 1 4.004 15.220 0.005

Périodes 460.806 8 57.601 218.931 0.000

Erreurs 2.105 8 0.263

Selon la figure 10, une différence hautement significative (p=0.005) est observée entre
les plantes traitées qui présentent un nombre élevé de feuilles par rapport aux plantes
témoins, avec une moyenne qui varie de 7 feuilles a 8 feuilles respectivement.

D’apres les résultats du suivi de la croissance, nous constatons que les plantes de
Datura innoxia cultivées en serre et traitées par la souche de Trichoderma (PA)
présentent une meilleure croissance par rapport aux plantes témoins.

Des résultats similaires ont été obtenus par MOURIA et al. (2007) sur les plantes de
concombre et de tomate.

KLEIFELD et CHET (1992) et OUSLEY et al. (1994) rapportent que la stimulation de
la croissance des plantes par le Trichoderma serait due a l'augmentation du transfert des
nutriments a partir du sol jusqu'aux racines d'une maniere similaire aux effets des
mycorhizes. Dans le méme sens, BARBER et LYNCH (1977), notent que ce
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champignon a la capacité de convertir les éléments du sol ou de la matiére organique en
une forme assimilable par la plante.

OUSLEY et al. (1994); KLEIFELD et CHET (1992); MACKENZIE et al. (1995) ;
AHMAD et al. (2008), mentionnent que la réponse des plantes a I’action de
Trichoderma est due a la production des métabolites tels que les auxines, gibbérelline,
cytokinine qui stimulent directement la croissance des plantes, en influencant leur
métabolisme et leur activité enzymatique. De plus, ils contribuent a la production des
hormones par la plante (CHANG et al.,1986; WINDHAM et al., 1986).

HIBAR et al. (2005) notent que 1’amélioration des paramétres de croissance des plantes
par les souches de Trichoderma est attribuée a leur aptitude a combattre les maladies.
En effet, BROADBENT et al. (1977); ELAD et al. (1987), indiquent que ce
champignon permet le contréle des agents pathogénes mineurs de la rhizosphére.

2. Variations des conditions environnementaux température/humidité.

Les valeurs moyennes de température maximales et minimales, et d’humidit¢ dans
lesquelles les plantes avaient poussées sont représentées dans les graphes ci-dessous
(Figure 11).
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Figure 11. Variation de la moyenne des températures maximales et minimales (A) et de

I’humidité moyenne (B), en fonction du temps.

D’apres ces résultats, nous constatons une augmentation des températures minimale et
maximale en fonction du temps. Elles varient entre 23.33 et 29.5°C pour la température
minimale et entre 30 et 39.5°C pour la température maximale. Par contre nous

remarguons une diminution de I’humidité moyenne qui varie entre 57.5 et 47%.

Le calcul des coefficients de corrélation-présenté dans le tableau 8-pour ’effet des
températures et de I’humidité sur la croissance des plantes témoins et traitées, montre

que les températures maximales et 1’humidité sont positivement corrélées a la
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croissance des plantes. Cependant les températures minimales ne présentent aucune

corrélation.

Tableau 8 : facteur de corrélation de température maximale et minimale et d’humidité

moyenne avec les plantes témoins et traitées.

Témoin Traitement
Température maximal 2,03E-05 9,25E-06
Température minimale 0,067393 0,065916
Humidité moyenne 0,00067507 0,00054345

La température et I’humidité sont deux composantes trés importantes de
I’environnement dans lesquels poussent les plantes. Selon KUMAR et al. (1984), les
especes de Hyoscyamus exigent une haute température et une forte humidité. Ces

parameétres sont déterminants pour la production végétale.

D’aprés HOUMANI (1999), les solanacées a alcaloides tropaniques poussent sous tous
les climats, a des températures maximales comprises entre 20 et 35°C. Selon
LAKHDAR EZZINE et HOUMANI (2007), Datura innoxia se développe a des
températures maximales comprises entre 33.4°C et 39.8°C. En effet, VU (2008)
montrent que les plantes de Datura innoxia cultivées en serre chauffée présentent un

bon développement de la biomasse.

3. Production des alcaloides tropaniques
Les teneurs en alcaloides totaux ont été calculées pour les extraits des feuilles et des
tiges des plantes témoins et traitées, au stade végétatif et au stade d’apparition du 1*

bouton floral.

3.1. Variation des teneurs en alcaloides totaux en fonction du stade de
développement.

Les résultats sont représentés dans la figure 12 et le tableau 9.
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Figure 12. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes de Datura innoxia en

fonction des stades évolutifs (modéle GLM).

Tableau 9. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes en fonction des

stades.
Facteurs | Sommes des ddl | Carrées F-ratio Probabilité
carrées des moyens
écarts
Stades 73.386 1 73.386 49.501 0.000
Erreurs | 38.54 26 1.483

D’apres 1’analyse de variance, une différence hautement significative (p=0.000) a été
enregistrée entre les teneurs en alcaloides totaux et le stade de développement. La
production des alcaloides est plus importante au stade d’apparition du 1 bouton floral

qu’au stade végétatif.

D’apres la figure, cette plante est riche en alcaloides totaux qui atteignent un taux de
0.60% au stade d’apparition du 1% bouton floral. De plus ces teneurs sont de 0.30% au
stade végétatif.

Nos résultats concordent avec ceux de LAKHDAR EZZINE et HOUMANI (2007), qui
notent des teneurs en alcaloides totaux égale a 0.39%, au stade plantule (4 a 5 feuilles)

et sont de I'ordre de 0.76% au stade (ler bouton floral) pour la méme espece.
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HOUMANI (1999), indique que les plantes cultivées augmentent de 14 fois leur
rendement total en alcaloides. D’aprés PARIS et MOYSE (1971), Datura innoxia

renferme plus d’alcaloides et elle est plus toxique que Datura stramonium.

3.2. Variation des teneurs en alcaloides totaux aux différents stades évolutifs en

fonction des organes et des traitements et traitements*organes.

Les résultats d’analyse de variance sont représentés dans les tableaux (10 et 11).

Tableau 10. Variation des teneurs en alcaloides totaux au stade d’apparition du 1%

bouton floral en fonction des traitements et des organes et traitements*organes.

Facteurs Sommes des ddl | Carrées | F-ratio Probabilité
carrées des moyens
écarts
Traitements 19.660 1 19.660 86.917 0.000
Organes 7.359 1 7.359 32.534 0.000
Traitements*Organes | 1.530 1 1.530 15.957 0.003
Erreur 2.488 11 0.226

Tableau 11. Variation des teneurs en alcaloides totaux au stade végetatif en fonction

des traitements et des organes et traitements*organes.

Facteurs Sommes ddl | Carrées | F-ratio | Probabilité
des moyens
carrées
des écarts
Traitements 1.569 1 1.569 6.052 0.034
Organes 4.226 1 4.226 16.304 | 0.002
Traitements*Organes 0.153 1 0.153 0.589 | 0.461
Erreurs 2.592 10 | 0.259
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3.2.1.Variation des teneurs en alcaloides totaux en fonction des organes de la
plantes.

» Stade végétatif

Les Résultats d’analyse de variance sont représentés sur la figure 13 et le tableau 11.
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Figure 13. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes au stade végétatif en

fonction des organes (modele GLM).

La figure 13 montre que la teneur en alcaloides totaux differe significativement selon
les organes de la plante ou une différence hautement significative (p=0.002) a été
obtenue. Les feuilles sont plus concentrées en alcaloides avec une moyenne de 0.32%
par rapport aux tiges (0.23%).

> Apparition du 1°" bouton floral

Les Résultats d’analyse de variance sont représentés sur la figure 14 et le tableau 10.
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Figure 14. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes au stade d’apparition du 1%

bouton floral en fonction des organes (modele GLM).
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Selon la figure 14, au stade du 1* bouton floral, les feuilles contiennent environ 0.67%
d’alcaloides totaux et les tiges en contiennent 0.52%, avec une différence hautement

significative (p=0.000).

Nos résultats montrent que les feuilles de Datura innoxia sont les plus riches en

alcaloides tropaniques quelque soit le stade de développement.

KAPAHI et SARIN (1978), indiquent que les feuilles de Datura innoxia sont riches en
scopolamine. MIRALDI et al (2001), indiquent que le contenu maximum en

scopolamine est observé dans les feuilles apicales.

Ces valeurs sont plus élevées a celles trouvées par BENHIZIA (1989), qui mentionne
que les feuilles de Datura stramonium spontané contiennent 0.36% MS d’alcaloides

totaux. Le méme auteur note des valeurs de 0.12%MS pour les tiges de la méme espéce.

D’apres PARIS et MOYSE (1971), les feuilles de A.belladonna cultivée contiennent 0.2
a 0.6% d’alcaloides totaux, et peut varier de 0.1% a 0.7% selon KUMAR et al. (1984).

Par ailleurs nos résultats sembles inférieurs a celles trouvees par YAMANI (1997) pour
les feuilles de Datura arborera qui renferment environ 1.55% de MS.

3.2.2.Variation des teneurs en alcaloides totaux en fonction des traitements

v/ Stade végétatif et stade d’apparition du 1°" bouton floral

Les résultats sont traduits sous forme de graphe sur la figure 15 et les tableaux (10 et
11).
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Figure 15. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes témoins et traitées au stade

végétatif (a) et au stade d’apparition du 1% bouton floral (b) (modéle GLM).
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Au stade végétatif, nous avons observé une différence significative (p=0.034) entre les
teneurs en alcaloides totaux des plantes traitées (0.31%) et les plantes témoins (0.24%).
Cependant au stade du 1% bouton floral, la différence est hautement significative
(p=0.000). Effectivement, les plantes traitées en contiennent 0.71% et les plantes
témoins contiennent 0.49%.

3.2.3.Variation des teneurs en alcaloides totaux en fonction des
traitements*organes.

v' Stade d’apparition du 1°" bouton floral

Les résultats sont traduits sous forme de graphe sur la figure 16 et dans le tableau 10.
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Figure 16. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes témoins et traitées au stade

d’apparition du 1* bouton floral en fonction des organes (modéle GLM).

La figure 16 montre que les feuilles des plantes traitées sont riches en alcaloides
(0.81%) par rapport au feuilles des plantes témoins (0.51%) au stade du 1* bouton
floral, avec une différence hautement significative (p=0.003). le méme résultat a été
observée pour les tiges, ou les teneurs en alcaloides totaux des plantes traitées sont de

0.62%et ceux des plantes témoins sont de I’ordre de 0.44%.
v/ Stade végétatif

Les résultats sont traduits sous forme de graphe sur la figure 17 et dans le tableau 11.
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Figure 17. Variation des teneurs en alcaloides totaux des plantes témoins et traitées au stade

végétatif en fonction des organes (modéle GLM).

En outre, au stade végétatif une différence significatif a été observé (p=0.0461) entre les
teneurs en alcaloides totaux des feuilles des plantes traitées qui ont été supérieures
(0.35%) a celles des plantes témoins (0.31%). De plus les tiges des plantes traitées

contiennent plus d’alcaloides (0.26%) que les plantes témoins (0.17%).

D’aprés VU (2008), les cultures hydroponiques de Datura innoxia par différentes
souches d’Agrobacterium a conduit a une amelioration de la biosynthése et de
I’accumulation des alcaloides dans la plante.

HASHIMOTO et al. (1986), signalent que la culture des racines de Hyoscyamus albus
dans un milieu renfermant des régulateurs de croissances produit principalement de

I’hyoscyamine, dont la teneur varie de 0.5 a 1.2% de la MS.

De plus d’aprées MOURIA et al (2007), I’ajout de Trichoderma aux plantes de tomate

permet 1’accroissement général du métabolisme de la plante.
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Conclusion général

Notre travail a porté sur 1’étude de 1’action de Trichoderma sur la croissance et la

production des alcaloides tropaniques de Datura innoxia Mill cultivée,

Le suivi de la germination et de la croissance des plantes nous a permis de constater que
les plantes traitées présentent une meilleure germination et un meilleur développement

par rapport aux plantes témoins avec un taux de 80%.

D’aprés I’analyse de variance, une différence hautement significative (p=0.000) a été
enregistrée entre les teneurs en alcaloides totaux des plantes au stade d’apparition du 1%
bouton floral avec une moyenne de 0.60% et au stade végétatif avec une moyenne de
0.30%.

Nos résultats montrent que la teneur en alcaloides totaux différe significativement selon
les organes avec une différence hautement significative (p=0.002).en effet, les feuilles
sont plus concentrées en alcaloides par rapport aux tiges, avec des valeurs respectives
0.32% et 0.23% au stade végetatif.

Une différence hautement significative (p=0.000) a été observée entre les organes au

stade du 1* bouton floral, ou les feuilles contiennent environ 0.67% d’alcaloides totaux.

Concernant le traitement, nous avons observé une différence significative entre les
teneurs en alcaloides totaux des plantes traitées et des plantes témoins pour les deux
stades de développement. En effet, les plantes traitées semblent produire plus

d’alcaloides (0.31% et 0.71%) en comparaison avec les plantes témoins (0.24% et

0.49%).

La comparaison entre organes montre une différence hautement significative (p=0.003)
entre feuilles et tiges des plantes traitées et témoins. Les feuilles des plantes traitées sont
plus riches en alcaloides (0.35% et 0.81%) par rapport au feuilles des plantes témoins
(0.17% et 0.51%).
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Perspectives

Ce travail doit étre compléter :

Utilisation de plusieurs souches fongiques du Trichoderma sp. ou bactériennes.
Tester différentes concentrations de 1’inoculum choisi.

Tester différents modes d’inoculation, par trempage ou injection des racines, par
incorporation dans le sol.

Moduler les paramétres environnementaux (température/humidité), luminosité
(naturelle/artificielle), afin de savoir le comportement des souches de
Trichoderma vis-a-vis le changement des conditions de culture et optimiser sa
croissance.

Le suivi de la croissance de Trichoderma dés le jour d’inoculation et déterminer
la concentration a chaque période de culture. Déterminer aussi la présence des
autres microorganismes (bactéries, champignons, virus...).

Utiliser différentes pratiques culturales, culture sur sol, culture in vitro, cultures
hydroponiques (hors sol).

Effectuer des analyses chromatographiques CGMS, HPLC, FTIR, afin de
déterminer les métabolites sécrétés par le Trichoderma et comprendre leur mode
d’action sur la plante et leur métabolisme.

Effectuer ’analyse chromatographique pour les plantes traitées par le
Trichoderma afin de doser 1’hyoscyamine et la scopolamine dans les différents
organes.

Etudier le profil génétique de la plante soumise sous 1’effet de Trichoderma pour

voir la modification des réponses génétiques vis-a-vis les éliciteurs.
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Annexes



Annexe 1

Composition du milieu de culture de Potato Dextrose Agar (PDA).

La composition du milieu de culture est basé sur la méthode de JOHNSON et BOOTH
(1983) in HAMMI (2003)

20g d’agar-agar
20g de glucose
1000 ml d’eau distillée

200g de pomme de terre



Figure 7. Aspect des plantes témoins et traitées aux différents stades

évolutifs

A : Plantule témoins de Datura innoxia a 5 feuilles.
: Plantules de Datura innoxia traitée par Trichoderma a 5 feuilles.
: Plantes témoins de Datura innoxia au stade végétative.

: Figure-11d : plantes de Datura innoxia traitées par Trichoderma au stade végétative.

m O O W

: Plantes témoins de Datura innoxia au stade dul® bouton floral.

: Plantes de Datura innoxia traitées par Trichoderma au stade du 1* bouton floral.
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Annexe 3

Tableau 2. La moyenne des longueurs des tiges de D.innoxia témoin et
traitees.

période Témoin Traitement
S1 0 0

S2 2 2

S3 2.78 3.12
S4 8.71 9.84
S5 16.28 17.17
S6 21.42 26.14
S7 26.14 40.6
S8 35.71 45.58
S9 40.12 50.5
Moyenne général 17.12 21.40




Annexe 4

Tableau 4. Moyennes des valeurs des diametres des tiges de D.innoxia

témoins et traitées.

période Temoin Traitement
S1 0 0

S2 0.1 0.18
S3 0.17 0.24
S4 0.25 0.38
S5 0.30 0.49
S6 0.37 0.56
S7 0.45 0.76
S8 0.67 0.81
S9 0.89 1.07
Moyenne général 0.36 0.50




Annexe 5

Tableau 6. La moyenne du nombre des feuilles de D.innoxia témoins et

traitées.

Période Témoin Traitement
S1 0 0

S2 2 2.5
S3 3.2 3.18
S4 4.57 5.27
S5 6.28 7.19
S6 8.57 9.14
S7 10 12.07
S8 12.71 14.56
S9 14.85 16.44
Moyenne général 6.90 7.81




