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Introduction

Introduction

L’Algérie recele un énorme réservoir de ressources phytogénétiques appartenant a
différentes familles botaniques, utilisées depuis la plus haute antiquité en médecine populaire
pour soigner un grand nombre de maladies. Les Solanacées figurent parmi les especes les plus
utilisées, a l’instar des Datura (D. stramonium, D. ferox, D.inoxia, D. quercifolia....)
(MORSLI, 2013). Ces derniéres sont spontanées en Algérie, et leur présence dans toutes les
régions du pays leurs confére un statut d’especes cosmopolites (QUEZEL et SANTA, 1963).
Celles-ci peuvent étre valorisées pour la production des molécules bioactives utilisables aussi

bien en médecine humaine que vétérinaire.

Par ailleurs, pour ses besoins pharmaceutiques, I’ Algérie importe ces métabolites secondaires
et ce, malgré la présence en Algérie, a [’état spontané, de nombreuses ressources

phytogénétiques qui peuvent étre valorisees (HOUMANI, 1999).

La production d’alcaloides par culture en plein champ dépend généralement des facteurs
biotiques et abiotiques et de leurs intéraction ajouté a cela la complexité de leur synthése par
voie chimique souvent trop onéreuse. De ce fait, La production de ces derniers par voie
biotechnologique constitue une alternative intéressante. En effet, la culture in-vitro offre
I’avantage de contrdler les conditions environnementales et donc, une régularité de la
production (SRIVASTAVA S et SRIVASTAVA a., 2007). Cependant certains systemes
cellulaires (suspensions cellulaires, cals) présentent I’inconvénient d’étre génétiquement
instables et peu productifs en métabolites secondaires. La solution réside donc dans la culture
des chevelus racinaires induits par transformation génétique de Datura par Agrobacterium
rhizogenes (GIRI et NARASU, 2000). Ce type de tissu présente une bonne stabilité génétique,
une croissance rapide et illimitée et une production accrue en métabolites secondaires ce qui

constitue un systeme de production efficient (RAHIMI et al., 2008).

Ainsi, une espéce spontanée d’Algérie et abondante du genre Datura : Datura stramonium
fait I’objet de notre étude en vue de sa valorisation. A cet effet, notre travail comprendra donc
trois chapitres. Le premier volet portera sur une synthése qui reprend 1’ensemble des travaux
précédemment consacré a ce sujet. Le seconde, quant a lui, est consacré a I’approche de la
méthodologie adoptée pour ce travail. Enfin le dernier chapitre, les résultats et leur
discussion, ainsi que les perspectives concernant I’amélioration de la production de

métabolites secondaires.
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I. Synthése bibliographique

1.1 Généralités sur les Datura

Le genre Datura appartient a la famille des Solanacées, c’est une grande famille de plantes
herbacées ou arbustes a feuilles simples ou pennées, a fleurs hermaphrodites, elle comporte
plus de 2000 especes, dont les % sont inclus dans le genre Solanum (BAKIRI, 2007).

Selon BIANCHINI et CORBITTA (1975), les Datura sont des solanacées a alcaloides
tropaniques, ayant des propriétés thérapeutiques trés recherchées en pharmacologie.

Les botanistes ne s’accordent pas tous quant a 1’origine du mot Datura, selon POLETTI
(1988), le terme Datura provient de dhatura qui est le nom indien de la plante et qui signifie
“pomme épineuse” ou “pomme de la mort”. Par ailleurs, BIANCHINI &PANTANO (1986)
indique que ce terme viendrait du nom arabe “tatorah” dont la racine “tat” signifie piquer.

En Algérie, les espéces de Datura sont connues par plusieurs noms selon les régions, en
Kabylie “Bounrjouf ”, aux Aurés “Netina ” (DAMBRI, 1998).

Linné nommait les plantes de cette famille, les " blémes ", les " tristes ", car les feuilles ont
plutdt un aspect tombant avec des couleurs assez ternes (CHALANDRE, 2000 In MORSLI,
2013).

I.1.1 Origine et répartition

La plupart des Datura sont originaires d’Amérique du centre et de sud, d’Europe centrale et
méridionale, d’Afrique du Nord et d’Asie occidentale (PELIKAN. 1986). Les Datura en
Algérie sont cosmopolites (QUEZEL et SANTA, 1963), elles poussent a 1’état sauvage, aux
bords des routes, dans les décombres et dans les cultures (BENHIZIA, 1989 et HOUMANI,
1999). Les Datura préferent les sols argileux, légerement basiques, humides et les expositions
bien ensoleillées (HOUMANI et al., 1994).

Le genre Datura regroupe plusieurs especes, dont cinq sont identifiées a 1’état spontané en
Algérie par Houmani (1999) ; Datura ferox L, Datura innoxia Mill, Datura quercifolia

Humb, Datura stramonium L et Datura tatula L.

1.2 Caractéristiques de Datura stramonium L

Le Datura stramonium L .a eté décrit pour la premiére fois en 1753 par Linné
(BENHIZIA ,1989), il appartient a la famille des solanacées (QUEZEL et SANTA ,1963).



Synthese bibliographique

Le Datura stramonium (fig.1) est une plante herbacée annuelle tres vigoureuse de port
puissant allant de 20 a 100 cm de hauteur (VOLAK et JIRI, 1983). La tige est arrondie, porte
des feuilles ovales aigués profondément découpées en lobes inégaux pointus et marquées par
des nervures saillantes, axillaires, grandes (BRUNETON, 2005). Le pétiole mesure 2 a 6 cm
et le limbe de (5 a 13) x (3 a 15) cm (AMDOUN et al., 2005a). Les fleurs érigées sont
insérées de maniére solitaire au point de départ des ramifications. Le calice de la fleur est
tubulé, surmonté d’une corolle gamopétale a cinq lobes. Le fruit est une capsule érigée
épineuse ovoide ou globuleuse de (3 a 4)- (2 a 5) cm. Il posséde quatre valves qui s’ouvrent a
maturité pour libérer plusieurs graines noires rugueuses et réniformes (AMDOUN et al.,
2005a). La racine est fusiforme et ramifié¢e (THURZOVA, 1981 et PELIKAN, 1986). le
Datura stramonium posséde douze paires de chromosomes, soit a 1’état diploide (2n = 2x =
24) ou tétraploide (2n = 4x = 48) (ROSSIGNOL et al., 2004).

Figure 1. Datura stramonium (CSAPODY, 1961)

Intérét de Datura stramonium :

La stramoine a des propriétés médicinales appréciées depuis fort longtemps (PLAN, 1988).

Employée contre les convulsions, 1’épilepsie, les tremblements séniles, les douleurs

3
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rhumatismales, les névralgies, I’asthme et divers troubles du systéme nerveux (POLETTI,
1988).

De plus de son réle dans la pharmacologie, le Datura trouve plusieurs applications dans de
multiples domaines tels que ’ornementation, 1’écologie, la lutte biologique et I’agriculture

biologiqu (DUVAL, 1991).

Le Datura stramonium est une trés belle plante qui présente un grand intérét ornemental, par
ces larges feuilles dentées et ces belles fleurs décorative (VERDRAGER, 1978).

Selon ROLARD (2002), le Datura stramonium peut étre utilisé aussi dans le domaine
écologique pour désinfecter les eaux et les sols pollués, en digérant les déchets radioactifs,

ainsi ces derniers seront concentres sur les parois de ses cellules.

D’aprés BELIARD et al (2002), le datura stramonium peut étre utilisé dans le cadre de lutte

biologique contre plusieurs ravageurs tel que les acariens et les aleurodes.
I.3 Chevelus racinaires

1.3.1 Agrobacterium rhizogenes

Le genre Agrobacterium appartient a la sous-classe alpha 2 Proteobacteria et a la famille des
Rhizobiaceae (Woese et al., 1984). Il regroupe plusieurs espéces dont les deux plus connues
sont  Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium rhizogenes(TOURTE, 1998). Ces
bactéries ont la faculté de transférer une partie de leur ADN dans le noyau de certaines
cellules végétales (SCRIBAN, 1999).

L’Agrobacterium rhizogenes est une bactérie du sol gram-négatif encapsulée (MOORE et
al.,2001 in BELASKRI, 2006). Cette bactérie se présente sous forme de bacille de 0,6 a 1 um
de largeur et de 1,5 a 3 um de longueur. Elle est mobile grace a 1 a 6 flagelles. Elle vit en
aérobie, car elle posséde un métabolisme du type respiratoire avec 1’oxygene comme dernier
accepteur d’électrons. Elle est toutefois capable de croitre sous des tensions réduites en
oxygene dans les tissus de la plante (CHRIQUI, 1998).

L’Agrobacterium rhizogenes est un parasite de nombreuses plantes dicotylédones et quelques
especes monocotylédones (TIKHOMIROFF, 2001). Elle provoque chez ces plantes une
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abondante prolifération des racines (DAVET, 1996): c’est la «maladie du chevelu
racinaire » ou « hairy root disease » (CASSE et BREITLER, 2001 ; KUMAR et al., 2006).

Cet effet morphogénétique dépend de la présence dans la bactérie d'un épisome particulier
appelé plasmide Ri (root inducing) (TEPFER, 1982).

Les plasmides circulaires d’ADN bicaténaire sont présents sous forme de plusieurs
exemplaires identiques, ils comprennent plusieurs régions dont trois particulierement
importantes (TOURTE, 1998) :

= Une région contenant 1’origine de réplication.
= Une région correspondant a I’ADN de transfert ou ADN-T.
= Une région vir contenant divers génes influencant sur la propriété de virulence de la

bactérie.

I.3.2 Mécanisme de la transformation par 1’agrobactérie

L’A. tumefaciens est plus étudiée que I’A. rhizogenes. Aussi, les mécanismes cellulaires de
transformation sont généralement décrits chez 1I’A. tumefaciens (Figure. 2). Néanmoins, ces
mécanismes restent semblables a ceux de I’A. rhizogenes (TIKHOMIROFF, 2001;
KOVALENKO et MALIUTA, 2003). On peut dissocier le mécanisme de la transformation en

trois étapes :

1-  Adhésion bactérie-plante ;

2-  Activation des genes de virulence « vir » ;

3-  Exportation et insertion de I'ADN-T dans le génome de la cellule hote.
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Figure 2.Mécanismes et principaux génes impliqués dans le transfert de PADN-T

d’Agrobacterium tumefaciens dans les cellules végétales (GELVIN, 2003)

L.3.2.1 Adhésion bactérie-plante

L’adhésion de la bactérie sur les cellules de la plante est une étape indispensable au processus
d’infection. La bactérie doit se maintenir attachée au site cible pour créer un pilus de
conjugaison reliant les deux membranes cellulaires (LIPPINCOT et LIPPINCOT, 1969 in
BELASKRI, 2006). Les genes responsables de I'attachement sont portés par le chromosome
bactérien (CASSE et BRIETLER, 2001 ; SCRIBAN, 1999). Les génes chvA, chvB et exoC
sont responsables de la synthése d'un polysaccharide périplasmique (B-1,2- glucane) excrété
hors de la bactérie. Ce polysaccharide serait impliqué dans la capacité d’accrochage de la
bactérie aux cellules végétales. Un autre polysaccharide de type cellulose joue le réle de
stabilisation de 1’adhésion une fois qu’elle est initice (MATHYSSE et GURLITZ in
TIKHOMIROFF, 2001).
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L3.2.2 Activation des génes vir
L’activation des genes vir est un phénoméne indépendant de 1’adhésion d’Agrobacterium sur
une cellule végétale (LEROUX et al., 1987 in TIKHOMIROFF, 2001). Les génes vir sont

activés par des signaux chimiques que la plante relache en cas de blessure comme :

1- Les monosaccharides tels que le glucose et I’acide glucorinique (TIKHOMIROFF,
2002) ;

2- Le pH acide (TIKHOMIROFF, 2002) ;

3- Les composées phénoliques dérivés du syringol (le plus actif étant 1’acétosyringone)

(GIRI et NARASU, 2000 ; CHUPEAU, 2001 ;TIKHOMIROFF, 2002).

L.3.2.3 Insertion de 'ADN-T dans le génome de la cellule végétale

L’ADN-T qui est transféré est une partie bien définie du plasmide Ri chez I’ Agrobacterium
rhizogenes. C'est sous forme de simple brin qu'il est exporté dans le noyau de la cellule
végétale cible. Les protéines VirD1 et VirD2 sont des endonucléases spécifiques qui
reconnaissent les bords de I’ADN-T. Elles excisent ainsi le brin qui en sera exporté. VirD2
s'attachent de maniére covalente sur l'extrémité 5' du simple brin de ’ADN-T. Le brin
d’ADN-T est recouvert par plusieurs copies (environ 600) de la protéine VirE2, ce qui
permettrait sa protection contre les nucléases de la cellule végétale cible (HOWARD et
CITOVSKY, 1990). Une fois qu’il est dans le noyau, I’ADN-T s’intégre par un processus de
recombinaison aléatoire et non homologue (Fig. 5) (CRETE, 2006). Selon CHUPEAU (2001),
il y’a resynthese de la portion coupée entre les sites de coupure et régénération d’un ADN-T
double brin.L'ensemble VirD2, VirE2 et ’ADN-T constituent le "complexe T" (DAVET,
1996 ; SCRIBAN, 1999 ; TZFIRA et al., 2004).

L’intégration de I’ADN-T au sein du génome nucléaire de la plante se fait au hasard dans les

parties qui sont réguliérement transcrites. Plusieurs copies de ’ADN-T peuvent se trouver
dans le génome de la cellule végétale (TIKHOMIROFF, 2002 ; TZFIRA et al., 2004).

L’expression de I'ADN-T chez les plantes se traduit par, la formation d'un chevelu racinaire
abondant au site d'infection. Ce chevelu a la faculté de synthétiser des opines qui différent

selon les souches bactériennes (agropine, nopaline, octopine, mannopine) (DAVET, 1996).
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[.3.3 Intéréts de la culture des chevelus racinaires

Depuis 1980, les chevelus racinaires ont été utilisés comme un systéme expérimental pour
I’étude du métabolisme racinaire, et méme comme alternative a la culture de suspensions
cellulaires pour la production des principes actifs (LANOUE et al ., 2004). A partir de I’année
1985, I’approche de production de métabolites secondaires par les chevelus racinaires a été
utilisée par de nombreux laboratoires dans le monde et pour une multitude d’espéces et de

métabolites secondaires (FLORES et MEDINA-BOLIVAR, 1995).

Plusieurs métabolites secondaires d’intéréts sont synthétisés au niveau des racines. La culture
de chevelus racinaires pour la production de principes actifs, passe de la petite échelle (au
laboratoire) vers la production industrielle a grande échelle (GUILLON et al., 2006).

Les racines transformées présentent une structure a développement rapide, dont la croissance
peut se faire dans un milieu sans hormones (BELABBASSI et BENOUARET, 2009). Elles
croissent a la méme vitesse ou plus vite que les cultures cellulaires (FLORES et al., 1999).
Elles atteignent des densités trés élevées et peuvent produire des taux significatifs de
métabolites secondaires (SOURET et al., 2003).

Contrairement aux cultures cellulaires, la culture des chevelus est caractérisée par une stabilité
génétique et biosynthétique élevée (GIRI et NARASU, 2000 ; GUILLON et al.,2006 ;
SRIVASTAVA et SRIVASTAVA,2007).

1.4 Les alcaloides

De par leur nombre et leur diversité, les alcaloides constituent le groupe le plus important des
métabolites secondaires. Le terme d’alcaloide (de al kaly= la soude ; alcaloide = qui a
I’apparence d’une base), a été introduit pour la premiére fois par le pharmacien Allemand
Meisner en 1818 pour désigner toutes les substances naturelles qui réagissent comme des
bases (BRUNETON, 1987).

Selon Mauro (2006), les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant
essentiellement des plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure,
avec un degré variable de caractere basique. lIls sont distincts des autres composés azotés
comme les aminoacides, les bétalaines, les peptides, les amino-sucres, les vitamines azoteées,
les pophyrines et les alkylamines (BRUNETON, 1987).
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I.4.1 Classification

MAURO (2006) estime qu’il y a plus de 10 000 alcaloides différents déja isolés (ou détectés)
a partir de sources végétales, animales ou de micro-organismes. Proposer une classification
est une tache difficile, en raison du grand nombre de composés connus et surtout a cause de la

diversité structurale.

Plusieurs types de classification ont été proposées mais seule la classification biogénétique a
été retenue et est la plus utilisée (BRUNETON, 1987). L’atome d’azote dans les alcaloides
provient, en général, d’un acide aminé dont la structure carbonée reste souvent intacte dans la
structure finale de 1’alcaloide. Une fagon raisonnable est alors de classer les alcaloides en
groupes selon leur précurseur biosynthétique. Ainsi, il existe des alcaloides derivés de
I’ornithine, de la lysine, de la tyrosine, de la phénylalanine et du tryptophane (MAURO,
2006).

I.4.2 Alcaloides tropaniques

Les alcaloides tropaniques, tels que I’hyoscyamine, la scopolamine et 1’atropine (fig.5),
constituent 1’un des groupes les plus importants de métabolites secondaires chez les
Solanaceae (GRIFFIN et LIN, 2000; IZOUINE, 2001 et WIART, 2006). lls sont
particulierement abondants dans certains genres, comme Datura, Brugmansia, Hyoscyamus,
Atropa, Scopolia, Mandragora, et Duboisia (POLYA, 2003 et WINK, 2003).

Ces alcaloides ont des propriétés antispasmodiques dans le systéme gastro-intestinal et
également des propriétés anti-sécrétrices (utiles au cours des interventions chirurgicales).
L’atropine est largement utilisée dans le domaine de 1’ophtalmologie en tant qu’agent

mydriatique (pour dilater la pupille) (MAURO, 2006).
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Figure 3.Structures chimiques de 3 alcaloides tropaniques (PALAZON et al., 2008)

1 :Hyosciamine, 2 : Scopolamine, 3 : Atropine

I.4.3 Biosynthese des alcaloides tropaniques
La biosyntheése des alcaloides tropaniques a attiré I’attention de plusieurs auteurs (Duran-
Patron et al., 2000). Ainsi, les grandes lignes de la biosynthese des alcaloides sont connues,

notamment grace a I’emploi d’éléments marqués (GUIGNARD, 1979).

Les alcaloides tropaniques sont produits principalement chez les solanacées. L’hyoscyamine
et la scopolamine (qui sont les plus importants alcaloides des Datura) sont issus du cycle de
polyamine. Les deux précurseurs de la chaine de biosynthese sont : I’ornithine et I’arginine et
les deux activités enzymatiques initiales sont I’ornithine décarboxylase (OrnDC) et I’arginine

décarboxylase (ArgD) (VALLET, 1996) (Figure 4).

Selon HEBY (1981), I’hyoscyamine provient de 1’estérification de 1’acide tropique et du
tropanol, ce dernier est synthétisé a partir de 1’ornithine, qui est méthylée par 1’ornithine
méthyl transferase (OrnMT) en N-méthyl ornithine. Une décarboxylation, conduit a la N-
méthyl putrescine, qui peut également provenir de la méthylation de la putrescine par la
putrescine N-methyltransférase (PMT). L’action de la N-méthyl putrescine oxydase engendre
le 4-methylamino-butanol, qui par décarboxylation donne le noyau N-méthylpyrrolinium, sa
condensation avec I’acétoacétate donne I’hygrine. La cyclisation de cette derniére conduit au
tropinone qui sera réduit par la tropinone réductase | (TR-I) en tropine. L’acide tropique,
quant a lui, dérive de la phénylalanine. La tropine estérifiée par 1’acide tropique donne ainsi

I’hyoscyamine.
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La biosynthese de la scopolamine est complexe, mais cet alcaloide est directement issu de
I’hyoscyamine par époxydation. Ce phénomeéne met en jeu deux enzymes : 1’hyoscyamine 6f3-
hydroxylase (H6H) localisée au niveau du péricycle des jeunes racines et ’hyoscyamine 6f3-
epoxydase localisée dans les feuilles (HASHIMOTO et al., 1986-1987-1991 inVALLET,
1996).

Chez le Datura, I’hyoscyamine est synthétisée dans les racines et transportée par le xyléeme
jusqu’aux feuilles, et elle peut étre redistribuée par le phloeme. Tandis que sa conversion en
scopolamine par époxydation a essentiellement lieu dans le mésophile photosynthétique des
feuilles (tres peu dans les racines) (VALLET, 1996).

ornithine arginine NH
[}
HOO NH_NH_ HOO NH, NHCN,H
J ombDc 3 ArgD
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HoMN NH,
PrMT
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Figure 4. Biosynthese des alcaloides tropaniques (LEE et al., 2004)

OrnDC : Ornithine décarboxylase ;

ArgD :Arginine décarboxylase ;

PMT : Putrescine N-methyltransférase ;
TR-1 et TR-11 :Tropinone réductase | et 11 ;
H6H : Hyoscyamine 63- hydroxylase.
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I.4.4 Extraction des alcaloides

L’extraction des alcaloides est fondée, en régle générale, sur le fait qu’ils existent dans la
plante a 1’état de sels ou de combinaisons solubles, sur leur caractére basique et donc sur la
solubilité différentielle des bases et des sels dans 1’eau et dans les solvants en fonction du pH
(BRUNETON, 1987). Donc l'isolement et I'analyse des alcaloides se fondent généralement
sur les différences dans la solubilité de la forme de base -libre et de la forme acide. La base
libre est habituellement soluble dans les solvants hydrophobes (MAKKAR et al., 2007).
L’extraction est généralement réalisée par des solvants organiques non polaires, par des

solvants organiques polaires ou par I’eau acidifiée (PARIS et HURABIELLE, 1981).

L1.4.4.1 Extraction proprement dite
Deux methodes sont utilisées : I’extraction en milieu alcalin (par un solvant) et I’extraction en

milieu acide (par I’eau ou par une solution alcoolique ou hydroalcoolique).
a. Extraction par un solvant en milieu alcalin
Solon BRUNETON (1995) :

- La drogue pulvérisée est mélangée a une solution aqueuse alcaline qui déplace les
alcaloides de leurs combinaisons salines, les bases ainsi libérées sont ensuite solubilisées dans

un solvant organique.

- L’agent d’alcalinisation est trés souvent I’ammoniaque. Le solvant organique peut étre

un solvant chloré, le benzéne ou 1’éther di¢thylique.

- Le solvant organique contenant les alcaloides bases est séparé, et si nécessaire,
concentré par distillation sous pression réduite. Il est alors agité a plusieurs reprises avec une
solution aqueuse acide. Les alcaloides se solubilisent sous forme de sels dans la phase
aqueuse tandis que les pigments, stérols et autres impuretés restent en solution dans la phase
organique. Les acides utilisés sont variables (HCI, H,SO,, H3PO,, acide sulfamique ou acide

citrique) mais toujours en solutions diluées.

- Les solutions aqueuses de sels d’alcaloides sont alcalinisées par une base en présence
d’un solvant non miscible. L’épuisement de la phase aqueuse est poursuivi jusqu’a ce que

tous les alcaloides soient repassés en phase organique.

12
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- Le solvant organique contenant les alcaloides bases est décante, débarrassé des traces
d’eau qu’il peut renfermer par déshydratation avec un sel anhydre et évaporé sous vide. |l

reste alors un résidu : les alcaloides totaux.
b. Extraction en milieu acide
Deux cas peuvent se présenter :

- Dans le premier cas, la drogue pulvérisée est directement épuisée par de 1’eau

acidifiée ;

- Dans le deuxiéme cas, c’est avec une solution alcoolique ou hydroalcoolique d’acide
que I’épuisement est réalisé. Dans ce cas la solution extractive est concentrée par distillation

sous vide pour chasser 1’alcool.

Dans les deux cas on se retrouve donc avec une solution aqueuse de sels d’alcaloides qui peut

étre traitée de différentes facons (BRUNETON, 1987):
1. Alcalinisation et extraction des bases par un solvant organique non miscible.

2. Fixation des alcaloides sur des résines échangeuses d’ions puis élution par des acides

forts.

3. Précipitation des alcaloides sous la forme d’iodomercurates par du réactif de Mayer
concentre, le complexe forme est récupéré par filtration ou centrifugation, redissout dans un
mélange hydro-alcoolo-acétonique et décomposé par passage sur des résines échangeuses

d’ions.

1.4.4.2 Purification

Quelle que soit la méthode choisie pour extraire les alcaloides, ce ne sont pas des produits
purs qui sont obtenus mais des alcaloides totaux, souvent, un mélange de bases. Dans le
meilleur des cas I’un des alcaloides est majoritaire et peut étre obtenu par cristallisation
directe. Dans d’autres cas, les diverses alcaloides du mélange ont des basicités différentes, ce

qui autorise des réextractions sélectives a des pH variables (BRUNETON., 1995).

Dans beaucoup de cas, il est nécessaire de recourir aux méthodes classiques de résolution des

mélanges complexes, particulierement aux techniques chromatographiques (sur le gel de

silice, d'alumine ou sur les résines d'échange ionique). Dans les laboratoires de recherches,
13



Synthese bibliographique

souvent, les techniques, aussi bien que la chromatographie liquide haute performance (HPLC)
et la chromatographie sur couche mince préparatoire (CCM) sont employées (BRUNETON,
1995).

1.4.5 Dosage et identification des alcaloides

Les méthodes chromatographiques telles que la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la
chromatographie sur couche mince (CCM) et la chromatographie en phase liquide haute
performance (HPLC) conviennent bien a 1’étude des alcaloides (DRAGER, 2002).

La chromatographie est un outil analytique de plus en plus utilisé pour la séparation,

I’identification et la quantification de composés chimiques dans des mélanges complexes

comme des extraits de plante (BURGOT et BURGOT, 2006 ; Chaunu, 2009).

1.4.5.1 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
Elle constitue la méthode la plus puissante et la plus fine pour séparer, identifier et quantifier
les corps gazeux ou volatilisables (CHAUNU, 2009).

a. Principe
En chromatographie en phase gazeuse 1’échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne.
L’¢lution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. Contrairement a la
plupart des autres chromatographies, il n’y a pas d’interaction entre les molécules d’analyte et
la phase mobile ; la seule fonction de celle-ci est de transporter I’analyte dans la colonne. Il
existe deux types de CPG : la chromatographie gaz-solide (CGS) et la chromatographie gaz-
liquide (CGL) (SKOOG et al 2003).

b. Appareillage de la CPG (Fig. 7)

- Alimentation en gaz vecteur

Les gaz vecteurs ou les gaz porteurs, doivent étre chimiquement inertes, comme c’est le cas
pour I’hélium, ’argent, I’azote, le dioxyde de carbone et I’hydrogene. Le choix du gaz est
souvent dicté par le type de détecteur utilisé€. A 1’alimentation en gaz, sont associés des
régulateurs de pression, des jauges et des débitmeétres, et souvent un tamis moléculaire qui
¢limine I’eau et d’autres impuretés. Le débit est généralement contrélé par le régulateur de

pression a deux étages (SKOOG et al., 2003).
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- Systéme d’injection de I’échantillon

L’efficacité de la colonne exige que I’échantillon occupe le volume adéquat. On I’introduit
sous forme d’un « bouchon » de sa vapeur. La méthode la plus courante consiste a utiliser une
microseringue avec laquelle on injecte I’échantillon liquide ou gazeux a travers un
diaphragme ou un septum en élastomére dans une chambre a vaporisation instantanée située
en téte de la colonne (SKOOG et al., 2003).

- Configuration des colonnes et de leurs fours

Il existe deux types de colonnes, les colonnes remplies (ou colonnes a garnissage) et les
colonnes capillaires. Elles n’offrent pas les mémes performances. Pour les colonnes remplies,
la phase stationnaire est immobilisée par imprégnation ou par réaction chimique avec le
support poreux. Pour les colonnes capillaires, une faible épaisseur de phase stationnaire est
soit déposée, soit greffée sur la surface interne de la colonne (ROUESSAC et ROUESSAC.,
2005).

- Systemes de détection

Ces types d’appareils, servent non seulement a détecter la présence des différents analytes a la
sortie de la colonne, mais aussi a les identifier. Il existe les détecteurs a ionisation de flamme
(FID) qui sont les plus utilisés. Dans un bruleur 1’effluent de la colonne est mélangé avec de

I’hydrogeéne et de I’air qui sera enflammé électriquement (SKOOGet al. 2003).

detécteur

injecteur T
gaz
vecteur

-

Figure 5. Appareillage de la CPG (CHAUNU, 2009)

enregistrement
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I.5 Elicitation

Les plantes répondent a l'attaque des pathogeénes, des ravageurs ainsi qu’aux agressions
occasionnées par les conditions du milieu environnant (stress abiotiques) par 1’activation
d’une série de mécanismes de défense qui ameénent au déclenchement de la biosynthése des
métabolites secondaires dont les phytoalexines et les alcaloides (HE et al., 2002 ;
VASCONSUELO et BOLAND, 2007).

L’¢élicitation consiste en I’induction de la biosynthése des métabolites secondaires par des

substances dites « éliciteurs » (RADMAN et al., 2003).

I.5.1 Eliciteurs
Le terme «éliciteur » s’appliquait a 1’origine aux molécules susceptibles d’induire la

production de métabolites secondaires (GADZOSKA et al., 2004). Il est maintenant utilisé
pour I’ensemble des molécules qui induisent des réactions de défense chez les plantes

(MONTESANQO et al., 2003).

L’addition d’éliciteurs aux milieux de culture des tissus en culture in-vitro a déja été
connue depuis les années 1980 (DICOSMO et al., 1987 ; FUNKA et al., 1987 ; TYLER et al.,
1988 ; HOLDEN et YEOMAN, 1994). Ainsi, FUNKA et al. (1987) ont stimulé la
biosynthése de la berbérine chez Thalictrum rugosum en ajoutant comme éliciteur de I’acide

malique et de I’alginate de sodium.

I.5.2 Classification des éliciteurs
Selon NAMDEO (2007), les éliciteurs peuvent étre classés sur la base de leur nature en

éliciteurs abiotiques et éliciteurs biotiques, ou sur la base de leur origine en éliciteurs

exogeénes et éliciteurs endogenes.

L5.2.1 Eliciteurs abiotiques
Les éliciteurs abiotiques sont des substances dont 1’origine n’est pas biologique et dont les

sels inorganiques sont les plus dominants. Ces derniers, présentent des facteurs physiques
agissant en tant qu'éliciteurs comme le Cu, les ions Cd et le Ca2* (VEERSHAM, 2004).

Selon NAMDEO (2007), les principaux eliciteurs abiotiques sont :

- De nature physique ou chimique fonctionnant par I’intermédiaire des éliciteurs

biotiques formés de maniere endogéne ;
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- Desrayons UV ou des protéines dénaturées ;

- Des composants non essentiels du milieu de culture (agarose, étain) ;
- Des métaux lourds ;

- D’une grande affinité avec I’ADN ;

- Des fongicides (Maneb, Buthylamine) ;

- Des herbicides (Acifluoronfen).

L5.2.2 Eliciteurs biotiques
Les éliciteurs biotiques sont des substances d’origine organique. Ils comprennent des

polysaccharides dérivés des parois cellulaires de la plante (pectine ou cellulose), les micro-
organismes (chitine ou glucane), les glycoprotéines et la G-protéine ou les protéines
intracellulaires dont les fonctions sont couplées aux récepteurs en activant ou en désactivant

un certain nombre d'enzymes ou de canaux d'ions (NAMDEO, 2007).

Selon NAMDEO (2007), les principaux éliciteurs biotiques sont :

- Directement libérés par des micro-organismes et reconnus par la cellule de la plante

(enzymes, fragments de paroi cellulaire) ;

- Formés par l'action des micro-organismes sur la paroi cellulaire de la plante

(fragments de pectines et autres) ;

- Formeés par l'action des enzymes de la plante sur les parois des cellules microbiennes

(chitosane, glucane) ;

- Des composes endogeénes et de nature constitutive, formés ou libérés par la cellule en

réponse a divers stimulants.

L5.2.3 Eliciteurs exogeénes et endogénes
Les éliciteurs exogénes ont une origine externe a la cellule, ils sont sécrétés en dehors de la

cellule comme les polysaccharides, les polyamines et les acides gras. Tandis que les éliciteurs
endogenes sont des substances secrétées a l'intérieur de la cellule comme le galacturonide ou
I’hepta -B- glucosides (NAMDEO, 2007).
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Les éliciteurs exogenes selon NAMDEO (2007) sont :

D'origine externe a la cellule, entrant dans la réaction immédiatement ou par

l'intermédiaire d’agents endogenes.
- Des polysaccharides : glucomannose, glucane, chitosane ;
- Des peptides comme les poly-cations: monilicoline, polyamines, glycoprotéines ;
- Des enzymes: polygalacturonase, endo-polygalaturonique lyase, cellulase ;
- Des acides gras : acide arachidonique, acide eicosapentanoique.
Les éliciteurs endogenes selon NAMDEO (2007) sont :

- Formés par l'intermédiaire des réactions secondaires induites par un signal de nature

biotique ou abiotique dans la cellule ;
- Le dodeca- 1,4-D- galacturonide ;
- L’hepta-B- glucoside ;
- L’alginate oligomere.

L.5.2.4 Elicitation par le stress salin
Le terme “stress”, un mot d’origine anglaise est défini comme étant 1’ensemble des

perturbations biologiques et physiques provoquées par une agression quelconque sur un
organisme. En revanche, ce terme, lorsqu’il est utilisé en biologie végétale a des connotations
particuliéres ; il présente le(s) facteur(s) responsable(s) des perturbations subies par la plante
au cours de son developpement. Au sens strict du terme, la définition du stress ne comprend
pas la réponse de l'organisme aux contraintes mais uniquement les contraintes elles-mémes
(ROEDER, 2006).

Ces stress sont soit de nature abiotique, d’origine physique (entre autres, la sécheresse, la
température et les blessures) ou chimique (dont la salinité, le pH du sol et les produits

chimiques), soit de nature biotique (agression par les microorganismes, compétition).
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Les métabolites secondaires sont souvent biosynthétisés en abondance comme une réponse a
un stress biotique ou abiotiqgue (HUTCHESON, 1998 ; HE et al., 2002). L’¢licitation est un
traitement qui imite un stress. Elle induit I’expression de genes responsables de la biosynthese
de métabolites secondaires (ROBBERTS et SHULER, 1997). L’élicitation constitue une
stratégie de choix pour 1’amélioration de la production de diverses substances par voie

biotechnologique (ZHAO et al., 2005 ; VASCONSUELO et BOLAND, 2007).

Depuis plusieurs années déja, I’effet du stress salin sur la production de métabolites
secondaires chez les plantes médicinales a fait 1’objet de nombreuses études (SPOLLANSKY
et al., 2000 ; AJUNGLA et al., 2009 ; KHELIFI et al., 2011). Ainsi, le chlorure d’aluminium
(AICI3) a été utilisé par SPOLLANSKY et al., (2000) sur une culture de chevelu racinaire de
Brugmansia condida. Effectivement, les racines transformées exposees durant 48 h a des
concentrations d’AlCl3 variant de 25 a 250 mM présentent des augmentations en alcaloides
de 43 a 83 %. Apres 48h de traitement avec des concentrations élevées de AICI3, la
scopolamine augmente dans le milieu de culture de 150%. Par ailleurs, une accumulation
d’alcaloides tropaniques a été observée apres élicitation de cultures de chevelus racinaires de
Brugmansia condida par deux éliciteurs abiotiques : AgNO;3 et CdCl,. En outre, ce dernier,
bien qu’il augmente I’accumulation des alcaloides tropaniques inhibe la croissance du chevelu

racinaire (PITTA -ALVAREZ et al., 2000 in RADMAN et al., 2003).

KHELIFI et al., (2011), montrent que le traitement de cultures de racines transformées de
Datura stramonium par 2g/l de NaCl pendant 24 heures augmente 1’accumulation des

alcaloides tropaniques 3 fois par rapport au témoin.
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II. Matériels et méthodes

Les solanacées, particulierement les espéces du genre Datura sont connues pour leur
contenant en alcaloidiqgue (HOUMANI, 1999). Une espece de datura stramonium | a fait
I’objet de notre étude en vue de sa valorisation. Pour cela, nous nous somme intéressées a :

e L’induction des chevelus racinaires chez Datura stramonium par la souche A4 et
15834 d’Agrobacterium rhizogenes;

e La sélection des lignées racinaires performantes ;

e L’optimisation de la production de chevelus racinaires sur milieu liquide ;

e [’extraction des alcaloides ;

e Le dosage et I’identification des alcaloides par chromatographie en phase gazeuse.

II.1  Matériel

II.1.1 Matériel Biologique

IL.1.1.1 Matériel végétal
Les graines de Datura stramonium utilisées sont issues d’une population spontanée récoltées

au niveau d’Ain Taya (wilaya d’Alger) (Fig. 6), récoltées en Janvier 2018.

Figure 6. Graines matures de Datura stramonium utilisées pour I’obtention des vitrosemis
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I1.1.1.2 Matériel bactérien
Deux souches bactériennes sont utilisées dans le cadre de notre étude: la souche A4 et la

souche 15834 d’Agrobacterium rhizogenes.

Les deux souches de 1’Agrobacterium rhizogenes utilisées sont originaires de la Californie
(Etats-Unis), elles ont été obtenues par Dubrin (BOUZAR, 1983). Ce sont des souches a
agropine (LAMBERT et al. 1988). Elles portent le plasmide Ri dont I’ADN-T est constitué de
deux segments, le Tr-DNA (right-DNA) qui porte les génes de synthése d’auxine (Taylor et
al.,1985; Bensaddeketal., 2010) et le T .-DNA (left- DNA), qui porte les génes rolA, rolB,
rolC et rolD , ces derniers dirigent la synthése d’une substance responsable de la
programmation des cellules pour se différencier en racines sous I’influence d’auxines
endogenes (GELVIN,2003). Ces deux fragments peuvent étre transférés aux cellules hétes
individuellement ou ensemble, avec un nombre variable de copies (STOUGAARD et al.
1987).

L’entretien de la souche bactérienne se fait au niveau du laboratoire de recherche des
Ressources Génétiques et Biotechnologies (LRGB, ENSA-Alger). Cette opération consiste a
multiplier les bactéries agées de 6 mois sur milieu YEM (VINCENT, 1970) gélosé et neuf.

I1.1.2 Matériel
Instruments et équipements utilisés (Annexel) :
- Distillateur ;
- Balance de pricision ;
- pH métre ;
- agitateur-plague chauffante ;
- etuve;
- autoclave ;

- Hote laminaire.

I1.2 Méthodes : obtention de vitrosemis

I1.2.1 La scarification

La scarification des graines est réalisé selon la méthode préconisée par KHELIFI-SLAQOUI

et al. (2005) qui consiste a frotter ces derniers entre deux feuilles de papier a verre (80 point).
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I1.2.2 Désinfection des graines

Sous hotte, les graines scarifiées sont désinfectées par un trempage dans de 1I’hypochlorite de
sodium a 12° avec deux gouttes de tween 20 pendant 12 minutes, suivi de trois rincages a

I’eau distillée stérile et un séchage sur du papier filtre stérile.

[1.2.3 Mise en culture in vitro

Apres désinfection et séchage, 60 graines sont ensemencées directement dans des tubes
contenant environ 20 ml de milieu de culture MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962)
(Annexe2).

11.2.3.1 Préparation de milieux de culture
Pour la préparation de milieu de culture, on utilise des solutions concentrées des éléments
nutritifs entrant dans la composition de milieu (Annexe 2) et que ’on dilue de fagon

adéquate.
On se sert couramment de 4 solutions-meres :

- une solution-mere comprenant tous les sels minéraux (macroéléments);
- une solution-mere comprenant les microéléments ;
- une solution-meére comprenant le chélate de Fer : Fe-EDTA ;

- une solution-mére comprenant les vitamines.

Pour la préparation d’un litre de milieu de culture, on préleve de chaque solution concentrée

les quantités suivantes :

- 50ml de macromolécules
- 10ml de micromolécules
- 10ml de fer

- 10ml de vitamines

Nous avons ajouté au milieu 30g/l de saccharose et on le solidifier par 7gr d’agar agar. Le pH
du milieu est ajusté entre 5,6 a 5,8.

Le milieu de culture verse dans les tubes a essai a raison de 20 ml par tube est autoclave a

120°C pendant 20mn, sous une pression de 1 Bar.
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Sous hotte a flux laminaire stérile, on met dans chaque tube une a deux graines préalablement
désinfectées. Les tubes sont placés dans la chambre de culture a une température de 26+1 C°et

une photopeériode de 16 heures lumiere et 8h obscurite.

I1.2.4 Activation des souches bactériennes

Les souches bactériennes sont conservées a 1’obscurité dans le milieu YEM (Yeast Extract
Mannitol) & une température de - 4°C. L’activation des bactéries, consiste a les ensemencer
sur un milieu de culture YEM solide, préparé selon la formule citée dans le tableau 1. Les
boites de pétri sont mises ensuite en incubation a l'obscurité, a une température de 27 + 1°C
pendant 48 a 72 heures. Une partie des bactéries activées sera utilisée pour la préparation des

suspensions bactériennes, l'autre partie va étre conservéee pour les prochaines manipulations.

Apres leur activation, les souches bactériennes sont ensemencées dans un milieu de culture
YEM liquide de pH7. Les bactéries en suspension sont mises en incubation pendant 72 heures

dans un incubateur agitateur (80 tour/mn) a 1’obscurité et a une température de 27 + 1°C.

Tableau 1. Composition chimique du milieu de culture YEM (VINCENT, 1970)

Composition chimique Concentration en mg/I
K;HPO, 500
MgSo,, 7(H20) 200
NaCl 100
Extrait de levure 400
Mannitol 10000

I1.2.5 Transformation par I’Agrobacterium rhizogenes in Vitro

I1.2.5.1 Infection et Co-culture plante-bactérie

L’infection et la co-culture sont réalisées en suivant le protocole proposé par AMDOUN et al.
(2010). Un mois aprées 1’ensemencement des graines de Datura stramonium, les vitrosemis
sont suffisamment développés. Le milieu de culture sur lequel sera effectuée 1’infection, est
préparé 24 heures avant, en présence de 250mg/l de Céfotaxime (antibiotique destiné a

empécher le développement des bactéries sur le milieu de culture).

L’infection est réalisée en présence des deux souches bactériennes mises en suspension dans

I’incubateur depuis 72 heures.
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I1.2.5.2 Induction des chevelus racinaires

Cette opération est réalisée par I’infection des explants par dépdt selon le protocole
d’AMDOUN (2010). A partir de la suspension bactérienne mise en incubation pendant 72
heures, nous inoculons a 1’aide d’une seringue, deux a trois gouttes (0,2ul) que nous
déposerons au niveau de la surface libre des fragments. La concentration de la suspension
bactérienne utilisée est DOs00= 0,5 (LADRAA, 2006).

Notre travail est effectué par l’infection des explants en présence des deux souches
bactériennes A4 et 15834. Afin de mettre en évidence 1’effet des souches bactériennes sur
I’induction du chevelu racinaire, nous avons utilisé trois types d’explants : fragments
d’hypocotyles (0,5 a 1cm de longueur), fragments des tiges (1cm de longueur) et des feuilles,
qui sont prelevés sur des vitrosemis de Datura stramonium agés d’un mois. Les fragments

(tige et hypocotyle) sont déposés selon une polarité inversee.

De ce fait, I’induction du chevelu racinaire est réalisée par 1’étude de 1’effet de six traitements
(2 souches bactériennes x 3 types d’explants). D’aprés AMDOUN (2010), le repiquage des
explants infectés sur milieu frais B5 (GAMBORG et al., 1968) (annexe 3) est nécessaire

jusqu’a I’apparition des racines transformées.

I1.2.5.3 Co-culture plante -bactérie
Les racines issues de la transformation présentent une meilleure croissance sur le milieu B5

(annexe 3) que sur le milieu MS, notre choix s’est donc porté sur le milieu BS.

Les explants infectés (a raison de 4 par boite de pétri) sont donc cultivés sur le milieu B5, sans

régulateur de croissance, contenant 250 mg/l de Céfotaxime.

La Co-culture est réalisée dans 1’obscurité et a 26 + 1°C. Les observations sont notées

chaque semaine.

I1.2.6 Isolement des lignées racinaires transgéniques

Selon HARFI et al.(2011) et AMDOUN (2010), les racines transgéniques qui apparaissent sur
les explants infectés sont excisées lorsqu’elles atteignent environ 2cm de longueur puis
transférées sur milieu solide contenant I’antibiotique de sélection. Des repiquages sur des

milieux contenant de moins en moins d’antibiotique sont nécessaires.

Aprées 25 jours de I’opération de transformation génétique, nous avons excisé les racines

transgéniques en portions de 2 cm non ramifiées et re-cultivés chacune sur un milieu B5
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solide sans hormone, contenant 125 mg/l de Céfotaxime afin d’éliminer les bactéries qui
accompagnent éventuellement ces racines. Les boites de pétri sont mises a 1’obscurité a 26 +
1°C. En paralléle, nous avons excisé des racines non transgeniques que nous avons transférées

sur le milieu B5 solide contenant 125mg/I de Céfotaxime; ces racines vont servir de témoin.

I1.2.7 . Sélection des lignées racinaires performantes

Chaque racine isolée peut étre considérée comme une lignée unique. Chaque racine induite
par 1’Agrobacterium est issue d’un événement de transformation différent (DHAKULKAR et
al., 2005). Les racines isolées dans notre expérimentation sont donc considéerées comme des

lignées distinctes.

Les racines qui présentent une forte croissance sont retenues, alors que celles qui présentent
une faible croissance ou qui sont calogénes, sont systématiquement éliminées. Les lignees

racinaires sont sélectionnées selon trois critéres:

- Vitesse moyenne de croissance des racines (exprimée en cm/jour) ;

- Longueur moyenne totale apres 20 jours de culture (exprimée en cm) ;

- Importance des ramifications (évaluation visuelle) ;
Les lignées racinaires sélectionnées sont cultivées sur milieu liquide B5 sans antibiotique, ni
hormone et mis sous agitation, dans 1’obscurité. Utilisant des fioles de 125ml & raison de
20ml du milieu B5 dans chaque fiole.
Les lignées racinaires sélectionnées mesurent (= 4cm). Dans chaque fiole, quatre racines
sélectionnées sont cultivées pendant 21 jours (AMDOUN., 2010).
Dans notre travail 2 lignées ont été retenus a savoir N1 pour les explants infectés par la

souchel5834 et M2 pour les explants infectés par la souche A4.

I1.2.8 Elicitation par le stress salin

L’essai de 1’¢élicitation par le stress salin est utilisé pour confirmer I’hypothése que le stress
salin fait augmenter la quantité de I’hyoscyamine. IL est réalise sur le milieu B5 (GAMBORG
et al., 1968) liquide additionné de 30 g/l de saccharose. Le pH est ajusté entre 5,6 et 5,8. Le
milieu de culture est stérilisé a 1’autoclave (120 °C pendant 20 mn) dans des Erlenmeyer de
250 ml a raison de 50 ml de milieu de culture par Erlenmeyer (fig. 7). L’inoculum primaire

est constitué des extrémités de trois racines transgéniques d’environ 3 cm de longueur.
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L’¢licitation est effectuée sur la lignée racinaire sélectionnée (N1). L’¢tude est réalisée avec
une meilleure concentration (2 g/l) de CaCl, et le meilleur temps de contact de (24 heures)
obtenue par HARFI., 2013. 21 jours aprés la culture sur le milieu liquide, les chevelus

racinaire sont récoltés, lavés a I’eau distillés puis séchés dans 1’étuve a 50C° pendant 24h.

Figure 7. la morphologie de la lignée N1 traitée par 2 mg /I de CaCl2 (Gr = X 0,5)

I1.3  Extraction des alcaloides

Pour I’extraction de I’hyoscyamine, nous avons adopté le protocole de AMDOUN et al.,
(2009) qui est basé sur le principe que les alcaloides se comportent comme des sels dans une

solution acide et sont sous forme organique dans une solution basique.

Le protocole d’extraction est le suivant :

Broyage, dans un mortier, de 50 mg de matiére séche de chevelus racinaires avec une
solution acide d’HCI de 0,1N ;
- Agitation du mélange pendant 10 minutes ;
- Filtration ;
- Ajustement du pH a une valeur proche de 10 par une solution d’ammoniac (NHj3) ;
- Addition du chloroforme (CHCI3) a volume égal (v:v) suivi d’une agitation pendant 10

min ;

Séparation des deux phases (chloroforme et solution minérale) dans une ampoule a
décanter ;

Répétition des deux derniéres étapes (1 fois).
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Mélange des deux phases organiques (les deux solutions du chloroforme), addition
d’une pincée de sel anhydre (Na,SO,) pour absorber les derni¢res microgouttelettes d’eau

qui restent ;

Filtration ;

Evaporation partielle de la solution du chloroforme a 1’aide du rotavapor réglé a 80 °C.

Dans ces conditions I’évaporation partielle se fait apres environ 5 min ;

Evaporation complete du chloroforme dans un bain marie réglé a 60°C jusqu’a séchage

complet.

II.4  Dosage et identification de I’hyoscyamine

Le dosage et I’identification des alcaloides des lignées racinaires étudiées sont réalisés par

chromatographie en phase gazeuse (CPG) selon le protocole de HARFI (2009) :

Le résidu sec est repris dans du dichlorométhane (CH,Cl,) puis filtré. Le filtrat est ensuite
analys¢ par CPG.L’identification et le dosage des différents constituants de I’extrait sont
effectués sur la base des caractéristiques des chromatogrammes obtenus (le temps de rétention
et la surface du pic) par rapport a ceux des courbes d’étalonnage (alcaloides standards de la
marque Fluka : Scopolamine hydrochloride (C17H21NO4.HCI) et Atropine (Ci17H23NOs)).
L’atropine étant un isomére de [’hyoscyamine, elle peut donc étre utilisée comme standard

pour identifier ce dernier (CIERI et al., 2003).

La teneur en hyoscyamine des lignées sélectionnées est définie a 1’aide de la courbe étalon
(figure 8) établie a partir de la transformation des surfaces des pics correspondants a des

concentrations en hyoscyamine standards (Annexe 5).

L’appareil de I’analyse est un CHROMPACK CP9002, muni d’un détecteur a ionisation de
flamme et équipé d’une colonne capillaire DB1 (L = 30 m, @ = 0,32 mm externe et 0,25 mm
interne) (Figure.10). L’azote est le gaz vecteur et ’hydrogéne le gaz de combustion. La
température du four (colonne) est réglée a 250°C et celle du détecteur et de I’injecteur a
260°C.
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Figure 8. Appareillage du dosage de I’hyoscyamine (CPG)

II.5  Analyse statistique

L’analyse de la variance (ANOVA) suivie quand celle-ci est significative du test de Tukey
(classification en groupes homogenes) au seuil de 5% est utilisée pour traiter les résultats
obtenus a I’aide du logiciel SPSS version 10.0. Les moyennes suivies de la méme (ou les

mémes) lettre alphabétique ne sont pas significativement différentes.

Les barres sur les graphes représentent les écarts types au seuil de 5%. Les symboles * (5%),

** (1%), *** (0,1%) représentent le niveau de signification.
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Résultats et discussion

ITI. Résultats et discussion

I.1 Germination des graines de Datura stramonium

Les premieres germinations (Figure 9) sont observées au bout de 4 jours de culture. Le taux
de germination obtenu apres deux semaines de culture sur milieu MS est de 100%.

\ R

Figure 1. Germination des graines de Datura stramonium obtenue apreés une

semaine de semis (Gr : x 0,9)A: Chrompack, B: Intégrateur

Selon KHELIFI-SLAOUI et al. (2005), les graines de Datura non scarifiées ne germent pas.
La faculté germinative peut étre ameliorée par la scarification (REISCHAMN-BERMAN et
al., 1989 In AMDOUN, 2003). Ceci montre I’'importance de la scarification pour la
germination et le développement des vitrosemis chez le Datura (KHELIFI-SLAOUI et
al.,2005).

Le taux de germination que nous avons obtenus rejoignent celui de nombreux travaux réalises
au Laboratoire des Ressources Génetiques et Biotechnologies de I’ENSA: 91,66 %
(KHELIFI-SLAOUI et al., 2005), 91,49% (LADRAA, 2006), 90% (ZAROURI, 2006), et
89,58% (BEKHOUCHE, 2013) pour le Datura stramonium.
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Sur les 60 graines mises en germination, aucune contamination n’a été enregistrée au cours du
développement des vitrosemis, ce qui confirme ’efficacité des protocoles de scarification et

de désinfection des graines préconisés et adoptés par KHELIFI-SLAOUI et al. (2005) pour

cette espéce.

Les vitrosemis (Fig.10) obtenus aprés deux mois de culture sont destinés a prélever les
hypocotyles, les tiges et les feuilles qui serviront a réaliser les transformations génétiques par

1’ Agrobacterium rhizogenes.
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Figure 10. vitrosemis de Datura stramonium agés de 30 jours (Gr : x0,9)

II1.2 Obtention des chevelus racinaires

II1.2.1 Taux de réactivité

Au niveau du site d’infection des fragments d’hypocotyles par 1’Agrobacterium rhizogenes
A4 et 1534, le taux de réactivité est de 100%, car aprés 5 jour d’infection il y a apparition des
racines a la base d’hypocotyle ce sont des racines ordinaires (figure 11) ce qui prouve la
viabilité de ces explants, nos résultats coincident avec ceux de HARFI et al.(2013) qu’a eu un

taux de réactivité 100%.

Pour les fragments de tige infecté par 1’Agrobacterium rhizogenes A4 et 1534, un taux de
réactivités est de 100%, les cellules se dédifférencient engendrant la formation de cals. Les

cals sont visibles & partir du 7°™ jours aprés I’infection pour la souche 15834 et au 10°™ jour
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apres ’infection pour A4. De méme, tous les explants témoins (non infecter par les bactéries)

montrent le développement de cals au niveau des sections.

Par contre les feuilles infectées par les deux souches bactériennes ne montrent aucune réaction

avec le milieu de culture (taux de réactivité est nul).

Figure 11. Racine ordinaire issus d’un fragment d’hypocotyle
La transformation d 'Opium poppy et de California poppy par la souche R1000 donne presque

le méme taux de réactivité ; 92% pour Opium poppy et 93% pour California pop py (PARK et
FACHINI, 2000). La méme constatation est faite pour la souche R1200 rolD qui donne un
taux de réactivité de 91% pour Opium poppy et 92% pour California poppy.

III.2.2Taux d'induction racinaire transgénique
Les racines transgeniques sont observées uniquement chez les fragments de tige (figurel2),
alors qu’on n’observe aucune induction racinaire chez les fragments d’hypocotyle et les

feuilles.

Les résultats obtenus montrent que le taux d’induction racinaire des explants de tige infectés
par la souche 15834 est de 55.88%, et il est de 30% par la souche A4. BEKHOUCHE (2013)

a obtenu un taux de 52,08% pour D. stramonium et 16,67% pour D. innoxia.

Lors de nos essais, nous avons obtenu des taux d’induction qui différent d’une souche a une

autre, allant de 30% pour la souche A4 jusqu’a 55,88% chez la souche 15834.

Selon DE CLEEN et DE LEY (1981 in DHAKULKAR et al., 2005), Le taux d’induction de

chevelu racinaire est fortement influencé par le génotype a infecter. Plusieurs espéces
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infectées par la souche A4 présentent des taux d’induction différents, Holostemma ada-kodien
K (13,52%) (KARMARKAR, 2001), Torenia fornieri (55%) (Tao et Li, 2006), et Salvia
officinalis L (37%) (GRZEGORCZYK et al., 2006).

De plus, les différentes provenances de la méme espéce peuvent présenter des réponses
différentes a I’induction. En effet, Quatre populations de RubiatinctoriumL. agroinfectées par
la méme souche bactérienne 15834, ont donné différents taux d’induction: 75% pour la
population Konya, suivie par Izmir avec 60%, Usak 34% et enfin Bademagaci avec 33%
(ECRAN et TASKIN, 1999).

Figure 12. Induction des racines transgéniques. Gauche : Racine émergeant du site

d’inoculation (Gr = 2,54), droite : morphologie du chevelu racinaire (Gr = 7,52)

II1.2.3Temps moyens d’apparition de la premiére racine

Le tableau 2 illustre les résultats des temps moyens d’apparition de la premiére racine sur les

explants de Datura stramonium inoculées par 1’agrobactérie A4 et 15834.

Tableau 2. Temps moyens d’apparition de la premiére racine chez de Datura inoculé par
A4 et 15834 apres 30 jours de culture

Temps moyens d’apparition de la 1ére

Agrobactérie
racine (jours)
Ad 20
15834 17

Nos résultats montre que les fragments de tiges infectées par la souche 15834 ont met moins
de temps (17jr) pour induire les racines transgénique par rapport aux fragments infecté par la
souche A4 (20jr).
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MARTINS et al. (2003) signalent que pour les explants de Vitis vinifera infectés par la souche
A4, les racines commencent a apparaitre 8 jours aprés 1’infection. BANERJEE et al. (1998)
indiquent que chez Valeri anawallichii DC, les racines commencent & se former 18 a 20 jours
aprés l’infection alors que chez le Datura metel et Duboisia, les racines n’apparaissent
qu’apres 6 semaines de I’infection (MOYANO et al., 1999). Selon VALLET (1996) aprés10 a
25 jours d’infection de Datura innoxia par 1’Agrobacterium rhizogenes, les racines

apparaissent au niveau du site d’inoculation.

II1.2.4 Nombre moyen de racines par explant
Le nombre moyen de racines par explant pour la souche 15834 est de 1,75 racines/explant et

de 1.25 racines/explant pour la soucheA4.

Chez Opium poppy le nombre de racines induites par explant est de 4,1 racines ; pour
California ppopy il est de 4,6 racines par explant (PARK et FACHINI, 2000). Cependant,
AMDOUN et al. (2006), rapportent que le nombre de racines transformées produites pour
I’ensemble des explants de Datura innoxia et Datura stramonium ne dépasse pas 3 racines par

explant. Nos résultats rejoignent parfaitement ces constations.

Ces résultats montrent que la réponse des Datura a I’induction de chevelus racinaires par
Agrobacterium rhizogenes varie considérablement en fonction de 1’espéce, de la provenance

et de la souche bactérienne utilisée.

III.3 Sélection des lignées racinaires performantes

Les racines transformées présentent généralement une bonne croissance. Cependant, une
partie est contaminée et 1’autre partie entre elles sont caractérisées par une faible croissance
et/ou par la formation de cals. Les racines exprimant ce type de phénotype sont
systématiquement éliminées. Et celles qui présentent une vitesse de croissance trés importante
ainsi qu’un développement jugé intéressant sont retenues (fig.14). Ainsi sur les multiple

lignés de départ de 2lignées jugé performantes ont été sélectionné pour la suite de travail.

MALDONADO-MENDOSA et al., (1993) ont mis en évidence une grande variabilité
génétique en terme des taux de croissance et des contenus alcaloidiques entre les lignées
racinaires de D. stramonium. Ceci serait dii au fait que le site d’intégration du T-DNA dans le
génome nucléaire de la plante hote ainsi que le nombre de copies insérées sont complétement

soumis au hasard. Il existe toujours des différences considérables en matiere du taux de
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croissance et d’accumulation de métabolites secondaires parmi les lignées racinaires issues

d’un méme événement de transformation (ZHI-BU et MIN, 2006 ; GEORGIEV et al., 2007).

Ainsi, les 2 lignées racinaires retenues (N1 et M2) présentent les meilleures biomasses. La
figure 13 illustre la morphologie des lignées racinaires retenues apres 20 jours de culture sur
milieu de culture B5 semi-solide.

Figure 13. Aspect morphologique des lignées racinaires retenues
(Droite: N1 et gauche : M2)

1.4 La teneur en hyoscyamine
La teneur en hyoscyamine des racines ordinaire, des lignées sélectionnées N1 et M2 et des

lignées N1élicitée par 2 g de Cacl2 est définie a 1’aide I’équation de la régression linaire
(figure 14) établie a partir de la transformation des surfaces des pics (Annexe 5). Les teneurs
en hyoscyamine varient de 6.60mg/g MS a 276.98 mg/g de M.S.
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de la CPG

L’analyse de la variance (F =3.49, ddl =3, P****) a révélé un effet trés hautement significatif
entre le type de racine et la teneur en en hyoscyamine (Annexe 4). Le teste LSD et tukey

(0.05 %) distingue 4 groupes homogeénes (tableau 3).

Le tableau3 montre que la teneur en hyoscyamine de la racine non transformée (6.63mg/g
MS) est inférieure aux teneurs enregistrées avec les lignées transformée (M2=29.70mg/g
MS ET N1 57.35mg/G de MS).

Les travaux de HARFI (2009), BELABASSI (2010) et BEKHOUCHE (2014) ont montré que
les racines transformées possédent des teneurs supérieurs par apport aux racines non
transformé, les taux enregistré par ses auteures varient entre 5 et 16 mg/g MS. Nos résultats
révelent des teneurs supérieures a celle obtenu par les auteurs précédents.

Tableau 3. Teneurs en hyoscyamine

Concentration Concentration
Echantillons Surface
mg/50mg de M.S. mg /g de M.S.
Normale 8253 0,331 6,630°
M2 37074 1,485 29,701C
N1 71615 2,867 57,350°

N1 élicité par 2mg/l

345992 13,849 276,984"
CaCl2
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Les résultats du tableau 3 révelent que les teneurs en hyoscyamine varient en fonction de la
souche bactérienne. Plusieurs études démontrent que les contenu en hyoscyamine des datura
sp varient considérablement en fonction de la souche bactérienne utilisée (AMDOUN et al.,
2006), Les résultats de notre expérimentation rejoignent ceux obtenus par les auteurs
précédents. En effet, La teneurs en hyocyamine obtenu par la lignée N1 est plus élevée que

celle obtenue par la lignée M2.

Par ailleurs la lignée N1 élicitée par 2mg/l de CaCl2 présente une teneur tres élevée (environ

4 fois plus) par rapport a la lignée N1 non élicité.

L’¢licitation induit 1’expression de geénes responsables de la biosynthése de métabolites
secondaires (ROBBERTS et SHULER, 1997) en particuliers ceux impliqués dans la défense
des plantes tels que les alcaloides (HERBERT, 2001). De nombreux éliciteurs abiotiques (sels
inorganiques) tel que le chlorure de calcium, et le chlorure de potassium provoquent
I’accumulation  des métabolites secondaires dans les cellules des plantes

(AJUNGLA et al., 2009).

AJUNGLA et al., (2009) ont exposeé des racines de Datura metel L au chlorure de calcium. Le
traitement des cultures par 15 mM de CaCl, (= 0,8 g/l) augmente I’accumulation de
I’hyoscyamine de 2 a 3 fois par rapport au témoin. (PITTA ALVAREZ et al, 2000).

Nos résultats rejoignent ceux obtenus avec les auteurs cités ci-dessus, d’ou une augmentation

de la teneur en hyoscyamine d’environ 4 fois par rapport a la lignée non élicitée.
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Les cultures cellulaires sont considérées comme une alternative aux procédes agricoles pour
produire des substances chimiques actives. Cependant certains systemes cellulaires
(suspensions cellulaires, cals) présentent I’inconvénient d’étre génétiquement instables et peu
productifs en métabolites secondaires. Les cultures organisées, et particulierement les
cultures de racines, peuvent apporter une contribution significative a la production des
métabolites secondaires. Les racines neoplasiques produites suite a [I’infection par
Agrobacterium rhizogenes sont caractérisées par un taux de croissance €levé, une stabilité
génétique et un développent continu dans des milieux de cultures sans hormones. Les cultures
de chevelus racinaires offrent I’avantage d’améliorer la production et la productivité des
métabolites secondaires utilisés en pharmacologie (SRIVASTAVA S et SRIVASTAVA a.,
2007).

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, notre travail a porté sur
I’induction des chevelus racinaires d’une espéce du genre Datura (Datura stramonium L) par
deux souches d’Agrobacterium rhizogenes (A4 et 15834) ainsi que I’extraction de I’
hyoscyamine a partir des lignées sélectionnées.

Les résultats obtenus montrent que le Datura stramonium L présente non seulement un taux
de germination trés intéressant (100% apres 4 semaines de culture), mais aussi une meilleure
réponse vis-a-vis de la transformation par les souches A4 et 15834 de 1’Agrobacterium
rhizogenes. Le taux d’induction racinaire varie de 30% a 55.88% obtenus respectivement
avec les souches A4 et 15834.

Par ailleurs, les meilleurs teneurs en hyosciamine ont €té obtenus avec les lignées racinaires
transformées (La lignée M2=29.79mg/g de M.S; La lignée N1=57.35mg/g de M.S) par
rapport a ceux obtenus avec les racines non transformees (6.63mg/g de M.S ).

L’¢licitation avec 2 g/l de CaCl2 pendant un temps de contact de 24 heures s’avere est trés
efficaces. Elle permet une amélioration de la teneur en hyoscyamine d’environ 182%
(276.984 mg/g de M.S) par rapport au temoin (57.35 mg/g de M.S).
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Ainsi, dans la perspective d’approfondir ce travail, il serait judicieux d’étudier I’effet d’autres

facteurs, a savoir :

e Tester d’autres éliciteurs salins ;

e Tester d’autres éliciteurs abiotiques tel que : la température, la lumiére, la combinaison de
ces éliciteurs ;

e Tester de nouveaux éliciteurs biotiques tel que : les éliciteurs bactériens ou les éliciteurs
fongiques ;

e Combinaison d’éliciteurs biotiques et abiotiques.

11 serait souhaitable d’utilisée le datura stramonium dans le cadre de lutte biologique contre
plusieurs ravageurs tel que les acariens et les aleurodes.
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Annexe 1. Matériels utilise durant I’expérimentation

Balance de précision

sLoz/vo/z2

Autoclave Distillateur




Annexes

Annexe 2.Composition chimique du milieu MS (Murashige et Skoog, 1962)

Composition chimique Concentration (mg/l)

Macroéléments

NH4NO3 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSQO,.7H,0 370
KH2PO4 170

Microéléments

H3BO3 6,20
Ki 0,83
MnSQO,4.H,0 22,30
ZnS0,4.7H,0 8,60
Na;Mo00QO,.2H,0 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Na,EDTA 37,25
FeS0,.7H,0 27,85
Additifs
Myo-inositole 100
Acide nicotinique 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
Thiamine HCI 0,1

Glycine 2




Annexes

Annexe 3. Composition chimique du milieu B5 (Gamborg et al., 1968)

Composition chimique

Concentration (mg/l)

Macroéléments

KNO; 2500
CaCl,.2H,0 150
MgS0O,.7H,0 250
(NH4),S0, 134
Na,H,PO4.H,0 150
Microéléments
H3BO; 3
Ki 0,75
MnSQO,4.H,O 10
ZnS0,4.7H,0 2
Na;Mo00O,.2H,0 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,0125
Na,EDTA 37,25
FeSQO,, 7(H,0) 27,85
Additifs

Myo-inositole 100
Acide nicotinique 1
Pyridoxine HCI 1
Thiamine HCI 10




Annexes

Annexe 4. Analyse de la variance

Tableau de I’analyse de la variance (ANOVA)
Teneur en hyoscyamine

Somme des Moyenne des
carrés Ddl carrés F Signification
Inter-groupes 139758.817 3 46586.272 | 3.494E10 .000
Intra-groupes .000 .000
Total 139758.817 11

Résultats du test de Tukey
Teneur en hyoscyamine

Teneurs en Hyoscyamine

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Lignées racinaires N 1 2 3 4
Test de Tukey®  Racines normales 3 6.6300°
A4 3 29.7000¢
15834 3 57.3500°
15834 traitée 2mg/l CaCl2 3 276.9813"
Signification 1.000 1.000 1.000 1.000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3.000.
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Annexe 5. Chromatogrammes CPG

Chromatogrammes de solvant utilisé

Chromatogrammes de I’hyoscyamine extraite a
partir des racinaires non transformé de Datura
stramonium

Chromatogrammes de I’hyoscyamine extraite a
partir de la lignée N1 de Datura stramonium

A 7RA

—

}*w:ﬂa
P

Chromatogrammes de I’hyoscyamine extraite a
partir de chevelus racinaires N1 élicité par Cacl2 de
Datura stramonium

Chromatogrammes de I’hyoscyamine extraite a
partir de la lignée M2 de Datura stramonium




Induction de chevelus racinaires chez Datura stramonium et extraction des métabolites
secondaires.

Résumé : Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, notre travail a porté sur I’induction
des chevelus racinaires d’une espéce de la famille des solanacées, du genre Datura (Datura
stramonium L) par deux souches d’Agrobacterium rhizogenes (A4 et 15834) ainsi que 1’extraction de
I’hyoscyamine a partir des lignées sélectionnées.

Les résultats obtenus montrent que Datura stramonium L. présente un taux de germination trés élevé
ainsi qu’une meilleure réponse vis-a-vis de I’induction des racines transgéniques. En effet la souche
15834 est plus virulente puisque elle a donné le taux d’induction racinaire le plus important (55.88%)
par rapport a la souche A4 (30%).

Par ailleurs, les teneurs en hyoscyamine obtenues avec les lignées racinaires transformées sont plus
élevé par rapport a ceux obtenus avec les racines non transformées. L’étude de I’effet du CaCl2 utilisé
comme ¢liciteur de la biosynthése de I’hyoscyamine avec une concentration de 2 g/l et un temps de
contact de 24H révéle des résultats trés intéressants. Il permet une amélioration de la teneur en
hyoscyamine d’environ 182% par rapport au témoin.

Mots clés : Datura stramonium, Agrobacterium rhizogenes, chevelu racinaire, CPG, hyoscyamine,
élicitation.

Induction of Datura stramonium’s root hairs and extraction of secondary metabolites.

Abstract: In the context of the valorization of Algerian flora, our work focused on the induction of
the root hairs of a species of the Solanaceae family, of the genus Datura (Datura stramonium L) by two
strains of Agrobacterium rhizogenes (A4 and 15834) as well as the extraction of hyoscyamine from
the selected lines.

The results obtained show that Datura stramonium L has a very high germination rate and a better
response to the induction of transgenic roots. Indeed the 15834 strain is more virulent since it gave the
highest rate of root induction (55.88%) compared to the strain A4 (30%).

In addition, the hyoscyamine contents obtained with the transformed root lines are higher compared to
those obtained with the unprocessed roots. The study of the effect of CaCl2 used as elicitor of the
biosynthesis of hyoscyamine with a concentration of 2 g / | and a contact time of 24 hours reveals very
interesting results. It allows an improvement in the hyoscyamine content of about 182% compared to
the control.

Keywords : Datura stramonium, Agrobacterium rhizogenes, hairy root, CPG, hyoscyamine,
elicitation.
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