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Résumeé :

Le Datura stramonium est une plante médicinale intéressante avec une valeur
pharmacologique, a raison de sa richesse en alcaloides tropaniques trés recherchés, en particulier,
dans I’industrie pharmaceutiques. La culture de chevelu racinaire obtenu a partir d’explants de
Datura stramonium inoculés par 1I’Agrobacterium rhizogenes offre des perspectives pour leur
production in vitro.

Notre travail a porté sur I’induction des chevelus racinaires par 1’Agrobacterium rhizogenes,
ainsi que sur la production de métabolites secondaires d’intérét pharmaceutiques a partir de ces
chevelus racinaires induits; dommage nous sommes entrés en collision avec 1'urgence de
coronavirus, quarantaine et confinement qui a été appliquée dans notre pays, donc on n’a pas finit
notre expérimentation c’est pourquoi nous avons essayé de tirer des conclusions des mémoires
précédentes et les relier avec notre expérimentation.

Mots clés :
Datura stramonium, Agrobacterium rhizogenes ,chevelu racinaire ,culture in vitro, alcaloides
tropaniques

Summary

Datura stramonium is an interesting medicinal plant with a value pharmacological, because
of its richness in the much needed tropical alkaloids, in the pharmaceutical industry. The culture of
hairy root obtained by inoculation of Datura sp with Agrobacterium rhizogenes offers promising
prospects for their in-vitro production.

Our work has focused on the induction of root hair by Agrobacterium rhizogenes, as well as
on the production of secondary metabolites of pharmaceutical interest to from these induced root
hairs; unfortunately we collided with the emergency of corona-virus, quarantine and containment
that has been applied in our country, so we didn’t finish our experiment. and for this we tried to get
the results out of it from conclusions of previous submissions and link them with our experiment.

Keywords:
Datura stramonium, Agrobacterium rhizogenes, hairy root, in vitro culture, tropane alkaloids,

uai.‘.d\
Datura Stramoonium aee sias o Wil i1 ki a4y 50 ale g dasall Jlae 85 508 daaal <3 dda 435 o
il (e Lgale Jeaniall 3 piial) Hsdall e 5 4ol deliva (5 duala 4l 5 il culay 5B 8 laaDatura sp p/hsiul

Agrobacterium rhizogénes &L/ Jpewsi o8 Joell 128 (po Cingl) Ly 5i¥) de )y il 5o sb e lealii] 6 Jlof g
s Al il 502l

b o D pmdl] giadl Eia e S 40 LileAgrobacterium rhizogénes <5 4 sildll < il £ LY
A Jogd DL 3 eaall L iadl g osaall jandl Ug )5S elisl o)) shall Ala o Liooliai 2 i) Cinn S 4Yaual L1a8 Y/
it by U glaa s dblal) & jSiall geilii Bt of A Uil )6 i jad JLaS] (po i
dalidall cilalsl):

Datura stramonium, Agrobacterium rhizogenes, .4y ss¥/ 4o/ ill il g ill oy olil) s jaiall ) sinl)




Liste des abréviations

B5 : Milieu de culture de Gamborg et al., (1968) ;
CPG : Chromatographie Phase Gazeuse ;

CRs : les chevelus racinaires ;

g : Gramme

GC/MS: Chromatographie Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse.
m : Metre ;

M : Mole ;

M.C. : Milieu de culture ;

M.S. : Matiére séche ;

mg : Milligramme ;

MII : métabolites secondaires ;

ml : millilitre ;

MS : Milieu de culture de Murashige et Skoog (1962) ;
Ps : poids sec ;

rpm : Round peer minute (rotation par minute );

SNC : System nerveux central ;

T.H. : Teneur en hyoscyamine ;

YEM: Yeast Extract Mannitol (Vincent, 1970);




Liste des tableaux

Tableau 1 : Liste des alcaloides trouvés dans Datura Stramonium........c..eeeeeeeeeeie e, 11

Tableau 2: Principales parametres pharmacocinétiques des alcaloides de Datura stramonium chez

Tableau 3 : Taux de I’atropine et la scopolamine des différentes parties de la plante de Datura stramonium
QUANtITIES PAT GO/ S ...ttt e e et ettt et e et et et e esreesreessesbessestresseessnennne s s 1O

Tableau 4 : Principales opines servant a la classification des plasmides Ri d’A. rhizogenes........................24

Tableau5: Résumé de quelques travaux d’élicitation de la production des alcaloides tropaniques chez

AU, ..ttt ittt ettt e e ettt et ettt et et eree e ebeaae e s aeen 31
Tableau 6 : les Composition du milieu de culture MS (Murashige et Skoog, 1962).................... 36
Tableau 7 : Composition chimique du milieu YEM. ... ... e, 37

Tableau 8: Variation des taux d’induction racinaire en fonction des provenances de D. stramonium

Tableau 9 : Variation Temps moyen d’apparition de la premiére racine (jours) en fonction des provenances
A€ D, SEFAMONIUM .. .. it cit et et ettt et et ettt et e et et ees e it eae et et b en ten e ae eae een e e sae eenven e e B

Tableau 10 : Lignées racinaires sélectionnées aprés 12 jours de culture sur milieu MS de D. stramonium....45




Listes des figures

Figure 1 : Datura StramONIUM. ... . ...ttt e e ettt et e e et e e et eeenenae e s 2
Figure 2 : Voies hypothétiques d’expansion des Datura sp dans le monde Datura sp (Bleu) et Datura metel

7 ) T USSP 5
Figure 3 : Différents parties de Datura StramoniUum .............ooiuiriiiiiiiee e e e e 6
Figure 4 : structure chimique de Patropine. ... .....cooviiritiiit e e et 15
Figure 5 : structure chimique de I’hy0SCYamine. ..........ooviiitiii it e e 16
Figure 6 : structure chimique de SCOPOIaAMINE. .. ... . ..ottt e e 17

Figure 7: Vue d’ensemble de la voie biosynthétique d’alcaloides tropaniques et de la catalyse

1317400718 0 |1 (PSP 19
Figure 8 : Principe de I’extraction des alcaloides en milieu alcalin...................c.ooviiiiiiiiiiniicen 21
Figure 9 : Structure du plasmide Ri....... ..o 24
Figure 10 : Différentes applications biotechnologiques des cultures de racines transgéniqu.........................27
Figure 11: Grains scarifiées et désinfectés (StErile)...........ooiiiiiii e, 35
Figure 12 : le milieu MS dans les tubes et Ies erlenmeyers. ... .. ..o 36
Figure 13: Grains cultivées dans un milieu MS posées dans la chambre de culture............................... 37

Figure 14 : Activation de [a SOUChE A4 . ... 38
Figure 15 : Protocole de préeparation de suspension bactérienne... ..o 39
Figure 16 : Méthode de I’infection de la Co-culture et de I’isolement des racines induites..................... 41

Figure 17 : Cinétique de croissance deS CRS ... ..ot e 45

Figure 18 : Biomasse des lignées retenues cultivées dans le milieu B5 liquide.......................ocol. 46




Sommaire

Remerciement

Dédicace

Résume

Summary

uadlall

Listes des abréviations

Liste des tableaux

Liste des figures

Introduction ENérale........ccevvieiiiniiiiiiiiniiiiniiiieiiiiiiieiiiareietssasosssssssossssssssssssssssnsons 1

PREMIERE PARTIE : Synthése bibliographique

I. Généralités sur Datura StramONIUM ... ceeeererieeneieiereneieresesesesasasasasasasssasasssssssssssssssniase 3
[.1 Présentation de Datura StramoniUM. ... ......oouiniiiti e e 3
1.2 Position systematique du genre Datura L ..o 4
1.3 Origine €t rEPaArtItION. ... ... i e e 4
1.4 Caractéristiques de laplante........ ... 5
1.5 Aspect génétique de Datura StramoniUM........ ..ottt e 7
1.6 Intérét et utilisations de Datura StramoniUM......... ..ottt e eeeeas 7
[.6.1 Intérét de Datura StramoOniUm ... ... ittt 7
1.6.2 Utilisation médicinal et traditionnel ............ ... 8
[.6.3 ULIlISation agriCole. ... ..o.ouie i e 9
1.6.4 ULilisation COI0OQIGUE ... .eiti e e e 9
1.7 Contenus alcaloidiques de la plante..............ooeiiiiiiiiii e 10
[.7.1 C’est quoi unalcaloide .........ccuiiiniiiii e 10
1.7.2 Teneur en alcaloides totaux fonction des Organes...............oeviiiiiiiiiiiiins e, 10
1.7.3 Diversité des alcaloides chez Datura StramoniUm...........ccecveviiieiieeresie s 10
I1. Métabolites SECONAAITES ...ccveeiiiieiiiiiaeiiiiieneteiienseessnsscsssssessessscsssssscssnsscsssnnassns 13
I1.1 Intérét et utilisations (le role des métabolites dans la plante).................ccooeiiiiiiiiiiin. . 13
I1.2 Métabolites secondaire du Datura ..............ooiriiiiiiii e, 13
[1.3 Contenus alcaloidiques du Datura .............o.oiiiiiiii e 14
[1.3.1 Alcaloides de Datura ...........ooeiniiniiei e e e, 14
11.3.1.1 L’atropine (D, L-hyoSCYamiNe) .........c.cooiriiriiiniiii e, 14
11.3.1.1.1.PharmacCOCINEtIQUE .........oririnit ittt ettt et et e e e e eaee e eeas 15
11.3.1.1.2 MEcanisme d’aCtiON. ........oiiriitit it e e e 15
11.3.1.1.3 Doses toxiques de I’atroping ..........cooeeriiiiriiii e eeee e 16
[1.3.1.2 L NYOSCYAIMINE ...utitititit ettt ettt et et e et e e e e eaaeaas 16
[1.3.1.3 La SCOPOIAMING ...ttt e e e e e e e e e e 16
11.3.1.3. 1 PharmacoCINBLIQUE ..........oouinritii i e e 17
11.3.1.3. 2 Mécanisme d’aCtion .........c.iuiiiiniii e, 17
11.3.1.3. 3 Dose toxique de la scopolaming ............cooeiiiiiiiiiiiiii e, 17
[1..32 Distribution des alcaloides dans laplante ..., 17

I1.4 Biosynthése des alcaloides tropaniQUES ............oieouiniitiriet e e 18




[1.5 Activité biologique des alcaloides du Datura Stramonium..............cccoeveviiiiininiiieien 19

[1.5.1 Effets pharmacolOgiqUES ........ooeiniiniii e e 19
I1.5.2 Effets d’INtOXICAtION ......uiintt ittt ettt et ettt e et et e et e e e et ee e e eaenas 20
11.6 Extraction et dosage des alcaloides ..........c.viiiiiiiii e 21
[1.6.1 Extraction des alcaloides de Datura stramonium .............cooeveiiiiiiiineeeeneen, 21
I1.6.1.1 Extraction par SOIVANtS OTZANIQUES . ....verrenrenneententeeeeentenneanteneeaneeneeeaneennns 21
11.6.1.2 Extraction par un solvant en milieu alcalin ..., 21
11.6.1.3 Extraction par un solvant en milieuacide ...............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiis e, 22
TLO.1.4 IMACETAtION ....uttt ittt it ettt et e et e e et e et e e e et e et e eees e 22
I1.6.2 Dosage des alcaloides. ... .....ovuiiriintiit i e 22
IT1. La maladie du chevelu racinaire ........cccceiiiiiiieiiieiiiieiieeteinreieececnscenscscascansescnnsn 23
[11.1 Agrobacterium rhizOgENES ..o e et e 23
IIL2 Plasmide Ri......oooiiii e e e e e e e e e 23
IT11.3 Mécanismes de la transformation par ’Agrobacterium..................cooiiiiiiiiiiininneenn, 24
[11.4 Intéréts de la culture des chevelus racinaires................oooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaes 25
I11.5 facteurs influengant 1’induction de chevelus racinaires par Agrobacterium
T ZOg NS .. ettt 26
IV. La production des alcaloides a partir de chevelus racinaires ..........ccceevvveiiinieinnnnnnn. 28
IV.1 Optimisation des conditions de croissance et du milieu...............cooviiiiiiiiiiii ... 28
VA < 515 17 15103 o 29
IV.3 L utilisation de PrECUISEULS .......tntieeteett et e ettt e et e et e et e e e e eeaeenaeeanneeaneas 31
IV.4 L’ immobilisation des Cellules. ..........oouiiiiii e 32
IV.5 La perméabilisation des cellules ( des chevelus racinaires) ...............ccoeeveriniiiiviiviieennn. 32
DEUXIEME PARTIE : Matériels et méthodes
(I O]o] [:101 1] il [V IR { - 17Z- | PP 43
1. ODtention des VItFO-SEMIS .iuieiuiiiernrnriererreesarrsesasnssesasessssassssssnssssssassssssnsssnnn 43
I1.1 Origine des graines de Datura Stramonium ...............oiiiiiiiiiiiiiiii e ceen 43
[1.2 Scarification deS graiNesS. ... .....iuiiri it e e e e 43
[1.3 DESINTECLION UES GraiNeS ...\ttt e e e e e ieee 43
1.4 MISE BN CURUIE .. e e e, 35
1. Obtention des CheVElUS FraCiNAITES wiuiiieeeieereriernrnteerasnrsesnseseesasnssssnsnssssssasssnnnn. 37
II1.1 Origine de I’agrobacterie ............c.oiuiiuitiniiii e ee 37
[11.2 Préparation de la SUSPension Dactérienne ..............co.viiiiiiiiiiiiiie e 37
[11.3 Isolement des racines tranSformMEeS. .........ooviniirii e 40
[11.4 Multiplication des lignées racinaires obtenues ................cooiiiiiiiiiiiiiiiiieee 40
[11.5 Sélection des lignées racinaires performantes............cc.oiiiiiiiiiiiiiiieieee e 41

I11.6. Détermination de la cinétique de la croissance des chevelus racinaires ................... 42




TROISIEME PARTIE : Résultats et interprétations

I. Germination des graiNes de DatUra....ceeeeeeeeeeeereneeeerenrenecensensesscansansenssansansennsnrmmin 43
I1. Obtention des CheVElUS FraCiNAITES. cieeiieiretieteeenrintenreessontonssssesonssnssssessnssnsninimons 43
1.1 TAUX A8 FEACLIVILE ...\ttt e e e e e e sassnes 43
1.2 Taux d’indUCtiON TACINAIIES .......eoutetiett ettt ettt et et et e e e et e e e et eeeeae s canen 43
I1.3 Temps moyens d’apparition de la premiere racine ..............cevveeiiiirieiienneenenniisssssnne. 44
I1.4 Nombre moyen de racines par eXplant.............coooiiiiiii i e eeseeen 44
1. Sélection des lHGNEES FACINAIIES veuieireieeeeeereereeereerncereeenseseesnsesessnsesascnsesassnsnsnnnns 44
IV. Evolution de la biomasse des chevelus racinaires (cinétique de croissance).........ce.......... 45
CONCIUSION GENETAIE .euuiniieiiiieiiieieiteeieeneeeeecnteeeacasessacnssensnsessnsnsessnsnsessnsnsennnnns 47

Référence bibliographiqUe....cuce i eieiiieiiiiiiieiieiteteeieeteecnereecnsnsessnsnsascnsesansnnnnnnn 48




Introduction

Les plantes sont des usines biologiques naturelles. Elles produisent des substances actives
biochimiques : alcaloides, huiles essentielles, flavones, tanins,... et les mettent a la disposition de
I’homme qui peut en faire usage pour sa santé et satisfaire seS besoins vitaux (Schauenberg et Paris,
1997).

Parmi les plantes médicinales utilisé par I’homme le Datura stramonium ; est une espece de
plantes dicotylédones de la famille des Solanaceae, riche en alcaloides tropaniques, méritant d’étre
valorisée pour la production de 'H&S (Houmani et al., 1994).

Actuellement, la majorité des molécules synthétisées par les plantes d’intérét pharmaceutiques
non seulement Datura stramonium _ sont extraites directement de la plante entiére cultivée en serre ou en
plein champ. Ces molécules, appelées métabolites secondaires, ne constituent pas des espéeces chimiques
impliguées dans la croissance ou la respiration des plantes (Tikhomiroff, 2001).

Ces metabolites secondaires sont généralement produits en faible quantité par les plantes
(Namdeo, 2007). Par conséquent, il est difficile de les obtenir en grande quantité par culture en serre ou
en plein champ. En effet, pour de nombreuses raisons, il devient souhaitable d’utiliser les techniques de
culture in vitro.

Les métabolites secondaires produits sont d’un grand intérét dans I’industric pharmaceutique et
agroalimentaire (Sasson, 1991). Parmi ces métabolites, les alcaloides tropaniques, dont la scopolamine et
I’hyoscyamine, sont déja utilisés en pharmacologie humaine et vétérinaire (Shimomura et al., 1991). lls
sont extraits a partir de Solanaceae dites mydriatiques tel que le Datura stramonium L. qui en est
particulierement riche (Houmani, 1999).

La biosynthese des métabolites secondaires est liée a la différentiation cellulaire. En effet, Les
alcaloides nécessitent des tissus racinaires constitués de cellules spécialisées pour que la biosynthése soit
effective (Guignard et al., 1985). C’est donc une condition obligatoire pour envisager toute production in
vitro (Zryd, 1988). Le chevelu racinaire (CR) obtenu par transformation génétique a I’aide
d’Agrobactérium rhizogenes s’avere un matériel végétal de choix. Ce type de tissus présente une
croissance rapide et peut produire des taux significatifs de métabolites secondaires comparativement aux
autres types de matériel végétal mis en culture (suspensions cellulaires, cals, tissus ou d’organes ...etc)
(Bourgaud et al., 1997, Amdoun et al., 2007).

C’est dans ce contexte que se situe notre travail dont ’objectif est d’étudier I’induction des

chevelus racinaires chez Datura stramonium afin d’optimiser sa production alcaloidique
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Figure 1 : Datura stramonium (Gaire, 2008)




. Généralités sur Datura stramonium

I.1 Présentation de Datura stramonium

Datura stramonium (figure 1) est une plante annuelle principalement autogame (Weaver et al.,
1985), c’est une espéce cosmopolite que 1’on rencontre dans de nombreuses régions du globe (Mairura
et Setshog, 2008) ; c’est une plante diploide (2n=2x=2n) de la famille de la solanacée (Schmelzer et
al.,2008), grosse et grossiére, ramifiée librement d'une hauteur pouvant atteindre un metre a deux dans un
sol riche (Molino, 2005), connue depuis 1’antiquité et utilisé pour ces propriétés pharmacologiques mais
aussi pour ces propriétés toxiques surtouts hallucinogenes, appelée chedjret el djina ou djahanam en
Algérie (Trabut,1935).

% Etymologie:

Datura vient du nom arabe de la plante : Tatérah ou Datora venant lui méme de Tat qui signifie
piquer, a cause du fruit épineux. L’étymologie de stramonium est douteuse. I1 y a plusieurs hypotheses :
de Strymonio une région de Thrace en Gréce ou elle est connue depuis 1’ Antiquité, ou de stremma monia
= « gateau insensible » pour ses propriétés stupefiantes, ou encore de Strychnos manikos qui signifie «
morelle qui rend furieux » pour son action enivrante (Martel, 2014).

Le datura stramonium est connu sous de nombreux noms :
Arabe: datura , nafir ,taturah
Berbere : tabourzigt , tidilla.
Anglais : thornapple, jimson weed .
Frangais : Datura, stramoine (Molino, 2005).
% Nomenclature

Datura stramonium L

s Synonymes
D. inermis Juss. ex Jacqg.
D. chalybea W. D. J. Koch
D. tatula (L.) Torr (Gaire, 2008).
%+ Noms communs (Vernaculaires)
v Algérie: sikrane (Bouzidi et al., 2011).
v" Tunisie: sak el ghoul (Bouziri et al., 2011).
v' Maroc: chdeq ej-jmel (El Bazaoui et al., 2009)
v Iran: tatoore (Amini et al., 2012).
v’ Etats-Unis: jimson weed, locoweed, Jamestown weed, angel’s trumpet (Mountain, 1987;
Perrotta et al., 1995; Salen et al., 2003; Allerberger et al., 2007).
v" France: pomme épineuse, stramoine, herbe a sorcier, herbe du diable, herbe a la taupe, herbe
des démoniaques, pomme du poison, trompette de la mort, pomme folle (Roblot et al., 1995;

Arouko, 2003; Bock, 2012).




v Allemagne: stechapfel, dornapfel, hexenkraut, igelnuss, teufelsapfel (Bonnier, 1990).
v' ltalie: stramonio, noce-spinosa, noce-puzza (Bonnier, 1990).
% Variétés :
v’ Datura stramonium var. inermis, fruit inerme, Corse, Essonne
v' Datura stramonium var. stramonium
v Datura stramonium var. tatula (L.) tiges violettes, fleur blanche ou lilas, a cceur pourpre
profond ( Rakotoarivelo, 2011).

1.2 Position systématique du genre Datura L
Régne: Plantae
Sous régne: Tracheobionta
Embranchement:Spermatophyta
Sous embranchement: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous classe: Asteridae

Ordre: Solanales
Famille: Solanaceae
Genre: Datura L. (Gaire, 2008).

1.3 Origine et répartition

Datura, aussi appelée pomme d'épine, est une herbe annuelle de jardins, de bords de route et
d’autres lieux de déchets ou de terre cultivées, Il est largement naturalisé¢ dans plus chaud pays a travers le
monde (Nayyar et al.,2020) . Le nom générique, Datura, vient du Hindoo Dhatura, dérivé du Sanskrit,
Dhustura (Gaire, 2008).

Il est douteux a quel pays cette plante appartenait a l'origine. Selon certains auteurs ’origine de
Datura a été pensée pour étre de la Chine, mais les dernieres études révelent qu'il est originaire de I'Inde
(Gaire, 2008).

D’autres auteurs, en se référant aux derniers travaux sur la taxonomie des Datura, s’accordent a
dire que toutes les espéces de Datura sont originaires du Mexique (considéré comme le centre de la
diversité des Datura dans le monde) et rejettent catégoriqguement la possibilité de leur présence dans
I’ancien monde a I’époque précolombienne (Symon et Haegi, 1991 ; Mace et al., 1999) (figure 2)

Le genre Datura regroupe neuf especes en général, dont cinq sont identifiées a 1’état spontané en
Algérie par Houmani-Benhizia, (1999), il s’agit de Datura ferox L, Datura inoxia Mill, Datura
quercifolia Humb, Datura stramonium L et Datura tatula L. le Datura stramonium, Considérée comme
la plus fréguente et la plus décrite (Bruneton, 2005). Il est originaire des Amériques et a été introduit

dans nombreuses région tropicales, subtropicales et méme tempérées C’est une plante adventice




naturalisee dans de nombreux pays Africains, mais les données sur sa présence sont certainement tres

lacunaires (Mairura et Setshogo, 2008).
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Figure 2: Voies hypothétiques d’expansion des Datura sp dans le monde Datura sp (Bleu) et Datura
metel (vert) (Mosrli, 2013).

1.4 Caracteéristiques de la plante
A. Appareil végetatif

Datura stramonium (figure. 2) est une plante annuelle herbacée, pousse librement jusqu'a plus de
un metre de haut, dans les sols riches, généralement glabre, avec une odeur désagréable au froissement.
(Geeta et Gharaibeh, 2007 ; Boris, 2001 ; Aliasgharpour et al., 2000., Mirzamatov et al., 1972).

Les feuilles alternes mesurent jusqu'a 8 cm de long et 6 cm de diamétre (a I'exclusion des
pétioles). Elles sont ovales ou ovales-cordées, mais pennées. Ces lobes sont peu profonds et pointus a
leur extrémité; il y a habituellement 2-3 de ces lobes de chaque c6té du limbe des feuilles. La marge de
chaque feuille peut avoir quelques lobes secondaires ou des dents dentées grossieres; sinon elle est lisse
ou légérement ondulée. Les feuilles peuvent étre légérement pubescentes lorsqu'elles sont jeunes, mais
deviennent glabres avec l'age; la surface supérieure de chaque feuille est souvent vert foncé et terne. Le
feuillage de Datura dégage une amére odeur. Les feuilles sont caulinaires et ramales , exstipulées;
alternes a opposeées, pétiolées, simples, disséquées, aigués, glabres, unicostées, réticulaires. Les feuilles
sont grandes et angulaires, inégales a la base, avec une marge ondulée et grossierement dentée, et ont les
nervures fortes et ramifiées tres clairement développées. La surface supérieure est sombre liet vert
grisatre, généralement lisse, la surface inférieure plus pale, et lorsqu'elle est seche, minutieusement ridée
(Gaire, 2008).

La tige, pouvant atteindre plus d’un meétre de hauteur, est droite, creuse, simple ou ramifiée,

glabre, verte devenant parfois violette (Cazin et Cazin, 1997).




La racine est forte, rameuse, fibreuse et blanchatre ( Cazin et Cazin, 1997), partie souterraine
contienne une racine principale, d’une couleur blanchatre, distribuant plusieurs fibres trés long et épais
(Mountain, 1987; Bonnier, 1990).

B. Appareil reproducteur
Les fleures sont trés grande «6-10 cmy, solitaire a I’aisselle des feuilles ou par deux, a calice
tubuleux «4-6 cm», vert tres pale ou violacé, a 5 sépales plissés anguleuses, a corolle blanche, évasée en
entonnoir «6-12 cmy», terminé par 5 lobes (Beauquesne et al., 1980; Bonnier, 1990; Bock, 2012).
Chaque fleur est remplacée par un fruit dur qui est sec et épineux; il est d'environ 1% "de long, 1"
de diametre et de forme sphéroide-ovoide. Sous chaque fruit se trouve un reste tronqué du calice qui
s'incurve brusquement vers le bas. Ces fruits sont initialement verts, mais deviennent bruns avec la
maturité (Gaire, 2008).

Les graines sont réniformes, aplaties sur une face, de 4-5 cm de long sur 2-3 mm de large et 1 a
1,5 mm d’épaisseur. Le tégument est noiratre, plus clair au niveau du hile. La surface de la graine est
chagrinée, réticulée, ponctuée. La section longitudinale montre sous le tégument, un albumen huileux,
blanc, entourant I’embryon deux fois recourbé. Elles ne dégagent pas d’odeur particuliere si elles ne sont

pas broyées. La saveur est tout d’abord huileux, puis acre et nauséeux (Paris et Moyse, 1971).

Figure 3: Différents parties de Datura stramonium (Gaire, 2013).

St : stem (Tige) ; Lf: leaf ( Feuilles) ; FI: flower ( Fleures) ;Fr : Fruit (Fruite) ;
Sd : seed ( Grains)




1.5 Aspect génétique de Datura stramonium

Le D. stramonium est une plante diploide (2n) de 24 chromosomes dans les cellules somatiques.
dans des articles précédents, la découverte de tétraploides(4n) avec 48 chromosomes et de triploides (3n)
avec 36 chromosomes a été rapportée, ainsi que de mutants déséquilibrés avec 25 chromosomes
représentés par la formule (2n+1) . la découverte de deux haploides ou dans des plantes, que nous
sommes en mesure de signaler, ajoute un nouveau type chromosomique a la série équilibrée: 1N,2n,3n, 4n
(Blakeslee et al., 1922).

Les Races tétraploides de D. stramonium se distinguent des diploides par le plus sphérique forme
et plus petite taille de la capsules Matures, graines plus grosses, moins mais feuilles plus grandes et fleurs
plus grandes (Avery , 1959). Les plantes haploides, dautre part, sont un peu plus faibles que les diploides
normaux, et ont des feuilles plus étroites. Les tiges minces et des fleurs plus petites (Avery , 1959).

1.6 Intérét et utilisations de Datura stramonium

1.6.1 Intérét de Datura stramonium

Il a été utilise par les Indiens rouges pour de nombreuses années comme agent euphorique et
depuis le 1800, utilise comme agent thérapeutique et dans Grande-Bretagne (Dessanges, 2001). Les
Datura présentent de nombreuses applications dans le domaine de la dépollution des eaux et des sols. En
effet, il est a noter leur utilisation pour l'absorption des déchets radioactifs, comme au niveau du
laboratoire californien de Los Alamos, ou ces plantes servent pour purifier I'eau chargée en metaux
radioactifs ou toxiques (Rolard, 2002).

En Agriculture, les Datura peuvent étre employées en lutte biologique, méthode alternative grace
a leur activité biopesticide, contre plusieurs ravageurs tels que les insectes (aleurodes), les acariens, et les

nématodes phytoparasites ainsi que contre des pathogenes (Beliard et al, 2002 ; Rolard, 2002).

1.6.2 Utilisation médicinal et traditionnel

Les Datura sont connus pour leurs propriétés medicinales intéressantes depuis fort longtemps. Les
graines de Datura sont écrasées avec grains de riz et prises par voie orale pour soulager 1’indigestion
( Gaire, 2013). Les extraits de D stramonium sont utilisés depuis des siécles dans les préparations
homéopathiques pour asthme, psychose, épilepsie, dépression, brdlures, blessures et maladie de
Parkinson. Certains les chercheurs ont démontré son activité antimicrobienne in vitro. De plus, La plante
semble obtenir une palliation au moyen d'un effet "narcotique” que sa résine produit. Les gens de diverses
cultures ont traité les maux de dents en inhalant de la vapeur a partir de graines bouillies ou feuilles,
macher la racine, fumer les feuilles et l'utilisation non précisée des fleurs (Brooks et al., 2007). La plante
est utilisée pour traiter la diarrhée, les crampes intestinales et la nycturie (Chan, 2002), I’hypertension et

la maladie cardiaque (Eddouks et al., 2002). Cette plante est freqguemment utilisée comme un traitement




anti asthmatique; en fumigation du feuilles roulées en cigarette ou hachées et mélées a du tabac
(Spichiger et al., 2002; Pretorius et Marx, 2006).

L’extrait méthanoique de la partie aérienne de Datura stramonium possede une activité
antibactérienne (Eftekhar et al., 2005), quant a I’extrait aqueux des graines, il est utilisé dans le
traitement des douleurs gastrique (Gidado et al., 2007). Les fleurs sont séchées et fumées ou fumigées
dans le traitement de I’asthme. De fagon générale, toutes les parties de la plante sont utilisées dans la
medecine traditionnelle, afin de provoquer une sédation ou faire disparaitre la fatigue (El Bazaoui et al.,
2009). Le jus de fleur est utile pour les maux doreilles (Govil et al., 2002), utilisé aussi comme
anesthésiant dans les cas de carie dentaire (Bremness, 2005). Le cataplasme fait a partir des fleurs est
appliqué aux blessures pour réduire la douleur. Une décoction de la fleur et la racine ont été utilisées
comme sédatif pour calmer les patients lors de I'établissement des fractures (Bhattacharjee, 2004). Les
fleurs sont L'huile de graine de Datura est utilisée dans plusieurs formulations faites pour
arréter/repousser les poils et pour surmonter les pellicules ; L'huile de graines de Datura est extraite a
l'aide d'une presse a froid et d'une extraction au solvant. L'huile Datura a plusieurs applications
industrielles (Nayyar et al., 2020).

Les indiens algonquins en utilisaient les racines dans la confection d'un breuvage qu'ils
administraient aux jeunes hommes afin qu'ils perdent la memoire de leur enfance (Arouko, 2003).
Les graines sont souvent utilisées comme aphrodisiaque (Gaire, 2005; El Bazaoui et al., 2009).
Les feuilles de Datura sont pilés avec I’eau et appliqués pour traiter les maux de téte ; les graines sont
mélangees a de I'huile de palme et appliquées a des cas graves de piqlres d'insectes ( Gaire, 2013).

En Inde, une préparation faite de jus de feuilles de Datura, de nim (Azadirachta indica) et de bétel
(Piper bettle) est appliguée sur leczéma. Le jus des feuilles est aussi donné
comme anthelminthique et antipyrétique (Khare, 2003).

Les Mayas soignaient les ulceres et les hemorroides par I'application directe d'une préparation a
base d'huile obtenue a partir des feuilles de Datura stramonium et les hypothermies par le frottement de
feuilles de Datura stramonium au niveau des zones concernées (Marc, 2000).

En Amérique du Sud, des décoctions de graines sont utilisés comme agent incapacitant pour les
viols et les vols (Gaillard et Pepin, 1999).

Les médecins grecs et romains ont utilisé Datura mélangé a de I'opium comme sédatif et général
anesthésique pendant la chirurgie. En fait, I'utilisation de la scopolamine (I'un des alcaloides de Datura)
plus la morphine comme analgésique efficace et inducteur de sommeil était une pratique courante jusqu'a
Le dix-neuviéme siecle. En 1905, le Dr Carl Gauss a utilisé des extraits de Datura et de morphine pour
induire un sommeil crépusculaire traitement pour les femmes ayant des accouchements difficiles. La
combinaison de la scopolamine (I'un des alcaloides actifs trouvés dans Datura) plus la morphine a été

utilisée pendant des années comme analgésique et inducteur de sommeil efficaces (Gaire, 2008).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ecz%C3%A9ma_(syndrome)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anthelmintique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antipyr%C3%A9tique

Autre utilisations médicinales de la plante sont: propriété anti-inflammatoire de toutes les parties de la
plante, antioxydant, anti-rhumatoide et hypoglycémique. Elle est aussi utilisée pour les brilures, les
ulceres, les infections des sinus, les maux de téte et les plaies (Devi et al., 2011), contre les névralgies et
I’épilepsie (Bonnier, 1990), pour la stimulation du systéme nerveux central (SNC), la décongestion des
voies respiratoires, le traitement de mal de dents et I'alopécie (Gidado et al., 2007), comme anesthésique

et pour calmer les spasmes musculaire (Zhi-Yan et al., 1994).

1.6.3 Utilisation agricole

La culture de cette plante fonctionne comme un insectifuge, qui protege les plantes contre les
insectes voisins (Sanjita et al., 2012). La plante est utilisée comme antifongique contre plusieurs types de
champignons, comme nématicide (Marc, 2000) et comme antiparasites de moutons et de poulets (Viegi
et al., 2003).

Elle est utile dans la lutte contre les doryphores pour le maraichage, attire les doryphores qui y
pondent, les ceufs éclosent et les jeunes larves s'empoisonnent en se nourrissant de la plante (Site
Gerbeaud).

Aussi utilisée dans la lutte biologique contre les maladies bactériennes et fongiques des plantes
cultivees. De plus leur sensibilité aux virus , tel que les Verus A, X et Y de la pomme de terre les rend
bien appréciées comme plantes indicatrice (Van Der Plank et O’Connor,1959). Le D. stramonium
figure parmi les plantes qui peuvent diminuer les populations de nématodes a galle de la tomate, et méme
pour lutter contre le doryphore de la pomme de terre (Li et al., 2006).

L’allélopathie de Datura pourrait étre utiliser pour lutter contre les mauvaises herbes de blé tendre

( Triticum aestivum L.) (Javaid et al., 2008 ). Les Datura possedent en outre une activité allélopathique

contre les plantes compétitives. Des essais in vitro montrent que les alcaloides issue des graines de D.
Stramonium (hyosvyamine et scopolamine) inhibent la croissance des semi de tournesol Helianthus annus

L.(Levitt et Lovett,1984) , ainsi que la germination et 1’élongation radiculaire de Linum usitatissimum

L(Lovett et al., 2006).Les extraits aqueux de Datura inhibent la germination et la longueur radiculaire du

mais (scepanovic et al., 2008).

1.6.4 Utilisation écologique

D’aprés Waoo et al.,(2014) ; les Datura peuvent étre aussi utilisés dans le domaine écologique,
dans la bioremédiation des sols et des eaux polluées par les métaux lourds. Ainsi, ces derniers seront
concentrés sur les parois cellulaires de la plante. Elles présentent de nombreuses applications dans le
domaine de la dépollution des eaux et des sols. En effet, il est a noter leur utilisation pour I’absorption des
déchets radioactifs, comme au niveau du laboratoire californien de Los Alamos, ou ces plantes servent

pour purifier I’eau chargée en métaux radioactifs ou toxiques) (Rolard, 2002).
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I.7 Contenus alcaloidiques de la plante

I.7.1 C’est quoi un alcaloide

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale, azotées,
basiques et douées a faible dose de propriétés physiologiques marquées (Zenk et Juenger, 2007).
Ils portent tous la terminaison « ine » (Paris et Hurabielle, 1981). A 1’¢tat normal, ils sont
généralement salifiés par les acides organiques (tartrates, malates...) ou combinés a des tanins
(Guignard et al., 1985). On les classe sous trois groupes:

Les alcaloides vrais: I’azote inclus dans un hétérocycle, ce groupe reprisent la majorité des alcaloides.

Les proto-alcaloides: ils ne possedent pas un azote intra-cyclique, ils ont une structure proche des
amines (Guignard, 2000).
Les pseudo-alcaloides: ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais
ne sont pas des derivés des acides aminés (Bruneton, 1999).

Le site de la synthese des alcaloides est la racine; cela a été établi par l'étude de
I’accumulation d'alcaloides dans les greffes réciproques de Datura avec du tabac et de la tomate.
Scions de tabac et la tomate greffés sur les stocks Datura contiennent des alcaloides de
stramonium tandis que Les greffons de datura greffés sur des porte-greffes de tabac et de tomate
ne contiennent pas d'alcaloides. Les alcaloides dans les feuilles sont principalement situés dans
'épiderme, en particulier dans la partie supérieure d’épiderme et dans le parenchyme du phloéme;
la nervure médiane contient les concentrations les plus élevées d'alcaloides que le pétiole. Les
feuilles supérieures et les branches sont plus riches en alcaloides que ceux prés de la base

(Anonymes, 2003).

1.7.2 Teneur en alcaloides totaux fonction des organes
D’apres Martel (2012), la teneur en alcaloides est sensiblement la suivante dans les organes secs :
e Feuilles: 0,2a0,5%
e Racine:0,06a0,3%
e Tige:0,120,24%
e Fleur : calice 0,3 % - corolle 0,4 % - pistil 0,3 %
e Fruit : péricarpe 0,08 % - placenta mdr 0,3 %
e Graine0,2a0,3%
e Plantule:0,1a0,7%

1.7.3 Diversité des alcaloides chez Datura stramonium
En 2002, 29 alcaloides ont été identifiés par GC-MS, chez Datura stramonium L. a partir de
racines, feuilles et graines. 21 nouveaux alcaloides tropaniques ont été décrits pour la premiere fois pour

cette espéce et deux esters tropanols identifiés pour la premiere fois. Il s’agit du 3- 3- acetoxytropoyloxy




tropane et 3-2-hydroxytropoyloxy tropane (Berkov et Philopov, 2002). Berkove et al., (2005), ont
analysé le profil alcaloidique des parties de la plante de Datura stramonium recueillies a différents
stades de développement par GC-MS, et ont détecté 64 alcaloides tropaniques, et ont identifiés 48
d'entre eux.

Deux nouveaux alcaloides ont été identifiés il s’agit du 3-phénylacétoxy-6 ,7-epoxynortropane et
du 7-hydroxyapoatropine. D’autres composés sont signalés pour la premiére fois pour D. stramonium, il
s’agit de la scopoline, du 3- (hydroxyacetoxy) tropane, du 3-hydroxy-6-(2-méthylbutyryloxy) tropane,
du 3a-tigloyloxy-6- hydroxytropane, du 3,7-dihydroxy-6-tigloyloxytropane, du 3-tigloyloxy-6 -
propionyloxytropane, du 3-phénylacétoxy-6, 7-epoxytropane, du 3-phénylacétoxy-6-hydroxytropane, de
I’apocopolamine, du 6-a-7-ditigloyloxytropane ,de I’hydroxyhyoscyamine et du 3-acétoxy-6-
isobutyryloxytropane pour la premiére fois pour la famille des Solanacées .
Tableau 1 : Liste des alcaloides trouvés dans Datura stramonium (El Bazaoui et al., 2011)

Les Alcaloides

o Hygrine
6,7-Dehydrotropine
Cyclotropine
Tropinone
Tropine
Pseudotropine
Scopoline
Scopine
3-Acetoxytropane
3,6-Dihydroxytropane
Methylecgonine
3-(Hydroxyacetoxy)tropane
3-Acetoxy-6-hydroxytropane
3-Hydroxy-6-acetoxytropane
3-Methylbutyryloxytropane
3,7-Dihydroxy-6-propionyloxytropane a
6,7-Dehydro-3-tigloyloxytropane a
3,6-Diacetoxytropane
3a-Tigloyloxytropane
3-Hydroxy-6-isobutyryloxytropane
3B-Tigloyloxytropane
3-Isovaleroyloxy-6-hydroxytropane ou3-(2'-methylbutyryloxy)-6-
hydroxytropane)
3-Hydroxy-6-(2'-methylbutyryloxy)tropane
3-Hydroxy-6-methylbutyryloxytropane
3-Tigloyloxy-6,7-epoxytropane a
3-Tigloyloxy-6-hydroxytropane
3a-Hydroxy-6B-tigloyloxytropane
3B-Hydroxy-6B-tigloyloxytropane
3-Tigloyloxy-6-acetoxytropane
3,7-Dihydroxy-6-(2’-methylbutyryloxy)tropane a
3-Tigloyloxy-6-propionyloxy-7-hydroxytropane
3-Phenylacetoxytropane
3-(2'-Phenylpropionyloxy)tropane
3-Tigloyloxy-6-propionyloxytropane
6,7-Dehydro-3-apotropoyloxytropane a




3-Tigloyloxy-6-isobutyryloxytropne
3-Tigloyloxy-6,7-dihydroxytropane
Apoatropine
3,7-Dihydroxy-6-tigloyloxytropane
3-Phenylacetoxy-6,7-epoxytropane
o Dihydroaposcopolamineb

o 3-Tigloyloxy-6-(2'-methylbutyryloxy)tropane
o 3-Tigloyloxy-6-methylbutyryloxytropane
6,7-Dehydrohyoscyamine b
3-(3'-Methoxytropoyloxy)tropane a
3-Phenylacetoxy-6-hydroxytropane
Aponorscopolamine

Aposcopolamine
3-Tigloyloxy-6-isobutyryloxy-7-
hydroxytropane a

Littorine

Hyoscyamine (Atropine)
3,6-Ditigloyloxytropane
6-Hydroxyapoatropine
3a-Tigloyloxy-6-isovaleroyloxy-7-
hydroxytropane
3B-Tigloyloxy-6-isovaleroyloxy-7-
hydroxytropane

Methylscopolamine
3-(3'-Acetoxytropoyloxy)tropane
Scopolamine

4'-Hydroxylittorine b
3,6-Ditigloyloxy-7-hydroxytropane
7-Hydroxyhyoscyamine
6-Hydroxyhyoscyamine
3-Tropoyloxy-6-acetoxytropane
3-Tropoyloxy-6-isobutyryloxytropane a
3a-Tropoyloxy-6B-isovaleroyloxytropane
3B-Tropoyloxy-6B-isovaleroyloxytropane a
3-Tropoyloxy-6-tigloyloxytropane




1. Meétabolites secondaires

1.1 Intérét et utilisations (le role des métabolites dans la plante)

La croissance et le développement des végétaux sont associés a la production de métabolites
primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont directement impliqués dans les processus de
développement, de fonctionnement de base et de la reproduction des cellules. Chimiquement. Les
metabolites secondaires(MII) (Un métabolite secondaire est une molécule qui, par exclusion, n'appartient
pas au métabolisme primaire (Rakotoarivelo, 2011), ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése, mais résultent de réactions chimiques ultérieures. lls ne participent pas directement aux
processus vitaux des cellules, mais assurent néanmoins des fonctions écologiques importantes, souvent en
lien avec leur localisation dans la plante (jaber, 2017). lls jouent différents réles : phéromones, signaux
chimiques permettant a la plante de s'adapter a un changement de I'environnement, moyens de défense
contre les herbivores, pathogénes (phytoalexines) ou compeétiteurs. D'autres MII protegent la plante des
radiations solaires. Il existe trois grandes familles de MII chez les plantes : les alcaloides, les terpénoides
et les (poly) phénols. Dans cette étude, nous nous intéresserons plus particulierement aux alcaloides
(jaber, 2017).

1.2 Métabolites secondaire du Datura

La plante est riche en une variété de métabolites secondaire tels que les tanins, les terpenoides,
alcaloides, flavonoides, phénols, stéroides, glycosides et huiles volatiles, Les alcaloides sont une des
classes des métabolites secondaires les plus importants. La concentration d'alcaloides dans la plante varie
avec l'age et le stade de développement, les tissus et I'emplacement géographique.

Les alcaloides tropaniques sont produits dans le tissu racinaire dés 18 jours apres la germination et
sont ensuite transloqués au tournage. Les trois principaux : la L-hyoscyamine, I’atropine (mélange
racémique de D- et L-hyoscyamine), et la scopolamine inhibent les récepteurs de 1’acétylcholine et
entrainent des propriétés pharmacologiques mises a profit en médecine. Le Datura officinal (stramoine)
est d’ailleurs inscrit a la pharmacopée avec des taux minima d’alcaloides tropaniques de 0,2 a 0,5 % de

matiére séche (Chollet et al .,2010).

(Paris, Horse et Garnier ) décrivent la composition du Datura.
La feuille séche contient :

o 8% d’eau

o 15418 % de matiéres minérales

o des traces de scopolétol (une coumarine)

o des pigments flavoniques comme ’anthocyanoside qui donne la coloration




o violette des nervures chez la variété tatula. des bases volatiles des alcaloides tropaniques :
hyoscyamine et scopolamine, dont la teneur en alcaloides totaux est comprise entre 0,2 et 0,5 %.
Les proportions hyoscyamine /scopolamine sont trés variables : généralement voisines de 2/3- 1/3 a
3/4-1/4.

Les graines renferment :

o 8a9%d’eau

o 3% de cendres riches en phosphore

o 15430 % d’huile, I’acide daturique qui serait un mélange d’acide palmitique et stéarique

o 0,2 a0,3 % d’alcaloides totaux avec une proportion de scopolamine moins élevée que dans la

feuille.

1.3 Contenus alcaloidiques du Datura

Les alcaloides sont classés en fonction de leurs activités biologiques ou en fonction de leur
structure chimique en plusieurs groupes, parmi ceux-ci on trouve les alcaloides tropaniques (Brunton,
1999). IIs possedent une grande diversité dans leur origine botanique et biochimique, leur structure
chimique et leur action pharmacologique (Martel, 2012).

La classification phytochimique des alcaloides est basée sur I’origine de I’acide aminé utilisé
pour fabriquer cet alcaloide (Martel, 2012) Les acides aminés en C4 et en C5, ornithine et lysine, sont
a l’origine de nombreux alcaloides dont la structure peut-étre plus ou moins complexe. La complexité
dans ce groupe se traduit par la formation, a partir de plusieurs molécules de ’acide aminé, d’édifices

polycycliques : pyrrolizidines, indolizidines, quinolizidines (bi-, tri-, tétra-, pentacycliques).

11.3.1 Alcaloides de Datura

Les alcaloides de Datura font partie du groupe des alcaloides tropaniques (alcaloides
hétérocycliques). On connait environs 150 alcaloides dans ce groupe répartis dans un petit nombre de
familles d’Angiospermes dont les Solanacées. Ils sont présents dans une vingtaine de genre de cette
famille. Dans I’espece Datura stramonium, soixante-quatre alcaloides tropaniques ont été détecté. Pour se
donner une idée de la diversité des alcaloides de Datura stramonium (Maibam et al., 2011).  Les trois

principaux alcaloides de Datura stramonium sont : L’atropine , la scopolamine et L-hyoscyamine.

11.3.1.1 L’atropine (D, L-hyoscyamine) :

L’atropine est ’ester du tropanol et de ’acide tropique, c¢’est un mélange 20 racémique de D et
L- hyoscyamine ( figure. 4) (Vakili et al., 2012) , leur formule chimique est ; Ci7 Has NOs. Est une
poudre blanche. Elle cristallise en aiguilles anhydres, incolores et soyeuses. Sa saveur est amere et
désagréable. En solution aqueuse et surtout a chaud, elle est hydrolysée en acide tropique et tropanol
(Fabre et Truhaut, 1961). Elle est peu soluble dans I’eau (Grevoz et Laubriet, 2007), soluble dans
I’éther et ’acétate d’éthyle et trés soluble dans le chloroforme et 1’alcool (Fabre et Truhaut, 1961).
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Figure 4: structure chimique de I’atropine (Pujol et al., 2006).

11.3.1.1.1 Pharmacocinétique

L’atropine est rapidement absorbée par les muqueuses gastro-intestinale et respiratoire (Rodrigo
et Rodrigo, 2002; Pretorius et Marx, 2006). Sa diffusion se fait dans tout ’organisme, y compris le
systéme nerveux central, a travers le placenta et dans le lait (Moulin, 1998). Elle est métabolisée dans le
foie (Ertekin et al., 2005), environ 60 % de la dose sont excrétés sous forme inchangée dans I’urine et la
partie restante apparait dans 1’urine sous forme de métabolites hydrolysés et conjugués (Katzung, 1996).
Le tableau 2 montre quelques parameétres pharmacocinétiques des alcaloides de Datura stramonium.
Tableau 2: Principales paramétres pharmacocinétiques des alcaloides de Datura stramonium chez
I’homme (Goullé et al., 2000).

Atropine (DL- Scopolamine (L- Hyoscyamine
hyoscyamine) hyoscine)
Demi-vie (heure) 2-5 3-8 3-8
Volume de distribution 1-6 1.4 1.4
(I/kg)
Concentrations 2-25 0.1-1.0 0.1-1.0
thérapeutiques (mg/ml)
Concentrations toxiques 20-30 - -
(mg/ml)
Concentrations létales >200 - -
(mg/ml)

11.3.1.1.2 Mécanisme d’action :

L’atropine est une substance classée comme un antagoniste compétitif non sélectif des
récepteurs muscariniques (Halpern et Sewell, 2005; Pretorius et Marx , 2006; Diether et al., 2007).
Cette substance a des effets parasympatholytiques (Attenhofer et Pellikka , 2003; Barguil, 2011). Elle
inhibe de facon compétitive et réversible la fixation de I’acétyle choline aux récepteurs muscariniques
(Flesch, 2005), localisés dans les organes périphériques innervés par les fibres post- ganglionnaires

parasympathiques, ainsi que dans le systeme nerveux central (Bruneton, 1999; Salen et al., 2003), d’ou




ses effets sympathomimétiques (Flesch, 2005). Seules les formes Iévogyres (L-hyoscyamine, fraction L

de la DL-atropine) ont une activité sur les récepteurs muscariniques (Goullé et al., 2004).

11.3.1.1.3 Doses toxiques de I’atropine

En fonction de la dose considérée, les symptomes d’intoxication se manifestent par des effets
parasympatholytiques périphériques et centraux (Reichl et al., 2004). La dose létale approximative pour
un homme adulte est de 10 mg d’atropine (Clark, 2005; Allerberger et al., 2007).

11.3.1.2 L’hyoscyamine

Le -hyoscyamine est 1’ester de tropanol et de I’acide L-tropique (Grynkiewicz et Gadzikowska,
2008). Elle est I’isomére 1évogyre de I’atropine racémique (Peter, 1983) (Figure 6). Elle se transforme
facilement en son isomére inactif ’atropine, quand on la chauffe (Fabre et Truhaut, 1961) ou durant les
procédures d’extraction (Schorderet et al., 1998; Iranbakhsh, 2006; Caligiani et al., 2011).
L’hyoscyamine est deux fois plus active que 1’atropine (Grevoz et Laubriet, 2007), mais cette derniere
est la forme acceptée en médecine parce qu’elle est stable et moins sensible aux enzymes hydrolytiques
(Grynkiewicz et Gadzikowska, 2008).

L’hyoscyamine ( figure 5) est un mydriatique énergique. Ses effets physiologiques sont intenses
(Dorvault, 1982). D’autres actions de I’hyoscyamine sont soulignées par le méme auteur, tel que I’effet
paralysant sur les fibres musculaires lisses, cette paralysie permet une action antispasmodique notamment

sur le tube digestif, les voies respiratoires et la vésicule biliaire
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Figure 5 : structure chimique de I’hyoscyamine (Aehle et Drager, 2010)

11.3.1.3 La scopolamine

La scopolamine( figure 6) ou hyoscine est un ester tropique de la scopoline. Sa structure est tres
voisine de I’atropine et de ’hyoscyamine , mais elle posseéde en plus un atome d’oxygene sur le noyau
tropan . La formule moléculaire de la scopolamine est Ci7 H21 NO4 (EI Bazaoui, 2009), est une poudre
blanche, basique, dont les sels sont hydrosolubles (Dangoumau et al., 2006). Elle est soluble dans la
plupart des solvants organiques , tel que I’éthanol, I’éther et le chloroforme (Drager, 2002).

Les propriétés pharmacologiques de la scopolamine sont treés voisines de celles de 1’atropine, mais

avec des effets centraux plus marqués en raison d’une meilleure affinité avec les récepteurs




muscariniques (Grynkiewicz et Gadzikowska, 2008). La scopolamine a une action sedative, hypnotique
dans l'agitation psychomotrice Elle majore en intensité et en durée les effets dépresseurs des autres
alcaloides sur le systeme nerveux central (Montcriol et al., 2007).

La scopolamine a une action sédative, hypnotique dans l'agitation psychomotrice, elle majore en
intensité et en durée les effets dépresseurs des autres alcaloides sur le systeme nerveux central (Montcriol
et al., 2007). Elle est souvent utilisée en association avec la morphine et la spartéine pour la préparation a
I’anesthésie générale des grandes interventions chirurgicales (Verdrager, 1978). De méme, la
scopolamine, est utilisée pour calmer les douleurs rénales, les douleurs de la vésicule biliaire et du colon.
On T'utilise également en injection intramusculaire ou intraveineuse pour soulager I’entorse. A forte dose,

la scopolamine entraine des hallucinations et dans le cas extréme des états comateux (Dorvault, 1982).

HzC\
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Figure 6 : structure chimique de scopolamine (Aehle et Drager, 2010).

11.3.1.3. 1 Pharmacocinétique

La scopolamine est rapidement absorbée par le tractus digestif (Saviuc et al., 2010). Elle est
presque entierement meétabolisée au niveau hépatique, sauf une dose moins de 5 % reste sous forme
inchangée (Alexander et al., 2008). La scopolamine est éliminée dans 1’urine et la bile (Desachy et al.,
1997) .

11.3.1.3. 2 Mécanisme d’action
La scopolamine est un antagoniste des récepteurs muscariniques (Roldan et al., 2001; Barguil et al.,
2006; Xiang et al., 2006).

11.3.1.3.3 Dose toxique de la scopolamine

La dose 1étale de la scopolamine chez 1’adulte est supérieure ou égale 2-4 mg (Perrotta et al., 1995; Lin
etal., 2011).

11..32 Distribution des alcaloides dans la plante
La teneur en alcaloides se différencie d’une partie a une autre et selon les phases et les conditions

de croissances, ainsi que la région (influence du sol, climat, ...) (Iranbakhsh et al., 2007;Marwat et al.,




2005 ; Mirzamatov et al., 1972). La racine est le site principal de la synthese des alcaloides tropaniques,
ils se rencontrent surtout au niveau des eépidermes, des laticiferes et de fagon générale dans tous les tissus
en voie de croissance et ils s’accumulent surtout dans les vacuoles. Concernant leur synthése, celle-ci se
fait au niveau du réticulum endoplasmique (Guignard et al., 1985).

Généralement les parties jeunes de Datura stramonium contiennent une quantité plus élevée des
alcaloides tropaniques que chez les parties adultes (Miraldi et al., 2001; Iranbakhsh et al., 2006;
Jakabovaé et al., 2012; Ricard et al., 2012), et la partie aérienne est plus riche en alcaloides tropaniques
que les racines (Iranbakhsh et al., 2006). Le tableau 3 montre la distribution des alcaloides tropaniques
chez Datura stramonium.

Tableau 3 : Taux de I’atropine et la scopolamine des différentes parties de la plante de Datura
stramonium quantifiés par GC/ SM (Iranbakhsh et al., 2006)

Phase de Développement et Atropine (%) Scopolamine (%)  Totale (%)
I’organe

Feuilles dans la phase 0.037 0.090 0.127
végeétative
Feuilles dans la phase 0.030 0.020 0.050
générative
Pétiole dans la phase 0.080 0.042 0.122
végétative
Pétiole dans la phase 0.062 0.020 0.082
générative
Tige dans la phase végétative 0.070 0.023 0.093
Tige dans la  phase 0.070 0.023 0.093
générative
Racines dans la phase 0.045 0.000 0.045
végétative
Racines dans la phase 0.056 0.013 0.069
générative
Capsule 0.064 0.034 0.098
Graines 0.000 0.020 0.020

11.4 Biosynthése des alcaloides tropaniques

Dans la plante la biosynthese des alcaloides est variable, elle dépend de I’espece considérée, des
conditions environnementales aux quelles I’espece est soumise, de la période et des conditions de récolte
de la plante (Baiza et al., 1998 ; Houmani, 1994 ; Mirzamatov et al., 1972).

La biosynthése des alcaloides tropaniques est désormais I’'une des mieux connue parmi celles des
métabolites secondaires. La production des alcaloides tropaniques débute a partir de la fin de la deuxiéme
semaine apres la germination (Iranbakhsh et al., 2006; Jakabova et al., 2012). Les principales voies de

biosynthése de 1’hyosciamine et de la scopolamine sont bien connues (Figure. 8). Le noyau tropane




bicyclique est formé & partir de ’ornithine/arginine via le tropanone, tandis que le groupement acide
tropique est synthétisé a partir de la phénylalanine (Alexander et al., 2008).

L’hyosciamine et la scopolamine sont issues du cycle des polyamines (arginine, ornithine,
meéthionine, phénylalanine), le processus de synthése de I’hyosciamine se fait essentiellement dans les
racines par I’estérification du tropanol et de I’acide tropique, I’acide tropique est dérivé de la
phénylalanine et le tropanol est issue du tropinone et de ’hygrine, une partie ensuite transporté vers les
paries aériennes et 1’autre transformée en scopolamine au cour de la translocation sous 1’action de

I’enzyme hyosciamine-6B-hydroxylase (Ghedjati, 2014).
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Figure 7 : Vue d’ensemble de la voie biosynthétique d’alcaloides tropaniques et de la catalyse enzymatique
(Arroo et al., 2007).

CDA : Décarboxylase d’argénine.
H6H : Hyosciamine 6a-hydroxylase.
ODC : Décarboxylase d’ornithine.
PAT : Phénylalanine aminotransférase.
PMT : Putrescine N-méthyltransférase.
TR-I : Tropine réductase 1.

TR- 11 : Tropine réductase Il

1.5 Activité biologique des alcaloides du Datura stramonium.

11.5.1 Effets pharmacologiques
A. L ‘atropine

< Action sur le systeme nerveux central :
Aux doses utilisées en thérapie, I’atropine ne produit pas d’effet au niveau du systéme nerveux
central. Aux doses toxiques, elle provoque une excitation, une agitation, des hallucinations et un coma

(Katzung, 1996; Stéphan, 2002).
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Action sur le systeme nerveux autonome :

=

Sur le cceur : L’atropine supprime la bradycardie induite par I’acétylcholine et elle entraine une

tachycardie (Cohen, 1990).

2. Sur les vaisseaux : L'atropine a doses toxiques, ou méme parfois thérapeutiques, dilate les vaisseaux
cutanés, en particulier ceux du visage donnant un aspect rouge caractéristique (flush atropinique)
(Bruneton, 1999; Goullé et al., 2004).

3. Sur P’eil : Elle provoque une mydriase passive par paralysie de sphincter irien et une cycloplégie par
paralysie du muscle ciliaire (immobilité des yeux, pupilles fixées et dilatées). Elle provoque aussi une
augmentation de la pression intraoculaire (Cohen, 1990; Katzung, 1996; Stéphan, 2002).

4. Sur les fibres lisses : L’atropine diminue la motilité gastro-intestinale et des voies biliaires, paralysie
des ureteres et elle est bronchodilatatrice (Cohen, 1990; Katzung, 1996; Moulin, 1998).

5. Sur les sécrétions : Les sécrétions salivaire, gastrique, pancréatique, bronchique, lacrymale et

sudorale sont freinées. Ce dernier explique I’¢lévation de la température corporel « fievre de I’atropine

» (Katzung, 1996; Moulin, 1998).

B. La scopolamine

L’activité parasympatholytique de la scopolamine est identique a celle de l'atropine, mais moins
marquée surtout au niveau myocardique. Néanmoins, il semble que la scopolamine, grace a son pont
époxyde dans le noyau tropane traverse mieux la barriere hémato-encéphalique (Pujol et al., 2006), ce
qui explique la forte puissance de la scopolamine sur le systéme nerveux central « SNC » que celle de
I’atropine. Sur le SNC, elle provoque aux doses thérapeutiques somnolence et euphorie. Cependant aux
doses toxigues, elle provoque excitation, désorientation, hallucination et delire (Beaver et Gavin, 1998;
Moulin, 1998)

I1.5.2 Effets d’intoxication

Toutes les parties du Datura stramonium sont toxiques et la plante dégage une forte odeur acre
repoussante qui rappelle celle des plantes de tabac (d'ou l'appellation anglaise de "stinkweed"). Les
composeés anticholinergiques sont en concentrations supérieures dans les graines. La simple manutention
d'une plante de Datura, peut s'accompagner de mydriase, particulierement si la personne se touche I’ ceil.
Ce phénomene réversible se produit a lI'occasion chez les jardiniers ou les fermiers (Bruneton, 2001).

Le tableau clinique des personnes intoxiquées par cette plante, est dominé par les troubles du
comportement : hallucinations visuelles, auditives, tactiles, désorientation spatio- temporele, agitation
motrice, rougeur de la face, une mydriase, délire, tachycardies, hyperthermie. Dans les cas les plus
graves, on peut observer des convulsions, une détresse respiratoire et le coma . Pour rappel, en 1666, prés
de la ville de James Town en Virginie (USA), des soldats furent intoxiqués en masse, aprés avoir

consommé plusieurs plantes de Datura stramonium en guise de repas (en pensant que c’était des




épinards). Cet événement est a 1’origine du nom «Jimson Weed » utilisé pour designer le Datura et qui
vient de contraction des mots « Jamestown » et «Weed» (Arouko et al., 2003).

En Algérie, les intoxications par les Datura ont lieu genéralement en période estivale et au début
de ’automne, son caractére cosmopolite et ses propriétés anticholinergiques font d’elle une plante toxique

pour les adolescents (a la recherche de sensation) ou les toxicomanes (Bouzidi et al., 2002).

11.6 Extraction et dosage des alcaloides
11.6.1 Extraction des alcaloides de Datura stramonium
Il existe 4 techniques d’extraction chimiques des alcaloides
11.6.1.1 Extraction par solvants organiques

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants es plus
utilisés a [I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, I’éthanol moins fréquemment, le
dichlorométhane et 1’acétone (Legrand, 1993 ; Dapkevicius et al., 1998 ; Kim & Lee, 2002). Une
extraction par solvant consiste a extraire une espece chimique d’un milieu solide ou liquide par
solubilisation dans un solvant. Lorsque ’espéce chimique est extraite d’un liquide (mélange ou solution),
ce liquide et le solvant extracteur doivent étre non miscibles. Au cours de 1’extraction on obtient deux
phases (ou parties non melangées). La phase supérieure correspond au liquide dont la densité est la plus
faible. (Bruneton, 1993).

11.6.1.2 Extraction par un solvant en milieu alcalin
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Figure 8 : Principe de I’extraction des alcaloides en milieu alcalin (Bruneton, 2009).




11.6.1.3 Extraction par un solvant en milieu acide
Deux cas peuvent se presenter : dans le premier, la plante ou partie de la plante pulvérisée est
directement épuisée par de 1’eau acidifiée dans le second cas , c’est avec une solution alcoolique ou
hydro-alcoolique acidifiée qu’est réalisé I’épuisement dans ce cas de figure, I’extraction est suivie d’une
distillation sous vide qui élimine ’alcool. et laisse une solution aqueuse acide de sels d’alcaloides. Dans
les deux cas, on a donc une solution aqueuse de sels d’alcaloides qu’il faut purifier. On peut :
v' alcaliniser la solution et extraire les bases par un solvant organique non miscible.
v' fixer sélectivement les alcaloides contenus dans la solution sur une résine échangeuse d’ions puis les
¢luer a ’aide d’un acide fort.
v’ précipiter les alcaloides sous la forme d’iodomercurates. Le complexe formé est récupéré par
filtration, solubilisé dans un mélange hydro-alcoolo-acétonique et décomposé par passage sur une

résine échangeuse d’ions (Bruneton, 2009).

11.6.1.4 Maceération

Tres simple, cette préparation s'obtient en mettant les plantes en contact, a froid, avec un liquide
quelconque. Ce liquide peut étre du vin (vin de Gentiane), de l'alcool (alcoolature d'Ail, teinture de
Boldo), de I'huile (huile de Serpolet). Le temps de contact est parfois treés long. Les maceérations a l'eau,
plus rarement employées, car elles ont I'inconvénient de fermenter facilement, ne doivent pas, de toute
maniere, excéder une dizaine d'heures (Gildemeister & Hoffmann, 1919). C’est une technique au cours
de laquelle on immerge longuement des maticres végétales dans un liquide froid afin d’en extraire les

especes chimiques solubles dans ce liquide (Paul et al., 2001).

11.6. 2 Dosage des alcaloides
Le dosage des alcaloides totaux a été réalisé sur des feuilles prélevées au niveau intermédiaire des
plantes pour toutes les provenances et toutes les especes. Le prélevement a été effectue au stade pleine
floraison (60 JAS).
D’apres Paris et Hurabielle (1981), les principales méthodes d’identification et de dosage sont :
e La méthode pondérale ou I’on précipite I’alcaloide sous forme de sel insoluble.
e La méthode volumétrique ou alcalimétrique, en précipitant les alcaloides par le réactif de Valser-
Meyer.
e La méthode colorimétrique qui est basée sur la réaction colorée plus au moins spécifique a
I’alcaloide.
e Les méthodes chromatographiques en phase gazeuse (CPG) ou liquide (HPLC), ou en couche
mince (CCM).
Le dosage s’effectue le plus souvent, en utilisant les techniques de chromatographie sur couche
mince (Paris et Hurabielle, 1981), en phase gazeuse, ou en phase liquide couplées ou non a un

spectrometre de masse. La chromatographie a pour objectif de séparer les molécules de I’extrait brut, et la




spectrométrie de masse sert a identifier et a quantifier les difféerentes molécules sur la base de leurs
spectres de masse. A défaut d’un spectrométre de masse, on fait appel a des standards pour identifier et

quantifier les molécules cibles (Morsli, 2013).

I1l. La maladie du chevelu racinaire

Les chevelus racinaires sont obtenus par transformation génétique des cellules végétales par
Agrobacterium rhizogenes. cette bactérie infecte une large gamme de plantes dicotylédones causant la
prolifération de racines adventives c’est le syndrome du « Hairy root » ou chevelu racinaire (Veena et
Taylor, 2007 ).

I11.1 Agrobacterium rhizogenes

Depuis sans doute des millions d’années, des bactéries du sol accomplissent des transferts naturels
de génes dans les plantes. A 1’occasion d’une blessure, elles introduisent, dans le génome nucléaire des
hotes qui leur sont sensibles, une partie de leur ADN plasmidique qui est ensuite capable de s’y exprimer
(Harfi, 2009; Chilton, 1983). Ces bactéries sont des Rhizobiacées Gram- du genre Agrobactérium.

Agrobacterium rhizogenes :Bactérie provoquant la maladie du « chevelu racinaire;hairy root »
(Riker et al.,1930) chez certaines plantes, similaire a la maladie de la galle du collet provoqués par
Agrobacterium tumefaciens; ceci est realisé par la mobilisation d'une partie (T ADN-T) du plasmide Ri
(root inducing) bactérien et de son intégration dans le génome de certaines cellules de la plante infecté.
Ce processus est utilisé pour insérer des génes Etrangers dans les cellules végétales, mais dans une
moindre mesure que la transformation par Agrobacterium tumefaciens. En effet, la régénération d’une
plante entiére a partir des cultures de racines « chevelues » peut étre problématique.

Ces bactéries se présentent sous forme de bacilles de 0,6 a 1 um de largeur et de 1,5 a 3 um de
longueur. Elles sont mobiles grace a 1 a 6 flagelles et ne font pas de spores. Elles vivent en aérobie, car
elles possédent un métabolisme du type respiratoire avec I’oxygene comme dernier accepteur d’¢lectrons.
Elles sont toutefois capables de croitre sous de tensions réduites d’oxygene dans les tissus de la plante. La
température optimale de croissance est de 25°C a28°C. En milieu solide, elles forment des colonies

convexes, circulaires, lisses et de couleur beige clair (Chriqui, 1998).

111.2 Plasmide Ri

Le plasmide Ri est caractérisé par sa grande taille (200 a 800 kb) et contient deux régions
nécessaires a I’infection, la région de ’ADN-T (ADN transféré) destinée pour étre transféré a la cellule
végétale et la région vir (virulence). L’ADN-T est délimité par 24 pb de séquences d’ADN répétées
(Slightom et al., 1986).




Un certain nombre de groupes de plasmides Ri (pRi) ont été caractérisés. La classification de ces

plasmides dépend des types d'opines (Tableau 4) auxquels les ADNT orientent la synthése de la plante
infectée (Lahners et al ., 1984).
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Figure 9 : Structure du plasmide Ri (Veena et Taylor., 2007).

Tableau 4 : Principales opines servant a la classification des plasmides Ri d’A. rhizogenes (Chriqui,
1998).

Types de plasmides Souches portant ces plasmides
Agropine A4, 15834 et HRI.
Mannopine 8196, TR7 et TRIOI.
Cucumopine 2659.
Mikimopine NIAES 1724.

I11.3 Mécanismes de la transformation par I’Agrobacterium
Le mécanisme de transformation génétique infectées sur les plantes par cette bactérie se faits en
trois étapes :
% Adhésion bactérie-plante : Cela nécessite d'abord une reconnaissance de la cellule végétale par la
bactérie qui s'attache a la paroi de celle-ci. Les fonctions de reconnaissance sont portées par le
chromosome bactérien (Casse-Delbart, 1990).

K/
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Activation des génes vir : L’activation du processus d'infection est régulé par les génes vir A et vir G
situés sur le T-DNA et certain genes chromosomiques. Les genes vir sont activés par trois types de
signaux chimiques que la plante relache en cas de blessure: Les composés phénoliques de type
syringone, les monosaccharides (tels que le glucose et I’acide glucorinique) et le pH acide (Liang et

al., 1998; Giri et Narasu, 2000 ).




% Insertion du T-DNA dans le génome nucléaire de la plante héte : au cours de cette étape le T-
DNA entre les régions TR (Right) et TL (Left) du plasmide Ri (pour « root induction ») s’intégre
au génome nucléaire de la plante hote. L’expression des génes portés par le T-DNA conduit & la
formation de chevelus racinaires au niveau du site d’infection et la production des opines qui
servent de substances de croissances pour la bactérie (Moyano et al., 1999 ; Zhi-Bu et Min,
2006).

Les chevelus racinaires formés comme réponse a I’infection par cette bactérie peuvent étre isolés
de la plante et cultivés en conditions axéniques sur milieu sans hormones (Flores et Medina-Bolivar,
1995). Le caractére transgénique des chevelus racinaires peut étre confirmé par la détection des opines ou
des fragments d’ADN dérivé du T-DNA intégré dans le génome de la plante hote (Parr et al., 1988 ;
Moyano et al., 1999 ; Srivastava et Srivastava, 2007). Morphologiquement, les chevelus racinaires sont
reconnaissables par une croissance plagiotrope, une forte ramification et développement de poils
absorbants a haute densité (Bandyopadhyay et al., 2007 ; Veena et Taylor, 2007).

I11.4 Interéts de la culture des chevelus racinaires

Les cultures de chevelus racinaires sont caractérisées par un taux de croissance élevé et peuvent
synthétiser les métabolites secondaires dérivant des plantes d’origine. Naturellement, les cultures de
racines ont besoin d'un apport exogene en phytohormone et ont un rythme de développement tres lent
ayant pour resultat une faible synthese de métabolites secondaires. Cependant, I’utilisation de la culture
des chevelus racinaires a révolutionne le réle des cultures de tissus végétaux pour la synthese de
métabolites secondaires. Ces chevelus racinaires sont uniques et ils sont caractérisés par une stabilité
génétique et biosynthétique, une croissance rapide, leur facilité d’entretient et leur capacité de synthétiser
une grande gamme de composés chimiques avec un avantage additionnel comme source continue de
production de métabolites secondaires (Hamill et al., 1986 ; Mukundan et al., 1998).

A fin d’obtenir des cultures de chevelus racinaires a haute densité, il est nécessaire de maintenir
les conditions de culture au niveau optimum. Ces cultures suivent un modele de croissance définie, toute
fois, la production de métabolites secondaires n’est pas proportionnellement liée a la croissance. Des
racines transformées de plusieurs espéces ont été largement étudiées pour la production in-vitro de
métabolites secondaires (Hamill et al., 1986 ; Mukundan et al., 1998). Des lignées de chevelus
racinaires peuvent étre une source prometteuse pour la production normalisée de métabolites secondaires.
Ces cultures de chevelus racinaires produisent des métabolites secondaires génération aprés génération
sans perte de la stabilité génétique et biosynthétique, cette propriété peut étre utilisée pour des
manipulations génétiques dans le but d’augmenter la capacité biosynthétique (Giri et Narasu, 2000).
Ainsi, I’A. rhizogenes contribue a la transformation de plantes et a la production de plantes transgéniques

a usage biotechnologique (Veena, 2007).




L’un des intéréts le plus important des cultures de racines transgéniques réside dans la facilité de
I’étude de voies de biosynthése de molécules phytochimiques dédiées a 1’industrie pharmaceutique
(alcaloides, terpenes et phénols) ainsi que la production des protéines thérapeutiques recombinées
(vaccins, anticorps et enzymes) produits ou convertis dans les racines ainsi que 1’étude de la physiologie
des racines et la toxicité de certaines molécules et métaux lourds en contact des racines des plantes. Pour
certaines especes ornementales les chevelus racinaires sont utilises pour la régénération de plantes
entieres avec des phénotypes désirés en introduisant de nouveaux caractéres grace a la recombinaison
génétique (Ono et Tian, 2011).

III.5 Facteurs influencant I’induction de chevelus racinaires par Agrobacterium

rhizogenes :
a. Effet de la souche et e la concentration bactérienne : la réponse de la plante a la transformation
génétique dépend de la souche bactérienne utilisee ( Ercan et Taskin, 1999) . la concentration
bactérienne joue un role trés important dans 1’efficacité d’induction des CRs chez les plantes . une
faible concentration se traduit par une faible disponibilité des bactéries pour la transformation alors
qu'une forte concentration diminue [Defficacité ¢ de la transformation a cause de [I’inhibition
compétitive entre les bactéries (Tao et Li, 2006), en général, la meilleure concentration bactérienne
se situe au niveau d’une DO (600 nm)= 0.5 (Dhakulkar et al., 2005).
b. Effet de génotype et de I’dge du tissu : le succés de la transformation dépend de différents
parametres tels que le génotype et I’age du tissu. en générale, les jeunes plantes ont plus sensibles a
une infection bactérienne (Sevon et Oksman-Caldentey, 2002).
c. Effet de la température : les génes vir des souches d’Agrobacterium ne s’expriment pas a des
températures supérieures a 32°C (Jin et al., 1993).
d. Effet du pH : le pH acide (pH 5.7) induit en génerale plus de virulence (Lievre, 2004).
e. Effet des composées phénoliques : des composées phénoliques activateurs de la virulence
comme 1’acétosyringone qui ajoutés au milieu de suspension bactérienne, améliorent I’induction des
CRs (Sahli et Gadiri,2015).
f. Effet des monosaccharides : le fructose, le galactose, le glucose et le xylose activent les genes vir
. parfois leur apport est nécessaire pour transformer certaines plantes (Ankebauer et Nester, 1990).

Cet effet est accentué en présence d’acétosyringone (Sahli et Gadiri ,2015).
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Figure 10 : Différentes applications biotechnologiques des cultures de racines transgeniques (Ono et
Tian, 2011)




IV. La production des alcaloides a partir de chevelus racinaires

Le genre Datura est largement étudié pour la production des alcaloides a partir de chevelus
racinaires ; Le chevelu racinaire transformé par Agrobacterium rhizogenes (syn. Rhizobium rhizogenes )
représente une alternative intéressante aux cultures de cellules pour la production des métabolites
secondaires végétaux (Bourgoud et al ., 2001). Son phénotype est caractérisé par une croissance rapide
et indépendante d’hormones, une stabilité génétique, une ramification latérale et I’absence du géotropisme
(Jha et Ghosh, 2005 ; Guillonet al ., 2006 ; Palazon et al., 2008). En plus, les métabolites
secondaires produits par les racines transformées sont identiques a ceux habituellement synthétisés dans
les racines de la plante intacte, avec des rendements semblables ou plus grands (Roberts , 1998 ; Flores
etal ., 1999; Giri et Narasu, 2000 ; Evans et al., 2003 ; Palazdn et al ., 2008).

V.1 Optimisation des conditions de croissance et du milieu

La biosynthese de métabolite secondaires est fortement déterminée par les conditions de culture, que
ce soit au niveau des plantes cultivées en pleins champs ou les cultures cellulaires et tissulaires in vitro
(Ramachandra Rao et Ravishankar, 2002). C’est pourquoi I’optimisation du milieu de culture est un
facteur critique pour garantir une bonne production de métabolites secondaires par les chevelus racinaires
(Dicosmo et Misawa, 1995 ; Verpoorte et al., 2002).

Les milieux de culture de base couramment utilisés pour la culture in vitro d’organes, tissus ou
cellules végétales destinés a la production de meétabolites secondaires sont : MS (Murashige et Skoog,
1962); B5 (Gamborg, 1970); WP (Woody Plant Medium, Lloyd et McCown, 1980) et le milieu LS
(Linsmaier et Skoog, F.1965). Parfois des dilutions a moitié (1/2) ou au quart (1/4) de la formulation
originale de ces milieux sont utilisées par certains auteurs (Parr et al., 1988; Hilton et Rhodes, 1990 ;
Nussbaumer et al., 1998 ; Nishiyama et Yamakawa, 2004). Le choix d’un milieu ou d’un autre est

justifié par ses effets sur la croissance et I’accumulation des produits d’intérét.

Du fait que chaque chevelu peut avoir des besoins différents en nutriments, les conditions du milieu
de culture doivent étre optimisées pour chaque espéce ou plutdt pour chaque lignée racinaire (Zhi-Bu et
Min, 2006). Ceci se fait par la manipulation aussi bien des composantes nutritionnelles que des
constituants du milieu physique. Les facteurs nutritionnels les plus étudiés dans le but d’améliorer la
croissance et I’accumulation des métabolites secondaires consistent en la source du carbone et sa
concentration (Oksman- Caldentey, 1994 ; Yu et al., 1996 ; Nishiyama et Yamakawa, 2004), la
concentration du phosphore et du potassium (Sikuli et Demeyer, 1997), la concentration et la source
de I’azote (Oksman-Caldentey, 1994 ; Nussbaumer et al., 1998, Amdoun et al., 2009), le calcium
(Gontier et al.,, 1994 ; Pinol et al.,, 1999 ; Amdoun et al., 2009), les métaux lourds et les
phytohormones (Rhodes et al., 1994 ; Pitta-Alvarez et Giulietti, 1997 ; Smith et al., 1997) et les

précurseurs de biosynthése des produits d’intérét (Nussbaumer et al., 1998 ; Boitel- conti et al., 2000).




L’environnement de culture, quand a lui est manipulé en jouant sur la lumiére (Nishiyama et
Yamakawa, 2004), la température (Hilton et Rhodes, 1990 ; Yu et al., 1996), I’agitation et 1’aération
(Lee et al., 1998a ; Williams et Doran, 1999) , le pH et la pression osmotique du milieu (Yu et al., 1996
). Les caractéristiques de I’inoculum ont aussi une influence considérable sur la croissance et la

production de métabolites secondaires (Zhi-Bu et Min, 2006).

V.2 L élicitation

Le réle majeur des métabolites secondaires est la protection des plantes contre les attaques des
herbivores, des insectes et des pathogeénes ou d’assurer la survie aux stress abiotiques ( Zarouri, 2012) ;
Les plantes répondent a l'attaque des pathogeénes, des ravageurs ainsi qu’aux agressions occasionnées
par les conditions du milieu environnant, par 1’activation d’une série de mécanismes de défense qui
amenent au déclenchement de la biosynthese des métabolites secondaires dont les phytoalexines et les
alcaloides (Hutcheson, 1999 ; He et al., 2002 ; Vasconsuelo et Boland, 2007 ; Moussous, 2019) ;
L’¢élicitation des plantes ou leurs tissus cultives in vitro est une stratégie basée sur ce principe qui a éeté
développée a fin d’améliorer le rendement et la productivité des métabolites secondaires dans les
cultures cellulaires/tissulaires in vitro(Zhao et al.,2005).

L’Elicitation est lI‘induction ou I‘augmentation de la biosynthése des métabolites par I‘addition
de traces déliciteurs (Radman et al., 2003). Un éliciteur peut étre défini comme étant un composé
organique ou un facteur physique ou chimique qui provoque chez la plante héte quand il est ajouté a son
environnement une réaction similaire aux réactions de défense contre les stress biotiques ou abiotiques.

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 (Moussous, 2019). Les éliciteurs sont
généralement classés en deux grandes classes :

1. Eliciteurs abiotiques
Les ¢éliciteurs abiotiques sont des substances dont '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 Caz+ (Veersham, 2004).
Selon Namdeo, (2007), les principaux éliciteurs abiotiques sont :

e De nature physique ou chimique fonctionnant par I’intermédiaire des éliciteurs biotiques formés

de maniere endogene.

e Des rayons UV ou des protéines dénaturées.

e Des composants non essentiels du milieu de culture (agarose, étain).

e Des métaux lourds.

e D’une grande affinité avec ’ADN.

e Des fongicides (Maneb, Buthylamine).




e Des herbicides (Acifluoronfen).
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 microorganismes (chitine ou glucane)
et les glycoprotéines. La glycoprotéine ou les proteines 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).  Ce groupe peux étre devisés en deux sous groupes: Les éliciteurs exogénes (issues de
pathogénes) et les éliciteurs endogénes ou constitutifs des plantes(Yeoman et Yeoman, 1996).
Selon Namdeo (2007), les principaux éliciteurs biotiques sont :
e Directement libérés par des micro-organismes et reconnus par la cellule de la plante (enzymes,
fragments de paroi cellulaire).
e Formés par l'action des micro-organismes sur la paroi cellulaire de la plante (fragments de
pectines et autres).
e Formes par l'action des enzymes de la plante sur les parois des cellules microbiennes (chitosane,
glucane).
Plusieurs protocoles basés sur 1’¢licitation ont été¢ développés pour améliorer le rendement en alcaloides
tropaniques (Moharrami et al., 2017). Le tableau résume quelques recherches ayant abouti a des taux de

production d’alcaloides tropaniques importants chez les différentes especes de Datura :




Tableau 5: Résumé de quelques travaux d’élicitation de la production des alcaloides tropaniques chez

Datura (Moussous, 2019).

Organe  de | Eliciteurs Alcaloides Référence
Espece production Extraits
D. stramonium Racines de la | Acide salicylique | Hyoscyamine | (Rahmoun
plante entiere | Lysinibacillusfusiformis etal., 2017)
Pseudomonasplecoglossicida
D. stramonium | Racines Stress salin (CaClz, KCI) Hyoscyamine | (Harfi et
D.tatula transgéniques al.,2015)
D.innoxia
D. metel Racines AgNOs Atropine (Shakeran
transgéniques | Staphylococcus aureus et al., 2015)

Bacillus cereus

Nanoparticules de cuivre

D.stramonium

Suspensions

Nitrates d’ammonium

Hyoscyamine

(Iranbakhsh

celullaires CaCl et al., 2007)
Kinetine
D.stramonium Racines de la | Chlorsulfuron Tropine (Fan Deng.,
plante entiere | Glyphosate 2005)
MelJa
D.stramonium Racines MethylJasmonate ~ (MeJa) | Littorine (Zabetakis
transgéniques | Extrait de levure | Hyoscyamine | et al., 1998)
Oligogalacturonide Scopolamine
D.stramonium Racines Cellulase Hyoscyamine | (Jutith et
transgéniques | CuSOa Lubimine al., 1990)
CdCl, 3-Hydroxy
Pb(NO3)2 lubimine
HAuUCl4

IV.3 L’utilisation de précurseurs

L’utilisation de précurseurs est une Stratégies biotechnologiques a été largement appliquée pour
améliorer la Production de métabolites secondaires dans les chevelus racinaires des plantes médicinales.
L'ingénierie des métabolites secondaires dans les chevelus racinaires a été réalisée par la manipulation
génétique de genes clés pour la biosynthése de précurseurs, la disponibilité de ce dernier est un facteur

important affectant la production de composés cibles. (Shi et al., 2020).




Le concept est basé sur l'idée quun composé, qui est un intermédiaire dans le commencement
d'un itinéraire biosynthétique de métabolite secondaire, stimule une bonne augmentation du rendement du
produit final. Dans beaucoup de cas, les acides aminés ont été employés en tant que précurseurs peu
colteux de métabolites secondaires. Ils ont été ajoutés aux milieux de culture de suspensions cellulaires
pour la production des alcaloides tropaniques, indoliques etc (SMETANSKA, 2008).

D’aprés Evans, (2009), le précurseur administré peut ne jamais avoir atteint le site de synthese
nécessaire dans la plante, ou la plante peut ne pas, avoir synthétisé le constituant étudié au moment des
expériences, comme chez les vieux plants de Datura stramonium larrét de la production de

I'nyoscyamine étaient I'un de I’origine de résultats trompeurs dans les études sur les alcaloides.

IV.4 L’immobilisation des cellules

L'immobilisation a été caractérisée comme une technique qui confine une enzyme ou une cellule
catalytiqguement active et empéche son entrée dans la phase mobile, qui porte le substrat et le produit,
cette technique pourrait maintenir des cellules viables sur une longue période de temps et libérer la
majeure partie du produit dans le milieu extracellulaire sous une forme stable, pourrait réduire
considérablement les colts de production phytochimique en culture cellulaire végétale, Pour l'utilisation
des cellules immobilisées devrait évité I'extraction directe des composés de la biomasse pendant que les
produits surgissent dans le milieu lui-méme (SMETANSKA, 2008).

Les cellules végetales immobilisées peuvent étre utilisées de la méme maniére que les enzymes
immobilisees pour effectuer des réactions chimiquement difficiles (Evans, 2009). Il est considérée
comme importante dans la recherche et le developpement dans les cultures de cellules vegétales, en raison

des avantages potentiels que pourrait étre fournie :

» La viabilité prolongée des cellules (produisant a l'étape stationnaire), permettant l'entretien de la
biomasse sur une période de temps prolongée;

* Réduction du risque de contamination ;

* Sensibilité réduite de cisaillement (particulierement avec les cellules enfermées) ;

« Attribution a la sécrétion de métabolite secondaire, dans certains cas ;

* Minimisation de 1'augmentation de la viscosité du fluide, qui dans les suspensions cellulaires cause des
problemes d'aération (SMETANSKA, 2008).

IV.5 La perméabilisation des cellules ( des chevelus racinaires)

Les chevelus racinaires sont cultivés dans des flacons coniques de 250 ml, contenant 50 ml
de milieu de culture liquide de type B5 (Gamborg et al., 1968) additionné de 20 g/l de saccharose.
La culture est conduite dans I’obscurité sous agitation a 100 rpm et a une température de 26 + 1 °C.
Afin d’inciter les chevelus racinaires a libérer I’hyoscyamine dans le milieu de culture, trois
concentrations de Tween 20 (0,5%, 1% et 2%) et deux concentrations de peroxyde d’hydrogéne

(5mM et 10mM) ont été utilisées séparément comme agents de perméabilisation. Pour chaque




concentration, deux variantes ont été testées : 1- agents de perméabilisation ajoutés au début de la
culture 2- agents de perméabilisation ajoutés 24 heures avant de récolter le milieu de culture. Le
témoin étant le milieu de culture B5 sans agent de perméabilisation. Apres deux semaines de
culture, le milieu est récupéré. L’effet du Tween 20 et du peroxyde d’hydrogéne sur la viabilité des
chevelus racinaires est évalué par les poids frais (PF) et sec (PS) des chevelus. L’hyoscyamine
libérée par les chevelus racinaires (TH) est alors extraite a partir du milieu de culture ( khlifi et al.,
2009)




Deuxieéme partie: MATERIELS ET METHODES

I. Objectif du travalil
Les plantes représentent une source pratiquement illimitée de métabolites primaires et
secondaires ; les métabolites secondaires sont d’intérét majeur a cause de leurs différentes fonctions et de
la gamme impressionnante de leurs activités biologiques (L’Ecuyer-Coelho, 2000); le Datura
stramonium figure parmi ces plantes présentant un intérét pharmaceutique majeur, ainsi I’objectif de notre
travail consiste a étudier :
— Obtention des vitro-semis
— L’induction de chevelu racinaire chez Datura stramonium en vue de production de métabolites
secondaires d’intérét pharmaceutique par d 'Agrobacterium rhizogenes.
— Sélection des lignées racinaires performantes apres I’isolement des racines et multiplication des

chevelus racinaires sélectionnés.

NB : dans notre expérimentation nous n’avons fait que la partic Obtention de vitro-semis (a cause de la
pandemie du virus Covid 19), le reste est considéré comme une synthese bibliographique des travaux

déja réalisés dans les années précedentes.

I1. Obtention des vitro-semis

Des vitro-semis obtenus a partir de graines matures de Datura stramonium sont utilisés pour

prélever les hypocotyles destinés a la transformation.

I1.1 Origine des graines de Datura stramonium

Les graines de Datura stramonium L, sont récoltées dans les populations a originaires d’Oran,

maintenues en collection, depuis plusieurs années a ’E.N.S.A — El-Harrach, Alger (Ex-1.N.A.).

11.2 Scarification des graines

La scarification des grains a été réalisée mécaniquement selon la méthode préconisée par Khelifi-
Slaoui et al. (2005), qui consiste a frotter les graines entre deux papiers vert (point 80) pour destruction

ou élimination du tégument.

11.3 Désinfection des graines

Les graines scarifiées ont été désinfectées dans 1’éthanol 70°, ensuite dans I’hypochlorite de
sodium (d’eau de javel) 12° pendant 10 minutes suivi dans 3 a 4 ringages par I’eau distillée déja stérilisée

dans I’autoclave pendant 20 minute, enfin laissées séchées sur du papier filtre stérile (figure 11) .




Figure 11: Grains scarifiées et désinfectés (stérile)

1.4 Mise en culture
Les graines sont ensemencées dans des tubes contenant 20 ml de milieu MS (Murashige et Skoog,
1962) additionné de 79/l d’agar et 20g/1 de saccharose (tableau 6). Les tubes ainsi ensemencés sont placés

dans la chambre de culture a une température de 25+1°C et une photopériode de 16 h (figure 12).

a. Préparation du milieu de culture
e La premiere etape : préparer les solutions meres de macro et micro-éléments, de la vitamine et de
Fer.
e Ladeuxiéme étape : préparer 1L de milieu MS (Murashige et Skoog) dans un erlen-meyer de 1L
(1000 ml) verser quelques ml d’eau distillé ensuit verser :
— 50 ml des macroéléments
— 10 ml de macroéléments
— 10 ml de vitamines
— 10 ml de Fer
e Ajuster avec I’eau distillé Jusqu’au 1L .
e Ajouter de 20 a 30 g de saccarose.
e Placer la solution sur I’agitateur magnétique pour I’agitation
e Ajuster le pH a (5.6-5,8)
e Ajouter 7g d’Agar-agar avec ’agitation et le chauffage

e Autoclaver le milieu a 120°C pendant 20 min.




Figure 12 : le milieu MS dans les tubes et les erlenmeyers

Tableau 6 : Composition du milieu de culture MS (Murashige et Skoog, 1962).

Eléments Formule chimique Concentration (mg/l)

NH4NO3 1650

K NOs; 1900

Macroéléments Mg SO4,7H,0 440
CaCly, 2H,0 370

K H:PO4 170

HsBOs 6,20
Mn SO4 4H,0 22,30

Zn SOy, 4H,0 8,60

Microélments Kl 0,83
Naz 2Mo 042H,0 0,25
Cu SO4,5H.0 0,025
CO Clz, 6H,0 0,025
Fer EDTA Fe SO4, 7H,0 27,85
Na;EDTA 37,25

Glycine 2,00

Vitamines Acide nicotinique 0,50
Pyridoxine HCI 0,50

Myo inositol 100

Mise en culture

Se laver soigneusement les mains, puis les désinfecter avec de 1’alcool.

Allumer la hotte et désinfecter le plan de travail et les parois latérales avec 1’hypochlorite de

sodium puis par de 1’éthanol.

Placer le bec benzéne au centre du plan de travail et I’allumer pour avoir une flamme bleue.

Placer les graines stériles a coté du bec benzéne.

Mise en culture des graines dans des tubes a essai contenant 20 | du milieu MS

34




Figure 13: Grains cultivées dans un milieu MS posées dans la chambre de culture

I1l. Obtention des chevelus racinaires

111.1 Origine de ’agrobactérie

La souche A4 utilisée dans notre travail est originaire de la Californie (Etats-Unis), elle est isolée
par Dubrin (Bouzar, 1983). C’est une souche a agropine (Lambert et al ., 1988). Elle porte le plasmide
Ri dont ’ADN-T est constitué de 2 segments, TL-DNA (le ft DNA) Et TR-DNA (right-DNA) (Giri et
Narasu, 2000 ; Tao et Li, 2006). Elle nous a été fournie par le laboratoire de microbiologie de

["université de Blida.

I11.2 Préparation de la suspension bactérienne

La souche bactérienne est conservée a 1’obscurité dans le milieu YEM (Vincent, 1970) (est un
milieu d’isolement et d’entretien des bactéries en biologie végétale ; Tableau 7), & une température de —

4°C

Tableau 7: Composition chimique du milieu YEM (Vincent, 1970)

Composition chimique Concentration (mg/l)
K2HPO4 500
MgSOs,7H20 200
Na CI 100
Extrait de levure 400
Mannitol 10000

a. Activation de I’agrobactérie
L'activation consiste a ensemencer les bactéries sur un milieu de culture YEM neuf de pH 7 et les
mettre en incubation a l'obscurité, a une température de 27 = 1°C pendant 48 a 72 heures. Une partie des




bactéries activées est utilisée pour la préparation des suspensions, l'autre partie est remise en conservation

pour les prochaines manipulations (figure 14).

>

activation de la bactérie par
ensemencement sur milieu YEM gélosé

Souche A4 consevée
a4 -4°C a l'obscurité
sur le milieu YEM

Souche bactérienne activée

Figure 14 : Activation de la souche A4

b. Mise en suspension des souches bactériennes
Cette étape consiste a ensemencer la souche préalablement activee dans le milieu de culture YEM
liquide pendant 72 heures (environ 10° germes/ml). L’incubation des bactéries en suspension est réalisée

dans I’obscurité a 27 + 1°C dans un incubateur-agitateur réglé a 80 rpm (figure 15)
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Figure 15 : Protocole de préparation de suspension bactérienne.

c. Inoculation et Co-culture plante-bactérie
L’inoculation se fait par simple dépot a I’aide d’une seringue au niveau de la section basale des
fragments d’hypocotyles de 0,5 a 1 cm de longueur. Ils sont ensuite déposés, selon une polarité inversée,
a raison de 4 explants par boite de pétri, sur milieu MS contenant 250 mg/l de céfotaxime (antibiotique).

La Co-culture est réalisée dans I’obscurité et a4 26 + 1°C (Amdoun et al., 2005).

La réponse du végétal (explant) est évaluée aprés 60 jours de I’inoculation et sur la base des
parametres suivants :

e Le taux de réactivité qui représente le pourcentage d’explants ayant formés un cal sur le site
d’infection.

e Le taux d’induction de chevelus racinaires correspondant au pourcentage d’explant ayant donnés
des racines.

e Le temps moyen d’apparition de la premicre racine.

e Le nombre moyen de racines par explant.

Seules les racines émergeantes du site d’inoculation (cals) sont comptabilisées.




I11.3 Isolement des racines transformées

Les racines transformées qui apparaissent sur les explants inoculés sont excisées lorsqu’elles
atteignent environ 2 cm de longueur. Elles sont transférées sur milieu MS solide additionné de 250 mg de
céfotaxime afin d’¢liminer les bactéries qui accompagnent éventuellement ces racines. Des repiquages sur
des milieux contenant de moins en moins d’antibiotique sont nécessaires. Ayant atteint une taille et un
degré de ramification jugés suffisants, les racines sont découpées en portions de 2 cm non ramifiées. Elles

sont par la suite cultivées chacune sur milieu MS solide sans antibiotique.

I11.4 Multiplication des lignées racinaires obtenues

Les lignées racinaires obtenues sont entretenues dans des boite de Pétri contenant environ 20 ml
de milieu de culture B5 semi-solide additionné de 5 g/1 d’agar et de 20 g/l de saccharose. Les conditions
de culture sont : Obscurité totale, température de 26 £ 1°C et pH ajusté a 5,6 - 5,8. La fréquence de
multiplication des lignées obtenues est de deux semaines. L’inoculum primaire est représenté par
I’extrémité des lignées racinaires non ramifiée d’environ 2 cm. Pour chaque lignée trois boites de Pétri

sont utilisees (trois répétions) pour chaque multiplication (Harfi, 2013).
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Figure 16 : Méthode de I'infection de la Co-culture et de I’isolement des racines induites

I11.5 Sélection des lignées racinaires performantes

Les lignées racinaires obtenues sont sélectionnées, principalement, en fonction de leur biomasse et
leur production en hyoscyamine. Les racines qui présentent une faible croissance ou qui sont callogenes
sont systématiquement éliminées. La sélection des lignées racinaires performantes est réalisée dans des
Erlenmeyers de 250 ml contenant environ 50 ml de milieu de culture B5 liquide additionné de 20 g/l de
saccharose. Les conditions de culture sont : Obscurité totale, température de 26+ 1°C, pH ajusté a 5,6 -
5,8 et une vitesse d’agitation de 100 rpm. L’inoculum primaire (matériel végétal) est constitué des
extrémités de 3 racines non ramifiées d’environ 3 cm (environ 0,1 g de poids frais). Trois Erlenmeyers
sont utilisés (trois répétions).

Les CRs qui présentent une bonne croissance sont retenus, ils sont choisis selon les 5 critéres suivants :

— Vitesse moyenne de croissance (cm/jour)




— Longueur moyenne totale (cm) aprés 20 jours de culture
— Degreé de ramification (estimation visuelle)

— Poids sec des CRs exprimé en gramme (Harfi, 2013).

111.6 Détermination de la cinétique de la croissance des chevelus racinaires

De I’ensemble des lignées racinaires obtenues, une lignées non callogéne caractérisée par une
bonne croissance sera retenue pour 1’étude de la cinétique de croissance des CRs .

La biomasse est exprimée en gramme de matiére séche (M.S.) obtenue dans 50 ml de milieu de
culture. Les mesures sont réalisées dés le 10°™ jour de culture a raison d’une mesure, répétée trois fois,
tous les deux jours, et ce, jusqu’au 26¢me jour de culture.

Tous les essais sont réalisés dans des Erlenmeyers de 250 ml contenant 50 ml de milieu de culture
B5 liquide additionné de 20 g/l de saccharose, pH ajusté a 5,6 - 5,8. Les cultures sont placées dans les
conditions de température de 26+1 °C, dans I’obscurité totale et sous agitation a 100 rpm, I’inoculum

primaire est d’environ 0,1 g de CRs frais (Harfi, 2013).




Troisiéme partie : Résultats et interprétations

Comme nous n’avons pas terminé¢ notre expérimentation, nous synthétiserons cette partie a partir des

résultats des travaux déja réalisées les annees précédentes par plusieurs chercheures.

I. Germination des graines de Datura

Le taux de germination de 1’espece est calculé aprés 60 jours (deux mois) de culture (Harfi,
2009). Les travaux de Zarouri (2006) sur I’induction de chevelus racinaires chez Datura stramonium L.
en vue d’améliorer la production d’alcaloides, a enregistré (apres deux mois) un taux de germination de
90% avec aucune contamination n’a été enregistrée au cours du développement des vitroplants. Harfi
(2009) travaillant sur I’induction des chevelus racinaires par Agrobacterium rhizogenes chez Datura
sp a enregistré une valeur de 75,90 %. Belabasi et Benouaret (2009) ont enregistrés des valeurs variant
de 96 % a 98 dans leurs travail sur I’étude de I’essai de I’optimisation de la production d’alcaloides a
partir de chevelus racinaires de quelque provenances locales de Datura stramonium L. en 2011, presque
le méme résultat (96%) est obtenu par Hadjimi avec aucune contamination (Production d’alcaloides in
vitro a partir de tissu de Datura stramonium L. et effet sur la croissance mycélienne de Fusarium

oxysporum f.sp. albedinis (Killian et Maire ) W.L. Gordon.).

I1. Obtention des chevelus racinaires

I1.1 Taux de réactivité
Les travaux de Harfi (2009), Belabbassi et Benouaret (2009) ont montré que tous les explants
forment un cal au niveau du site d’infection ; Apres 6 a 10 jours de I’inoculation par la souche A4 d’A.

rhizogenes ; Le taux de réactivité est de 100 % pour toutes les especes.

I1.2 Taux d’induction racinaire

Les résultats obtenus par Belabbassi et Benouaret (2009) ont montré que le taux de I’induction
varie d’une provenance a I’autre, allant de 37.5 chez la provenance de Saida a 62.5% chez la provenance
de Ain-Taya (tableau 8), en revanche, les travaux de Harfi (2009) ont montré que le taux d’induction
racinaire de Datura stramonium a atteint 52,5%.
Tableau 8 : Variation des taux d’induction racinaire en fonction des provenances de D. stramonium

(Belabbassi et Benouaret, 2009)

Provenance Taux d’induction (%)
El-Tarf 59,378

Ain-Taya 62,58

Saida 37,5A

Mascara 53,128




1.3 Temps moyens d’apparition de la premiere racine

Le temps moyen d’apparition de la premicre racine enregistré¢ par Harfi (2009) est de 26,3 jours
pour Datura stramonium. Pour ce qui est de Belabbassi et benouaret (2009), le temps moyens
d’apparition de la premiére racine vari d’une provenance a une autre, les résultats sont montrés dans le
tableau suivant :
Tableau 9 : Variation Temps moyen d’apparition de la premiére racine (jours) en fonction des

provenances de D. stramonium. (Belabbassi et Benouaret, 2009),

Temps moyen d’apparition de la
Provenance . L
premiére racine (jours)
El-Tarf 23,47
Ain-Taya 28,4
Saida 23,16
Mascara 14,94

1.4 Nombre moyen de racines par explant

Le nombre moyen de racines par explant varie de 0,62 a 2,06 chez Belabbassi et Benouaret
(2009), Harfi (2009) dans ses travaux sur I’'Induction de chevelus racinaires par Agrobacterium
rhizogenes chez Datura sp : Essai d’optimisation de la production d’alcaloides, le nombre moyen de
racines par explant enregistré est de 1,1 racines/explant pour Datura stramonium, 1,5 racines/explant

pour D. tatula, 0,4 racines/explant pour D. innoxia et de 1,4 racines/explant pour  D. ferox.

I11. Sélection des lignées racinaires

Aprés 12 jours de culture sur milieu MS semis solide, les racines transformées présentent
généralement une bonne croissance. Cependant, une partie d’entre elles sont caractérisées par une faible
croissance et/ou par la formation de cals. Les racines exprimant ce phénotype ne sont pas sélectionnées
(Khlifi et al., 2009 ).

En 2009, Belabasi et Benouaret ont sélectionnés 8 lignées racinaires performantes de totale de 64
lignées de départ qui présentent une vitesse de croissance trés importante ainsi qu’un développement
intéressant, Harfi (2009), a sélectionnés 13 lignées racinaires performantes de quatre espéces de Datura
(4 lignés de Datura stramonium), caractérisées par une bonne croissance sans formation de cals. Ces
lignées sont retenues sur la base de leurs vitesse de croissances élevée , leurs degrés de ramification et

leur longueur .




Tableau 10 : Lignées racinaires selectionnées aprés 12 jours de culture sur milieu MS de Datura
stramonium (Harfi , 2009).

Datura stramonium Longueur totale Vitesse moyenne de | Ramification
(cm) croissance (cm/jour)

DS 02 11,16 £ 1,25 0,93 Ramifiée

DS 07 7,33 +£1,52 0,61 Peu ramifiée

DS 18 11,83 £ 0,76 0,98 Ramifiée

DS 29 7,00 + 1,00 0,58 Peu ramifiée

Sur un total de 343 lignées de chevelus racinaires, les meilleures lignées issues de la transformation
génétique de Datura stramonium retenues sont caractérisées par une longueur totale moyenne de 20.8 +
1.3 cm, Vitesse moyenne de croissance égale 1.04 cm/jour et une Tres bonne ramification avec le PS=
0.205 £ 0.002 g et teneurs élevées en hyoscyamine (8.16 = 0.613 mg/g M.S.) (Harfi, 2012).

V. Evolution de la biomasse des chevelus racinaires (cinétique de croissance)

Selon 1’étude réalésée par  Harfi (2013) sous le théme "Etablissement d’un procédé
biotechnologique pour la production de I’hyoscyamine chez Datura sp.", ’allure générale des courbes de
croissance obtenues peut étre décomposée en trois phases de développement. Le modele de croissance des

CRs est sensiblement le méme pour les trois lignées sélectionnées (Figure 16).
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Figure 17 : Cinétique de croissance des CRs ( Harfi, 2013).

La premiére phase [les premiers jours de culture jusqu’a 10°™ jour] c’est la phase d’adaptation des
lignées aux conditions de culture qui coincide avec la phase de latence (Baiza et al., 1998).

Puis la deuxiéme phase s’étalant jusqu’au 20/22°™ jour de culture, les poids secs enregistrés sont
respectivement de 0,218, 0,239 et 0,298 g par 50 ml de milieu de culture B5, sachant que la quantité de

CRs introduite au départ dans chaque récipient est la méme pour les trois lignées.




La derniére phase, est la phase stationnaire de croissance caractérisée par un poids sec constant. Elle
commence au 20°™ jour pour la lignée Lot (lignée de Datura tatula), et au 22°™jour pour les lignées Lps
(lignée de Datura stramonium) et Lp (lignée de Datura innoxia).

La figure 17 illustre ’aspect de chacune des trois lignées sélectionnées et cultivées dans des Erlenmeyers,

contenant le milieu B5 liquide, au 10°™, 20°™ et 26°™ jour de culture.

Figure 18 : Biomasse des lignées retenues cultivées dans le milieu B5 liquide (G.=0.44x) ;
1:10jours, 2 : 20 jours et 3: 26 jours de culture. A : Lps, B : Lpr et C : Lp (Harfi, 2013).

Zerouri (2012) a aussi déterminee la cinétique de croissance des CRS mais ses résultats sont
différents de ceux de Harfi (2013), la premiere phase de cycle de croissance est corresponde + aux deux
premiers jours de culture et présente une absence ou faible augmentation de la biomasse , la deuxieme
phase s’étale de 5™ aul5°™ jour et présente une forte vitesse de croissance et attend le maximum au
15%™ jour d’incubation (0.26 g MS/flacon), la derniére phase commence & partir de 15°™ jour c’est la

phase stationnaire ( reste stable et sensible ).




Conclusion :

D’aprés la recherche bibliographique, la plante Datura stramonium est 1'une des plantes

médicinale riche en source d’alcaloides tropaniques intéressants.

Les chevelus racinaires de Datura ; induits par transformation génétique via la souche A4
d’Agrobacterium rhizogenes sont connus par des taux de production d’hyoscyamine et de scopolamine
plus intéressants que les racines de plantes. Ces deux molécules ont un intérét pharmacologique tres
recherché dans la vie humaine. Les cultures de chevelus racinaires offrent la promesse d’améliorer la
production et la productivité des métabolites secondaires utilisés en pharmacologie (Srivastava et
Srivastava, 2007). Cependant, certains facteurs influencent leur rendement.

L’objectif de ce travail été la transformation génétique de Datura stramonium par
[’Agrobacterium rhizogenes en vue de la production de métabolites secondaires d’intérét

pharmaceutiques.

Et a cause de coronavirus qui nous empéchons a compléter notre travail, nous sommes obligés de

collecter les différents résultats des travaux precédents et nous les associons a notre expérimentation.
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