Al Adal agal) 4 501 ) &y ) sgeand)
République Algérienne Démocratique et Populaire
ealad) i) 5 ald) asdaill )39
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Al (B Al AaMEl Ulal) Ayl gl A jaal)

Ecole Nationale Supérieure Agronomique (E.N.S.A.), El-Harrach, Alger

ENS

- &=l Ual aubgll & ,:mn
‘>
Ecole S

These

En vue de I’obtention du diplome de DOCTORAT en sciences agronomiques

Théeme

Production par voie biotechnologique d’alcaloides d’intérét
medical a partir de la pervenche de Madagascar
(Catharanthus roseus (L.) G. Don)

Présentée par : Mme. Roukia BENYAMMI

Jury:
Président : M. ABDELKRIM H. Prof.- E.N.S.A. El-Harrach, Alger
Directeur de Thése : M. KHELIFI L. Prof.- E.N.S.A. El-Harrach, Alger
Examinateurs : M. BOUDJENIBA M. Prof.- E.N.S. Kouba, Alger
M. TOUMI M. Prof.- E.N.S. Kouba, Alger

Mme. KHELIFI-SLAOUI M. Prof.- E.N.S.A. El-Harrach, Alger
Mme.YKHLEF N. Prof.- U.M., Constantine



REMERCIMENTS

Je remercie avant tout, DieU tout puissant qui m’a guidé durant toutes mes années de recherche et qui m’a
donné la volonté et 1’énergie de réaliser ce travail.

J’exprime mes sincéres remerciements a M. Lakhdar KHELIFI, Prof. 8 PTENSA et mon Directeur de thése,
qui a suivi ce travail avec beaucoup d’intérét. Qu’il trouve ici I’expression de ma reconnaissance et mon
profond respect pour ses précieux conseils, son aide et sa disponibilité malgré ses nombreuses charges.

Je remercie profondément, M. Hassen ABDELKRIM, Prof. a ENSA, de nous avoir fait ’honneur de
présider le jury de ma soutenance.

Un grand remerciement & M. Messaoud BOUJDENIBA, Prof. a I’ENS, d’avoir accepté d’examiner notre
travail de recherche.

Un profond remerciement a M. Mohammed TOUMI, Prof. a I’ENS, d’avoir accepté de faire partie du jury et
d’examiner notre travail.

Un chaleureux remerciement a Mme. Majda KHELIFI-SLAQUI, Prof. a ’'ENSA, de nous avoir honoré de
sa présence et d’avoir accepté d’examiner notre travail.

Je tiens a remercier vivement et tout particulierement Mme. Nadia YKHLEF, Prof. a UM, Constantine,
d’avoir accepté d’examiner notre travail de recherche.

Toute ma reconnaissance et mes remerciements les plus profonds vont a 1’équipe du Laboratoire des
Ressources Génétiques et Biotechnologies (LRGB) de ’ENSA, spécialement a Mme. Djamila ZAOUI, M.
Abdelkader MORSLI, Mlle Ouarda BELABASSI, M. Mohammed BEKHOUCHE, Mlle Nouara BAKIRI, M.
Boualem HARFI, Mlle Nawel BELALIA, Mlle Nour ElI Iméne OUARAS et M. Khair-Eddine TITOUH.
Ainsi que, Mlle Kheira YOUCEFI et Mlle Katia AMMI.

Je remercie vivement mes chéres collegues de ’ENS : Mme KRIMAT Soumia, Mme Rabiaa MERROUCHE,
Mme Kheira BENMAKHLOUF, Mme Saliha ZBIRI, Mme Faten BENMERZOUGUE, Mme Djamila
BENAZIZA, M. Mohammed KHENAK, M. Abderahmane BENKHALIFA, M. Salim MOKRANE, M.
Abdelghani ZETOUNI et M. Rabeh FORAR.

Je remercie profondément I’équipe du Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules (LIBio) de ’ENSA Nancy
(France) d’avoir contribuer a ce travail, et particulierement a M. Stéphane DESOBRY et M. Cédric PARIS.

Je remercie grandement mon colléegue M. Abdullah MAKHZOUM du Département de Biologie, Université
de Western Ontario (Canada) pour ses précieux conseils.

Une pensée également pour tous mes amis que je n’ai pas vu autant que je I’aurai souhaité, mais qui me
soutenait de partout en Algérie et de 1’étranger. Je remercie mes étudiants qui m’ont pardonné les moments ou
j’ai privilégi¢ la these.

Enfin, je remercie ma famille. A ma maman et & mon papa qui me soutient depuis des années dans mes
études, et me poussent a continuer malgré toutes les étapes que nous avons du franchir toutes ces années. J’ai
une pensée pour mon grand pére et ma grande meére que nous avons perdus et qui n’auront pas vVu ce projet
aboutir.

Mon dernier mot sera pour mon mari et mon partenaire de vie Omar. Trés compréhensive, tu as toujours été la
pour moi. Tu as été ma force ces derniéres années. Merci !



Dédicaces

Je dédie ce travail a :

>

Y

vV V V VYV V V VY V

Mes tres chers parents... Aucune dédicace ne saurait exprimer [amour, [estime
et le respect que j'ai toujours eu pour vous. Rien au monde ne vaut les efforts
fournis jour et nuit pour mon éducation et mon bien étre. Ce travail est le fruit
de vos sacrifices que vous avez consentis pour mon éducation et ma _formation ;
Mon cher mari Omar.... Mon dme sceur et la lumiére de ma vie ;

Mon fils Soulayman. ... Aucune dédicace, ne peut valoir pour exprimer toute ma
tendresse, mon affection et mon amour vis-a-vis d toi. Tu es [espoir de ma vie et

source de mon bonheur ;

Ma chére grand mere Aicha ;

Ma trés chére sceur Nassima et a la princesse Maryam ;

Mon cher frére Salah, son épouse Aicha et ses petits jumeaux Adam et Razan ;
Mon cher frére Yacine ;

Mes beaux parents ;

Tout mes oncles et toutes mes tantes, d tous mes cousins et cousines ;

Tous mes amis, plus particuliérement, Soumia, Feriel, Rabiaa et Nacera ;

Tous ceux qui ont contribué de prés ou de loin a la réalisation de ce travail.

Roukia



SOMMAIRE

Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures

INTRODUCTION GENERALE ET PROBLEMATIQUE.......c.oiiiii e 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Considérations générales sur la Plante modele pervenche de Madagascar. ...........cccooeviiieiiiiieinenne 3
1.0 BOTANMIGUE. ..ttt etttk h ekt e ke h ekt e Rttt b et e bt 3
1.1.1 Classification taXOnOMIQUE. ... .....ouiirie it ae e 3
1.1.2 Caractéristiques morpholOgiQUES. ........ouiuiit i, 5
1.2 Origine et répartition geographifUe ..........cueiuiiiriiiieiieie st 5
1.3 PrinCipes aCtifS @SSENTIEIS ..........oiiiiiiiiie e 7
U {1 TY= oo USROS SPSSPR 7
1.4.1 Importance ethNODOLANIQUE. . .......oivin i 7
1.4.2 Importance therapeUtIQUE. ........ovini i e 8
SR (T [ B 1o o) PSP T PP OU R PPRRRUPRN 9
2 Métabolites secondaires (Les alcaloides) de la pervenche de Madagascar.................ooeiinenn .. 9
2.1 AICAIOTUES ...t 10
2.1.0 GeNAralite. .. ... 10
2.1.2 ClaSSTICAION. ...ttt ettt e e et 10
W AN o= (o) o L=t T 1o 0] T To [V T RSSO SR 11
2.3 BIOSYNTNESE GBS AlT S .. iiiiiiiii ittt e et e e et e e s tb e e e s tb e e ateeeasbee e snteeenneeeennes 12
2.3.1 Biosynthése des précurseurs des AlTs, la tryptamine et la secologanine.................... 13
2.3.2 Biosynthése du précurseur principale des AITs, la strictosidine............................. 15
2.3.3 Biosynthése des AlTs a partir de la strictosiding...............ocooiiiiiiiiiiiiii 16

2.3.4 Compartimentation et Différenciation cellulaire de la voie de biosynthése des AlTs.....21



3 Maladie du CheVeIU TaCINAITE. ... e e e 22

3.1 AQrobacterium TNIZOGENES. ........oiriitieitieitie ettt e e eneens 22
KB - 1] 101 T L= 3 OSSPSR 23
3.3 Processus de transformation de la cellule végétale par Agrobacterium rhizogenes.............ccccceeue. 25
3.3.1 Reconnaissance chimique entre la cellule végétale hote et I’ Agrobacterium............. .26
3.3. 2 EXPression des gENES Vil .. ... uuuiniii it e 27
3.3.3 Attachement de bactériea lacellule hGte.............coooviiiiiiiii i 28
3.3.4 Sécrétion des protéines Vir et le transfert de ADN-T dans la cellule végétale............ 29
3.3.5 Intégration d’ADN-T dans le génome de la cellule héte....................oooooiiini. .30
3.4 Intérét des chevelus racinaires (CRs) en biotechnologies végétales......................ooooiiiiiinn 31
4 Régénération et MiCropropagation. .. .........o.iuiuiii i 32
5 Optimisation de la production de la biomasse et des AlTS... ..o 35
5.1 Optimisation par I’EHCIAtION. ... ...iutiet ittt et et e e e e e enaeeaeana s 35
5.1.1 Mécanisme général de I'action des €liCiteurs.............cooiiiiiiiiiiiiie e 36
5.1.2 Caracteéristiques d’une élicitation efficace...............coooviiiiiiiiiiiiiiii e, 38
5.2 Optimisation par facteurs a effets €pigénetiqUES. ........c.oiviiir i 39
5.2.1 Laméthylation de FADN. ..., 40
5.2.2 L'acétylation des NiStONES. .........oiiriniii i 43

5.2.3 Effet des agents épigénétiques sur la production de la biomasse et des

MELADONITES SECONUAITES. . .. .ottt e e, 46

L O Matlriel VEQBLAL. ... 48
1.1 ODEENtiON GBS VILIOSEITIS ......eeuviieetiiiietisie ettt ettt 48
1.2 Induction des pousses (PS) par CAUIOGENESE ........ccuveeiveeiiiieeiiee ettt ettt e e st e e s bee e srreeenane s 48
1.3 MUILIPHCAION 0ES POUSSES .....vveiiiiieiiiii ettt ettt ettt st e et e e st e e e s ta e e s sbe e e s rbe e e snbeeeneeas 49

1.4 Etablissement des chevelus racinaires (CRS)......c.uiiiiuiiiiiieiiiie ittt 50



1.4.1 Origine des souches d’Agrobacterium rhizogenes UtiliSées...........ccovvvvvreeriveriieereennnn. 50

1.4.2 Activation des souches bactériennes et mise en SUSPENSION .........ccereerverieeriereerieneenn 50
1.4.3 Transformation génétique par co-culture C. roseus - bactérie ..........cccocvvvveiiieiennnnn 51
1.5 Isolement et multiplication des racines ODLENUES...........coovieiiiiiiiiierie e 52
1.6 Sélection des lignées racinaires et adaptation au milieu liquide .............ccocoriiiiiiiiiiiiie 52
1.7 Confirmation de la nature transgénique des lignées racinaires ObtenuES .............cceoevvvieiieiieinenn. 53
2 CINBLIQUE 08 CIOISSANCE ... cuvetiesiestiete sttt sttt skttt skttt e bt st e b e e bt et e s bt et e e nb e bt eneenaeeneeas 54
2.1 Cinétique de croissance de Pousses et de I’accumulation des alcaloides ..........ccccevvvveeeiiiiiirennnnne, 54
2.2 Cinétique de croissance des CRs et de I’accumulation des alcaloides ..........ccoocevveieiiieiiniieiennnne 54
3Elicitation du mMateriel VEGALAL ............ooi i 55
3.1 Elicitation des chevelus racinaireS (CRS) ........couiiiiiiieiieiii et 55
3.1.1 Elicitation par I’acide salicylique (AS)......cocoueeiuiiiiiieiiiie et 55
3.1.2 Elicitation par le chlorure de calcium (CaCly) ......cooveiiiiiiiiiiiieiie e 56
3.1.3 Elicitation combiné par ’AS et 16 CaCly......cccvviiiiiiiieiiiiiie i see e 56
3.1.4 Elicitation par des agents EPIgENELIGUES ........ecovuvieiiieiiie e 57
3.2 ENCItation d8S POUSSES (PS) ....vviiiiiiiiiiie i e sttt ettt sttt e st ettt s e e st e e st e e et e e anba e e snbaeennaeeennes 58
3.2.1 Elicitation par I’acide salicylique (AS) .....ooeiiiiiiiiiiiiiie e 58
3.2.2 Elicitation par le chlorure de calcium (CaCly) .....coovveiiiiiiiiiice e, 59
3.2.3 Elicitation combiné par ’AS et 16 CaCly......cccvvveeiiiiiie i 59
3.2.4 Elicitation par des agents EPIgENELIGUES ........ccouvieiiee i 60
4 Extraction des alcaloides indoliques a partir des CRS €1 deS PS ......cccuvieiiiiiiiieiiec e 60
5 Identification et dosage et des alcaloides INAOIIQUES .........cevvveeiiiiiiii e 61
B ANAIYSE STALISTIQUE .....vveeivie e ittt e e st te e et e e et e e e st e e e s tb e e e teeeasteeesabeeesneeeeteeesnreeennnes 61

RESULTATS ET INTERPRETATIONS
1 Obtention du MAtriel VEGALAIE ..........coiiuiii ettt srre e e eaee s 63

1.1 Germination des graines de C. FOSBUS ........ciiueeeiuieeiitreeiteeestteeeitreesteeestbeeestreesbeeesbaeestseesbeeesraeeas 63



1.2 INnduCtion d& 18 CAUIOGENESE .........veiiiieeitieiie ettt 65

1.3 Etablissement des chevelus racinaireS (CRS)........c.ciiuiiiieiiiiiieiieiee e 67
1.3.1 Induction de 18 FNIZOGENESE. ......cc.eiiiiiiiiiiii et 67

1.3.2 Sélection des lignées de CRS Performantes............ocevivieiiiiieiiniie e 71

1.3.3 Vérification par PCR de la nature transgénique des racines induites .............c.ccocevuenne. 73

2 CINBLIQUE 08 CTOISSAMNCE ... vttt sttt stttk etttk e bbbt b e b bt et s bt e b e e neeebe e e e sneeneens 75
2.1 Cinétique de croissance des POUSSES (PS) .....vieiiiiieiiiiiisiieiie ettt 75
2.1.1 EVOIUtioNn de 12 DIOMASSE ..........cveceverieceeieseceeee e, 75

2.1.2 Evolution de I’accumulation des alcaloides indoliqUES .............ccceeververevcerererrrinans 75

2.2 Cineétique de croissance des chevelus racinaires (CRS) .........ooiiieiiiieiieiieiienie e 78
2.2.1 EVOIUtION d€ 12 DIOMASSE .........voveceescecees e, 78

2.2.2 Evolution de I"accumulation des alcaloides indoliquUes .............ccoeevvrrerrrererererereienans 80

2.2.3 Corrélation entre biomasse et I’accumulation des alcaloides indoliques...................... 82

3 Effet de I EIICTEALION ...vviivieiiiiee sttt ettt ettt e b e et e st e et et e st e e e nnneeeneee 83
3.1 Effet de I"Elicitation deS CRS......cciuiiiiiiiiiiiie ittt e 83
3.1.1 Elicitation par I’acide salicylique (AS)......uveiiiiirieiiiiiiesiiiiie e ssiee e sree e e sinee e siaeea e 83

3.1.2 Elicitation par e SEl CaCly.......ccviiiiiiiiiicc e 85

3.1.3 Elicitation combinée par CaCly 6L PAS ....coviviiiie e 86

3.1.4 Elicitation par des agents a effet €pigén&tiqUe .........c.ccovveiiiii e, 88
3.1.4.1Elicitation par 1a 5-Azacytidine. ..o 88

3.1.4.1 Elicitation par la trichoStatine.........cccooeviviieiieisiecec e 90

3.2 Effet de I’élicitation UES POUSSES.......iiiureeiireeiieeeitreesitteesteeestreesstreesteeestbeeessreeasseeeareeesseeesseeeannns 92
3. 2. 1 Elicitation par I’acide SaliCyliqUe ............eveiiiuiiiiiiiiiiie e 92

3.2.2 ENcitation par CaClp........iiiiiiiiii e 93

3.2.3 Elicitation combinée par CaCly et PAS ....cooviiiiiii e 93

3.2.4 Elicitation par agent d’épigénétique: 1a 5-Azacytidine..........ccocovvvieiieiiiiniece e, 94



DISCUSSION DES RESULTATS

1 Etablissement du matériel VEGELAIE...........cooviiiiii i 96
2 Croissance des tisSUS et teNEUrS BN AITS ......ccoiiiiiiiiii i 99
2.1 DANS 185 POUSSES ....veveieutieieesite ettt ettt ekttt e bt st et b e st b e e e bttt n et nnne s 99
2.2 Dans les chevelus racinaireS (CRS) ........viiiieiieiii ettt 101
K B o § (=] 0 (S <] o7 7213 T ) TR SUS PRI 103
3.1 Effet de PElicitation des CRS.......iiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 103
3.1.1 Elicitation par I’acide SaliCYliqUe ..........ceeeriuriiiiiiiiiie e 103
3.1.2 EIlicitation par 18 CaCly .......cuviiiiiiiiie ettt e e ee e e et e e aeeenneee s 108
3.1.3 Elicitation combinée par ’AS et 1e CaCla.......coevviiiiiiiiiiiiie i 111
3.1.4 Elicitation par des agents EpPIgENELIGUES ........c.erverierierieiierieeie e 113
3.1.4.1 Elicitation par 1a 5-AzaCytidiNg .........ccoovieiiiiiiiiieie e 113
3.1.4.1 Elicitation par 1a triChOStatiNg ..........cccueiiiiiiiiie it 115
3.2 Effet de I’Elicitation deS POUSSES.....uururiiiiieiiiiiiiiiiitteeessssitibteeeeeessssssibbbeeeeeesessssabbbneeeaeessssnsssnnseees 117
3.2.1 Elicitation par ’acide SaliCYIIQUE .....coivvvvreiiiiiies i siee e e e srae e 117
3.2.2 ENCitation Par CaCly........ccoviiiiiiiiiic ittt e 118
3.2.3Elicitation combinée par PAS et le CaCly........ccovviiiieiiiiiiiiiii e 119
3.2.4 Elicitation par 1a 5-AzaCytidiNe...........ccveiiiii i 121
CONCLUSION GENERALE. ... o 123
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ... ..o 126
ANNEXES
RESUMES

PUBLICATIONS



LISTE DES ABREVIATIONS

ABA : Acide abscissique.

AC : Acétosyringone.

ADN-T : ADN transféré.

ADN-T_: ADN-T left.

ADN-Tgr: ADN-T Right.

AlTs : Alcaloides indole terpénoides.

AJ : Acide jasmonique.

AMTs : ADN méthyltransférases.

AS : Acide salicylique.

AUX : Auxine.

B5: Milieu de culture de Gamborg et al.(1968).
BAP: 6-Benzylaminopurine.

CE: concentration d’¢liciteur.

CR: Cathenamine réductase.

CRs : Chevelus racinaires.

D4H : Desacetoxyvindoline-4-hydroxylase.
DAB : Decitabine.

DAT : Deacetylvindoline-4-O-acétyltransférase.
ERA (en anglais RNS): Especes réactives de l'azote.
ERO (en anglais ROS) : Espéces réactives de l'oxygene.
ET : Ethyléne.

FT: Facteurs de transcription.

G10H: Geraniol 10- hydroxylase.

GDPS: Geranyl diphosphate synthase.

HATS : Histone acétyltransférases.



HDAC:Ss : Histone Désacétylases.
IC: Indice de croissance.

IPP : Isopentényl diphosphate.
KNOX : Knotted-like homeobox.

LC-MS/ MS : Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem.

M.S : Matiére seche.

MAPK: Mitogen activated protein kinase.

MAT : Minovincinine-19-hydroxy-O-acétyltransférase.
MeJa : Méthyle jasmonate.

MS : Milieu de culture de Murashige et Skoog (1962).
M.S : Matiére seche.

NMT : N-méthyltransferase.

ON : Oxyde nitrique.

ORF: Open reading frame.

PCR: Polymerase chain reaction.

PdS : Poids sec.

PL: Phospholipase

Prx: Peroxydase.

Ps : Pousse.

R: récepteur.

RE: Réticulum endoplasmique.

rpm: Round per minute (tour par minute).

SGD: Strictosidine b-D-glucosidase.

SLN: Signaux de localisation nucléaire



SLS: Secologanine synthase.

STR: Synthase strictosidine.

T16H : Tabersonine 16-hydroxylase.
T19H : Tabersonine 19-hydroxylase.
TA : Teneur en ajmalicine.

TAALs : Taux d’Amélioration en alcaloides.
TALs: Teneur en alcaloides.

TC: Teneur en catharanthine.

TDC: Tryptophane decarboxylase.
TE: Temps d’¢licitation.

TPX : Tapoxine.

TSA : Trichostatine A.

TV: Teneur en vindoline.

Vir : virulence.

YEM : Yeast Extract Mannitol.

ZBL : Zebularine.

160MT : O-methyltransférase.

5-AC : 5-azacytidine.



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1.Les noms vernaculaires de la pervenche de Madagascar dans différentes langues. ......... 4
Tableau 2. Action de quelques AITs, leurs fonctions et les plantes Source..........ccccccvevvveeviirennnee. 12

Tableau 3. Modalités d’¢élicitation des trois lignées (LP10, LP21 et L54) par de ’acide salicylique
(AAS). oottt r ettt ettt 55

Tableau 4. Modalités d’élicitation des trois lignées (LP10, LP21 et L54) par CaCl2. ................... 56

Tableau 5. Modalités d’élicitation combinée des trois lignées (LP10, LP21 et L54) par I’AS et le
(O 11 1TSS 57

Tableau 6. Différentes concentrations d’azacytidine et la trichostatine utilisées pour les trois
[IGNEES (LPL0, LP2L 61 L5A). . .oveeoveeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeeeeseeeseeessseessse e s ese s eseseessse s ees e 58

Tableau 7. Effet de différentes concentrations de BAP sur I’induction de bourgeons................... 66

Tableau 8. Variation de l'indice de croissance (IC) des lignées issues de la deuxiéme selection de
O LSRR 72

Tableau 9. Niveaux de corrélation entre la croissance de la biomasse et l'accumulation des

AICAIOTURS. ...t 82
Tableau 10. Effet de 1’élicitation par 1’AS sur la biomasse et la TA et la TC des CRs. ................. 84
Tableau 11. Effet de 1’élicitation par CaCl, sur la biomasse et la TA et la TC des CRs............... 86

Tableau 12. Effet de I’¢licitation combinée par CaCl, et I’AS sur la biomasse et la TA et la TC des
(O = LR TTTTRP TR 88

Tableau 13. Effet de 1’¢licitation par la 5-Azacytidine sur la biomasse et la TA et la TC des CRs.90
Tableau 14. Effet du traitement par la TSA sur la biomasse et la TA et la TC des CRs................. 91

Tableau 15. Effet de 1’¢licitation par I’AS sur la biomasse et la TA, TC et TV des Ps. ................. 92



Tableau 16. Effet de 1’élicitation par CaCl, sur la biomasse et la TA, TC et TV des Ps. ............... 93

Tableau 17. Effet de I’élicitation combinée par CaCl, et I’AS sur la biomasse et la TA, TC et TV
[0 LC TN OSSP PPPRPPSPPR 94

Tableau 18. Effet de 1’élicitation par 1I’5-Azacytidine sur la biomasse et la TA, TC et TV des Ps.95

Tableau 19. Comparaison avec différent témoins et les meilleures teneurs moyennes en ajmalicine

et en catharanthine des CRs de C. roseus, élicitées par I’AS. ..o 108

Tableau 20. Comparaison avec différents témoins et des meilleures TA et TC des CRs de C.
roseus, Elicitées par CaCla.........ovieveieveresesiesiiei e eeeeeeeeeieieieeeeeiieeeieennn... 110

Tableau 21. Comparaison avec différents témoins et des meilleures TA et TC des CRs de C.
roseus, licitées par CaCla €L 1T AS. ... et e et e e sraae e srae e 112

Tableau 22. Comparaison avec différents témoins et des meilleurs TA et TC des CRs de C. roseus,
1o [ (=T o Tl o T T A USSR 115

Tableau 23. Comparaison avec différentes téemoins et des meilleures TA et TC des CRs de C.

FOSEUS, ElICIEEES PAr 12 TSA. e a e e et a e e naa e e anaeeeannaees 116

Tableau 24.Comparaison avec différents témoins et des meilleures TA, TC et TV des pousses de

C. 10SeUS, ElICILEES AVEC I’AS €1 CAC 0. ...ttt 121



LISTE DES FIGURES

Figure 1. Caracteristiques morphologiques (photographie prise @ TENSA).... ....ccccoooeiiiieiinnnn, 6
Figure 2. Biosyntheése de I'IPP par la voie melavonate et la voie MEP ...........ccccociiiiiciinnen, 14
Figure 3. Biosynthése de 1a SeCOl0ganine. ..........ccueviiiiiieiiiiie e 15
Figure 4. Biosynthése de la strictosidine et de la 4,21-dehydrogeissoschizine. .............cccccoe..... 16
Figure 5. Biosyntheése de I’ajmalicine et 1a Serpentine. ...........cccccevvivvvieeiniiiniennieiee e 17
Figure 6. Biosynthése de la catharanthine et la tabersonine. ...........ccoccoovviieieiieiice e, 17
Figure 7. Biosynthése de 1a VINAOIING . ......oouiiiiii e 19
Figure 8. Biosynthése de la vinblastine et de la VINCriStiNe............cccooveiiiiiiiiie e 20
Figure 9.Voie de biosynthése des AlTs et sa compartimentation cellulaire.............cc.ccccoveinnnns 22
Figure 10. Structure de plasmide Ri d’A. rhiZOZENES .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
Figure 11. Représentation schématique de l'interaction Agrobacterium-plante.............ccccccvee. 26
Figure 12. Représentation schématique des réponses possibles des cellules a I’élicitation. ........ 37
Figure 13. Méthylation de I’ADN par AMT a la position 5 de la cytosine ........cccceeevvvivvvrinnnnnn. 41
Figure 14. Structure chimiques de la cytosine et de ses analogues............cccccveevvveeviieeiiieeciinenn, 42
Figure 15. Acétylation et déacétylation des histones de la chromatine.............cccccoeoeeviineinnnnn, 45
Figure 16. Structure chimique de la trichostatine A................cooiiiiiiiiiiiii 45

Figure 17. Germination des graines de C. FOSBUS.. ....cccvieiiuueeiiireeeiieeestieeesieeesreeesteeesreeesneeens 64
Figure 18. Effet de la scarification et du temps d’imbibition sur la germination ....................... 64
Figure 19. VItroSEMIS de C. FOSBUS. .....vuvieeiiiiieeeiitiiteeesiite e e e sitee e e s st e e e s stbaa e e e esbaaeeesnbeaeeennnes 65



Figure 20. Aspect des pousses sur milieu semi-solide MS............ccoiiiiiiiini 66

Figure 21. Effets de la variété, du type d’explant, de la souche bactérienne et du temps

de co-culture sur la fréquence d’induction des racines de C. FOSEUS. .......ccvvervveerireeriieresiienene 69

Figure 22. Effets de la variété, du type d’explant, de la souche bactérienne et du temps

de co-culture sur le nombre moyen de racines par explant de C. r0SeuUS. ........c.cccceeirierieernennnn. 69
Figure 23. Racines de C. roseus induites sur milieu semi-solide B5 dilué de moitié ................. 70
Figure 24. Aspect Morphologique des lignées racinaires de C. r0SEUS..........ccuervevererrerieenns oo 73

Figure 25. Analyse des produits PCR obtenus en présence d’amorces spécifiques de génes rol B,
des ADN extraits des bactéries d’A rhizogenes (A4 et AR15834) et des ADN extraits

d’échantillons des lignées de CRs de C. roseus apres électrophorese sur gel d’agarose. ............ 74

Figure 26. Aspect des pousses de C. roseus, du cultivar « Cooler blush », dans le milieu liquide

Figure 27. Cinétique de croissance des Ps de C. roseus du cultivar « Cooler blush »................. 77

Figure 28. Evolution de la teneur en vindoline, en catharanthine et en ajmalicine des Ps du

CUltIVAr « COOIET BIUSN ... 77
Figure 29. Cinétique d'accumulation du poids sec des trois lignées de CRS..........cccceeviireiinnnnnn 79
Figure 30. Aspect des CRs de la lignée LP10 sur milieu liquide B5 dilué de %2 ..........cccvveennen, 79
Figure 31. Evolution de I'accumulation de la catharanthine dans les trois lignées de CRs.......... 81

Figure 32. Evolution de l'accumulation d’ajmalicine dans les trois lignées de CRes.................... 81



INTRODUCTION GENERALE ET PROBLEMATIQUE



Introduction générale et problématique

Les métabolites secondaires sont des composés connus pour leur réle clé dans
l'adaptation des plantes a leur environnement (Bourgaud et al., 2001). Ils dérivent

principalement de plantes. Ils sont depuis longtemps utilisés par les humains.

Au cours des 50 derniéres annees, les travaux de recherche sur les métabolites
secondaires des plantes ont enregistré des avancées spectaculaires. Ces dernieres sont en
relation directe avec celles enregistrées dans le domaine de la santé humaine (Hussain et al.,
2012). La production a partir de la plante présente des limites majeures, faible teneur en
métabolites et risque d’exploitation abusive susceptible de conduire a I’anéantissement des
especes qui les produisent. Par conséquent, afin de répondre a la demande du marché, de
plus en plus croissante, la culture in vitro de plantes médicinales offre une voie de choix par
la stabilité et la durabilité de la production de ces métabolites secondaires (Siddiqui et al.,
2013). Les plantes medicinales in vitro fournissent ,en outre, également un excellent
environnement pour 1’approfondissement des eétudes de métabolomiques de ces métabolites

(Malik et al., 2014).

Le Catharanthus roseus (L.) G. Don est une plante médicinale bien connue pour ses
propriétés thérapeutiques majeures. Cette espéce de la famille des Apocynaceaes produit une
large gamme de métabolites secondaires de la famille des alcaloides indoliques terpéniques
(Aslam et al., 2010), dont deux sont des anticancéreux treés puissants: la vinblastine et la
vincristine (Ishikawa et al., 2009). Cette plante synthétise également d’autres composants,
I’ajmalicine et la serpentine, utilisees dans le traitement de I'nypertension et les troubles
cardiaques (Thakore et al., 2012). Mais hélas, le rendement de ces composés (en particulier

la vincristine et la vinblastine) est tres faible, donc tres couteux (van Der Heijden et al.,



Introduction générale et problématique

2004), ce qui présente un sérieux defi aux biotechnologues afin d’améliorer les rendements

et réduire le codt de production.

Par ailleurs, vue la facilité de leur manipulation, les cultures cellulaires (cellules non
specialisées) ont été largement utilisé pour étudier le développement de la syntheése des
metabolites secondaires chez la C. roseus (Liu et al., 2013). Cependant, celles-ci sont
souvent caractérisées par une instabilité génétique (Almagro et al., 2013). De ce fait, les
cultures des pousses et des chevelus racinaires (qui sont des tissus spécialisés) présentent
une meilleure alternative pour la production de ces métabolites secondaires (Siddiqui et al.,
2013). Ceci passe inévitablement par I'optimisation des conditions / facteurs de culture qui
contrélent la synthése des alcaloides, ainsi que I’ingénieric métabolique et/ou la

surexpression excessive d'enzymes clés (Mujib et al., 2012).

Afin de répondre a la problématique posée, le présent travail de recherche s’appuie sur

deux principales parties:

v' Optimisation de I’induction des cultures de pousses et des chevelus racinaires, puis
sélection des lignées racinaires performantes;

v/ Optimisation des conditions de culture, en étudiant les effets de I’élicitation des
pousses et des lignées racinaires sélectionnées, par 1’acide salicylique, le stress salin
et les agents épigénétiques (la trichostatine et la 5-azacytidine), dans le but

d’améliorer la production de la biomasse et des alcaloides indoliques terpéniques.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



Synthese bibliographique

1 Considerations géenérales sur la Plante modele pervenche de Madagascar

Le genre Catharanthus se compose de huit especes dont sept sont endémiques a
Madagascar et un autre, Catharanthus pusillus, est endémique en Inde (Nejat et al., 2015).
Catharanthus roseus, pervenche de Madagascar, est une espece importante dans I'horticulture
florale et est I'une des rares plantes pharmacologiques qui a une longue histoire. Son utilisation,
comme remeéde, remonte a I’époque mésopotamienne (2600 av. JC) (Bajaj, 1994). Aujourd'hui,
cette plante joue encore un rdle considérable en phytothérapie et en médecine traditionnelle
pour le traitement de diverses maladies. Depuis les années 50, la pervenche de Madagascar est
considérée comme une plante modéle pour étudier le métabolisme des alcaloides, en raison de
sa capacité a synthétiser une large gamme d'alcaloides indole terpénoides (AITs), dont les
alcaloides anti-tumoraux : vinblastine et vincristine, isolées pour premiére fois en 1958 et 1965,
respectivement (Owens et al., 1965; Wright, 2002).

1.1 Botanique

1.1.1 Classification taxonomique

La nomenclature de la pervenche de Madagascar a connue une incohérence dans la
littérature a cause des modifications apportées, avec les progrés continus dans la classification
et la taxonomie végétales (Hao et al., 2010). Le nom scientifique de la pervenche de
Madagascar est Catharanthus roseus (L.) G. Don, Catharanthus signifie pure (katharos) et
fleur (anthos) en grec, roseus veut dire couleur rose en latin. Linne, est le premier auteur qui a
publié la description de la plante, en 1758, sous le nom de Vinca rosea, et Don se réfere a
George Don, qui a introduit le nom Catharanthus dans la littérature en 1837, pour différencier
la Pervenche de Madagascar, Catharanthus roseus, des Vinca européens (Bergen and Snoeijer,
1996).

La classification de la Pervenche de Madagascar selon APG Ill (2009) (Bot.J.Linn.Soc.)

est la suivante:
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Reégne: Plantae.

Division: Magnoliophyta.

Classe: Magnoliopsida: dicotylédones.
Ordre: Gentianales.

Famille: Apocynaceae.

Sous-famille: Rauvolfioideae.

Genre: Catharanthus G. Don.

Les noms vernaculaires de la pervenche de Madagascar dans diverses cultures et langues

sont énumérés dans le tableau 1.

v' Tableau 1. Les noms vernaculaires de la pervenche de Madagascar (Catharanthus
roseus) dans difféerentes langues (Bergen and Snoeijer, 1996; Joy et al., 1998).

langues Nom commun

Anglais Madagascar periwinkle, rosy periwinkle

Arabe e e g ¢ jade de Alic

Francais Pervenche de Madagascar, rose amere

Allemand Rosafarbene Catharanthe

Néerlandais Roze maagdenpalm

Chinois Chang Chun Hua

Espagnol Chatas, Chula, Pervinca de Madagascar, Vinca pervinca, Hierba doncella
Indien Sadabahar, Baramassi, Ainskati, Ushamanjairi

Persan Gul-e-farang

Portugais Boa-noite, Boa-tarde, Lavadeira, Pervinca-rosa, Vinca-de-gato, Vina-rosea
Afrikaans Kanniedood
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1.1.2 Caractéristiques morphologiques

Catharanthus roseus est une plante vivace, arbuste et sub-ligneuse a latex. Elle peut
atteindre un meétre de hauteur et porte des tiges glabres et rougeatres et des racines tres
développées qui s’étendent jusqu’a 70 cm de profondeur. Ses feuilles sont entiéres, opposées et
d’une forme elliptique a oblongue (2,5-9 cm de long, de 1-3,5 cm de large), leur couleur est d’un
vert brillant au-dessus et vert péle au-dessous avec une nervure médiane pale. Les pétioles sont
verts ou rouges (1-1.8 cm de longue). Les fleurs sont pentaméres, actinomorphes, avec des
pétales ob-ovales de couleur rose, rose-violet, bleu, saumon, écarlate, ou blanc avec un ceil
violet, rouge, rose, jaune pale, ou blanc dans le centre. Les fruits sont des follicules cylindrigues,
étroits et allongés, de 15 a 25 mm de longueur, qui abritent de 10 a 20 petites graines noirs
oblongues de 2 a 3 mm de longueur. Cette plante fleurit tout au long de I'année et se propage par
les graines ou les boutures (Bergen and Snoeijer , 1996; Joy et al., 1998). La figure 1 représente
la morphologie des différentes parties de la plante.

1.2 Origine et répartition géographique

Catharanthus roseus est une plante native de la grande Tle de Madagascar. Depuis des
siecles, elle a été introduite en tant que plante ornementale populaire dans de nombreuses régions
du monde en raison de sa résistance particuliére a la sécheresse, ainsi que pour ses jolies fleurs
roses ou blanches. Récemment, cette plante est largement cultivée commercialement pour ses
utilisations médicinales aux Etats-Unis, Chine, Afrique, Australie, Inde, et en Europe du Sud (Ji
et al., 2009; Nejat et al., 2015).
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Figure 1. Caractéristiques morphologiques (photographie prise & I’ENSA). A: Plant de
Catharanthus roseus (G = 0,3 X) ; B: Fruit (G = 4 X) et C: Graines (G= 1,7X).
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1.3 Principes actifs essentiels

La Vinblastine et la Vincristine sont, les principes actifs majeurs, produit par C. roseus.
Ces deux molécules appartiennent a la famille des alcaloides indoliques terpéniques (AITs). Ces
deux dimeéres cytotoxiques ont un intérét pharmaceutique et commercial grace a leur action anti-
tumorale. Cependant, le rendement de ces deux principes actifs est extrémement faible dans toute
la plante. Cette faible capacité d’accumulation a incité les chercheurs a tenter d’optimiser leurs

productions par la voie biotechnologique (van Der Heijden et al., 2004).

Par ailleurs, d’autres molécules qui appartiennent, aussi, a la famille des alcaloides
indoliques terpéniques (AITs) sont également synthétisées naturellement par la C. roseus,
I’ajmalicine, la serpentine et la yohimbine qui ont une action hypotensive (van Der Heijden et
al., 2004; Aniszewski, 2007). Mustafa and Verpoorte (2007), ont inscrit d’autres principes actifs
qui sont des composeés phénoliques, tels que I’acide gallique, 'acide vanillique, 'acide férulique

trans-cinnamique, quercétine, syringétine glycosides, malvidol, petunidine, etc...

En plus des alcaloides et des composés phénoliques (comme les composés les plus
importants de C. roseus), la présence de différents groupes chimiques, tels que les polyphénols,
les steroides, les glycosides flavonoides, les anthocyanes et les glucosides iridoides, a été

confirmée dans différentes parties de la plante (Ferreres et al., 2011; Nejat et al., 2015).

1.4 Utilisation

1.4.1 Importance ethnobotanique

La pervenche de Madagascar a été historiqguement utilisée pour traiter plusieurs maladies.
Elle a été utilisée comme reméde populaire pour traiter le diabéte (Tiong et al., 2013), le
paludisme, les piqdres d'insectes, l'infection de la peau (Joy et al., 1998), la dysenterie,
I’irritation des yeux, la dyspepsie, les maux de dents, le mal de gorge, la congestion pulmonaire
(Nejat et al., 2015), la diarrhée (Hassan 2011), et la leucémie (van Der Heijden et al. 2004),

etc...
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A Madagascar, les feuilles sont utilisées comme émétique; et les racines sont utilisées
comme purgatif, vermifuge, dépuratif, hémostatique. Aux Philippines, les feuilles sont utilisées
comme un traitement de base pour le diabéte, les jeunes feuilles sont utilisées pour stopper les
crampes d'estomac, et les racines sont utilisées contre les parasites de l'intestin. Aux Antilles,
I’infusion aqueuse de fleurs ou de feuilles pulvérisées est employée contre la toux et contre

I'nypertension artérielle (Bergen and Snoeijer, 1996; Aslam et al., 2010).

Méme en Europe, la pervenche de Madagascar a été utilisée comme un remede populaire
contre le diabéte pendant des siécles. A Hawaii, la plante est utilisée pour arréter le saignement.
Les Chinois ont largement appliqué cette plante dans le traitement de la leucémie, I'hypertension,
le lymphome folliculaire géant et comme un reméde contre la toux, I’inflammation et les maux
de gorge. A Hong Kong et en Corée, cette plante est approuvée en tant que source de traitement
médical alternatif pour la leucémie. Au Japon, la C. roseus est appliqguée en tant
gu’antidiabétique, elle est utilisée aussi pour arréter les tumeurs malignes lymphatiques (Nejat et
al., 2015).

1.4.2 Importance thérapeutique

Catharanthus roseus renferme des AITs ayant des propriétés thérapeutigques,
essentiellement, anticancereuses : la vinblastine et la vincristine (van Der Heijden et al., 2004).
La vinblastine est spécialement destinée pour le traitement de la maladie de Hodgkin, la
vincristine de son coté est prescrite pour les leucémies aigués de I'enfant. Quand a la Navelbine,
alcaloide obtenu par hémisynthése (Magnus and Thurston, 1991), elle est indiquée dans le

traitement du cancer du poumon et du sein (Tanaka and Yoneda, 2015; Pang et al., 2016).

Cependant, la catharanthine, la vindoline et la vindolinine sont connues comme des
diurétiques (Zhu et al., 2015). Tandis que, I'ajmalicine possede une action antihypertensive et la

leurosine présente une action hypoglycémiante et cytotoxique (Daniel, 2016).

Ainsi, nous pouvons constater qu’un certain nombre de pratiques traditionnelles ont un
fondement réel. Aprés les criblages et analyses effectués par les compagnies pharmaceutiques

dans les années 1960, I’analyse des pratiques de la médecine traditionnelle s’est avérée d’une
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grande utilité pour orienter les recherches dans le domaine médicinal pour 1’élaboration de

différentes thérapies.

1.5 Mode d’action

L’activité anticancéreuse de la vinblastine et la vincristine est reliée au blocage de la
division cellulaire. C'est-a-dire, qu’au début de la mitose, les deux dimeéres se fixent d’une
maniére spécifique sur la tubuline en inhibent la formation des microtubules qui forment le
fuseau achromatique, par la suite le cycle cellulaire s’arréte au niveau de la métaphase. De ce
fait, ces alcaloides sont désignés sous le terme de poisons du fuseau achromatique ou inhibiteurs
de la polymérisation des microtubules. Lobert et al. (1996) ont mis en évidence le mécanisme de
I’interaction des alcaloides vinca (vinblastine, la vincristine et Navelbine) avec la tubuline et

I’inhibition de I’assemblage des microtubules.

2 Meétabolites secondaires (Les alcaloides) de la pervenche de Madagascar

Les métabolites secondaires sont une classe de composés phytochimiques représentée par
un grand nombre (plus de 100.000) substances différentes susceptibles d’étre utilisees en
médecine, dans la protection des végétaux ainsi que dans I’attirance des pollinisateurs par les
pigments et les aromes (Bourgaud et al., 2001). Ces composés présentent un grand intérét, car ils
possedent des propriétés essentielles comme antibiotique, antifongique, antivirale (Bourgaud et
al., 2001), antioxydant et antidiabétique (Tiong et al., 2013), antiarythmiques et anticancéreux
(Wink et al., 2005). Ces metabolites sont produits en trés petites quantités (moins de 1% du
carbone total), bien qu’ils soient souvent trés efficaces a ces concentrations (Verpoorte et al.,
2000).

La synthése des métabolites secondaires est frequemment influencée par les conditions
environnementales comme la lumiére, la chaleur, la sécheresse, les insectes, les attaques de

pathogenes et les blessures mécaniques (Bourgaud et al., 2001).
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Les métabolites secondaires sont répartis en trois grands sous-groupes: les terpénoides qui
constituent le plus grand sous- groupe, les composés phénoliques et les composés azotés. Dans
ce dernier sous-groupe, les alcaloides sont les plus importants vu qu’ils se retrouvent dans 20%
des espéces végétales, et ils comprennent plus de 20.000 composés (Gruissem, 2015).

2.1 Alcaloides

2.1.1 Généralité

Le terme alcaloide ou « alkaly-like » (alkaly = soude ; like = qui a I’apparence) a été
proposé pour la premiere fois par le pharmacien allemand Meissner en 1819 (Friedrich and von
Domarus, 1998). Du point de vue biologique, les alcaloides sont des substances naturelles
organiques basiques et hétérocycliques contenant dans leurs structures chimiques complexes un
atome d’azote (Wink et al., 2005). Ces composés sont trés majoritairement d'origine végétale et
peuvent manifester des activités biologiques et/ou pharmacologiques diverses (Aniszewski,
2007).

D’autre part, Waller et Nowacki (1978), ont mentionné de nombreuses caractéristiques
des alcaloides. Ils ont surtout attiré I'attention sur la présence de I’atome d’azote dans la structure
chimique des alcaloides, ce qui leur confere une nature alcaline. Cet atome provient, en genéral,
d’un acide aminé dont la structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de
I’alcaloide. En outre, ces composés chimiques ont au moins un cycle dans leur structure qui n'est

pas nécessairement hétérocycligue.

2.1.2 Classification

Guirimand et al. (2010), estiment qu’il y au moins 12 000 alcaloides différents déja
identifiés et isolés a partir de sources vegétales, animales ou de micro-organismes. En général,
les alcaloides sont classés selon leur précurseur biosynthétique qui est un acide aminé. De ce fait,
il existe des alcaloides dérivés de 1’ornithine, de la lysine, de la tyrosine, de la phénylalanine ou

du tryptophane (Aniszewski, 2007).

10
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Autrement, d'un point de vue structurel, les alcaloides sont divisés selon leurs formes et
leurs origines en trois principaux types d'alcaloides: les alcaloides vrais ; les protoalcaloides et
les pseudoalcaloides. Les alcaloides vrais et les protoalcaloides sont dérivés des acides aminés,
alors que les pseudoalcaloides ne sont pas dérivés des acides aminés (Thomson, 2012). De ce
fait, ’atome d’azote est incorporé, dans la structure des pseudoalcaloides, a un stade avancé de la

biosynthése par réaction d’amination sur des intermédiaires aldéhydes ou cétones (Muniz, 2006).

2.2 Alcaloides indoliques

Les alcaloides indoliques sont une classe d'alcaloides contenant dans leurs structures
chimiques un groupe d'indole. Le tryptophane est le précurseur biochimique des alcaloides
indoliques, qui posséde une chaine d’indole latérale dans sa structure chimique. Il dérive de la
voie du shikimate (Ramani et al., 2013). En fonction de la voie de biosynthése, deux types
d’alcaloides indoliques sont distingués: non-isoprénoides et isoprénoides. Ces derniers
comprennent des résidus d'isopréne dans leurs structures, d’ou le groupe des alcaloides
indoliques terpéniques (AITs), qui forme l'un des plus grand groupe dalcaloides chez les
vegétaux, soit plus de 4100 composés différents connus (Cseke et al., 2016). Un grand nombre
d'entre eux possede une activité physiologique importante et certains d'entre eux sont utilisés en
médecine (Pan et al., 2015).

Malgré la diversité structurelle considéerable des AITs, la plupart d’entre eux est localisée
dans trois familles de plantes dicotylédones: Apocynaceae, Rubiaceae et Loganiaceae
(Aniszewski, 2007). Plusieurs produits pharmaceutiques, appartenant aux AITs, sont isolés a
partir des plantes de ces trois familles (Tableau 2), comme l'alcaloide antipaludique «la quinine»
rencontrée dans Cinchona officinalis, l'antinéoplasique «la camptothécine» extrait de la
Camptotheca acuminata, le stimulant « la yohimbine » isolé a partir de Pausinystalia yohimbe et
de C. roseus, les antihypertenseurs et tranquillisants « la réserpine et 1’ajmalicine » isolées a
partir d'espéces de Rauvolfia sp. et les agents antitumoraux vinblastine et la vincristine a partir de
C. roseus (Bergen and Snoeijer 1996; van Der Heijden et al., 2004; Pan et al., 2015).

11
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v' Tableau 2. Action de quelques AlTs, leurs fonctions et les plantes sources.

Alcaloides Fonction Plantes Famille Références
Catharanthus roseus (Thakore et al., 2012;
Ajmalicine Antihypertensive . ’ Apocynaceae Mehrotra et al., 2014,
Rauwolfia sp.
Pan et al., 2015)
Camptothecine  Antinéoplasique Camptotheca acuminata Cornaceae (Muniz, 2006)
Ellipticine Anticancéreux Ochrosia elliptica Apocynaceae (Ramawat, 2007)
) ) ) ) ) (Nomura and Kutchan,
Emetine Anti-protozoaire Carapichea ipecacuanha Rubiaceae 2010)
Quinine Antipaludique Cinchona sp. Rubiaceae (Achan et al., 2011)
Rescinnamine,  Antihypertenseur Rauwolfia sp. Apocynaceae (Cseke et al., 2016)
Reserpine
Serpentine Sédatif Catharanthus roseus Apocynaceae  (Hughes et al., 2004)
Toxiferine Myorelaxant Strychnos toxifera Loganiaceae  (Manske, 2014)
Vinblastine, Anticancéreux Catharanthus roseus Apocynaceae  (Ishikawa et al., 2009)
vincristine
Augmente le flux
Vincamine sanguin vers le Vinca minor Apocynaceae (Farahanikia et al., 2011)
cerveau
Stimulant et effet Pausinystalia yohimbe, .
Yohimbine Rubiaceae (Bruneton, 1999)

aphrodisiaques

Catharanthus roseus

2.3 Biosynthese des AITs

La Catharanthus roseus a une capacité a produire une grande variété des AlTs (plus de

130), qui ont une valeur économique trés importante en relation avec leurs utilisations dans

I’industrie pharmaceutique (Pan et al., 2015). Les trés faibles quantités de ces AlTs et la

difficulté de leur purification expliquent leurs colts élevés. Cela a incité les chercheurs a

consentir des efforts considérables pour mener des études approfondies sur la biosynthese des

AlTs. Aujourd'hui, les outils " omiques ", tels que la génomique, transcriptomique, protéomique

et métabolomique, peuvent nous fournir d'énormes quantités d'informations sur les génes, les

enzymes, les facteurs de transcription, les intermédiaires, les voies et la compartimentation de la

biosynthése des AlTs chez C. roseus. Ces outils seront tres utiles pour clarifier certains parties

12
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non résolues de la voie iridoides, la biosynthese de la catharanthine, le transport, et le signal de
transduction et la régulation de la voie de biosynthése, afin de permettre d’augmenter

I’accumulation de ces molécules d’intérét dans les tissus végétaux (Mahroug et al., 2007).

La voie biosynthétique des AlTs chez Catharanthus roseus est complexe, elle comprend
au moins 30 étapes régulées de maniere coordonnée par des enzymes, produisant au moins 35

intermédiaires connus (Pan et al., 2015).

2.3.1 Biosynthése des précurseurs des AlTs, la tryptamine et la secologanine

La tryptamine et la secologanine sont les deux précurseurs impliqués dan la biosynthése
des AITs chez C. roseus. lls proviennent de deux voies métaboliques indépendantes. Le
précurseur de l'indole, la tryptamine, est derivé de la voie shikimate, alors que le précurseur de
monoterpene glucoiridoide, secologanine, dérive d’une voie beaucoup plus complexe, la voie

sécoiridoides, que la voie shikimate, (Almagro et al., 2013).

En effet, le précurseur initial de la biosynthése de la secologanine est 1’isopentenyl
diphosphate (IPP), qui provient de deux voies différentes (Figure 2): la voie melavonate qui se
déroule dans le cytoplasme ; et la voie 2-méthyl-érythritol 4-phosphate (MEP) qui a lieu au
niveau des plastides (Almagro et al., 2013). L’IPP se transforme en geraniol par deux enzymes :
la geranyl diphosphate synthase (GDPS) ; et la phosphatase (Figure 3). Ensuite, la geraniol subi
une hydroxylation par la geraniol 10- hydroxylase (G10H), cette enzyme est une monooxygénase
de la famille des cytochromes P450, conduit a la formation de la 10-hydroxygeraniol. Cette
derniére molécule va étre convertie en loganine (EI-Sayed and Verpoorte, 2007). La derniere
étape de la conversion de loganine en secologanine est effectuée par la secologanine synthase

(SLS), qui appartient aussi a la famille des cytochromes P450 (Pan et al., 2015).

Quant a la tryptamine, elle est produite par la décarboxylation du tryptophane avec la
tryptophane decarboxylase (TDC) au niveaux du cytosol des cellules apicaux des racines (Zhu et
al., 2014).

13



Synthese bibliographique

1. La voie melavonate 2. La voie MEP
o
—< (o) COOH
SCoA Y + o®
acetyl CoA pyruvate glyceraldchyde 3-phsophate
o
acetoacetyl-CoAp & DXS
thiolase SCoA c
OH
3 85 < o 0o
SCoA
acetoacetyl-CoA l-deoxy-D-xylulose S-phosphate
HMG-CoA ¢° NADPH N bxn
synthase SCoA NADP+
HO, o HO,
M SCoa ﬁ\@
COOH OH
hydroxymethyl-glutaryl-CoA 2.C-methyl-D-crythritol 4.phosphate

HMG.CoA OPH
reductase lm

cTP
hlng('his NH,
PP
»
ot Tielel
O—pP-O—pP— (o)
OH
i B TR
mevalonate d.cyudyl diphospho-2C.methyl-D-erythritol
ATP
)i(‘MK NH,
ADP
ks X
o]
HO 1]
e s s e o
o®
H

MVA kinase l ATP

mevalonate phosphate d-cyudyl diphospho-2C-methyl-D-erythritol 2-phosphate
; ATP
MVAP Kinase oM MCS
HO o O‘ ,OH
-__o\p.' £ 'o
- gL
mevalonate diphosphate 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate

MVAPP
decarboxylase ATP ‘ ?
NO— g:ou
OH

1-hydroxy-2-methyl 2(E) butenyl 4 diphosphate

[N W .

IPP isomoraso 1PP isomeoraso
PP DMAPP PP

Figure 2. Biosynthése de I’IPP par la voie melavonate et la voie MEP (El-Sayed and
Verpoorte, 2007).
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Figure 3. Biosynthése de la secologanine (Almagro et al., 2013).

2.3.2 Biosynthese du précurseur principale des AlTs, la strictosidine

L’ ¢étape stratégique de la voie de biosynthése des AITs est la condensation des deux
précurseurs la tryptamine et la secologanine par la synthase strictosidine (STR) pour produire, le
précurseur aglycone universel de tous les AITs, la strictosidine (Figure 4). Par la suite, la
strictosidine b-D-glucosidase (SGD) hydrolyse la fraction de glucose de la strictosidine pour
former un produit instable, qui est rapidement converti en 4,21- dehydrogeissoschizine (Figure
4), un dialdéhyde hautement réactif, a partir duquel plus de 2000 AITs sont dérivées (Guirimand
et al., 2010). La SGD est une glycoprotéine localisee dans le réticulum endoplasmique et est
hautement spécifique pour la strictosidine. Cette enzyme est codée par un seul gene, qui
s’exprime a différents niveaux dans les fleurs, les tiges, les feuilles et les racines, ce qui suggére

une régulation spécifique au niveau des tissus (Geerlings et al., 2000).
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Figure 4. Biosynthése de la strictosidine et de la 4,21-dehydrogeissoschizine (Almagro et al.,
2013).

2.3.3 Biosynthése des AlTs a partir de la strictosidine

La 4,21-dehydrogeissoschizine, produite a partir de la strictosidine (Figure 4), représente
un intermédiaire clé qui meéne a la biosynthese de plusieurs AlTs. La 4,21-dehydrogeissoschizine

est convertie en stemmadenine et en cathenamine (Almagro et al., 2013).

La cathenamine, qui est une carbinolamine tres réactive, est réduite par I’enzyme
cathenamine réductase (CR) pour former I’ajmalicine (Figure 5), dans le cytosol des cellules
épidermiques (Almagro et al., 2013). Ensuite, I’ajmalicine est oxydée, au niveau des vacuoles,

par des peroxydases de la classe 111 (Prx) pour former la serpentine (Blom et al., 1991).

Par ailleurs, la stemmadenine est la molécule de départ pour la formation de Ila
catharanthine et / ou la tabersonine (Figure 6), au niveau du cytosol des cellules d’épiderme (EI-
Sayed and Verpoorte, 2007). Cependant, les enzymes et les genes impliqués dans la biosynthese

de ces deux molécules sont mal caractérisés jusqu’a maintenant (Pan et al., 2015).
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Figure 5. Biosynthése de ’ajmalicine et la serpentine (Almagro et al., 2013).
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Figure 6. Biosynthése de la catharanthine et la tabersonine (Almagro et al., 2013).

D'autre part, la voie de biosynthése de la vindoline a partir de la tabersonine est assez bien

établie. Cette voie comprend 6 étapes enzymatiques (Figure 7):
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L’hydroxylation de la tabersonine en position 16 par la tabersonine 16-hydroxylase (T16H),
une enzyme qui appartient a la famille des cytochromes P450 localisée au niveau du
réticulum endoplasmique dans les cellules épidermiques des feuilles, en donnant la 16-
hydroxytabersonine (Besseau et al., 2013);

L’o-méthylation de 16-hydroxytabersonine par O-methyltransférase (L60OMT) pour former
la 16-méthoxytabersonine (Murata and De Luca 2005);

L’hydratation de la double liaison 2,3 du 16-methoxytabersonine par une hydroxylase non
identifiée (Guirimand et al., 2011);

La méthylation du 16-méthoxy-2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine par la N-méthyltransférase
(NMT) pour produire la desacetoxyvindoline, la NMT est localisée dans la membrane des
thylacoides des chloroplastes dans les cellules de parenchyme (Guirimand et al., 2011);
L’hydroxylation en position 4 de la desacetoxyvindoline par I’enzyme cytosolique
desacetoxyvindoline-4-hydroxylase (D4H) pour établir la deacetylvindoline (Pan et al.,
2015);

En dernier, IPacétylation de la deacetylvindoline par la deacétylvindoline-4-O-
acetyltransférase (DAT) pour former la vindoline au niveau du cytosol des cellules
laticiferes (St-Pierre et al., 1999).

La biosynthése de la vindoline est restreinte aux cotylédons et aux jeunes feuilles des

plantes adultes, ou l'activité enzymatique de NMT, D4H et DAT est élevée dans ces tissus

(Véazquez-Flota et al., 2002). En outre, l'activit¢é de D4H et DAT augmente de maniére

significative, dans les plantules de C. roseus exposées a la lumiere (Zhao et al., 2001a). D’autre

part, plusicurs travaux montrent que I’application du méthyl jasmonate (MelJa) augmente

I’activit¢ enzymatique de D4H, DAT, STR et TDC et induit également une importante

accumulation de vindoline (Zhao et al., 2001a; Herndndez-Dominguez et al., 2004; Campos-
Tamayo et al., 2008; Pan et al., 2010; Liu et al., 2013; Zhou et al., 2015).
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Figure 7. Biosynthése de la vindoline (Guirimand et al., 2011).

Par ailleurs, dans les racines, la tabersonine est convertie en 19-O-acetylhdrhammericine
dans le cortex racinaire, par deux voies alternatives (Hughes et al., 2004). La premiére est la
conversion de la tabersonine en lochnericine suivie par la formation d’hérhammericine par
I’intermédiaire de la tabersonine 19-hydroxylase (T19H), une enzyme qui appartient a la famille
des cytochromes P450 localisée au niveau du réticulum endoplasmique des cellules
épidermiques de racines (Giddings et al., 2011). Par la suite, la hérhammericine est convertie en
19-O-acétylhérhammericine par la minovincinine-19-hydroxy-O-acétyltransférase (MAT).
L'autre voie commence par la formation du 6,7-dehydrominovincinine qui sera convertie par la
MAT en 19-O-acetylnérhammericine (Pan et al., 2015).
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Enfin, les précurseurs monomeéres de la vindoline et la catharanthine sont couplés dans une
réaction catalysée par une peroxydase de classe 111 (CrPrx1) localisée dans les vacuoles (Costa et
al., 2008), pour donner l'alcaloide dimérique 3’°,4’-anhydrovinblastine, qui est converti en
vinblastine puis en vincristine (Figure 8) (Sottomayor et al., 2004; Ishikawa et al., 2009; Kumar
etal., 2011).

H COOCH,
Catharanthine

Vinblastine
Vindoline
3'-4'-Anhydrovinblastine

Vincristine

Figure 8. Biosynthese de la vinblastine et de la vincristine (Zhu et al., 2014).
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2.3.4 Compartimentation et Différenciation cellulaire de la voie de biosynthése
des AlTs

Les enzymes impliquées dans la voie de la biosynthése des AITs sont réparties au moins
sur quatre différents types de cellules, qui se trouvent au moins dans cing compartiments
subcellulaires différents (Courdavault et al., 2014).

La compartimentation cellulaire et subcellulaire impliquée dans la voie de biosynthése des
AlTs (Figure 9), est considérée comme un autre mécanisme de régulation (Guirimand et al.,
2011). Les enzymes TDC, T19H et MAT sont localisées dans les cellules apicales des racines
(Pan et al., 2015). Tandis que, les enzymes SLS, STR, SGD, T16H et 160MT sont localisées
dans les cellules épidermiques des organes aériens (Yu and Luca, 2014). Cependant, les enzymes
D4H et DAT sont limitées aux cellules laticiferes au niveau des feuilles, des tiges et des
bourgeons floraux (Mahroug et al., 2007). D’autre part, les deux enzymes la G10H et la NMT
sont localisées dansles cellules parenchymateuses du phloéme, au niveau des organes aériens
(El-Sayed and Verpoorte, 2007).

Au niveau subcellulaire, les cytochromes P450 la SLS, la SGD et la T16H sont situées dans
les systemes endomembranaires, plus précisément dans le réticulum endoplasmique (RE) (St-
Pierre et al., 1999; Murata and De Luca 2005; Giddings et al., 2011). Seulement, I’enzyme
G10H est une cytochrome P450 localisée sur le tonoplaste des vacuoles (El-Sayed and
Verpoorte, 2007).

Par ailleurs, les réactions catalysées par les enzymes TDC, 160MT, D4H, et DAT sont
réalisées dans le cytosol (Mahroug et al., 2007). Tandis que, les réactions catalysées par
I’enzyme STR et les enzymes peroxydases la classe 111 sont situées dans les vacuoles (Costa et
al., 2008). D’autre part, I’enzyme NMT est restreinte au niveau de la membrane des thylacoides

dans les chloroplastes (Yu and Luca, 2014).

La compartimentation cellulaire et subcellulaire complexe de la voie des AlTs, indique que

le transfert des intermédiaires entre les différents types de cellules et compartiments cellulaires,
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révéle une grande difficulté qui peut entraver sa production par voie biotechnologique
(Courdavault et al., 2014).

Cottexradmaire Tryptamine + Secologanin Vacuole \
Protoderm alstonine ;
Serpentine
: | s f
Tetrahydro-alstonine e 0
Strictoiidine Ajmalicine _
A Vacuole
noyau l SGD Cellule Vincristine
aglycon epidermique
Vinblastine
Totrahvd l Cytosol
etrahydro-
ici ¥ 4,21-dehydrogeissoschizine
Cckeeriome )é‘ lstonine ’ ’ :2 Ajmalicine Anhydrovinblastine
| mon \2
Horhammericine Epicathenamine v Cathenamine PRX1
l MAT Stemmadenine
ol .,119 e 2 T A Ly Catharanthine + Vindoline
acetylhorhammericine . L ] :
; T " Tabersonine” Catharanthine # A
e . “ _—
6,7-dehydroechitovenine : “(‘"l 16-methoxy tabersonine ' / | ucleo
T MAT ER Vindoline ¢ytoplasm
) / 16-Hydroxy tabersonine = 160MT \ T DAT
6,7-dehydro- Dl AT
minovincinine /Deacetylvmdolme
Cellule de pacenchyin Chulomptiot : " NA\.IT Idioblaste/ Cellule laticifere
Deacetoxyvindoline \ i

Figure 9. Voie de biosynthése des AlTs et sa compartimentation cellulaire et subcellulaire

(Pan et al., 2015).

3 Maladie du chevelu racinaire

3.1 Agrobacterium rhizogenes

La bactérie Agrobacterium rhizogenes appartient a la famille des Rhizobiacées. Elle a été

isolée pour la premiére fois a partir du sol par Beijerinck et van Delden en (1902). Puis, elle a été

nommée comme Phytomonas rhizogenes et identifiée comme un agent responsable de la maladie

des chevelus racinaires (Hairy root) par Riker et al., (1930). En 1942, Conn a établit le genre
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Agrobacterium dans la famille des Rhizobiacées et il a donné I’appellation Agrobacterium
rhizogenes a cette bactérie. Récemment, Young et al.(2001) a révisé le nom de I’A. rhizogenes

pour lui donner une nouvelle appellation: Rhizobium rhizogenes.

L’A. rhizogenes est une bactérie du sol a coloration Gram- négative, elle se présente sous
forme d’un bacille de 0,6 a 1 um de largeur et de 1,5 a 3 um de longueur. Ainsi, elle est mobile
grace a 1 a 6 flagelles (Conn, 1942; White and Nester, 1980). Elle vit en aérobie, car elle possede
un métabolisme de type respiratoire avec ’oxygéne comme dernier accepteur d’électrons

(Veena and Taylor, 2007).

L’A. rhizogenes infecte les cellules végétales blessées, en raison de leur production de
composés phénoliques qui attirent ces bactéries, qui se déplacent vers le site de lésion par
chimiotaxie (Gelvin, 2012). Apres le déplacement et l'infection de la plante au niveau du site de
la blessure, I’A. rhizogenes s’attache a la cellule végétale et transfert son matériel géenétique
(ADN-T) dans le genome de la plante, ce qui conduira au développement de la maladie des
chevelus racinaires (Chilton et al., 1982; Hwang and Gelvin, 2015).

3.2 Plasmide Ri

L’A. rhizogenes posséde un grand plasmide Ri (250 kb) (Figure 10), qui induit la maladie
des chevelus racinaires, en provoquant la prolifération des racines transgéniques a partir du site
d'infection (Veena and Taylor, 2007). Lorsque A. rhizogenes infecte les plantes, une partie du
plasmide Ri, ’ADN-T (ADN transféré) est transféré dans la cellule végétale, intégré dans le
génome de la plante, ensuite exprimé en ARNm polyadénylé (Chilton et al., 1982; White et al.,
1985).

Les souches d’A. rhizogenes les plus étudiées, qui appartiennent au groupe des souches de
type agropine, ont deux régions d’ADN-T sur leur plasmide Ri. Ces régions, désignées I’ADN-
Tr (Right) et PADN-T_ (Left), qui peuvent étre transférées indépendamment au génome
nucléaire des cellules végétales infectées (Camilleri, 1991). Les souches AR15834 et A4 sont des
souches typiques d’A. rhizogenes, de type agropine, et contiennent de grands plasmides
totalement identiques pRi15834 et pRiA4, respectivement (White and Nester, 1980).
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L’ADN-T_ transporte environ 18 génes potentiels, dont quatre genes rol (root locus ), rol
A, rol B, rol C et rol D, qui correspondent a des ORF (open reading frames)
specifiques(Slightom et al., 1986). L’action synergique de ces génes conduit & l'induction du
syndrome des chevelus racinaires (CRs) chez la plante (Gaudin et al., 1993). Néanmoins, des
recherches sur Nicotiana tabacum, ont montré que chaque geéne rol peut favoriser la formation
des CRs. Cependant, chaque gene difféere de son efficacité; par exemple, rol B est plus puissant
que rol A et rol C (Palazon et al., 1997). L’ ADN-Tr porte les genes responsables de la synthese
d'opine, et les génes représentant les deux étapes de la biosynthése de l'auxine, appelés AUX1 et
AUX2 (aussi appelé TMS1 et TMS2, respectivement) (Gaudin et al., 1993; Nemoto et al., 2009).

rolA rolB rolC rolD mas\ iaaH iaaM

' /
LB TL  ORF10 ORF11 ORF12 ORF15[mas2 a:gsJE TR RB

S~

Plasmide Ri

Ré’gion de
virulence Catabolisme

d'opine

Origine de

réplication

Figure 10. Structure de plasmide Ri d’A. rhizogenes (Chandra, 2012).
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3.3 Processus de transformation de la cellule végétale par Agrobacterium

rhizogenes

L'interaction entre I’A. rhizogenes et les cellules végétales peut étre divisée en plusieurs
étapes (Figure 11): reconnaissance; expression des génes de virulence (Vir); attachement de la
bactérie a la cellule hote, sécrétion des protéines Vir et transfert de I’ADN-T dans la cellule
végetale ; intégration d’ADN-T dans le génome de la cellule héte et Expression des génes portés
par ’ADN-T.

Les cellules végétales blessées produisent des composés phénoliques, qui attirent les A.
rhizogenes vers le site de la lésion par chimiotaxie (Gelvin, 2012). Lors de cette reconnaissance
chimique, I'expression des génes Vir sur le plasmide Ri est induite, suivie par l'attachement entre
la bactérie et les cellules végétales (Lacroix and Citovsky, 2013). Par la suite, un mécanisme de
transfert bactérien est produit et assemblé pour transferer le complexe T, c'est-a-dire, 'ADN-T
associé a certaines protéines Vir dans le cytoplasme de la cellule héte (Tzfira and Citovsky,
2006). Une fois a l'intérieur de la cellule végétale, un réseau sophistiqué de facteurs bactériens et
vegétaux, orientent la translocation de I'ADN-T dans le noyau de la cellule héte (Ziemienowicz
et al., 2001). Par la suite, I'ADN-T s’integre dans le génome de la cellule héte, et, finalement,
I’expression des geénes portés par I’ADN-T a I’origine des symptomes de la maladie du chevelu

racinaire (Veena and Taylor, 2007).

Pour mieux comprendre le processus de transformation, une explication bien définie des

étapes de transformation est présenté ci-dessous (Figure 11).
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Figure 11. Représentation schématique de I'interaction Agrobacterium-plante (Pitzschke and
Hirt, 2010).

3.3.1 Reconnaissance chimique entre la cellule végetale hote et I’Agrobacterium

Le succes du processus de transformation des plantes par 1’Agrobacterium, dépend
principalement de la régulation de I’expression des génes Vir par des composés phénoliques
émis par les cellules végétales blessées (Gelvin, 2003). Le principal facteur végétale régulateur et
activateur de la virulence d'Agrobacterium est le composé phénolique acétosyringone (AC), ce
signal chimique capable d'induire I'expression du gene Vir méme en l'absence de cellules
vegétales (Bolton et al., 1986). Cependant, de nombreux autres composés phénoliques qui ont
des caractéristiques structurelles similaires a I’AC, peuvent également activer l'expression des
genes Vir, ce qui suggére gu'ils sont reconnus par un récepteur spécifique et unique sur la

membrane plasmique bactérienne (Lee et al., 1992).
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Au niveau moléculaire, I’AC est reconnue par un systéeme de récepteur composé de deux
protéines VirA et VirG (Stachel and Zambryski, 1986; Wolanin et al., 2002). Cette
reconnaissance chimique de I’AC par les récepteurs VirA / VirG entraine une forte expression de
tous les genes Vir (Pitzschke and Hirt, 2010).

Selon Shimoda et al. (1990), il y a une action synergique entre les signaux chimiques
végétaux et les monosaccharides sur [I’efficacité de la reconnaissance chimique. Plus
précisement, lorsque la concentration de I’AC est faible, la présence des monosaccharides
favorise la liaison entre I’AC et les récepteurs VirA / VirG. De plus, la présence de
monosaccharides comme co-inducteurs peut aboutir a une augmentation de la gamme de
composées phénoliques reconnue par le systéme d'induction des géne Vir bactérien (Peng et al.,
1998). D’autre part, Deux conditions sont connues pour augmenter l'activation du systéme de

virulence, un faible pH et une faible concentration en phosphate (Gao and Lynn, 2005).

3.3.2 Expression des génes Vir

L'activation des génes Vir par des signaux veégétaux nécessite deux genes VirA et VirG
(Stachel and Zambryski, 1986), qui sont particulierement exprimés a un niveau faible en absence
des signaux végétaux, mais peuvent étre hautement induits par l'intermédiaire d'un systéeme
d’autoregulation (Winans et al., 1988). Les genes VirA et VirG codent pour un systeme de
récepteurs (régulation) a deux composants, dont la protéine VirA (récepteur membranaire) et la
proteine VirG (récepteur intracellulaire) (Wolanin et al., 2002). Lors de la détection du signal
vegeétal par les bactéries, par I'intermédiaire du systeme de récepteur, I'histidine kinase de la VirA
active VirG en transférant son phosphate a un aspartate particulier dans la VirG. Ensuite, la VirG
phosphorylée se lie a des séquences d’ADN spécifiques de 12 pb des promoteurs du géne Vir, en

activant ainsi la transcription (Brencic and Winans, 2005).
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3.3.3 Attachement de bactérie a la cellule hote

Evidemment, il est nécessaire d’avoir un contact étroit entre les cellules d'Agrobacterium
et leurs cellules hotes pour le transfert d'ADN-T et des protéines Vir. Comme dans beaucoup
d'autres cas d’association des bactéries aux plantes, le contact entre cellule d'Agrobacterium et
cellule végétale est censée se produire en deux étapes successives (Rodriguez-Navarro et al.,
2007). Premierement, un attachement réversible est congu par des facteurs extracellulaires
bactériens et végétaux. Cependant, aucun de ces facteurs n'a encore été identifié pour
l'interaction Agrobacterium-cellule végétale (Lacroix and Citovsky, 2013). Deuxiémement,
sécrétion d’une matrice adhésive exo-cellulaire par les bactéries, appelée « Biofilm », composée
par des polysaccharides cycliques (Matthysse et al., 2005). La formation du biofilm semble
essentielle pour la virulence de 1’Agrobacterium, en consolidant leur attachement initial avec la
cellule végétale par des lectines (Tomlinson and Fuqua, 2009). Ces derniers représentent une
famille de protéines végétales qui se lient de maniére réversible a des mono ou oligosaccharides,
interagissent avec des exopolysaccharides de plusieurs espéces de Rhizobiaceae (Hirsch, 1999).
De méme, des lectines des cellules hdtes pourraient étre impliquées dans la reconnaissance des

polysaccharides cycliques exo-cellulaires d'Agrobacterium (Matthysse, 2014).

Certaines études moléculaires ont fourni des informations supplémentaires sur des
molécules végétales impliquées potentiellement dans le processus d'attachement (Nam et al.,
1999; Gelvin, 2003; Zhu et al., 2003). Selon Zhu et al. (2003), un nombre de mutants
d'Arabidopsis sont récalcitrants a la transformation par 1’ Agrobacterium, car cette derniére ne
pouvait pas se lier efficacement a ces mutants a cause d’une modification dans le géne codant

pour une protéine arabinogalactane de la paroi cellulaire a laquelle les bactéries se lient mal.

Du c6té bactérien, des composants extracellulaires du systeme de sécrétion de type 1V, a
savoir VirB1, VirB2 et VirB5, ont été proposés pour jouer un réle dans I'attachement initial avec
des récepteurs végétaux potentiels. Spécifiqguement, VirB2 et VirB5 ont été suggérés pour

fonctionner comme adhésines (Backert et al., 2008).
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3.3.4 Sécrétion des proteines Vir et le transfert de PADN-T dans la cellule végétale

Apreés l'activation des génes Vir et l'attachement d'Agrobacterium aux cellules végétales, un
complexe de transport est formé par les protéines VirB et VirD4 et permet aux protéines Vir et a
I'ADN-T de traverser la membrane bactérienne interne, la couche peptidoglycane et la membrane
externe ainsi que la paroi de la cellule végétale hote et sa membrane (Christie, 2004).

Le complexe VirB appartient a la classe des systemes de sécrétion de type IV (T4SS), qui se
retrouvent dans une large gamme de bactéries Gram-négatives (Wallden et al., 2010). Ce
complexe est requis pour la virulence, ou il est impliqué dans le transfert des ADN-T et les
facteurs pathogénes Vir aux cellules hétes pendant I'infection (Christie et al., 2005).

Le complexe VirB est composé d’au moins 12 protéines: VirB1-11 et VirD4. Les protéines
constituent une structure sous forme de canal composée de multi-sous-unité, cette structure
appelé « pilus conjugatif» fonctionne en tant que dispositif de fixation, de sécrétion et de
transfert entre la cellule bactérienne et la cellule végétale (Christie et al., 2005). Les facteurs
bactériens transportés dans les cellules hotes par le pilus conjugatif sont VirD2-ADN-T, VirE2,
VIirE3, VirF et VirD5 (Vergunst et al., 2000).

Le transfert de ’ADN-T a la cellule hote est assuré par les deux protéines bactériennes
VirD2 et VirE2. Cependant, la VirD2 est une endonucléase qui incise la région d’ADN-T du
plasmide Ri, au cours de cette opération la VirD2 se lie d’'une maniére covalente a I’extrémité 5’
du brin d’ADN-T résultant (Ziemienowicz et al., 2001; Zhan et al., 2005) (voir figure 11).
D’autre part, la protéine VirD2 sert comme un pilote pour conduire I’ADN-T, a travers le
complexe protéique VirB, vers la cellule héte (Gelvin, 2012). Une fois dans I'hdte, VirD2 joue
probablement un rble majeur dans l'importation et l'intégration nucléaire de I'ADN-T dans le
génome veégétal (Gelvin, 2009; Pitzschke and Hirt, 2010).
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3.3.5 Intégration d’ADN-T dans le génome de la cellule hote et Expression des genes
portés par PADN-T

La translocation de 'ADN-T dans le noyau de la cellule hote et son intégration dans le
génome, représente une étape importante du processus de transformation génétique. Plusieurs
protéines Vir, ainsi qu'un certain nombre de protéines végétales, semblent étre impliquées dans
ce processus. Les protéines VirD2 et VirE2 contiennent des signaux de localisation nucléaire
(SLN). La VirD2 liée de maniere covalente a I'extrémité 5’ de 'ADN-T, contient deux régions
SLN dont une se trouve dans I’extrémité amino-terminal et I’autre dans l'extrémité carboxy-
terminale (Tinland et al., 1992; Zupan et al., 1996; Kado and Crosa, 2012). Mais seulement ce
dernier est nécessaire pour l'importation nucléaire du complexe VirD2- ADN- T (Ziemienowicz
etal., 2001).

Jusqu'a présent, relativement, peu d’informations sont connues sur le mécanisme de
I’intégration de I'ADN-T dans le génome végétale. D’une maniére générale, le principal mode
de [Pintégration d’un ADN ¢étranger dans les génomes des plantes se fait soit par une
recombinaison aléatoire et non homologue, de ce fait, ’ADN-T s'integre dans les genomes

vegétaux par un mécanisme similaire (Gelvin, 2003).

Selon Gelvin (2012), la protéine VirD2 a probablement une certaine fonction dans le
processus d'intégration en collaboration avec des facteurs hdtes (Tzfira and Citovsky, 2006).
Parmi ces facteurs végétaux : la protéine végétale la RAD5 impliquée dans le transfert nucléaire
de PADN-T et ciblage du site d’insertion (Nam et al., 1999) ; ’ADN polymérase Pol Il qui
régenere I’ADN-T double brin (Tzfira and Citovsky, 2006); les protéines Ku70 et Ku80 qui
fonctionnent en complexe et possedent une activité endonuclease ; ainsi que les ADN ligases
Sird et la Lig4 (Saika et al., 2014).

L’intégration de I’ADN-T, avec plusieurs copies, au sein du génome nucléaire se fait au
hasard dans 1’euchromatine dont la chromatine est décondensé et active (Kim et al., 2007). En
outre, la fréquence de I’intégration de I’ADN-T est plus importante dans les cellules non
différenciées et pendant la phase S du cycle cellulaire, au cours de laquelle la chromatine est
décondensée (Grafi et al., 2011).
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3.4 Intérét des chevelus racinaires (CRs) en biotechnologies végétales

Stewart et al. (1900), sont les premiers a nommer et a décrire le phénoméne « Hairy root »
qui est une maladie des plantes causée par Agrobacterium rhizogenes. Le symptome
caractéristique de cette maladie est la formation d'une masse de petites racines portant des poils
trés fins qui poussent, directement, a partir du site d'infection.

Les CRs se caractérisent par un rythme de croissance rapide, et par une ramification tres
importante. lls peuvent se développer in vitro dans un milieu exempt de phytohormones, apres
élimination des bactéries (Mano and Matsuhashi, 1995). La variation phénotypique et la stabilité
génétique des CRs sont attribuées aux fragments ADN-T_ et ADN-Tg, qui ont été intégrés dans
le génome de la plante (Pitzschke and Hirt, 2010).

La stabilité genétique des CRs est, en partie, responsable de la production stable de
métabolites secondaires (Makhzoum et al., 2013). De méme, le profil des métabolites
secondaires de la plante d’origine, est souvent conservé dans les CRs (Chandra, 2012).
Cependant, parfois, la quantité des biomolécules dans les CRs est modifiée (positivement ou
négativement), par rapport aux racines non transformées (Hughes et al., 2004). Plusieurs
recherches ont rapporté que la transformation génétique par I'ADN-T était capable de stimuler, a
la fois, la production de la biomasse et la production d'alcaloides dans les CRs (Baiza et al.,
1998; Jeong et al., 2005; Amdoun et al., 2010; Mehrotra et al., 2014; Harfi et al., 2015;
Benyammi et al., 2016). Par conséquence, les CRs constituent un systeme attractif, qui pourrait
jouer un role potentiel dans I'industrie pharmaceutique, afin de produire des biomolécules actives
a partir des plantes médicinales importantes (Sharma et al., 2013). Le maintien des conditions
de culture & un niveau optimal, permet d’obtenir une forte croissance des CRs, vu que le mode¢le
de croissance de biomasse des CRs est bien défini (Georgiev et al., 2007). Tandis que, la
production de métabolites secondaires n’est pas relativement liée a la croissance de biomasse

(Sharma et al., 2013).

Les CRs représentent une véritable plate-forme d'ingénierie génétique basée sur le transfert
des ADN-T du Ri sauvage ou recombiné, dans les tissus de la plante héte. A ce jour, différentes

especes vegétales ont été transformées par l'intégration des ADN-T dans leurs génomes (Choi et
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al., 2004; Jeong et al., 2005; Kim et al., 2009; Abbott et al., 2010; Mehrotra et al., 2014;
Benyammi et al., 2016).

L'utilisation d’A. rhizogenes en tant que systéme de transfert de genes donne une possibilité
pour le développement de nouvelles stratégies biotechnologiques, tel que 1’augmentation de
I’accumulation des métabolites d’intérét dans les racines transgéniques (Sharma et al., 2013;
Tian, 2015), ou bien la production de protéines recombinantes, et la découverte de nouveaux
génes en utilisant le marquage moléculaire de 'ADN-T (Seki et al., 2005).

4. Régénération et micropropagation

La micropropagation est la régénération d’une plante entiére et / ou la propagation clonale
rapide de plante a partir d’explants provenant de bourgeons, de racines, de feuilles, de
cotylédons, d’anthéres, de chevelus racinaires, de meristemes et / ou d'embryons, cultivées
aseptiquement sur des milieux nutritifs définis dans des conditions environnementales contrélées
(Loberant et al., 2009).

Selon Murashige (1974) la micropropagation se fait en trois étapes principales:

v Mise en culture d’explants sélectionnés et stériles, sur un milieu nutritif.
v" Multiplication de pousses induites sur les explants cultivés.

v’ Transfert des pousses vers un milieu d'enracinement en vue de leur acclimatation.

D’autre part, Skoog et Miller (1957) ont indiqué que le niveau relatif des hormones
vegétales auxine et cytokinine dans le milieu de culture, dirige le sort du développement de la
régenération des tissus vegétaux. Des rapports éleves de cytokinine / auxine induisent la
caulogenése et le développement de nouveaux bourgeons, inversement des rapports faibles
permettre le développement des racines, et lorsque les concentrations des deux hormones sont
équivalentes une masse de cellules indifférenciées (cals) est induite sur les explants (Sugimoto
and Meyerowitz, 2013). La cytokinine et 1’auxine jouent des rbles antagonistes mais
synergiques, dans le contrdle de l'activité des méristeémes. Plus précisément, I’auxine inhibe la
biosyntheése et la signalisation de la cytokinine (Naseem and Dandekar, 2012). Par exemple, au

niveau des bourgeons axiliaires de la partie aérienne juste en dessous du méristéme apical , la
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signalisation de la cytokinine est réprimée par l'auxine, ou les protéines KNOX (Knotted-like
homeobox), qui activent la signalisation de la cytokinine, sont absentes a cause du taux élevé de
l'auxine (Stepanova and Alonso, 2011). En revanche, la cytokinine affecte de maniére
antagoniste le flux, la distribution et la signalisation de I'auxine. Par exemple, dans le méristéme
racinaire d'A. thaliana, la cytokinine favorise la différenciation cellulaire en réprimant a la fois la
signalisation et le transport des auxines (Moubayidin et al., 2009).

Cependant, une interaction synergique entre l'auxine et la cytokinine existe également dans
des processus du développement des plantes tels que la division cellulaire (Yoshida et al., 2011)
et l'organogenése (Hwang et al., 2012).

En culture in vitro, I’effet synergique de 1’auxine avec la cytokinine est présent dans la
formation des cals ou les deux hormones provoquent la division cellulaire. Tandis que, 1’acte
antagoniste entre ces deux hormones est visible dans la caulogenese ou le rapport de la
cytokinine a l'auxine est élevé. Tandis qu’un faible rapport de la cytokinine a l'auxine entraine la
rhizogenese (Oka, 2003).

Le modéle de régéneération des organes (ou organogénese) varie en fonction du systéeme
utilisé. Selon Hicks (1980) I’organogénése peut étre généralement classée comme étant directe
ou indirecte. Dans le cas de l'organogenese directe, les bourgeons et / ou les racines sont
directement induites a partir d'explants de départ qui contient des méristémes. Alors que,
l'organogenése indirecte nécessite la formation de cals, comme intermédiaire, avant 1’induction

des bourgeons et / ou des racines.

La capacité de régénération in vitro varie considérablement selon les espéces végeétales.
Certaines familles et genres tels que les Solanacées (Nicotiana, Petunia et Datura), les
Cruciferées (Brassica et Arabidopsis), les Gesneriacées (Achimenes et Streptocarpus), les
Asteracées (Chichorium et Chrysanthemum) et les Liliacées (Lilium et allium) peuvent avoir une
capacité de régénération élevée. En revanche, la régénération est difficile dans les familles telles
que les Malvacées (Gossypium) et les Chenopodiacées (Beta), ce qui suggére que les
mécanismes nécessaires a la régénération in vitro sont insuffisants ou absents (Hill and Schaller,

2013). Il existe méme une variabilité considérable du potentiel de régénération parmi les
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différents écotypes d'A. thaliana et les différents cultivars de riz (Hill and Schaller, 2013). Cela
pose un probleme important pour la micropropagation et la transformation génétique des plantes
cultivées (Birch, 1997).

La micropropagation a été largement acceptée comme outil biotechnologique pour la
propagation végétative (in-vitro) de diverses especes végétales, y compris de nombreuses plantes
médicinales. Cela a été rapportée par plusieurs chercheurs (Hirata et al., 1994; Rout et al., 2000;
Pietrosiuk et al., 2007; Abbott et al., 2010; Benyammi et al., 2011). Les deux outils
biotechnologiques la régénération in vitro et la transformation génétique ont été largement
adoptés pour la multiplication et 'amélioration génétique des plantes médicinales en vue de leur
conservation et en vue d’une production rapide de biomasse et des métabolites secondaires
d’intérét pharmacologique (Shahzad et al., 2013). La micropropagation permet aussi d'obtenir
des régénérations d'un génotype génétiquement stable et invariable (Pietrosiuk et al., 2007).

Catharanthus roseus a été régénéré avec succes par la culture in vitro, aussi bien par
I’organogénese directe (Hirata et al., 1987) que par ’organogénése indirecte en passant par les
embryons somatiques (Dhandapani et al., 2007). Les études menées dans différents laboratoires
hautement spécialisés ont démontré que, dans de nombreux cas, la capacité de produire des
métabolites secondaires est associee au processus de l'organogenése. Cette constatation a
contribué a des progres considérables dans le domaine de la micropropagation (van Der Heijden
et al., 2004).

Selon Hirata et al.(1987) le procédé de réalisation de cultures des pousses de C. roseus, par
une organogenese directe sur un milieu MS additionné de 1 mg / L de 6-Benzylaminopurine
(BAP) est capable de produire des quantités importantes d’AlTs, y compris la vinblastine, la
vincristine, la vindoline, la catharanthine et I'ajmalicine. les spectres d’AlTs des cultures de
pousses et des parties vertes des plantes intactes étaient semblables les uns aux autres, mais ils

sont différents a ceux des racines transformées et des cultures en suspension (Hirata et al., 1994).

La micropropagation de C. roseus, par la formation et le développement des pousses,
dépend énormément des phytohormones additionnées au milieu de culture, et la balance

hormonale joue un rdle primordiale sur le taux de croissance et l'augmentation de quantités
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d’AlITs (Hirata et al., 1994). Selon Satdive et al.(2003), les pousses cultivées dans le milieu MS
additionné de concentrations élevées d’auxine et de concentrations faibles de cytokinine,
permettent d’accumuler des niveaux élevés d'ajmalicine et de vindoline, mais sans vinblastine et

vincristine.

5 Optimisation de la production de la biomasse et des AITs
5.1 Optimisation par I’élicitation

Antérieurement, le terme éliciteur a été utilisé pour les molécules qui induisent la
production de phytoalexines. Aujourd’hui, ce terme est désigné comme un facteur biotique ou
abiotique qui stimule les systemes de défense des plantes (Eder and Cosio, 1994). En outre, les
éliciteurs peuvent étre, également, définis comme des substances qui stimulent ou améliorent la
biosynthése des composés specifiques lorsqu'ils sont ajoutés en petite quantité a un systéeme
cellulaire vivant en culture (Angelova et al., 2006). Les éliciteurs peuvent étre classés comme
biotiques et abiotiques, sur la base de leur origine, leur nature et leur structure (Barz et al., 1988).
Les éliciteurs biotiques proviennent des sources microbiennes, fongiques et / ou végétales, ils
comprennent des peptides, des polysaccharides, des glycoprotéines et des derivés de cellules
microbiennes, fongiques ou veégétales. Tandis que, les éliciteurs abiotiques comprennent divers
facteurs de stress chimique et physique tels que les rayons UV, les métaux lourds, choc

osmotique et choc thermique (Barz et al., 1988; Giri and Zaheer, 2016).

Par ailleurs, les éliciteurs biotiques peuvent étre classés comme endogéne ou exogeéne. Les
éliciteurs endogenes sont originaires de la plante hdte a la suite de son interaction avec
I'agresseur, ces éliciteurs jouent un role important dans le systéme de transduction du signal
intracellulaire (Eder and Cosio, 1994; Wang and Wu, 2013). Parmi les éliciteurs endogenes les
mieux caractérisés on trouve les oligosaccharides pectiques libérés des parois cellulaires des
plantes et les molécules signales de réactions de défense des plantes , tels que la systémine,
l'acide salicylique (AS), I’éthyléne (ET), ’acide abscissique (ABA), l'acide jasmonique (AlJ), et
le méthyle jasmonate (MeJa) (Pitta-Alvarez et al., 2000; Wang and Wu, 2013; Giri and Zaheer,

2016). En outre, Les éliciteurs endogénes peuvent également étre des intermédiaires dans la
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réponse des plantes aux stress abiotiques (Wang and Wu, 2013). Cependant, les éliciteurs
exogenes proviennent de l'agent pathogéne, la plupart des champignons et des bactéries, et

certains virus et insectes (Pitta-Alvarez et al., 2000).

5.1.1 Mécanisme genéral de I'action des éliciteurs

La réponse des plantes au stress induite par les éliciteurs commence, généralement, au
niveau de la membrane plasmique des cellules végétales, en impliquant une cascade
d'événements entre la perception du signal (€éliciteur) par un récepteur membranaire et
I'activation des génes liés a la défense dans le noyau (Zhao et al., 2005; Gorelick and Bernstein,
2014).

Plusieurs événements précoces se produisant, dés la perception du signale émis par
I¢liciteur. Ces événement sont importants pour le systéme de transduction du signal, tel que
I'induction d’influx de Ca®" au niveau de la membrane, et ainsi la production provisoire des
especes réactives de l'oxygéne (ERO ou ROS), de l'oxyde nitrique (ON) et la biosynthese de
I’AJ et/ oude I’AS (Barz et al., 1988; Angelova et al., 2006; Gorelick and Bernstein, 2014). Ces
molécules jouent un réle de signalisation pour activer les réactions de défense en aval telles que
la peroxydation lipidique, l'activation des génes liés a la defense et la synthese de métabolites
secondaires (Zhao et al., 2005; Ramirez-Estrada et al., 2016). La cascade des événements
intervenant dans les réactions de défense induite par les éliciteurs peut se résumer comme suit
(Figure 12):

v’ Perception de I’éliciteur par le récepteur membranaire (Lebrun-Garcia et al., 1999);

v Phosphorylation réversible et déphosphorylation des protéines de la membrane plasmique et
des protéines cytosoliques (Zimmermann et al., 1999);

v" Augmentation de la concentration cytosolique du calcium [Ca?*] (Laxalt and Munnik, 2002);

v Influx de CI' et K" et de l’efflux H', conduisant a Dalcalinisation extracellulaire et
I’acidification cytoplasmique (Zimmermann et al., 1999);

v’ Activation de la « mitogen activated protein kinase (MAPK) » (Romeis, 2001);

v Activation de la NADPH oxydase et la production des dérivés réactifs de I’oxygeéne et de
l'azote (ROS et RNS) (Lebrun-Garcia et al., 1999);
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Début de I'expression des genes de défense (Memelink et al., 2001);
Accumulation des phytoalexines et des tanins qui stimulent la production des composés de

signaux intracellulaires, tels que AJ, AS, ON et ET (Pedras et al., 2002);

et al., 2001; Katz et al., 2002).
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5.1.2 Caractéristiques d’une élicitation efficace

L’amélioration de la production de métabolites secondaires des cultures végétales, in vitro,
par élicitation a ouvert un nouveau domaine de recherche qui pourrait avoir d’importants
avantages économiques pour l'industrie pharmaceutique. Plusieurs paramétres tels que la
concentration de I'éliciteur, la durée de l'exposition a I’éliciteur, I'age de la culture, etc. jouent un

role important dans I’efficacité de I’élicitation (Namdeo et al., 2007).
a. Concentration optimale de l’éliciteur

L'effet d'un éliciteur sur le rendement du métabolite secondaire dépend énormément des
concentrations appliquées sur les cultures. Ces concentrations varient selon la nature de
I’¢liciteur (biotique ou abiotique). Pour les éliciteurs biotiques, les doses efficaces et optimales
sont fréquemment entre 50 a 300 pug / mL de D’extrait brut. Ces doses sont généralement
quantifiees par la teneur totale en glucides des cultures traitées. Cependant, pour les composes
purifiés, les molécules de signalisation tels que MeJa ou AS, et les éliciteurs abiotiques de
composes connus, les doses appropriées sont généralement exprimées en unités molaires, variant
dans un large éventail de 0,1 a 100000 uM (Wang and Wu, 2013). Singh et al.(1994) ont mesuré
la liaison récepteur/ ¢€liciteur afin de prévoir les doses nécessaires de 1’éliciteur pour les cultures
de tissus vegétaux. Le raisonnement de cette méthode est basé sur I'nypothese que les éliciteurs
se lient a des récepteurs spécifiques sur la membrane des cellules végétales, selon une cinétique
de saturation et un équilibre entre les €liciteurs liés et libres. D’apres ce modele, la quantité ou la

dose de I’éliciteur requise dépend de la biomasse des cultures a traitées.
b. Age de la culture

Le moment de I’application de I’¢liciteur est un autre facteur important pour la production
des métabolites secondaires. En effet, I'élicitation pendant la phase de croissance accélérée (la
phase exponentielle), est généralement la plus favorable. Alors que I'élicitation précoce (pendant
la phase de latence) peut arréter la croissance de la biomasse et I’élicitation tardive (pendant la
phase stationnaire) ne permettrait pas un contact suffisant entre 1’éliciteur et la culture (Baiza et
al., 1998; Hernandez-Dominguez et al., 2004; Goklany et al., 2009; Harfi et al., 2015). Selon
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Shilpa et al. (2010) il est possible que les cellules végétales soient plus aptes a activer les voies
de biosynthese des métabolites secondaires & des stades bien définis de leur développement.

c. Elicitation combinée

De nombreuses études ont indiqué que l'application d’une élicitation combinée, entre
plusieurs facteurs de stress biotiques et / ou abiotiques, conduit a une influence synergique sur la
synthese de métabolites secondaires en améliorant leur production. Selon Belchi- Navarro et
al.(2012), le traitement des cultures de suspensions cellulaires de Vitis vinifera avec la
cyclodextrine et le MeJa a amélioré la production du trans-resvératrol de 4,6 fois par rapport au
témoin. D’autre part, 1’élicitation combinée avec le MeJa (100 pM) et de L-tyrosine (2 mM) a
augmenté la teneur en thébaine dans des cultures cellulaire en suspension de Papaver bracteatum
(Zare et al., 2014). En outre, I’application combinée de MeJa et de l'acide gibbérellique a
ameélioré la production de métabolites secondaires dans des cultures cellulaires en suspension de
Artimesia absinthium (Ali et al., 2015). En outre, I'¢licitation des suspensions cellulaires
d’Artimesia annua avec 22 UM de Mela et 200 uM de miconazole a augmenté la production
d'artémisinine de 3 fois (Caretto et al., 2011). Cependant, chez la méme espece, la production
d'artémisinine est ameliorée de 300 fois, par rapport au témoin, dans des cultures cellulaires en
suspension apres une élicitation combinée avec 100 uM de MelJa et 50 mM de B- cyclodextrine
(Durante et al., 2011). Par ailleurs, dans des culture de Chevelus racinaires d’Artimesia annua, le
taux d'artémisinine est augmenté de 2,3 fois apres une élicitation combinée avec le cérébroside et
le ON (Wang et al., 2009). Chez le Taxus baccata , une amélioration de la production du taxane
est enregistrée aprés une élicitation avec 100uM de Mela et différentes concentrations de

saccharose (Syktowska-Baranek et al., 2015).

5.2 Optimisation par des facteurs a effets épigénétiques

Le terme «épigénétique» réunit deux mots «épigénie» et «génétique», inventé par Conrad
H. Waddington en 1942 (Waddington , 2012), qui a défini I'épigénétique comme une branche de
la biologie qui étudie linteraction entre les génes et leurs produits (Waddington, 1952).

Récemment, I'épigénétique a été définie comme étant «des modifications héritables des profils
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d'expression des génes qui se produisent sans altération de la séquence de I’ADN» (Wolffe and
Matzke, 1999). En outre, I'épigénétique peut étre expliquée comme un systéeme qui régule
sélectivement Il'information génomique par activation ou inactivation de I'expression des genes.
Au niveau moléculaire, les mécanismes épigenétiques peuvent étre de plusieurs types, la
méthylation de I'ADN, les modifications des histones post-traductionnelles, les facteurs de
remodelage de la chromatine, les facteurs de transcription, les ATP- dépendants et les ARNs
non-codants (lwasaki and Paszkowski, 2014).

Bien que les mécanismes de régulation de la chromatine soient moins étudiés chez les
plantes, les progres enregistrés ont montré qu'ils partagent des similitudes avec d'autres
eucaryotes dans les facteurs de remodelage de la chromatine, I'acétylation / désacétylation et la
méthylation / déméthylation des histones (les modifications post-traductionnelles) et la
méthylation / déméthylation de 'ADN (Rodriguez et al., 2012).

5.2.1 La méthylation de I'ADN

La meéthylation de I'ADN est la principale modification épigénétique chez les eucaryotes,
considérée comme un mécanisme de régulation et de contrdle des genes. Cependant, son réle
crucial dans la régulation epigénetique lors de la transcription est mieux documenté chez les
champignons et les mammiferes. La présence et la quantification de la méthylation de 'ADN ont
été décrites pour la premiére fois chez les mammiféres et les plantes dans les années cinquante
(Wyatt, 1951).

La méthylation de I'ADN est une modification covalente de I'ADN caractérisée par
I'addition d'un groupe méthyle a la position 5 de la cytosine pour former la 5-méthylcytosine
(Figure 13). Les groupes méthyle sont transférés de la S-adénosylméthionine aux réesidus
cytosines par les ADN méthyltransférases (AMTSs) dans I'ADN nouvellement répliqué au niveau
du dinucléotide CG (Bird and Southern, 1978).
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Figure 13. Méthylation de I’ADN par AMT a la position 5 de la cytosine (Korzus, 2010).

Les plantes, contrairement aux mammiféres, possedent une grande quantité de 5-
méthylcytosine, ce qui suggere que la méthylation n'est pas limitée qu’a la séquence CpG, mais
elle se trouve également dans les séquences CpNpG et CpNpN (Gruenbaum et al., 1981). Chez
Arabidopsis; la 5-méthylcytosine peut se produire a n'importe quel résidu de cytosine, mais il est
probable que la transmission clonale des modeles de méthylation ne se produit que pour les
cytosines au niveau des séquences symétriques de brin CpG et CpNpG (Finnegan et al., 1998).
Chez les plantes, comme chez les mammiferes, la méthylation de 'ADN s'est avérée avoir deux
réles, la régulation de I'expression des genes et la protection du génome (Gruenbaum et al.,
1981).

D’aprés les recherches moléculaires sur le traitement des cancers, il se trouve,
fréquemment, que I'nyperméthylation des génes suppresseurs de tumeurs conduit a I'inhibition
de ces génes inhibiteurs de croissance des cellules cancéreuses (Jones et al., 2016). Autrement
dis, une méthylation accrue inhibe généralement la transcription tandis que I'hypométhylation est
principalement associée a une transcription accrue (Arase et al., 2012). Afin de comprendre ce
phénomene, les agents de déméthylation, qui constituent une classe de médicaments
anticancéreux, sont utilisés pour réduire la méthylation de la cytosine en favorisant I'activation
transcriptionnelle des genes anti-tumoraux ou antimitotiques (Griffin et al., 2016). La plupart des
composés qui inhibent la méthylation sont des inhibiteurs des ADN méthyltransférases qui sont

responsables de la méthylation de résidus de la cytosine sur 'ADN. Trois des agents chimiques
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de déméthylation, qui sont des analogues de la cytosine (Figure 14), ont été utilisés pour étudier
l'effet de la perte de méthylation de I'ADN dans les plantes; la 5-azacytidine (5-AC), la
zebularine (ZBL) et la decitabine (DAB) (Pecinka and Liu, 2014).
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Figure 14. Structure chimiques de la cytosine et de ses analogues ; 5- azacytidine, Zebularine
et Decitabine (Lachmann et al., 2013).

Dans cette ¢tude, nous avons utilis€¢ I’agent de déméthylation le plus commun la 5-AC.
Cette molécule a été synthétisée pour la premiére fois par (Sorm et al., 1964), c’est un analogue
de la cytosine non méthylables. En outre, cette base modifiée inhibe I'ADN méthyltransférase, ce
qui réduit le taux global de méthylation de I'ADN dans la chromatine (Yang et al., 2010). D’une
autre maniere, cette base modifiée est incorporée dans la double hélice de I’ADN a la place du
résidu cytosine lors de la réplication, et empéche la méthylation de I’ADN du fait de la présence
d’un groupement nitrogéne remplagant le carbone 5 de la cytosine. Plus précisément, le
groupement nitrogéne induit la formation d'un complexe covalent irréversible entre la 5-AC et

I’ADN méthyltransférase, entrainant la dégradation de I’enzyme par le protéasome (Ghoshal et
al., 2005).
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Selon plusieurs recherches récentes(Arase et al., 2012; Rodriguez et al., 2012; lwasaki and
Paszkowski, 2014; Chen et al., 2016), la méthylation de I’ADN chez les plantes, a un effet
important sur le fonctionnement de leurs genes. Par exemple, la réduction de la méthylation, par
les agents de déméthylation, dans 1’Arabidopsis thaliana entraine une perte de dominance
apicale, une stature réduite, une modification de la taille et de la forme des feuilles, une réduction
de la longueur des racines, une transformation homéotique des organes floraux et une réduction
de la fertilité (Ronemus et al., 1996; Finnegan et al., 1998; Soppe et al., 2002). Les traitements
avec les agents de déméthylation, tel que la 5-AC, sont connus pour provoquer l'activation de la
transcription des génes silencieux (Gruenbaum et al., 1981; Arase et al., 2012; Baubec et al.,
2014)

Selon (Amado et al., 1997), la réduction de la méthylation de I’ADN par la 5-AC au cours
du processus de régénération des plantes induit des différences phénotypiques par rapport aux
plantes non traitées. Ces nouveaux phénotypes induits dans la premiere génération peuvent étre

hérités dans les générations suivantes.

5.2.2 L'acétylation des histones

Les protéines histones sont soumises a diverses modifications covalentes, y compris
l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, l'ubiquitination et la sumoylation. Chez les
eucaryotes, l'acétylation des histones est un processus biologique réversible dans la chromatine,
contrblée par l'activité antagoniste de deux groupes d'enzymes; les histones acétyltransférases
(HATS) et les histones désacétylases (HDACs) (Waterborg, 2011). De ce fait, l'acétylation des
histones considérée comme l'un des principaux facteurs qui facilitent la relaxation de la
chromatine et la régulation de la transcription des genes (Waterborg, 2002; Wang et al., 2014).
L'acétylation des résidus lysine des histones a été reconnue comme caractéristique des génes
activement transcrits (Figure 15), en modifiant les interactions histone-ADN et en rendant 'ADN
plus accessible a la transcription (Tai et al., 2005). Les extrémités N-terminale des lysines des
histones H3 et H4 sont des cibles d'acétylation pour différentes HATs (Waterborg, 2002). Alias,
les enzymes HATSs catalysent des groupes d’acétyle a partir des molécules d’acétyl-CoA, puis

elles les transférent aux extrémités N-terminale des résidus de lysines (Cuperlovic-Culf et al.,
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2014). Tandis que, les histones désacétylases (HDACSs) éliminent les groupes d’acétyle des
résidus de lysine acétylés, en libérant des molécules d'acétate en présence d'eau (Cuperlovic-Culf
et al., 2014). En conséquence, les HATS et les HDACs sont impliqués a de nombreux processus
de développement et d'adaptation des plantes (Liu et al., 2014). Par ailleurs, des études sur
I’Arabidopsis thaliana ont démontré que les HDACs fonctionnent comme des répresseurs de la
transcription des génes (Wu et al., 2000; Zhou et al., 2004).

Afin de caractériser le role de la HDACs, dans la régression de I’expression des génes, des
petites molécules d’antibiotique tapoxine (TPX) et trichostatine A (TSA) ont été utilisées sur des
cellules mammiféres. Ces molécules ont montré une inhibition controlée de I’activité des
HDACs. Egalement, ces inhibiteurs chimiques des HDACs sont efficaces chez les plantes.
Spécialement la TSA (Figure 16) qui est inhibiteur hautement spécifique HDAC, identifiée la
premiére fois comme anti-fongique et anti-bactérienne, isolée a partir de la souche bactérienne
Streptomyces hygroscopicus (Tsuji et al., 1976). Et, depuis, la TSA est connue comme anti-
fongique, anti-bactérienne et anti-cancereuse, qui possede des propriétés de différenciation et
cytostatique dans la culture de cellules de mammiferes .En outre, c’est un inhibiteur réversible
non competitif, puissant et spécifique de l'activité de ’'HDACSs. De ce fait, la TSA peut étre
utilisée pour augmenter l'acétylation des histones, impliquée dans la régulation de I'expression
des génes chez les plantes et les eucaryotes (Yoshida et al., 1995; Vigushin et al., 2001). Chez
les plantes, la TSA a un faible potentiel sur I’activation des génes silencieux (Chang and Pikaard,
2005). En revanche, cette molécule peut activer ou réprimer lI'expression de nombreux genes au
cours de la germination des graines, indiquant ainsi que I'acétylation des histones est un signal de

développement clé dans le processus de germination (Tai et al., 2005; Liu et al., 2014).
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Figure 15. Acétylation et déacétylation des histones de la chromatine, I’addition du groupe
acétyle par ’enzyme HAT (Korzus, 2010).

Figure 16. Structure chimique de la trichostatine A(Yoshida et al. 1995).
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5.2.3 Effet des agents épigénétiques sur la production de la biomasse et des

métabolites secondaires

Plusieurs travaux ont utilisé les agents a effet épigénétiques, ou autrement appelés
molécules de régulation épigénétique, pour améliorer la croissance ainsi que la production des
métabolites secondaires chez les plantes (Arfmann et al., 1985; Fei Yang et al., 2010; Perrella
et al., 2013; Iwasaki and Paszkowski, 2014; Xiao-Long Yang et al., 2014; Chen et al., 2016).
Reste que, I'effet de ces molécules sur le métabolisme secondaire est plus étudié chez les
champignons (Gottlicher et al., 2001; Kramer et al., 2003; Tai et al., 2005; Shwab et al., 2007;
Williams et al., 2008; Fisch et al., 2009; Studt et al., 2013; Zutz et al., 2014) que chez les
plantes.

Par ailleurs, I’application de ’agent de déméthylation 5-AC sur les plantes peut conduire
a des changements profonds dans le profil des métabolites secondaires, due a ’activation de
I’expression des geénes silencieux correspondants a la biosynthése de ces métabolites
secondaires (Zutz et al., 2014). Le traitement avec la 5-AC a donné des effets positifs; sur la
production des métabolites secondaires chez certaines especes végétales telles que C. roseus
(Arfmann et al., 1985), Petunia hybrida (Kanazawa et al., 2007; Arase et al., 2012), Artemisia
annua (Foley, 2007); ou méme I’apparition de nouvelles molécules (Arfmann et al., 1985).
Cependant, chez d’autres espéces telles que Vitis amurensis (Kiselev et al., 2013), Brassica
napus (Rodriguez-Sanz et al., 2014) et Zea mays (Yang et al., 2010), le traitement avec 5-AC a
donné un effet négatif en inhibant 1’accumulation des métabolites secondaires et de la

biomasse.

En outre, le traitement avec 1’agent épigénétique TSA entraine aussi une augmentation de
I’accumulation des métabolites secondaires et surtout de la biomasse chez plusieurs especes
comme Populus trichocarpa (Ma et al., 2016), Zea mays (Yang et al., 2010; Hu et al., 2011),
Fragaria chiloensis (Yang et al., 2014) et Arabidopsis thaliana (Lee et al., 2016).

Reste que, de nombreux recherches ont largement étudié le lien étroit entre le
métabolisme et l'acétylation des histones chez les champignons (Boyko and Kovalchuk, 2011;
Kaelin and McKnight, 2013; Yang et al., 2014; Zutz et al., 2014), ou I’acétylation des histones

46



Synthese bibliographique

augmente I’expression des génes contrdlant la biosynthése des toxines fongiques. Shwab et al.
(2007), montrent que le traitement des champignons Alternaria alternata et Penicillium
expansum avec l'inhibiteur de I'histone désacétylase TSA a entrainé une accumulation accrue
de métabolites secondaires constitutifs et/ou une production de nouveaux produits naturels non
identifiés chez les deux especes. Pareillement, Fisch et al (2009), ont affirmé que la
manipulation des caractéristiques épigénétiques dans les champignons est une méthode efficace
pour accéder aux produits naturels a partir de voies de biosynthese silencieuses. De plus, cette
approche peut étre facilement incorporée dans les opérations modernes de dépistage microbien
(Williams et al., 2008).
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Matériel et méthodes

1 Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé est obtenu a partir des graines matures de Catharanthus roseus
(L.) G. Don mises a notre disposition par 1’établissement park seed (Hodges, South carolina,

USA). Deux variéteés ont été utilisées : Cooler lilac et Cooler blush.

1.1 Obtention des vitrosemis

Deux lots de graines de C. roseus (Cooler lilac et Cooler blush) scarifiées a I’aide du
papier de verre (p 80) et d’autres non scarifiées, ont subi une désinfection qui consiste en : un
passage dans I’é¢thanol a 70 % pendant 30 secondes puis un trempage dans de I’hypochlorite de
sodium a 12 % pendant 10 minutes, suivi de trois ringages a I’eau distillée stérile puis séchées

sur du papier filtre stérile (Khelifi-Slaoui et al., 2005).

Afin de tester I’effet de I’imbibition des graines dans 1’eau sur le taux de germination, les
graines scarifiées et celles non scarifiees ont été trempées dans 1’eau distillée stérile, pendant
24, 48 et 72 heures aprés désinfection, puis ensemencées dans des tubes a essai contenant 20
mL de milieu solide MS (Murashige and Skoog, 1962) (Annexe 1), préalablement stérilisé par
autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes, additionné de 7 g / L d’agar et 20 g / L de

saccharose. Le pH du milieu est ajusté a 5,6 — 5,8.

Les cultures sont ensuite placées en chambre de culture a une température de 25 + 2 °C
et sous une photopériode de 16 heures. Les pourcentages de germination sont enregistrés
pendant une période de 30 jours. Pour chaque cultivar 100 graines sont ensemenceées, a raison

d’une graine par tube.

1.2 Induction des pousses par caulogenése

Les pousses (Ps) sont obtenues a partir de graines immatures récoltées en 2010 a partir des
plantes de C. roseus (Cooler lilac et Cooler blush) cultivées en pots au niveau de I’Ecole

Nationale Supérieure Agronomique (ENSA- EIl Harrach).

Les siliques de C. roseus contenant les graines immatures sont désinfectées selon le protocole de

Hernandez-Dominguez et al. (2006), qui consiste en un passage des siliques dans 1’éthanol a 70 %
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pendant 5 minutes et un trempage dans de I’hypochlorite de sodium a 3 % pendant 20 minutes, suivi de

trois ringages a 1’eau distillée stérile puis séchage sur du papier filtre stérile.

La mise en germination des graines est réalisée dans des tubes a essai contenant 20 mL de
milieu MS semi-solide sans hormones de croissance, additionné de 5,5 g d’agar et 30 g/ L de
saccharose. Les tubes sont placés dans I’obscurité totale en chambre de culture a une
température de 25 + 2 °C pendant 5 jours. Les vitrosemis étiolés sont ensuite exposées a la
lumiére continue pendant 4 jours (Hernandez-Dominguez et al., 2006). Chaque vitrosemis est
considéré comme un explant. Les explants sont placés par lot de cinq dans des Erlenmeyers de
250 mL, contenant 50 mL de milieu semi-solide MS, supplémenté de 30 g / L de saccharose,
5,5 g/ L d’agar et différentes concentrations de 6-Benzylaminopurine (BAP) (1, 1,5 et 2 mg /
L), choisies selon les protocoles de Hernandez-Dominguez et al.(2006) et Campos-Tamayo et
al.(2008). Puis, le milieu est ajusté au pH de 5,6 —5,8.

Pour chaque concentration de BAP, 30 explants sont utilisés. Les cultures sont incubées a

une température de 25 £ 2 °C sous une photopériode de 16 heures par jour.
Les observations ont été réalisees durant 3 semaines de culture et elles ont porté sur:

v Le temps moyen d’apparition des bourgeons axillaires sur les explants.
v Le taux d’induction de bourgeons axillaires, c’est le pourcentage d’explants ayant
formé de nouveaux bourgeons axillaire.

v" Le nombre moyen de bourgeons axillaires par explant apres 3 semaines de culture.

1.3 Multiplication des Pousses

Aprés 3 semaines de culture, les Ps nouvellement formées sont excisées et utilisees
individuellement comme explants puis placées sur le méme milieu semi-solide MS
additionné de 2 mg / L de BAP. Un cycle de multiplication (fragmentation- élongation) est

réalisé toutes les trois semaines sur le méme milieu de culture.
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1.4 Etablissement des chevelus racinaires (CRs)

1.4.1 Origine des souches d’Agrobacterium rhizogenes utilisées

Deux souches virulentes d’Agrobacterium rhizogenes ont été utilisées dans notre travail,
la premiére est la souche A4 originaire de la Californie (Etats-Unis), elle provient du laboratoire de
pathologie végétale, université de Madison, Wisconsin, Etats-Unis. Elle nous a été fournie par le
professeur Krimi du laboratoire de microbiologiec de 1’université de Blida. Alors que, la
deuxieme est la souche Ar15834 qui provient du laboratoire de biomolécules et biotechnologies
végétales, université de Frangois Rabelais, Tours, France.

Les deux souches portent le plasmide Ri de type agropine (White et al., 1985), qui
comporte deux régions nécessaires a I'induction de la maladie du chevelu racinaire. La
premiére est la region ADN-T constituée de 2 segments: I’ADN-Tr (Right) et ’ADN-T__ (Left),
ou ’ADN-T_ contient les genes rol (root locus ): rol A, rol B, rol C et rol D, responsables de la
formation des chevelus racinaires et de leur phénotype (Slightom et al., 1986). Tandis que,
I’ADN-Tr porte les génes responsables de la synthése d'opine, et les génes responsables de la
biosynthése de l'auxine, appelés AUX1 et AUX2 (Nemoto et al., 2009). La deuxiéme région du
plasmide Ri comprend les genes de virulence (vir) (Giri and Narasu, 2000; Jouanin et al.,
1985).

1.4.2 Activation des souches bactériennes et mise en suspension

L'activation des souches bactériennes consiste a ensemencer les bactéries, préalablement
conservées dans I’obscurité et a une température de - 4 °C, sur un milieu de culture solide YEM
(Vincent, 1970) (Annexe 1) avec 15 g / L d’agar, puis les incuber dans 1’obscurité, a une
température de 27 = 1 °C pendant 48 heures. Une partie des bactéries activées est utilisée pour
la préparation des suspensions, l'autre partie est remise en conservation pour les prochaines

manipulations.

Les souches activées sont mises en suspension dans le milieu de culture liquide YEM,

dans P’obscurité a 27 + 1°C sur un agitateur a une vitesse de 80 rpm pendant 72 heures

50



Matériel et méthodes

correspondant a I’obtention d’une DOgoo M égale a 0,6 - 0,8. La suspension bactérienne est

alors utilisée a cette concentration pour la transformation génétique des tissus de C. roseus.

1.4.3 Transformation génétique par co-culture C. roseus - bactérie

L’inoculation est réalisée sur trois types d’explants de C. roseus: des bourgeons issus des
pousses agés d un mois; des hypocotyles et des feuilles issus des vitrosemis agés de deux mois.
Les explants blessés (les hypocotyles, les feuilles et les bourgeons) sont immergés dans la
suspension bactérienne pendant 30 minutes. Ils sont ensuite séchés sur du papier filtre,
préalablement stérilisé.

Afin d’étudier ’effet de la période de co-culture sur I’induction des chevelus racinaires,
une partie de ces explants infectés est déposée directement sur un milieu de culture solide B5
(Gamborg et al., 1968) (Annexe 1) dilue au %2, avec les vitamines B5 et additionné de 30 g/ L
de saccharose, de 7 g / L d’agar et de 400 mg / L de cefotaxime. Le reste des explants infectés
sont déposes sur le méme milieu de culture solide B5 dilué au % et sans céfotaxime pour une
période de co-culture de deux et trois jours. Par la suite, les explants non exposes a
I’antibiotique sont placés sur le milieu solide B5 dilué au % et additionné de 400 mg / L de
céfotaxime afin d’éliminer les bactéries. La co-culture, explants et agro-bactérie, est réalisée

dans ’obscurité et a 26 + 1 °C.

Les explants inoculés sont transférés tous les 15 jours, sur le milieu semi-solide B5 dilué
au Y, contenant 30 g / L de saccharose, 5,5 g / L d’agar et 400 mg / L de céfotaxime, et ce,
jusqu’a D’apparition des racines transformées. Les explants témoins subissent les mémes

traitements mais sans traitement préalable aux bactéries.

Les observations ont été réalisées durant 60 jours et les parametres suivants ont été

évalués:

v' Temps moyen d’apparition de la premiére racine;
v" Nombre moyen de racines par explant;
v' Taux d’induction de chevelus racinaires correspondant au pourcentage d’explants ayant

donnés des racines.
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1.5 Isolement et multiplication des racines obtenues

Les racines obtenues sur les explants inoculés sont excisées lorsqu’elles atteignent environ
trois a quatre centimetres de longueur (Amdoun et al., 2009). Ensuite, elles sont transférées sur
le milieu semi-solide B5 dilué au Y2 et additionné de 250 mg de céfotaxime afin d’éliminer les

bactéries qui accompagnent éventuellement ces racines.

Des repiquages sont effectués tous les 20 a 30 jours sur milieu semi-solide B5 dilué au %.
Lorsque les racines atteignent une taille et un degré de ramification jugé suffisant, ces
extrémités sont découpées en portions de trois a quatre centimétres, puis cultivées séparément
sur un milieu semi-solide B5 dilué au %. La concentration du milieu en antibiotique est ensuite
progressivement réduite jusqu’a son élimination totale aprés un cycle de culture de 3 mois (Tao
and Li, 2006). La culture des racines obtenues est réalisée dans l'obscurité totale a une

température de 25+ 2 °C.

1.6 Sélection des lignées racinaires et adaptation au milieu liquide

Chaque racine induite par I’Agrobacterium est supposee issue d’un événement de
transformation unique (Batra et al., 2004). Les racines isolées dans notre expérimentation sont

donc considérées comme des lignées distinctes.

Aprés 15 jours de culture sur le milieu semi-solide B5 dilué au ¥ sans antibiotique, les
racines non callogenes et qui présentent une grande croissance et une bonne ramification sont
repérées (Amdoun et al.,, 2009). Afin de sélectionner les meilleures lignées (celles qui
présentent une bonne croissance en milieu liquide) de 4 a 5 fragments racinaires d’environ 5
cm de longueur de chaque lignée obtenue en milieu semi-solide B5 dilué au %2, sont transférés
dans des Erlenmeyers contenant 50 mL du milieu liquide B5 dilué au % sans antibiotique. Les
cultures sont incubées a 1’obscurité et a une température de 25 + 2 °C sur un agitateur a 100

rpm. Trois répétitions sont réalisées pour chaque lignée.

Apres 20 jours de culture en milieu liquide, la croissance est estimée par 1’indice de

croissance qui est calculé pour chaque lignée en utilisant la formule suivante:
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poids frais apres 20 jours de culture

Indice de croissance = - - — —
poids frais de l'inoculum initial

1.7 Confirmation de la nature transgénique des lignées racinaires obtenues

La nature transgénique des lignées racinaires est confirmée par la détection de la présence
d’un fragment du gene rolB apres amplification par PCR en utilisant des amorces spécifiques :

F (Forward): 5-GCG ACA ACG ATT CAA CCA TAT CG-3.
R (reverse): 5-TTT ACT GCA GCAGGC TTC ATG AC-3'.

L'ADN genomique de C. roseus a été extrait a l'aide du Mini Kit NucleoSpin DNA Plant
Il (Macherey-Nagle, Germany) (Annexe 1), a partir de deux lots de racines: des racines

obtenues a la suite du traitement par les agrobacteéries et des racines témoins (témoin négatif).

L'ADN du plasmide Ri a été extrait par une lyse alcaline Miniprep Kit NucleoSpin
plasmid (Macherey-Nagle, Germany) (Annexe 1), a partir de bactéries A. rhizogenes (souches
AR 15834 et A4), utilisées comme témoin positif.

L'amplification par PCR est effectuée dans un volume de 20 uL de mélange réactionnel
contenant: 2 uL de solution d'ADN; 0,8 uL de chaque amorce (Forward and reverse); 2 uL de
tampon de polymérisation; 2 uL. de 10 x MgCly; 2 uL de mélange de ANTP; 0,4 uL de ’ADN
Taq polymerase et 10 uL de I’H,O ultra-pure. La réaction de PCR a été effectuée dans un
thérmocycleur a une température de dénaturation initiale de 94 °C pendant 4 minutes, suivie de
30 cycles [dénaturation a 94 °C pendant 1 minutes; hybridation a 57 °C pendant 1 minutes;
élongation a 72 °C pendant 1 minutes] suivis d’une élongation finale a 72 °C pendant 7
minutes. Les produits de la PCR ont été séparés en utilisant une électrophorese sur gel
d'agarose (1,2 %), incluant le BET (Bromure d’éthidium) a une concentration finale de 0.5 pug /

mL., puis visualisés sous lumiére UV pour reveéler les fragments d'’ADN.
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2 Cinétique de croissance

2.1 Cinétique de croissance de Pousses et de I’accumulation des alcaloides

Afin d’étudier la cinétique de croissance des pousses et de I’accumulation des alcaloides
indoliques, les cultures de 30 jours (du cultivar Cooler blush) sont transférées dans des
Erlenmeyers de 500 mL, a raison d’une pousse par Erlenmeyer. Chaque Erlenmeyer contient
100 mL de milieu MS liquide additionné de 2 mg / L de BAP et 30 g / L de saccharose. Les
Erlenmeyers sont ensuite placés sur un agitateur rotatif a 80 rpm et a une température de 26 +
1 °C sous une photopériode de 16 heures. L’évaluation du poids sec (g), aprés un séchage
dans ’étuve & 55 °C pendant 48 heures, est réalisée dés le 6°™ jour de culture & raison d’une
mesure, répétée trois fois, tous les quatre jours. Le matériel végétal sec sera utilisé plus tard
pour l'extraction des alcaloides cibles et la détermination de leurs teneurs (mg / 100 g de

matiere seche).

2.2 Cinétique de croissance des CRs et de ’accumulation des alcaloides

De I’ensemble des lignées racinaires transgeniques obtenues, trois lignées caractérisées
par une bonne croissance en milieu liquide ont été sélectionnées pour 1’étude de la cinétique de

croissance de la biomasse des CRs ainsi que pour 1’évaluation de leurs teneurs en alcaloides.

Environ 200 mg de poids frais (environ 4 a 5 extrémités de 5 cm de longueur) de chaque
lignée de CRs (&gé de 20 jours) déja cultivés sur le milieu solide, sont recueillis et cultivés dans
des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de milieu liquide B5 dilué au ¥ et additionné de
30 g / L de saccharose, puis ajusté au pH de 5,6 - 5,8. Ces cultures sont maintenues dans une
chambre de culture dans obscurité, a une température de 25 £ 2 °C et sous agitation a une

vitesse de 100 rpm.

Aprés 8 jours de culture, les CRs sont récoltés tous les 3 jours, pendant 35 jours de
culture, et leur poids sec (g) est évalué aprés un séchage dans 1’étuve a 45 °C (vue leur fragilité)
pendant 48 heures. La matiere séche des racines est utilisée, par la suite, pour l'extraction des

alcaloides et la détermination de leurs teneurs (mg / 100 g de matiere seche).
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3 Elicitation du matériel vegétal

3.1 Elicitation des chevelus racinaires

3.1.1 Elicitation par I’acide salicylique

Environ 200 mg de chevelus racinaires (CRs) (4 a 5 extrémités de racines de 5 cm de
longueur), sont introduits dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de milieu de
culture liquide B5 dilué au % et additionné de 30 g / L de saccharose, puis ajusté au pH de 5,6
— 5,8. Les cultures sont placées dans 1’obscurité, sous agitation a une vitesse de 100 rpm et a

une température de 25 + 2 °C.

L’¢élicitation des CRs par I’acide salicyliqgue (AS) est appliquée, pendant la phase
exponentielle de croissance, au 27°™ jour de culture pour les trois lignées de CRs LP 10, L54
et LP21. Quatre modalités correspondant & quatre concentrations d’AS: 103, 10*, 10° et 10°
M et deux temps de contact: 24 et 48 heures (Tableau 3), ont été testées. Les CRs ont été
récoltés et seches a 45 °C pendant 48heures. Pour chaque modalité, trois répétitions ont été

réalisées.

Les concentration testées dans notre travail, ont été choisies selon plusieurs protocoles
(El-Sayed and Verpoorte, 2002; Harfi, 2013; Mustafa et al., 2009; Ruiz-May et al., 2008)

L’effet de 1’¢licitation par I’AS est évalué sur la base du poids sec (PdS) des lignées des CRs

sélectionnées et de leurs teneurs en ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC).

v Tableau 3. Modalités d’élicitation des trois lignées (LP10, LP21 et L54) par I’acide
salicylique (AS).

Eliciteur  Temps d’élicitation (Heure) Concentration (M)

103
24 10-4
10°
10°

107
48 10"
10°
10°®
Témoin 0 0

AS
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3.1.2 Elicitation par le chlorure de calcium (CaCl,)

L’¢licitation des CRs par le sel CaCl; est realisée dans le milieu liquide B5 dilué au % et
additionné de 30 g / L de saccharose puis ajusté au pH de 5,6 — 5,8. L’inoculum initial (environ
200 mg du poids frais) constitué des extrémités racinaires d’environ 5 cm de longueur, est placé
dans un Erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL de milieu de culture liquide B5 dilué au %. La

culture est conduite dans 1’obscurité totale avec une agitation de 100 rpm et a une température

de25+2°C.

Selon les travaux de Lee-Parsons and Ertlrk (2005) et Abdul Jaleel et al. (2007), trois
concentrations de CaCl,: 3, 5 et 10 mM ont été choisies et testées sur les trois lignées
racinaires sélectionnées. Le CaCl, est additionné au 27°™ jour de culture pour les trois lignées
sélectionnées de CRs. Le temps de contact éliciteur-CRs est de 24 et 48 heures. Pour chaque
modalité, trois répétitions ont été réalisées (Tableau 4).

L’effet de 1’¢licitation par le CaCl, est évalué sur la base du poids sec (PdS) des lignées

de CRs selectionnées et leurs teneurs en ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC).

v Tableau 4. Modalités d’élicitation des trois lignées (LP10, LP21 et L54) par CaCl,.

Eliciteur  Temps d’élicitation (Heure) Concentration (mM)
3
24 5
10
3
48 5
10
Témoin 0 0

C&Clz

3.1.3 Elicitation combinée par I’AS et le CaCl,

Les conditions de culture et le matériel végétal de départ, représenté par environ 200
mg du poids frais de CRs, sont les mémes que pour les essais de ’élicitation par I’AS et le sel
C&Clz.

L’élicitation combinée des CRs, par I’AS et le sel CaCly, est réalisée au 27°™ jour de

culture pour les trois lignées racinaires LP10, L54, et LP21, selon quatre modalités
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correspondant & quatre concentrations d’AS: 107, 10*, 10® et 10° M, combinées avec une
seule concentration de CaCl, (3 mM) (Tableau 5). Apres un temps de contact de 24 et 48

heures, les CRs sont récoltés. Pour chaque modalité, trois répétitions sont réalisées.

L’effet de I’élicitation combinée est évalué sur la base du poids sec (PdS) des trois lignées

de CRs sélectionneées et leurs teneurs en ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC).

v' Tableau 5. Modalités d’élicitation combinée des trois lignées (LP10, LP21 et L54)
par I’AS et le CaCl,.

Temps d’élicitation Concentration d’AS Concentration de CacCl,
(Heure) (M) (mM)

10°

24 10 3
10°
10°
10°

48 10* 3
10°
10°

Témoin 0 0 0

3.1.4 Elicitation par des agents épigéneétiques

Des extréemités d’environ 5 cm de longueur de CRs issues des lignées racinaires
sélectionnées, sont cultivées dans des Erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de milieu de
culture B5 liquide dilué au %2 additionné de 30 g / L de saccharose et ajuste au pH de 5,6 —5,8.
Les conditions de culture sont: I’obscurité, vitesse d’agitation de 100 rpm et température de la

chambre de culture de 25 + 2 °C.

Les deux agents a effet épigénétique, la 5-azacytidine (5-AC) et la trichostatine (TSA),
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Aprés un mois de culture, les effets de la 5-AC et la TSA sont évalués sur la base du
poids sec (PdS) des lignées de CRs sélectionnées et leurs teneurs en ajmalicine (TA) et en

catharanthine (TC). Pour chaque modalité, trois répétitions sont réalisées.

3.2 Elicitation des Pousses

3.2.1Elicitation par I’acide salicylique

Des pousses (Ps) du cultivar « Cooler blush » agées de 30 jours, cultivées sur le milieu
semi-solide MS, sont transférées dans des Erlenmeyers de 500 mL, a raison d’une pousse par
Erlenmeyer, contenant 100 mL de milieu liquide MS additionné de 2 mg / L de BAP, 30 g/ L
de saccharose. Le pH est ajusté entre 5,6 et 5,8. Les Erlenmeyers sont placés dans la chambre
de culture sur un agitateur rotatif réglé a 80 rpm sous une photopériode de 16 heures et une

température de 25 + 2°C.

L’¢licitation des pousses par I’AS est appliquée, pendant la phase exponentielle de
croissance, au 22°™ jour du cycle de culture des Ps, selon quatre modalités correspondant &
quatre concentrations d’AS: 107, 10, 10® et 10° M. Les concentration testées dans notre
travail, ont été choisies selon plusieurs protocoles (El-Sayed and Verpoorte, 2002; Harfi, 2013;

Mustafa et al., 2009; Ruiz-May et al., 2008)

Apreés un temps de contact de 24 heures, les Ps ont été récoltées et séchés a 55 °C pendant

48heures. Pour chaque modalité, trois répétitions sont réalisées.
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L’effet de I’AS est évalué sur la base du poids sec (PdS) des Ps et leurs teneurs en
ajmalicine (TA), en catharanthine (TC) et en vindoline (TV).

3.2.2 Elicitation par le chlorure de calcium (CaCl,)

L’¢élicitation des Ps du cultivar « Cooler blush » par le CaCl, est réalisée dans le milieu MS
liquide additionné de 2 mg / L de BAP et de 30 g / L de saccharose. Le pH est ajusté entre 5,6 et
5,8. Les Ps agées de 30 jours sont transférées dans des Erlenmeyers de 500 mL, a raison d’une
pousse par Erlenmeyer, contenant 100 mL de milieu MS liquide, précédemment décrit.

Les conditions de culture sont: 1’obscurité, vitesse d’agitation de 80 rpm, photopériode de

16 heures et température de la chambre de culture de 25 + 2 °C.

L*¢licitation par le sel CaCl, est appliquée au 22°™ jour du cycle de culture des Ps selon
trois modalités correspondant a trois concentrations: 3, 5 et 10 mM (Abdul Jaleel et al., 2007;
Lee-Parsons and Ertlrk, 2005). Aprés un temps de contact de 24 heures, les Ps ont été récoltées

et séchés a 55 °C pendant 48 heures. Pour chaque modalité, trois répétitions sont réalisées.

L’effet du sel CaCl; est évalué sur la base du poids sec (PdS) des Ps et leurs teneurs en

alcaloides indoliques (Ajmalicine, catharanthine et vindoline).

3.2.3 Elicitation combinée par I’AS et le CaCl,

L’¢élicitation combinée des pousses (Ps) du cultivar « Cooler blush » par I’AS et le CaCl,
est realisée dans le milieu MS liquide additionné de 2 mg / L de BAP et de 30 g / L de
saccharose, et ajusté au pH de 5,6 et 5,8. Les Ps sont transférées dans des Erlenmeyers de 500
mL, a raison d’une pousse par Erlenmeyer, contenant 100 mL de milieu MS liquide,

précédemment décrit.

Les conditions de culture sont: I’obscurité, vitesse d’agitation de 80 rpm, photopériode de

16 heures et température de la chambre de culture de 25 + 2 °C.

L’élicitation combinée des Ps est réalisée au 22°™ jour du cycle de culture des Ps selon

quatre modalités correspondant & quatre concentrations d’AS: 10% 10 10° et 10° M,
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combinées avec une seule concentration de CaCl, (5 mM). Les Ps sont récoltées aprés un temps
de contact de 24 heures. Pour chaque modalité, trois répétitions sont réalisées.

L’effet de 1’élicitation combinée est évalué sur la base du poids sec (PdS) des Ps et leurs

teneurs en ajmalicine (TA), en catharanthine (TC) et en vindoline (TV).

3.2.4 Elicitation par des agents épigénétiques

Des pousses (Ps) du cultivar « Cooler blush » &gés de 30 jours sont introduites dans des
Erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de milieu de culture MS liquide additionné de 2 mg /
L de BAP et 30 g / L de saccharose, et ajusté au pH de 5,6 — 5,8. La culture est conduite dans
I’obscurité totale avec une agitation de 80 rpm, une photopériode de 16 heures et a une

température de 25 + 2 °C.

Aprés un mois de culture sur milieu liquide, ’effet de la 5-AC est évalué sur la base du
poids sec (PdS) des pousses et leurs teneurs en ajmalicine (TA), en catharanthine (TC) et en
vindoline (TV).

4 Extraction des alcaloides indoliques a partir des CRs et des Ps

L’extraction des alcaloides indoliques ciblés (Ajmalicine, catharanthine et vindoline) est
réalisée selon le protocole de Guirimand et al.(2010), a partir d’échantillons de chevelus
racinaires et des pousses, préalablement séchés dans 1I’étuve a 45 et 55 °C, respectivement,

pendant 48 heurs. Le protocole d’extraction consiste en:

v" Broyage des CRs et des Ps séchés a I’aide d’un broyeur a billes;
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v' Prélevement de 25 mg de matiére seche (M.S) broyée dans un microtube (Eppendorf) de
1,5mL;

Addition de 1 mL du méthanol (96°) dans le microtube contenant la M.S;

Agitation du microtube, pendant une heure, sur un vortex réglé a une vitesse de 290 rpm;

Centrifugation de 1’échantillon a 15000 x g pendant 15 minutes;

D N N NN

Prélevement du surnageant (500 pL) puis le remettre dans un nouveau microtube, a I’aide
d’une micropipette;

v' Stockage de I’échantillon a -20 °C.

5 Identification et dosage des alcaloides indoliques

L’identification et le dosage des alcaloides indoliques cibles (Ajmalicine, catharanthine
et vindoline), sont effectués par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie
de masse en tandem (LC-MS / MS) (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA). L’analyse
avec la LC-MS / MS a éteé effectuée sur une colonne C18 (150 mm x 2,1 mm et une porosité 5
pm - Alltima, Alltech, France) avec un débit de 0,2 mL / min, a une température constante de
25 °C. La phase mobile est constituee d'éluant A (Eau avec 0,1 % d’acide formique) et
I'éluant B (Méthanol avec 0,1 % d’acide formique) dans le programme de gradient suivant: 30
% de B pendant 30 minute, 80 % B a la 30°™ minute, 98 % de B & 30,1 minute pendant 5
minute et 30 % de B a 35,1 minute pendant 6 minute. Les molécules d'intérét (Ajmalicine,
catharanthine et vindoline) ont été identifiées grace a des analyses par spectrométrie de masse
complétes (50 - 1000 m/z) et des analyses MS2 spécifiques. Ensuite, elles ont été quantifiées
selon les courbes d’étalonnage (Annexe 2) obtenus a partir des étalons authentiques:
Ajmalicine, catharanthine et vindoline (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin -Fallavier- France). Les
données brutes ont été traitées en utilisant le logiciel Xcalibur (version 2.1 Thermo Scientific).

Trois répétitions sont réalisées pour chaque échantillon.

6 Analyse statistique

L’analyse de la variance a un facteur (Annexe 4) ainsi que le test de Tukey (classification

en groupes homogeénes) au seuil de 5 % sont utilisés pour traiter les résultats obtenus a I’aide du
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logiciel SPSS version 22.0. Aussi, une analyse de la corrélation entre le poids sec et la teneur
en alcaloides indoliques a été réalisée.

Les barres sur les graphes représentent les écarts types au seuil de 5%.

62



RESULTATS ET INTERPRETATIONS



Résultats et interprétations

1 Obtention du matériel végétale

1.1 Germination des graines de C. roseus

La graine est considérée germée, dés que la radicule perce le tégument (Figure 17).
Ainsi, nos résultats montrent que les graines non scarifiées trempées dans 1’cau distillée
pendant 48 heures révelent un taux élevées de germination, 90 % a 100 %, respectivement,
pour Cooler lilac et Cooler blush. Cependant, les graines scarifiées trempées ou non trempées
dans I’eau distillée, montrent un faible taux de germination variant de 5 % a 30 %, selon le

temps d’imbibition (Figure 18).

Les premiéres germinations se produisent dés le 3°™ et le 4°™ jour de culture,
respectivement, pour les graines de Cooler lilac et Cooler blush non scarifiées et imbibées
pendant 48 heures. D’autre part, les graines non scarifiées et non imbibées mettent 8 a 10
jours pour germer, respectivement pour Cooler lilac et Cooler blush.

De ce fait, les graines de C. roseus ne nécessitent pas de scarification préalable pour leur
germination. Un simple trempage de 48 heures dans 1’eau distillée suffirait pour produire une
germination rapide avec un taux élevé. Par ailleurs, le facteur variétal ne semble pas non plus
jouer un effet important sur le taux de la germination, les taux de germination entre les deux

variétés sont assez proches.

Ainsi, les vitrosemis (Figure 19) obtenus sont utilisés pour prélever des hypocotyles et

des feuilles pour induire ultérieurement des chevelus racinaires.
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Figure 17. Germination des graines de C. roseus. a: Début de la germination (G = 23 X).
b: Elongation de la radicule de la graine (G = 8 X).
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Figure 18. Effet de la scarification et du temps d’imbibition sur la germination des graines

de C. roseus.
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Figure 19. Vitrosemis de C. roseus, A: agés de 12 jours (G = 1,2 X), B : &gés de 60 jours (G
= 0,66 X).

1.2 Induction de la caulogenése

Nos essais sont menés pour tester différente concentration de BAP sur I’induction de la
caulogenese via les bourgeons axillaires puis la prolifération de Pousses (Ps) (Figure 20). Les
temps moyens d’apparition des premiers bourgeons axillaires sur les explants mis en culture
sur le milieu MS additionné de 1, 1,5 et 2 mg / L de BAP, sont respectivement de 3,6, 4,3 et 5
jours (Tableau 7).

Les résultats obtenus aprés trois semaines de culture (Tableau 7), montrent que la
concentration de BAP a un effet significatif sur le taux d’induction de bourgeons axillaires
sur les explants, le groupe homogene le plus intéressant est représenté par les explants traités
par 2 mg / L de BAP permettant un taux d’induction de 91,66 %. En outre, le nombre moyen

de bourgeons axillaires formés par explant est également influencé par la concentration de
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BAP, et le meilleur résultat est enregistré avec le méme traitement de 2 mg / L de BAP,
permettant de produire en moyenne de 8,6 bourgeons axillaires par explant.

Les pousses induites a partir des bourgeons axillaires avec les différentes concentrations
de BAP, n’ont montré aucune formation de cal. D’autre part, étant donné que la concentration
de 2 mg / L de BAP s’est montrée la plus efficiente, elle a été retenue comme concentration

optimale pour la production de pousses.

v' Tableau 7. Effet de différentes concentrations de BAP sur I’induction de bourgeons

axillaires.
Concentration de Temps d’apparition Taux d’induction Nombre moyen de
BAP (mg/L) des bourgeons de bourgeons bourgeons axillaires / explant
axillaires (jours) axillaires (%) (3 semaines de culture)
0 3 30,33° 1,8+0,63°
3,6 69,23¢ 4+0,66°
15 43 90,47° 6+1,06°
2 5 91,66" 8,6+1,17

Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents au seuil de 5%.

Figure 20. Aspect des pousses sur milieu semi-solide MS avec 2 mg / L de BAP, A: Pousse
agee de 2 semaines (G = 1,1 X), B: Pousse ageée de 4 semaines (G = 1,2 X).
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1.3 Etablissement des chevelus racinaires (CRs)

1.3.1 Induction de la rhizogenese

Tout explant ayant montré une ébauche racinaire est comptabilisée comme chevelu
racinaire. Ainsi, les CRs ont été obtenus a partir de différents types d’explant de C. roseus
(Hypocotyles, feuilles et bourgeons) des deux cultivars « Cooler lilac » et « Cooler blush »,
inoculés avec deux souches d’A. rhizogenes (A4 et AR 15834).

D’une maniére générale, le temps moyen d’apparition de la premiére racine est plus
court, 12 jours, pour les explants bourgeons inoculés pendant 3 jours avec 1’A. rhizogenes. Ce
temps dépasse 14 jours pour les autres types d’explants et pour les autres temps de co-culture.

Apreés soixante jours de culture, les résultats illustrés dans la figure 21 montrent que le
type d’explant utilisé a un effet significatif sur le pourcentage d’induction des CRs (Annexe
4), le groupe homogene le plus intéressant est représente par la lettre A qui correspond aux
explants bourgeons axillaires pour les deux cultivars « Cooler lilac » et « Cooler blush », dont
les taux d’induction sont, respectivement, de 90 % et 100 %. Cependant, les groupes les
moins intéressants sont représentés par les lettres H, K et L qui correspondent aux explants
hypocotyles avec des taux d’induction qui ne dépassent pas 5 % pour les deux cultivars

« Cooler lilac » et « Cooler blush ».

Par ailleurs, les résultats obtenus (Figure 21) montrent que la période de co-culture des
explants avec les deux souches d’A. rhizogenes (A4 et AR 15834), testées dans notre étude, a
aussi un effet significatif sur le pourcentage d’induction des CRs (Annexe 4), le groupe
homogeéne le plus intéressant est représenté par la lettre « a» qui correspond a I’inoculation
pendant 3 jours avec I’A4 et I’AR 15834 des deux cultivars « Cooler lilac » et « Cooler

blush », respectivement.

En outre, les résultats illustrés dans la figure 22 montrent que le type d’explant présente
un effet significatif (Annexe 4) sur le nombre moyen de racines induites par explant. Le
groupe homogene le plus intéressant est représenté par la lettre A qui correspond aux explants
bourgeons des deux cultivars « Cooler lilac» et « Cooler blush» inoculés pendant 3 jours avec

la souche A4 et AR 15834, respectivement, dont le nombre moyen de racines par explant est
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de 10,27 et 9,55, respectivement. D’autre part, les résultats obtenus (Figure 22) montrent que
la période de co-culture a un effet significatif sur le nombre moyen de racines induites par
explant, le groupe homogeéne le plus intéressant « a » est représenté par 1’inoculation, pour les
deux cultivars « Cooler lilac » et « Cooler blush », pendant 3 jours avec la souche A4 et AR
15834, respectivement.

Globalement, les explants bourgeons (Figure 23 A, B, C et D) inoculés pendant 3 jours
avec I’A. rhizogenes, présentent les meilleures aptitudes & I’induction de racines. Cette
aptitude est exprimée par le taux d’induction de racines, le temps moyen d’apparition de la
premiere racine et le nombre moyen de racines par explant par rapport aux autres types

d’explants (feuilles et hypocotyles).
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Figure 23. Racines de C. roseus induites sur milieu semi-solide B5 dilué de moitie. A, B, C

et D: Racines induites sur les sites blessés des explants bourgeons (A, B,C: G=3 XetD: G
=8 X). E et F: Racines induites sur les sites blessés des explants feuilles (E: G=5 X et F:
G =6 X).
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1.3.2 Sélection des lignées de CRS performantes

Notre sélection pour les lignées racinaires performantes est effectuée, uniquement, sur
les racines transformées issus des explants bourgeons des deux cultivars « Cooler lilac» et
« Cooler blush», en raison de leur nombre qui dépassent les 1000 lignées, ainsi que pour leurs
survies en présence de I’antibiotique dans le milieu de culture (destiné a éliminer les résidus

de bactéries).

Vus leurs nombres limités, aucune lignée racinaire de feuilles ou d’hypocotyles n’a été

sélectionnée dans cette partie.

Parmi les 1229 lignées de CRs induites, et cultivées pendant 60 jours sur le milieu semi-
solide B5 dilué au Y%, 40 lignées racinaires ont été sélectionnées sur la base de leur bonne
croissance (une longueur moyenne qui dépasse 5 cm) et leur degré de ramification latérale
ainsi que pour I’absence de formation de cals, synonyme d’un développement chaotique
(tumoral). Une seconde sélection parmi les 40 lignées a été réalisée aprés 15 jours de culture.
Elle a permis d’affiner la sélection et de retenir 10 lignées racinaires performantes, pour leur

bonne croissance, leur biomasse et leur degre élevé de ramification.

Afin de déterminer la capacité d'adaptation des CRs et leur potentiel de production de
biomasse, dans un milieu liquide, les 10 lignées racinaires sélectionnées ont été cultivées sur le
milieu B5 liquide dilué au %2 pendant 20 jours. Par la suite, une troisieme selection a eu lieu.
Elle a permis de ne retenir que trois lignées racinaires : L54, LP10 et LP21 (Figure 24). Cette
derniére sélection est basée sur leur forte production de biomasse (Tableau 8). La lignée LP10
montre la plus forte croissance en termes de biomasse avec un indice de croissance biomasse

¢gale a 24,48 fois I’inoculum initial.
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v Tableau 8. Variation de I'indice de croissance (IC) des lignées issues de la deuxiéme

sélection de CRs, apres 20 jours de culture dans le milieu liquide B5 dilué de moitié.

Cultivar Lignées sélectionnées  Indice de croissance (IC)
L2 5.49 + 1.59
L12 4.39£0.55

Cooler lilac  L14 6.15+0.27
L17 13.53+1.21
L54 21.03+£191*
LP10 2448 £1.13*
LP15 2.41 +0.50

Cooler blush  LP16 20+£1.38
LP3 249+1.13
LP21 1410+£1.02 *

* lignées sélectionnées selon un bon indice de croissance..
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Figure 24. Aspect Morphologique des lignées racinaires de C. roseus. Obtenues suites a
Dinoculation par A. rhizogenes. A: La lignée LP10. B: la lignée LP21. C: La lignée L54 (G
= 0,66 X). Aprés 20 jours de culture.

1.3.3 Vérification par PCR de la nature transgénique des racines induites

La Figure 25 montre que I'ADN génomique isolé a partir des racines non transformées
des vitrosemis de C. roseus (témoin négatif: piste 1) ne montre aucune bande apres
I’amplification par PCR du géne rolB. Cependant, les racines induites inoculées par I’une des

deux souches d’A. rhizogenes ont révélé la présence d'une bande unique d’ADN apreés la PCR.
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Par ailleurs, cette bande correspondant au géne rolB existe dans les trois lignées
racinaires sélectionnées (L54, LP21 et LP10: bandes 4, 5 et 6, respectivement). Sachant que
le géne rolB ne peut provenir que des souches d’Agrobacterium sp. (ADN du plasmide Ri
des deux souches bactériennes A4 et AR15834: témoins positifs: bandes 2 et 3), on peut
considérer que toutes les lignées racinaires qui expriment ce géne sont transgeniques. Ces
résultats confirment la nature transgénique de nos trois lignées racinaires sélectionnées. Cette
transformation est la conséquence d'une intégration du géne bactérien rolB dans le génome
des tissues végétaux traités par A. rhizogenes (Gelvin, 2009; White et al., 1985). Ainsi, les
lignees racinaires qui en découlent peuvent étre considérées comme des chevelus racinaires a

croissance infinie.

rolB

Figure 25. Analyse des produits PCR obtenus en présence d’amorces spécifiques du géne

rol B, des ADN extraits des bactéries d’A rhizogenes (A4 et AR15834) et des ADN extraits

d’échantillons des lignées de CRs de C. roseus apres électrophorése sur gel d’agarose. M:
marqueur de poids moléculaire (1 kb plus DNA ladder).

1: absence de bande du gene rolB dans I’ADN génomique des racines
non inoculées par A. rhizogenes (témoin négatif);

: bande du géne rolB du plasmide Ri de I’A4 (témoin positif 1);

: bande du gene rolB du plasmide Ri de I'’AR15834 (témoin positif 2);

: bande du gene rolB intégré dans la lignée racinaire L54;

: bande du gene rolB intégré dans la lignée racinaire LP21;

: bande du gene rolB intégré dans la lignée racinaire LP10.

DO WN

74



Résultats et interprétations

2 Cinétique de croissance

2.1 Cinétique de croissance des pousses

2.1.1Evolution de la biomasse

Les pousses (Ps), du cultivar « Cooler blush », induites avec les différentes
concentrations de BAP sont transférées sur le milieu MS liquide additionné de 2 mg / L de
BAP (Figure 26 a), dans lequel ces cultures montrent une prolifération trés rapide et une
accumulation de la biomasse. La courbe de la cinétique de croissance obtenue (Figure 27),
apres 1’évaluation du poids sec pendant un cycle de culture de 34 jours, peut étre décomposée

en cing phases de développement.

Au début du cycle de croissance, du 6°™ au 10°™ jour, le poids sec des Ps passe de 0,5
g a 0.95 g soit une augmentation de 90 %. Apreés cette premiére phase, la croissance de la
biomasse se ralentie légérement ol le poids sec est de 1,25 g au 18°™ jour, soit une
augmentation de 12 %. Aprés cette phase de ralentissement, c’est la phase de croissance
accélérée, qui s’étale jusqu’au 22°™ jour, ol le pic d’accumulation du poids sec est de 1,96 g,
soit une augmentation de 60 %. Par la suite, la croissance de la biomasse présente une baisse
de 25 % au 26°™ jour, ce qui correspond a la phase de déclin caractérisée par 1’épuisement
des nutriments dans le milieu de culture. La derniere phase, est la phase stationnaire de
6°™ jour au 34°™

croissance caractérisée par un poids sec constant. Elle s’¢tale de 2 jour du

cycle de culture.

2.1.2 Evolution de ’accumulation des alcaloides indoliques

Dans la présente étude, la présence d’ajmalicine, de catharanthine et de vindoline, a
différents stades du cycle de croissance, dans les pousses est révélée et quantifiée par LC-MS
| MS.

D’aprés la figure 28, I’alcaloide majeur produit par les pousses est la vindoline.
L’accumulation de cet alcaloide indolique monomére s’accélére dés le 10°™ jour jusqu’au
208me jour, & ce point un pic d’accumulation de vindoline est enregistré avec une teneur de 230

mg / 100 g M.S. A partir du 20%me jour une baisse de la teneur en vindoline (TV) de 27 % est
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enregistrée au 26°™ jour (par rapport & la TV maximale), avec une TV de 166 mg /100 g M.S.

Cette régression continue jusqu’au 34°™ jour ol la TV est de 74 mg / 100 g M.S.

Par ailleurs, I’évolution de I’accumulation de la catharanthine dans les Ps est similaire a

celle de la vindoline mais moins importante. L’accumulation maximale de la catharanthine est

enregistré au 22°™ peme

jour avec une teneur de 112 mg / 100 g M.S. A partir du 2 jour une

baisse remarquable de la teneur en catharanthine (TC) de 71 % est enregistrée au 26°™ jour
(par rapport au TC maximale), ot la TC est de 79 mg / 100 g M.S.

Cependant, I’évolution de I’accumulation de I’ajmalicine est différente de celle de la
vindoline et de la catharanthine. Le pic d’accumulation de I’ajmalicine est noté au 26°™ jour
du cycle de culture avec une teneur de 169 mg / 100 M.S. Par la suite une légére baisse de 12
% de la TA est remarquée au 30°™ jour (par rapport au TA maximale), dont la TA est de 155

mg /100 M.S.

Figure 26. Aspect des pousses de C. roseus, du cultivar « Cooler blush », dans le milieu
liquide MS additionné de 2 mg/ L de BAP.
A: Pousse au premier jour de culture (G= 1,5X); B: Pousse apres 22 jours de culture
(G =0,7X).
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Figure 27. Cinétique de croissance des Ps du cultivar « Cooler blush ».
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Figure 28. Evolution de la teneur en vindoline, catharanthine et ajmalicine des Ps du
cultivar « Cooler blush ».
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2.2 Cinétigue de croissance des chevelus racinaires (CRs)
2.2.1 Evolution de la biomasse

Afin de déterminer la cinétique de croissance des trois lignées racinaires sélectionnées
(LP10, LP21 et L54), le poids sec est utilisé pour mesurer I'accumulation de la biomasse
pendant une période de culture de 35 jours. Les courbes de croissance des trois lignées
racinaires sélectionnées (Figure 29) sont caractérisées par cingq phases. Les premiers jours de
culture correspondent a une phase de latence, caractérisée par une évolution trés faible de
biomasse des CRs, expliquée par 1’adaptation des lignées racinaires aux conditions de culture.
Cette phase s’¢étale du 8°™ au 14°™ jour pour les trois lignées. La phase suivante est la phase
exponentielle allant du 14°™ au 21°™ jour pour les lignées LP10 (Figure 30. A) et LP21 et du
14°™ au 17°™ jour pour la lignée L54. C’est une phase exponentielle précoce caractérisée par

une faible accumulation de la biomasse.

La troisiéme phase est une phase stationnaire du 17°™ au 23°™ jour de culture
caractérisee par une faible accumulation de biomasse chez la lignée L54. Alors que pour les
1éme

lignées LP10 et LP21, la troisieme phase est caractérisee par une baisse de biomasse du 2

au 23°™ et du 21°™ au 26°™ jour pour LP10 et LP21, respectivement.

La quatriéme phase représente une croissance accélérée prolongée jusqu'au 32°™ jour de
culture pour les deux lignées LP10 (Figure 30. B) et L54, et jusqu'au 29°™ jour pour la lignée
LP21. Au cours de cette phase, les pics d’accumulation du poids sec enregistrés, pour les trois
lignées LP10, L54 et LP21, sont respectivement de 0,35, 0,24 et 0,1 g, soit une amélioration
de 30, 12 et 10 fois par rapport au poids initial, sachant que le poids initial est le méme pour

les trois lignées.

La derniére phase de croissance, est une phase de declin qui commence a la fin de la

phase exponentielle et se prolonge jusqu’au 35°™ jour de culture. Elle est caractérisée par un
ralentissement de la vitesse de croissance pour la lignée de LP10 et par une diminution du

poids sec pour les lignées L54 et LP21.
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Figure 29. Cinétique d'accumulation du poids sec des trois lignées sélectionnées de
CRs de C. roseus.

Figure 30. Aspect des CRs de la lignée LP10 sur milieu liquide B5 dilué au %2 (G = 0,8 X),
A: 14°™ jour de culture et B: 29°™ jour de culture.
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2.2.2 Evolution de ’accumulation des alcaloides indoliques

La présence d’ajmalicine et de catharanthine, & différents stades du cycle de croissance,
dans les lignées racinaires transformées LP10, LP21 et L54 est révélée et quantifiée par LC-
MS / MS.

La lignée LP10 montre une augmentation significative et dynamique des teneurs en
ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC) avec des maximums enregistrés au 29°™ et 32°™
jour, qui correspondent a des teneurs moyennes de 386,13 et 430,71 mg / 100 g M.S,
respectivement (Figure 31 et 32). D'autre part, la lignée LP21 montre un profil d'accumulation
sensiblement similaire a celui de la lignée LP10, mais avec des concentrations inférieures, de
sorte que les maximums d'accumulation sont enregistrées au 29°™ et 32°™ jour, avec des
teneurs moyennes de 377,94 et 197,20 mg / 100 g M.S, respectivement. Cependant, pour la
lignée L54, 'accumulation de la catharanthine et de I’ajmalicine est relativement constante au
cours du cycle de culture, la teneur varie entre 125,67 et 166,19 mg / 100 g M.S pour la
catharanthine (Figure 31), et entre 220,44 et 262,84 mg / 100 g M.S pour I’ajmalicine (Figure
32). 1l est a noter que I’évolution de la TA est légérement plus importante par rapport a celle

de la TC, contrairement aux autre lignées LP10 et LP21 qui sont plus riches en catharanthine.

Les pics d’accumulation de 1’ajmalicine et de la catharanthine coincident avec la phase
exponentielle de croissance des CRs, pour les deux lignées LP10 et LP21. Tandis que, pour la
lignée L54, les pics d’accumulation de ’ajmalicine et de la catharanthine coincident avec le

début de la phase de déclin de croissance des CRs.
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Figure 31. Evolution de I'accumulation de la catharanthine dans les trois lignées
sélectionnées de CRs de C. roseus.
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Figure 32. Evolution de l'accumulation d’ajmalicine dans les trois lignées sélectionnées de
CRs de C. roseus.
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2.2.3 Corrélation entre la biomasse et I’accumulation des alcaloides indoliques

La production maximale des deux alcaloides, ajmalicine et catharanthine, coincide avec
la phase exponentielle de croissance accélérée des CRs pour les deux lignées LP10 et LP21, et
coincide au début de la phase stationnaire pour L54. Nos résultats montrent une bonne
relation entre la production de biomasse et l'accumulation de 1’ajmalicine et la catharanthine
pour les trois lignées de CRs sélectionnées. Au cours du cycle de culture, nous avons constaté
une relation linéaire positive (Annexe 3) entre la croissance de la biomasse et l'accumulation
de la catharanthine. Cette relation est significative pour les deux lignées LP10 (R*= 0,4697) et
LP21 (R? = 0,5635), et elle trés significative pour la lignée L54 (R? = 0,8399) (Tableau 9).
D’autre part, la relation entre la croissance de la biomasse et 1'accumulation de 1’ajmalicine
est aussi linéaire positive. Seulement, cette relation est significative pour les deux lignées
LP10 (R?= 0,5337) et L54 (R*= 0,4786). En revanche, cette relation est peu significative pour
la lignée LP21 (R?= 0,2994) (Tableau 9).

En consequence, on peut conclure que la biosynthése de I’ajmalicine et la catharanthine
est proportionnelle a la croissance de la biomasse des CRs pour I’ensemble des lignées LP10,
LP21 et L54.

v’ Tableau 9. Niveaux de corrélation entre la croissance de la biomasse et I'accumulation

des alcaloides dans les trois lignées selectionnées de C. roseus.

Coefficient de corrélation d'alcaloide

Lignées de CRs Catharanthine Ajmalicine
LP10 0,4697** 0,56337**
LP21 0,5635** 0,2994*
L54 0,8399*** 0,4786**

(*, ** et ***: niveau de signification, valeur de p < 0,01)
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3 Effet de I’élicitation
3.1 Effet de I’¢élicitation des CRs

3.1.1Elicitation par I’acide salicylique

D’une maniéere générale, les poids secs des CRs élicitées par I’acide salicylique (AS)
sont légérement plus élevés par rapport aux témoins, ce qui révéle un effet positif de I’AS sur
la croissance des trois lignées racinaires (Tableau 10). Les poids sec des CRs les plus élevés,
sont de 0,43, 0,20 et 0,26 g obtenus, respectivement, avec les lignées racinaires LP10, LP21 et
L54, alors que les témoins sont de 0,12, 0,09 et 0,13 g. Les gains les plus élevés, en fonction
de la lignée, sont obtenus avec une élicitation par 10° M d’AS pendant 24 heures, soient des
ameéliorations de 258,33, 122,22 et 100 %, respectivement.

L’analyse de la variance révele un effet significatif de I’AS sur La teneur moyenne en
catharanthine (TC) et en ajmalicine (TA) des lignées racinaires sélectionnées (Annexe 4). Le
test de Tukey (au seuil a = 5%) realisé sur le contenu alcaloidique de chaque lignée racinaire

montre:

v Pour la lignée LP10: 7 groupes homogenes pour la TA et 6 groupes homogénes pour la
TC;
v" Pour la lignée LP21: 6 groupes homogenes pour la TA et la TC;

v' Pour la lignée L54: 4 groupes homogenes pour la TA et 7 groupes homogeénes pour la TC;

Selon le tableau 10, la TA la plus élevée est obtenue avec la lignée LP10 (493,65 mg /
100 g M.S) traitée par 10° M d’AS pendant 24 heures. Un niveau d’amélioration de 52,66 %,
par rapport au témoin est alors enregistré. Quand au TC la plus élevee est, également,
enregistrée par la lignée LP10 (568,29 mg / 100 g M.S) aprés 48 heures de traitement par 10

M d’AS, soit une amélioration de 57,22 % par rapport au témoin.

Cependant, les niveaux d’améliorations les plus intéressants de la TA et la TC, en
fonction de la lignée ; de la concentration d’AS et du temps d’¢élicitation, sont enregistrés pour
la lignée L54 aprés 48 heures de contact avec 10 M d’AS, avec des taux d’amélioration de
60,96 % et de 171,83 % pour la TA et la TC, respectivement. De méme pour la lignée LP21,
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le meilleur niveau d’amélioration est remarqué pour la concentration d’AS de 10™ M et un
temps de contact de 48 heures avec des taux d’amélioration respectifs, de 43,20 et 83,87 %
pour laTAetlaTC.

v Tableau 10. Effet de I’¢élicitation par I’AS sur la biomasse et la TA et la TC des CRs.

Lignée TE C dI’AS PdS TAPdS TALs (mg/100g M.S) TAALs (%)
(Heures) (M) (9) (%) TA TC TA TC
T 0 0,12+0,01 - 323,35+16° 361,45+11° - -
10° 0,13+0,02 8,33 493,65+10" 356,31+9,5P 52,67  -1,42
Y 10* 0,15+0,04 25,00 219,76+14° 341,41+23F -32,04 554
10° 0,31+0,02 158,33  260,37+12F 489,74+12° -19,48 35,49
LP10 10° 0,43+0,01 258,33  251,6346,7" 281,44+19° 2218  -22,14
10° 0,10+0,03 -16,67 373,30+21° 544,51+13° 15,45 50,65
18 10" 0,12+0,06 0,00 454,44+118 568,29+174 40,54 57,23
10° 0,13+0,02 8,33 309,35+22F 389,86+10° -4,33 7,86
10° 0,15+0,05 25,00 330,71+8,8° 376,37+22° 2,28 4,13
T 0 0,09+0,04 - 266,35+13° 279,81+14 5P - -
10° 0,10+0,02 11,11 285,65+9° 32350+105° 7,25 15,61
o4 10 0,11+0,04 22,22 223,67+18F 238,53+15F 216,02 -14,75
10° 0,17+0,04 88,89 240,50+14F 204,44+10F 9,71 -26,94
LP21 10° 0,20+0,01 12222  231,67+19F 197,48+12° 213,02 -29,42
10° 0,08+0,02 -11,11 291,73+14° 490,23+12° 9,53 75,20
18 10* 0,09+0,03 0,00 381,42+21° 514,50+9" 43,20 83,87
10° 0,10+0,03 11,11 254 53+9PF 285,22+8° -4,44 1,93
10° 0,10+0,01 11,11 24553+15°F  287,28+115°  -7,82 2,67
T 0 0,13+0,04 - 244 47+13° 136,61+20° - -
10° 0,11+0,02 -15,38 323,49+11° 185,66+8,5% 32,32 35,91
y 10* 0,12+0,01 -7,69 209,46+12° 162,51+137 -14,32 18,96
10° 0,21+0,01 61,54 210,35+10° 183,56+9,5F -13,96 34,37
L54 10° 0,26+0,06 100,00  244,55+14° 252,33+13¢ 0,03 84,71
10° 0,11+0,02 -15,38 341,73+18° 303,53+13° 39,78 122,19
48 10* 0,11+0,03 -15,38 393,52+214 371,36+114 60,97 171,84
10° 0,15+0,02 15,38 248,58+17¢ 214,40+9,3° 1,68 56,94
10° 0,14+0,04 7,69 251,69+20¢ 225,61+14° 2,95 65,15

TE: Temps d’élicitation; C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPdS: Amélioration du poids sec; TALs: Teneur en alcaloides; TAALS :
Amélioration en alcaloides ; T:Témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.

84



Résultats et interprétations

3.1.2 Elicitation par le sel CaCl,

Le tableau 11 regroupe les résultats obtenus apres I’élicitation des trois lignées
racinaires sélectionnées, avec le sel (CaCl,) pendant 24 et 48 heures. Une Iégére hausse des
poids secs des CRs élicitées est enregistrée, par rapport aux témoins correspondants, pour les
lignées traitées par 3 mM de CaCl, pendant 24 heures. Les poids secs les plus élevés, par
lignée, sont de 0,16, 0,12 et 0,17 g obtenus respectivement avec LP10, LP21 et L54, alors que
les témoins sont de 0,12, 0,09 et 0,13 g, respectivement. Cependant, des pertes du poids sec
des CRs de 33,33 et 30 % sont enregistrées, respectivement pour LP10, LP21 et L54 apres un
traitement avec 3 mM de CaCl,, pendant 24 heures.

Par ailleurs, I’analyse de la variance révele un effet significatif de CaCl, sur la teneur en
ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC) des CRs (Annexe 4). Le test de Tukey (au seuil o =
5%), réalisé sur la TA et la TC de chaque lignée racinaire révéle:

v Pour la lignée LP10: 6 groupes homogenes pour la TA et 5 groupes homogenes pour
laTC;

v Pour la lignée LP21: 6 groupes homogenes pour la TA et 4 groupes homogenes pour
laTC;

v Pour la lignée L54: 5 groupes homogenes pour la TA et 3 groupes homogeénes pour la
TC;

Le groupe le plus intéressant pour la TA est formé par la lignée LP10 élicitée avec 3 mM
de CaCl, pendant 48 heures avec une teneur est de 435,65 mg / 100 g M.S. En outre, le
meilleur groupe pour la TC est obtenu par la lignée LP10 élicitée avec 10 mM de CaCl,

pendant 24 heures avec une teneur de 435,36 mg / 100 g M.S.

D’autre part, la meilleure évolution de la TA et de la TC est enregistrée par la lignée L54
aprés un traitement avec 3 mM de CaCl, et un temps de contact de 48 heures. Les niveaux
d’amélioration de la TA et de la TC sont de 39,36 % et de 99,50 %, respectivement, par

rapport aux témoins.
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v’ Tableau 11. Effet de I’¢élicitation par CaCl, sur la biomasse et la TA et la TC des CRs.

Cde TALs (mg/100g M.S) TAALs (%)
Lignee  1E CaCl, Pds(g) | VOS
(Heures) (mM) (%) TA TC TA TC
T 0 0,12+0,01 - 323,35+16°  361,45+11° - -
3 0,16+0,06 33,33 412744135 363,55+7° 27,64 0,58
24 5 0,13+0,02 8,33 341,28+14°  371,42+#10%¢ 555 2,76
LP10 10 0,11+0,02 -8,33 259,18+20°  435,36+19"  -19,85 20,45
3 0,11+0,04 -8,33 435,65+6"  386,46+5° 3473 6,92
48 5 0,09+0,01  -25,00 217,53+11F  281,42+416°  -32,73 -22,14
10 0,08+0,01 -33,33 183,48+17°  24745+20%  -43,26 -31,54
T 0 0,09+0,04 - 266,35+13F  279,81+14° - -
3 0,12+0,02 33,33 34553+17"  263,51+5° 29,73 -5,83
24 5 0,10+0,02 11,11 180,33+15°  286,76+9° -32,30 2,48
LP21 10 0,09+0,01 0,00 21526+7¢  362,42+12"%  -19,18 29,52
3 0,08+0,05 -11,11 270,49+17%  28544+15° 155 2,01
48 5 0,0740,02  -22,22 120,31+22%  262,70+9° 54,83 -6,11
10 0,05+0,03 -44,44 79,41+16°  249,21+14°  -70,19 -10,94
T 0 0,13+0,04 - 244,47+¢13°  136,61+20° - -
3 0,17+0,02 30,77 287,70+10° 193,36+16° 17,68 31,64
24 5 0,14+0,01 7,69 24356+21¢  202,49+13% 0,37 -0,67
L54 10 0,1240,01  -7,69 247,63+17°  259,26+20° 129 2,31
3 0,11+0,03 -15,38 340,71£10%  272,54+7° 39,37 70,45
48 5 0,10£0,02 -23,08 228,56+21°  187,49+13% 651  -11,65
10 0,09+0,02 -30,77 198,70+27%  146,38+13°  -18,72 -33,50

TE: Temps d’élicitation; C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPdS: Amélioration du poids sec; TALs: Teneur en alcaloides; TAALSs :
Amélioration en alcaloides ; T:Témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.

3.1.3 Elicitation combinée par CaCl,etI’AS

D’apres le tableau 12, les poids secs des CRs, d’une maniére générale, sont légerement
plus faibles que les témoins. Les poids secs les plus élevés, par lignée, sont de 0,21, 0,15 et
0,18 g obtenus respectivement avec LP10, LP21 et L54, apres 24 heures de traitement avec
10° M d’AS et 3 mM de CaCly, soit des gains de 75 %, 66,66 % et 38,46 % par rapport aux
témoins correspondants. Cependant, des pertes du poids sec des CRs de 41,64, 22,22 et 30,77
% sont enregistrées, respectivement pour LP10, LP21 et L54 aprés un traitement avec 10° M
d’AS et 3 mM de CaCl,, pendant 48 heures.

Par ailleurs, I’analyse de la variance révele un effet significatif (Annexe 4) des
traitements sur la TA et la TC des CRs. Le test de Tukey (au seuil o = 5%) réalisé sur le

contenu alcaloidique de chaque lignée racinaire révele:
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v Pour la lignée LP10: 7 groupes homogenes pour la TA et 5 groupes homogénes pour la
TC.

v Pour la lignée LP21: 6 groupes homogenes pour la TA et 5 groupes homogénes pour la
TC.

v Pour la lignée L54: 7 groupes homogenes pour la TA et la TC.

La TA la plus élevée est obtenue avec la lignée LP10 (590,29 mg / 100 g M.S), aprés un
traitement combiné avec 10° M d’AS et 3 mM de CaCl, pendant 24 heures. De plus, le niveau
d’amélioration le plus intéressant de la TA est enregistré avec la méme modalité précédente qui

est supérieur au témoin de 82,55 %.

D’autre part, la TC la plus élevée est enregistrée également pour la méme lignée LP10
(597,44 mg / 100 g M.S) aprés 48 heures d’¢licitation avec 10° M d’AS et 3 mM de CaCl,.
Seulement, le niveau d’amélioration le plus intéressant de TC est enregistré pour la lignée L54
avec un taux de 175,11 % aprés une élicitation de 24 heures par 10° M d’AS et 3 mM de
CaCl,. De méme pour la lignée LP21, une amélioration de TC de 83,82 % est enregistréee en

appliquant le méme traitement précédent.
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v Tableau 12. Effet de I’¢élicitation combinée par CaCl, (3 mM) et I’AS sur la biomasse et la
TAetla TC des CRs.

Lignée TE C d’AS PdS TAPdS TALs (mg/100g M.S) TAALs (%)
(Heures) (M) (9) (%) TA TC TA TC

T 0 0,12+0,01 - 323,35+16F  361,45+11° - -

K 0,09+0,02 -25,00  590,29+17% 597,44+10% 82,55 65,29

o4 10-‘5‘ 0,11+0,04 8,33 409,29110; 386,291152 26,58 6,87

10° 0,15+0,02 2500  454,68+10% 382,17+10% 40,62 5,73

LP10 10 0,21+0,01 75,00 406,67+16°  346,13+12° 2577 -4,24
10° 0,07+0,03 41,67  240,29+7" 302,56+14F  -25,69 -16,29
48 10" 0,09+0,06 225,00  22893+11°  322,69+13°  -29,20 -10,72
10° 0,11+0,02 -8,33 364,81+10°  313,74+8°F 12,82 -13,20

10° 0,13+0,05 8,33 377,84+16°  348,96+13° 16,85 -3,46

P21 T 0 0,09+0,04 - 266,35+13F  279,81+14° - -
24 10° 0,09+0,02 0,00 378,50+13" 51436+14" 42,11 83,82

10" 0,11+0,04 22,22 319,54+11¢  289,45+9° 19,97 3,45
10° 0,13+0,04 44,44 303,5846,5° 228,62+14° 13,98 -18,29
10°® 0,15+0,01 66,67 326,77+12%  21754+115F 22,68 -22,25
10° 0,07+0,02 222,22 25597+10° 230,98+10° -3,90 17,45
18 10 0,08+0,03 211,11 263,83+11F  221,36+14F  -0,95 -20,89

10° 0,09+0,03 0,00 266,26+25F  286,96+10°  -0,03 2,56

10° 0,09+0,01 0,00 336,77+128  32265+7® 26,44 15,31

L54 T 0 0,13+0,04 - 244, 47+13F  136,61+20° - -
24 10° 0,10+0,02 -23,08  432,76+15"  375,83+15"% 77,02 175,11
10" 0,12+0,01 -7,69 386,34+20%  318,51+9,8% 58,03 133,15

10° 0,13+0,01 0,00 418,29+10"  260,18+16° 71,10 90,45

10 0,18+0,06 38,46  372,30+16%  214,39+12F 52,29 56,94

10° 0,09+0,02 -30,77  200,11+8" 195,24+5" -18,15 42,92

48 10* 0,11+0,03 -15,38  283,61+6°  208,56+85F 16,01 52,67
10° 0,12+0,02 -7,69 299,33+12°  290,88+8,6° 22,44 112,93
10° 0,11+0,04 -15,38  311,84+5°  322,36+12 27,56 135,97

TE: Temps d’élicitation; C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPdS: Amélioration du poids sec; TALs: Teneur en alcaloides; TAALSs :
Amélioration en alcaloides ; T:Témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.

3.1.4 Elicitation par des agents a effet épigenétique
3.1.4.1 Elicitation par I’5-Azacytidine

L’addition de la 5-Azacytidine (5- AC) au début de la culture, affecte probablement
I’expression des genes en inhibant la méthylation de I’ADN dans la chromatine. Cela peut

avoir un impact sur le taux de I’accumulation de biomasse et de la production des alcaloides.
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L’analyse de la variance révele un effet significatif de la 5-AC sur la TA et la TC des
CRs (Annexe 4). Le test de Tukey (au seuil a = 5%), réalis¢ sur le contenue de I’ajmalicine et
la catharanthine de chaque lignée sélectionnées de CRs montre:

v 5 groupes homogénes pour la TA et la TC, pour la lignée LP10.
v 3 groupes homogenes pour la TA et 6 groupes homogénes pour la TC, pour la lignée
LP21.

v 5 groupes homogénes pour la TA et 3 groupes homogénes pour la TC, pour la lignée L54.
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LP21

L54

C: Concentration; PdS : Poids sec, TAPdS: Taux d’amélioration du poids sec; TALs: Teneur en alcaloides ; TAALs: Taux
d’amélioration en alcaloides ; T: témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.

3.1.4.2 Elicitation par la trichostatine

Tout comme la 5-Azacytidine, la trichostatine (TSA) provoque des modifications sur
I’expression des geénes en augmentant 1’acétylation des histones dans la chromatine. De ce
fait, il est fort possible d’avoir un changement dans 1’accumulation de la biomasse et la

production des alcaloides.

Selon les résultats obtenus (Tableau 14), il est clair que les teneurs en ajmalicine (TA) et

en catharanthine (TC) sont plus élevées par rapport aux témoins. L’analyse de la variance
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révele un effet significatif de la TSA sur la TA et la TC des CRs (Annexe 4). Le test de Tukey

(au seuil a = 5 %), realisé sur le contenu alcaloidique, révele:

v 5 groupes homogénes pour la TA et la TC chez la lignée LP10.
v’ 4 groupes homogeénes pour la TA et 5 groupes homogeénes pour la TC chez la lignée LP21.
v 5 groupes homogénes pour la TA et 4 groupes homogenes pour la TC chez la lignée L54.

C: Concentration; PdS : Poids sec, TAPdS: Taux d’amélioration du poids sec; TALs: Teneur en alcaloides; TAALS: Taux
d’amélioration en alcaloides ; T: témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.
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3.2 Effet de I’élicitation des Pousses

3. 2.1 Elicitation par ’acide salicylique

Le tableau 15 regroupe les résultats obtenus apres élicitation des Pousses avec
différentes concentrations d’AS (102,10 10° et 10° M) et un temps d’élicitation de 24
heures. Concernant la biomasse, nous avons enregistré une légere augmentation des poids sec
au niveau des Ps traités par rapport aux témoins, surtout avec la concentration de 10° M d’AS
ou le poids sec passe de 0,76 g (témoin) a 0,86 g, soit une hausse de 13 %.

Par ailleurs, I’analyse de la variance révéle un effet significatif de I’AS sur les teneurs
en ajmalicine (TA), en catharanthine (TC) et en vindoline (TV) des Pousses (Annexe 4). Le
test de Tukey (au seuil o = 5%) realisé sur le contenu alcaloidique des Ps révele 3 groupes
homogeénes pour la TA ainsi pour la TC, et 5 groupes homogénes pour la TV. Les groupes les
plus intéressants pour la TA et TC sont formé par les Ps élicitées par 10° M d’AS avec des
teneurs de 238,61 et 221,87 mg / 100 g M.S, respectivement, soit une amélioration de 81,70
% et 110,32 %, respectivement, par rapport aux témoins. Par contre, pour la TV le groupe le
plus intéressant est formé par les Ps élicitées par 10° M d’AS, avec une teneur de 346,44 mg /

100 g M.S, soit une amélioration de 53,55 % par rapport au témoin.

v Tableau 15. Effet de I’¢élicitation par I’AS sur la biomasse et la TA, TC et TV des Ps.

Cdel'AS 4o © TAPdS TALs (mg/100 g M.S) TAALs (%)

(M) (%) TA TC TV TA TC TV
T (0) 0,76+0,05 131,32+10° 105,49+14,2°  225,61+13°

10° 0,72+0,06 -526  101,35+12° 91,90+6,4° 218,51+14F -22,82 -12,88 -3,15
10* 0,74£0,05 -2,63  98,00+7° 110,60+135°  24343+135° -2537 4,84 7,90
10° 0,86+0,03 13,16 129,58+57®  167,50+9,3%  346,44+10" -1,33 58,78 53,56
10°° 0,82+0,08 7,89 238,61+10,5" 221,87+11,7%  312,34+12°% 81,70 110,32 38,44

C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPS : Taux d’amélioration du poids sec ; TALs : Teneur en alcaloides ; TAALS: Taux d’amélioration
en alcaloides; T: Témoin ; TA : Teneur en ajmalicine; TC: Teneur en catharanthine; TV : Teneur en Vindoline.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.
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3.2.2 Elicitation par CaCl,

Le tableau 16 représente les résultats obtenus aprés 1’élicitation des Ps avec différentes
concentrations de CaCl, (3, 5 et 10 mM) pendant 24 heures. Les poids secs des Ps élicitées
sont légérement supérieurs par rapport aux témoins. Le poids sec le plus élevé est de 0,85 g

obtenus apres le traitement de 24 heures avec 5 mM de CaCl,, soit 11,84 % d’augmentation.

Pour les teneurs en alcaloides, I’analyse de la variance révéle un effet significatif
(Annexe 4) des traitements sur la TA, la TC et la TV des Ps élicités. Le test de Tukey (au
seuil o =5 %) réalisé sur le contenu alcaloidique des Ps, montre 3 groupes homogenes pour la
TA et la TC, et 4 groupes homogénes pour la TV. Les teneurs les plus intéressantes en
ajmalicine, catharanthine et en vindoline sont notées par les Ps traités par 5 mM de CacCl,,
avec 244,74, 128,54 et 435,53 mg / 100 g M.S, soit une amélioration de 86,37 %, 21,85 % et

93,05 %, respectivement.

v Tableau 16. Effet de I’¢élicitation par CaCl, sur la biomasse et la TA, TC et TV des Ps.

CduCaCl, pyq @ TAPdS TALs(mg/ 100g M.S) TAALs (%)

(mM) (%) TA TC TV TA TC TV
T(0) 0,76+0,05 - 131,32+10° 105,49+14,2%  22561+13° - - -

3 0,78+0,03 2,63  177,49+12F 102,85+15,7°  18537+10° 3516 -250 -17,84
5 0,85+0,01 11,84  24474+9" 128,54+13,8%  43553+127% 86,37 21,85 93,05
10 0,76£0,01 0,00  167,42+135° 91 45+84° 304,57+11° 27,49 -1331 3500

C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPdS : Taux d’amélioration du poids sec ; TALs : Teneur en alcaloides ; TAALS : Taux d’amélioration
en alcaloides; T: Ttémoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine; TV : Teneur en Vindoline.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.

3.2.3 Elicitation combinée par CaCl, et ’AS

Aprés D’élicitation combinée des Ps, de légeres baisses de biomasse (4 %) sont
enregistrées aprés un traitement de 5 mM de CaCl, et 10° M d’AS. Cependant, une
amélioration de 20 % du poids sec est enregistrée avec les Ps traitées avec 5 mM de CaCl, et
10° M d’AS.
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L’analyse de la variance révele un effet significatif (Annexe 4) de I’élicitation par les
différentes concentrations d’AS combinées avec 5 mM de CaCl, sur les teneurs en ajmalicine,
catharanthine et vindoline des Ps élicités. Le test de Tukey (au seuil a =5 %) réalisé sur le
contenu alcaloidique des Ps, révele 3 groupes homogeénes pour la TA, 4 groupes homogeénes
pour la TC et 5 groupes homogenes pour la TV. L’¢élicitation combinée des Ps avec I’AS et le
CaCl, a donné des résultats plus intéressants que 1’élicitation séparée avec ’'une des deux
molécules (AS et CaCl,), et plus spécialement pour la TC et la TV des Ps traitées avec une
combinaison de 5mM de CaCl, et de 10° M d’AS, avec des teneurs de 244,51 et 527,50 mg /
100 g de M.S, soit une amélioration de 131,79 % et 133,81 % (Tableau 17), respectivement,

par rapport aux témoins.

v Tableau 17. Effet de I’¢élicitation combinée par CaCl, (5 mM) et ’AS sur la biomasse et la
TA, TCet TV des Ps.

Cdel’AS PdS(g) TAPdS TALs (mg /100 g M.S) TAALs (%)
(M) (%) TA TC TV TA TC TV
T(0) 0,76+0,05 - 131,32+10° 105,49+14,2°  22561+13F - - -

10° 0,73+0,03 -3,95  156,45+11° 152,56+11,6° 403,59+132C¢ 19,14 44,62 78,89
10* 0,76£0,05 0,00 116,93+13,2°  162,55+20,5° 347,53+124° -10,96 54,09 54,04
10° 0,91+0,01 19,74  180,73+14,5" 24451+159" 527,50+13,6" 37,63 131,79 133,81
10°° 0,86+0,02 13,16  151,67+11,4% 215,75+12,85  439,90+15,7® 15,50 104,52 94,98

C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPdS : Taux d’amélioration du poids sec ; TALS : Teneur en alcaloides ; TAALS: Taux d’amélioration
en alcaloides; T: Témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine; TV: Teneur en Vindoline.
Lettres en exposant représentent les groupes homogenes statistiquement différents.

3.2.4 Elicitation par I’agent épigénétique: la 5-Azacytidine

L’analyse de la variance montre un effet significatif de la 5-AC sur la TA, la TC et la
TV. Le test de Tukey (au seuil a =5 %) réalisé sur le contenu des trois alcaloides dans les Ps,

montre 4 groupes homogeénes pour la TA et la TV, et 3 groupes homogenes pour la TC. Les
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v’ Tableau 18. Effet de I’élicitation par I’5-Azacytidine sur la biomasse et la TA, TC et TV
des Ps.

C: Concentration ; PdS : Poids sec, TAPS : Taux d’amélioration du poids sec ; TALSs : Teneur en alcaloides; TAALSs: Taux d’amélioration
en alcaloides; T : Témoin ; TA : Teneur en ajmalicine ; TC : Teneur en catharanthine; TV : Teneur en Vindoline.
Lettres en exposant représentent les groupes homogénes statistiquement différents.
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Discussion des résultats

1 Etablissement du matériel végétale

L’obtention du matériel végétale, a partir de la germination des graines, constitue une étape
primordiale dans [’établissement des cultures in-vitro afin de produire les métabolites

secondaires.

Nos résultats de germination, montrent que les graines de C. roseus trempées dans 1’eau
distillée pendant 48 heures donnent le taux le plus élevé de germination (> 90 %), par rapport
aux graines non imbibées (< 10 %), ce qui représente une amélioration de la germination de
I’ordre de 1300 %. Par conséquence, la germination des graines de C. roseus ne nécessite qu’un

simple trempage dans 1’eau distillée pour avoir une germination rapide et a un pourcentage élevé.

Les graines qui présentent une inhibition tégumentaire nécessitent généralement une
scarification pour 1’obtention d’un grand taux de germination (Reisman-Berman et al., 1991;
Tieu and Egerton-Warburton 2000; Abdul Jaleel et al., 2007; Loddo et al., 2013). Cela ne
semble pas étre le cas pour nos graines de C. roseus. Abdul Jaleel et al. (2007) notent un taux de
germination de 60% aprés une imbibition de 5 jours, des graines de C. roseus dans 1’eau distillée.
De méme, Pandey et al. (2007) indiquent que I’imbibition des graines de C. roseus, pendant 12
heures dans 1’eau distillée, est essentielle pour améliorer le taux de germination, en entrainant

une augmentation de 50% par rapport aux graines non imbibées. Cela rejoint nos résultats.

Par ailleurs, les vitrosemis permettent de produire a partir de différents types d’explants
(feuilles, tiges, racines, bourgeons ...), divers tissus non différenciés et différenciés tels que les
cals, les suspensions cellulaires, les pousses, les chevelus racinaires. L’ensemble des ces tissus
permettent a leurs tours d’étudier et d’améliorer le rendement en biomasse et en métabolites
secondaires (Mujib et al., 2012).

En effet, un grand intérét a été accordé a la culture in vitro des pousses et des chevelus
racinaires pour la production des métabolites secondaires. Ces deux modeles de culture on été,
largement, adoptés par de nombreux chercheurs en raison de leur rythme de croissance rapide
ainsi que pour leur profil des métabolites secondaires qui est conforme a celui de la plante
entiére (Pati et al., 2010; Sivanandhan et al., 2012; Verma et al., 2012; Makhzoum et al., 2013)
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Pour toutes ces raisons, nous avons choisi dans le cadre du présent travail, ces deux

modeles afin d’optimiser la production en alcaloides indoliques terpéniques (AITs) de C. roseus.

Par ailleurs, I’établissement de la culture des pousses requiert la présence de cytokinine
dans le milieu de culture. Dans notre cas, nous avons enregistré un taux élevée d’induction de
bourgeons axillaires de 91,66 % sur les explants de C. roseus, aprés 3 semaines de culture, sur le
milieu MS semi-solide additionnée de 2 mg / L de BAP. Hernandez-Dominguez et al. (2006) ont
enregistré un taux d’induction de bourgeons axillaires de C. roseus de 89 % avec une
concentration de 1 mg / L de BAP, aprés 3 semaines de culture. Avec la méme espece, Pati et al.
(2010) ont trouvé un taux d’induction de bourgeons axillaires de 85 % sur le milieu MS
additionné de 5 mg / L de BAP. L’effet bénéfique de la BAP sur la formation et la prolifération
des pousses a éte expliqué selon Mok and Mok, (2001) par le contréle de la division cellulaire, le

développement des bourgeons axillaires, I’initiation et la croissance des pousses.

Concernant 1’établissement des racines génetiqguement transformées, plusieurs recherches
(Camilleri, 1991, Batra et al., 2004, Tao and Li, 2006, Tiwari et al., 2008, Chandra, 2012)
soulignent la présence de plusieurs facteurs pour assurer une transformation efficace, ces facteurs
sont : le génotype végetal; la souche bactérienne, I’explant, la période de co-culture, etc... En
effet, les souches a agropine d’A. rhizogenes (A4 et AR15834), sont les plus virulentes pour
I'induction des CRs (Chandra, 2012, Roychowdhury et al., 2013). L'explant, doit renfermer un
tissu méristématique pour entrainer une transformation rapide (Makhzoum et al., 2013). Par
ailleurs, les périodes de co-culture longues, assurent la transformation rapide des cellules
infectées par les bactéries, ce qui permet un gain de temps considérable pour produire les

chevelues racinaires (CRs) (Rai et al., 2012)

Nos recherches confirment I’effet de ces facteurs sur 1’induction des CRs. En effet, la
fréquence de transformation la plus élevée (100 %) est obtenue sur des bourgeons du cultivar
« blush Cooler » inoculés pendant 3 jours avec I’A. rhizogenes « AR15834 ». L’efficacité de
transformation, par I’A. rhizogenes, peut étre expliquée par deux éléments: ’hypervirulence de la
souche AR15834 qui a été utilisée avec succeés pour transformer genétiquement des especes
végetales récalcitrantes tels que Ginkgo biloba (Ayadi and Trémouillaux-Guiller, 2003). Aussi,
la présence des cellules méristématiques dans les bourgeons peut favoriser la transformation
rapide grace a leur compétence pour le transfert des genes bactériens (Pefa et al., 2004). Cela a
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été approuvé par plusieurs travaux (Park et al., 1996; Li et al,. 2000; Pefia et al., 2004; Sticklen
and Oraby, 2005; Nakajima et al., 2013) sur de nombreuses autres especes végétales tres
difficiles a transformer génétiquement comme les arbres, les arbustes et les céréales (le mais, le

millet, le blé, le riz, ’orge, I’avoine, le sorgho, le mais, le lupin jaune et le prunier).

Chez C. roseus, de nombreux essais, de transformation par I’A. rhizogenes ont été
effectuées seulement sur des hypocotyles et des feuilles (Toivonen et al., 1989; Toivonen et al.,
1990; Choi et al., 2004; Leduc et al., 2006; Guillon et al, 2008; Makhzoum et al., 2013; Zhao et
al., 2013). En outre, Guillon et al. (2008) et Batra et al. (2004) ont obtenu des taux d’inductions
de CRs de 35 et 52 %, respectivement, sur des explants de feuilles de C. roseus inoculés avec
I’A. rhizogenes pendant deux jours. Ces taux d’induction sont, nettement, inférieures aux notre,
qui sont de 100 et 91 % obtenus sur des explants bourgeons des cultivars « Cooler blush et

Cooler lilac », respectivement, aprées une inoculation de 3 jours avec les souches d’A. rhizogenes.

En effet, parmi les 1229 lignées de CRs induites pour nos deux cultivars, dix lignées
performantes ont été sélectionnées pour leur bonne croissance de la biomasse et leur degre éleve
de ramification sur le milieu semi-solide B5 dilué au 2. Nos lignées racinaires ont montré une
grande variabilité dans leur morphologie et leur mode de croissance. Cela peut étre expliqué par
le fait que chaque lignée racinaire est issu d'un événement de transformation unique (Batra et al.,
2004). la variation genétique dans les lignées de CRs pourrait, quant a elle, étre due aux
différents modes d'expression des génes de I’ADN-T en fonction du site d'intégration ; du

nombre de copies et le sens de leur insertion dans le génome de la plante (Chandra, 2012).

Les trois lignées les plus performantes retenues (L54, LP10 et LP21), dans le cadre de la
présente these, sont sélectionnées sur la base de leur capacité d'adaptation sur un milieu liquide
ainsi pour leur forte production de biomasse. Ces trois lignées, ont montré une bonne production
de biomasse par rapport au témoin, apres 20 jours de culture sur milieu liquide soit : 21,03, 24,48
et 14,10 fois, respectivement. D'autres études sur C. roseus, ont stipulé que la croissance des CRs
dans un milieu liquide augmente de 20 fois en 30 jours, par rapport aux inoculum initiaux (Ciau-
Uitz et al., 1994). Le potentiel de production de biomasse dépend de la lignée de CRs et de son
adaptation dans le milieu liquide (Toivonen et al., 1989; Hughes et al., 2004). En effet, Taneja et

al. (2010) ont également suggéré que la variation du taux de croissance des lignées de CRs est
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largement influencée par le site d'intégration de I'ADN-T au niveau de certains locus du génome

de la cellule héte.

2 Croissance des tissus et teneurs en Al Ts

2.1 Dans les pousses

L’introduction d'un systéme de culture liquide pour la micropropagation in-vitro permet
une augmentation de I'échelle de production et une réduction des codts (Sandal et al., 2001).
Bien qu'il existe quelques travaux sur la micropropagation in-vitro de C. roseus (Hirata et al.,
1987; Hernadndez-Dominguez et al., 2004; Pietrosiuk et al., 2007; Mustafa et al., 2009; Pati et
al., 2010; Verma et al., 2012), il n'y a pas eu d'études menées sur I'évaluation globale du
potentiel d'un systeme de culture liquide pour une micropropagation in-vitro a grande échelle. De
plus, aucune information n’est disponible sur l'effet d'un systéme de culture liquide sur

I'accumulation des alcaloides chez cette espece.

En outre, la littérature indique que les constituants pharmacologiques actifs, la vinblastine
et la vincristine, sont produits en petites quantités par la plante (Noble, 1990), et il y a un besoin
urgent de développer des stratégies pour une production constante au niveau du matériel végétal

en qualité améliorée et a grande échelle.

Pour relever ces défis, le présent travail se propose d’étudier la cinétique de croissance des
pousses de C. roseus sur un milieu liquide pendant un cycle de culture de 34 jours, afin d’évaluer

I’évolution de la biomasse et ’accumulation des AITS.

Au début du cycle de culture I’évolution de la biomasse est lente, ce qui serait dd a la
lenteur des divisions cellulaires des tissus méristématiques (Sandal et al., 2001). A partir du
18°™ jour de culture, I’évolution de la biomasse s’accélére jusqu’ au 22°™ jour, ol un pic
d’accumulation du poids sec est enregistré (1,96 g). Plusieurs travaux qualifient cette étape
d’évolution de phase exponentielle de croissance par une forte et rapide accumulation de
biomasse (Ciau-Uitz et al., 1994; Sandal et al., 2001; Kawiak et al., 2003; Sivanandhan et al.,
2012).
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Cette amélioration de biomasse serait due a 1’¢longation et la différenciation des méristémes
dans les bourgeons ce qui augmente le poids sec des pousses. Lorsque le milieu liquide
s’appauvrit en nutriments et en régulateurs de croissance, il conduit inéluctablement vers une
baisse d’accumulation de la biomasse. Cette phase se produit dans notre cas entre le 22°™ et le
26°™ jour de culture. La méme explication a été donnée par d’autres auteurs (Sandal et al., 2001;

Hernandez-Dominguez et al., 2004).

La culture des pousses in-vitro a été établie pour de nombreuses plantes médicinales, qui
ont montré une accumulation des métabolites secondaires d’un degré plus grand que celui des
plantes d’origine (Hirata et al., 1987; Woerdenbag et al., 1993; Sandal et al., 2001; Kawiak et
al., 2003; Mithila et al., 2003; Hernandez-Dominguez et al., 2006; Pati et al., 2010; Sivanandhan
et al., 2012). Les pousses de C. roseus semblent étre une source prometteuse pour la production
des AITs. Hirata et al. (1994) rapportent que le modele de production des AlTs dans les pousses
correspond qualitativement a celui des feuilles provenant des plantes natives, ou les pousses
accumulent la vindoline, la catharanthine et 1’ajmalicine mais avec des quantités plus élevées par
rapport a la plante meére. St-pierre et al. (1999) suggerent que la participation des racines dans la
synthése de la vindoline n’est pas nécessaire pour les tissus aériens. Cela peut étre expliqué par
le fait que la biosynthese de la vindoline est restreinte aux jeunes feuilles ou l'activité des
enzymes NMT (Guirimand et al., 2011), D4H (Pan et al., 2015) et DAT (St-Pierre et al., 1999)
est élevee (Vazquez-Flota et al., 2002).

Nos résultats montrent une accumulation importante de la vindoline dans les pousses, par
rapport a la catharanthine et 1’ajmalicine. L’accumulation maximale de la vindoline a été
observée au 22°™ jour du cycle de culture, avec une teneur de 230 mg / 100 g M.S. Cette teneur
en vindoline (TV) est largement supérieure a celle de la plante naturelle qui n’est que de 38 mg /
100 g M.S (Hirata et al., 1994), soit une amélioration de 505,26 %. Par ailleurs, Hernandez-
Dominguez et al.(2004) ont enregistré un pic d’accumulation de la vindoline, dans des pousses

de C. roseus, au 27°™ jour du cycle de culture, avec une teneur de 193 mg / 100 g M.S.

Quant & I’évolution de la catharanthine dans les pousses, elle montre un profil

d’accumulation similaire & celui de la vindoline, mais avec de valeurs plus faibles.

L’accumulation maximale de la catharanthine est enregistrée au 208me jour avec une teneur de
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112 mg / 100 g M.S. Cette teneur est plus élevée de 433,33 % par rapport a celle de plante
entiere (21 mg / 100 g M.S) (Hirata et al., 1994).

La similarité du profil de la vindoline avec celui de la catharanthine peut étre expliquée par
le fait que ces deux substances sont synthétisées a partir du méme précurseur « la
stemmadenine », qui est une molécule dérivée du précurseur principale des AlTs «la

strictosidine ».

D’autre part, le profil d’accumulation de 1’ajmalicine est différent de celui des deux
molécules précédentes avec un pic d’accumulation au 26°™ jour du cycle de culture et une teneur
de 169 mg / 100 M.S. Selon Hirata et al. (1994), le profil d’accumulation de 1’ajmalicine des
pousses de C. roseus est similaire & celui des feuilles provenant de la plante d’origine.
Seulement, la teneur en ajmalicine dans les pousses est plus élevée de 463,33 % par rapport a la
plante entiere (30 mg / 100 g M.S.). Toutefois, ces résultats restent en deca de nos résultats.

2.2 Dans les chevelus racinaires (CRs)

Les lignées racinaires transformées peuvent étre une source prometteuse pour une
production continue de métabolites secondaires. Cette production peut étre durable et constante
au fil des générations successives sans perte de leur stabilité biosynthétique (Giri and Narasu
2000). Les racines transformées de C. roseus, sont connues pour leur accumulation d’un grand
nombre d’alcaloides indoliques terpénique monomeres tels que la serpentine, I’ajmalicine, la

vindoline et la catharanthine (Guillon et al., 2008).

Afin d’étudier la cinétique de croissance des CRS, nous avons opté pour un systéeme de
culture liquide. Les trois lignées de CRs sélectionnées (LP10, LP21 et L54) ont montré presque
le méme profil d’accumulation de biomasse tout au long de leur cycle de culture (35 jours). Le
profil de croissance de biomasse est divisé en 5 phase : phase de latence; phase exponentielle
précoce, phase de chute, phase de reprise accélérée de la croissance (phase exponentielle

prolongée) et enfin la phase de déclin.

Selon Baiza et al. (1998), la phase de latence est déterminée par une faible augmentation
de la biomasse, qui est due au début du développement des racines latérales induites par les
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divisions cellulaires des zones des méristémes intercalaires. Alors que la phase de chute de
croissance peut étre expliquée par la nécrose de quelques chevelus racinaires (observés a I’ceil
nu), cela est déja signalé par plusieurs auteurs (Toivonen et al., 1990; Leduc et al., 2006; Mathur
et al., 2010). D’apres Baiza et al. (1998), pendant la phase de croissance exponentielle, les
cellules déja entrées en pleine activité mitotique s’allongent suite a I'absorption d'eau, expliquant
la forte croissance de la biomasse. Concernant notre étude, les pics d’accumulation de biomasse
enregistrés sont de 0,35, 0,24 et 0,1 g, respectivement pour les lignées LP10, L54 et LP21, ce qui
reflete une grande variation des réponses de nos 3 lignées. Taneja et al. (2010), suggeérent que la
variation du taux de croissance des lignées de CRs est largement influencée par le site
d'intégration de I'ADN-T a certains locus du génome de la cellule héte.

Finalement, la phase de déclin est caractérisée par un ralentissement de la vitesse de
croissance pour la lignée LP10 et / ou par une régression du poids sec comme pour les lignées
L54 et LP21. D’aprées Mathur et al. (2010), la biomasse n’évolue plus lorsque les racines
latérales ont la méme taille que les racines principales. En plus, les racines latérales ne se
ramifient plus. En outre, la régression de la biomasse est une conséquence de I'épuisement des

substances nutritives dans le milieu de culture (Harfi et al., 2013).

Dans la présente étude, les profils d’évolution d’ajmalicine et de catharanthine pour les
trois lignées seélectionnées changent quantitativement et qualitativement selon les lignées
racinaires sélectionnées. La variabilité genétique entre les lignées de CRs pourrait étre due aux
différents modes d'expression des génes de I’ADN-T Ri en fonction de leur lieu d'intégration;
leur nombre de copies et le sens de leur insertion dans le genome de la plante (Chandra, 2012),

mais aussi, aux influences génétiques du matériel végétal d’origine (Ruiz-May et al., 2008).

Les profils d'accumulation d’ajmalicine et de catharanthine des deux lignées LP10 et LP21
sont similaires, ou les pics d’accumulation, sont enregistrés au 29°™ et 32°™ jour,
respectivement. Cependant, les taux d’accumulation sont différents entre les deux lignées, la
LP10 montre des teneurs supérieures en ajmalicine et en catharanthine (386,13 et 430,71 mg/100
g M.S, respectivement). Ces pics d’accumulation coincident avec la fin de la phase exponentielle
de croissance prolongée des CRs. Ferreres et al. (2010), ont trouvé des résultats similaires, ou la
teneur en catharanthine (TC) et la teneur en ajmalicine (TA) maximale sont de 160 et 320 mg /

100 g M.S, respectivement, a la fin de la phase exponentielle de croissance des CRs. En
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revanche, d'autres équipes de recherche ont noté des niveaux optimaux d’accumulation en
ajmalicine et en catharanthine au début de la phase de déclin de croissance des CRs de C. roseus,
avec des TA et TC de 125 et 10 mg / 100 g M.S (Guillon et al., 2008) et de 70 et 10 mg / 100 g
M.S (Vézquez-Flota et al., 1994), respectivement.

La coincidence du pic de production en alcaloides est corrélée avec la phase de croissance
exponentielle de la biomasse des CRs. Cette relation a également été notée chez d'autres especes
végétales tel que Panax quinquefolium (Mathur et al., 2010), Datura sp.(Baiza et al., 1998),
Hyoscyamus niger (Zhang et al., 2007) et Scutellaria baicalensis (Tiwari et al., 2008; Zhang et
al., 2014), ou le plus haut niveau de production en métabolites secondaires est corrélé avec la
pleine activité mitotique correspondant a la phase exponentielle de croissance (Hirano and
Komamine 1994). Cependant, Harfi et al. (2013), ont rapporté une relation inverse pour les CRs
du Datura, chez lesquels la production maximale d'alcaloides coincide avec la phase de déclin de

croissance des CRs.

3 Effet de I’élicitation

3.1 Effet de I’élicitation des CRs

3.1.1 Elicitation par I’acide salicylique

L’acide salicylique est un simple acide phénolique, qui posséde une fonction hormonale. 11
est synthétis¢é a partir de 1’acide aminé phénylalanine ou chorismate en fonction de I’espece
vegétale, du stade de développement ou des conditions de croissance (Tounekti et al., 2013).
L’AS est connu comme étant une importante molécule de signalisation impliquée dans la
résistance systémique acquise (SAR : systemic acquired resistance) en réponse aux effets des
facteurs de stress abiotiques et biotiques (Ryals et al., 1996). Cette signalisation peut conduire a
I’activation des génes cibles ou a la biosyntheése des facteurs de transcription qui régulent les
genes codant les enzymes impliquées dans les voies de biosynthéses des métabolites recherchees
(Wang and Wu, 2013). Dans le cas de la C. roseus, I’AS peut étre impliqué dans la production
des métabolites secondaires dérivés de la voie chorismate (Mustafa et al., 2009), tels que le
tryptophane qui est connu comme précurseur de la biosynthese des alcaloides indoliques
(Ramani et al., 2013).
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D’une maniére générale, les éliciteurs sont classés comme des composes de signaux
extracellulaires (exogénes) et intracellulaires (endogenes) chez les cellules végétales, et peuvent
déclencher des réponses de résistance physiologique et morphologique chez les plantes et initier
I’accumulation de phytoalexine (Zhao et al., 2005). Certaines molécules, synthétisées par les
cellules végétales suite a une réponse contre un stress biotique et abiotique, telles que 1’AS,
I’acide jamonique (AJ), le méthyl jasmonate (MeJa) et I’oxyde nitrique (ON) (Creelman and
Mullet , 1995; Ryals et al., 1996; Tounekti et al., 2013; An and Mou, 2014) sont considérées et
utilisées comme éliciteurs endogenes et exogenes pour améliorer la production en alcaloides
ainsi que la biomasse chez différentes espéces (Catinot et al., 2008; el Jaber-Vazdekis et al.,
2008; Abbott et al., 2010; Khelifi et al., 2011; Schluttenhofer et al., 2014; Zhang et al., 2014). Y
compris I’espéce ,utilisée dans ce travail, la C. roseus (Rijhwani and Shanks, 1998; Zhao et al.,
2001; Lee-Parsons et al., 2004; Vazquez-Flota et al., 2009; Siddiqui et al., 2013).

a. Effet de I’élicitation par I’AS sur la biomasse

L’efficacité de I’effet de 1’éliciteur sur 1’accumulation de la biomasse et la production des
métabolites secondaires, dans les CRs, est basée sur deux critéres, le premier c’est la
concentration optimale de I’éliciteur; et le deuxieéme c’est le moment de son application durant
le cycle de culture (Wang and Wu, 2013). Selon Singh et al. (1994), la quantité ou la dose de
I'éliciteur nécessaire dépend de la biomasse des CRs. La justification de cet auteur est basee sur
I'nypothese selon laquelle les éliciteurs se lient a des récepteurs spécifiques sur les cellules
vegétales conformément a une cinétique de saturation et, a un équilibre entre les molécules
d’¢liciteurs liées et celles qui sont libres. Rijhwani and Shanks (1998), rapportent que les doses
optimales de I’¢liciteur appliquées sur les CRs de C. roseus varient entre 0,1 pM et 10° uM pour

les phytohormones et les molécules signales comme le MeJa et I’AS.

D’autre part, le moment de 1’application de I’éliciteur et ’age des CRs sont des facteurs
trés importants, qui influencent 1’accumulation de la biomasse et la production des métabolites
secondaires. De nombreuses recherches sur I’élicitation des CRs (Rijhwani and Shanks, 1998;
Zhang et al,. 2007; Ruiz-May et al., 2008; Amdoun et al., 2009; Goklany et al., 2009; Khelifi et
al., 2011; Harfi et al., 2015), affirment que I’addition de I’éliciteur au milieu ou a la fin de la
phase de croissance exponentielle est généralement la plus favorable, ce timing se situe
approximativement entre le 15°™ et le 30°™ jour du cycle de croissance des CRs. Alors qu’une
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élicitation précoce (pendant la phase de latence), peut arréter la croissance de la biomasse, et une
élicitation tardive (pendant la phase de déclin), ne permettrait pas d’avoir un contact suffisant

entre 1’¢liciteur et les cellules végétales.

En effet, beaucoup d’éliciteurs induisent une inhibition de la croissance de la biomasse
des CRs (Wang and Wu, 2013). Selon Jeong et al.(2005), I’¢licitation des CRs de Panex ginseng
avec 10° d’AS inhibe de 50 % la croissance par rapport au témoin. D’autre part, le traitement
des CRs de Cichorium intybus avec 10* d’AS ne montre aucun effet sur I’accumulation de la
biomasse (Malarz et al., 2007).

Par ailleurs, Rijhwani et Shanks (1998) montrent que 1’élicitation des CRs de C. roseus
avec le MeJa ne donne aucun effet significatif sur I’accumulation de la biomasse. Kang et al.
(2004), rapportent que le traitement des CRs de Scopolia parviflora avec I’AS ne présente pas
d’effet négatif sur leur croissance et n’induit pas leur brunissement comme c’est le cas avec le

Mela.

Cependant, le traitement des CRs de Datura stramonium avec 1 g / L de NaCl conduit a
I’augmentation de la biomasse de 62% (Khelifi et al., 2011). Par contre, Harfi et al., (2015)
enregistrent , avec la méme espece, une diminution de la biomasse de 42 % apres un traitement
de 48 heures avec 1 g/ L de KCI (Harfi et al., 2015).

Nos résultats montrent que I’élicitation, pendant 24 heures, avec une faible dose d’AS (10°®
M) augmente I’accumulation de la biomasse de 258,33 %, 122,22 % et de 100 % par rapport au
témoin, respectivement, pour les lignées LP10, LP 21 et L54. Cependant, I’élicitation avec des
concentrations un peu plus élevées d’AS (107 et 10* M) pendant 48 heures montre un effet
négatif sur ’accumulation de la biomasse induisant des pertes qui sont respectivement, de 16,67

%, 11 % et de 15 % pour les trois lignées LP10, LP 21 et L54.

Selon plusieurs recherches, le moment de I’application de I’éliciteur, durant le cycle de
culture, peut avoir un impact sur I’accumulation de la biomasse (Rijhwani and Shanks, 1998;
Wang and Wu, 2013). L’élicitation pendant la phase de latence ou bien au début de la phase
exponentielle de croissance inhibe 1’accumulation de la biomasse (Zhao et al., 2000; Kang et al.,

2004; Harfi et al., 2015). En outre, I’application des doses relativement fortes d’éliciteurs
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biotiques ou abiotiques, diminue la biomasse (Pitta-Alvarez et al., 2000). Nos résultats
confirment ces conclusions. En effet, I’application des faibles doses d’AS a la fin de la phase
exponentielle de croissance des CRs de C. roseus a montré un effet positif sur I’accumulation

de la biomasse.
b. Effet de I’élicitation par I’AS sur les teneurs en alcaloides

Le tableau 19 représente nos résultats les plus significatifs de I’effet de I’élicitation, des
CRs (pendant 24 et 48 heures) avec I’acide salicylique (AS), sur les teneurs en alcaloides. Ces
résultats sont comparés aux teneurs en I’ajmalicine (TA) et aux teneurs en catharanthine (TC)
des trois lignées non élicitées (le témoin expérimental: T1), aux TA et aux TC des CRs citées par
d’autres auteurs (témoins bibliographiques : T2), et aux TA et aux TC des plantes entieres
correspondantes (T3) rapportées également par d’autres auteurs (Hirata et al., 1987; Vazquez-
Flota et al., 2009).

En comparant nos meilleurs résultats avec les différents témoins, on constate que le taux
d’amélioration le plus élevé en TA et en TC par rapport aux témoins bibliographiques (T2) sont
respectivement de 298,40 % et de 601,59 %, obtenus avec la lignée LP10 apres élicitation avec la
concentration de 102 M (pendant 24 heures) et 10* M (pendant 48 heures) d’AS,
respectivement. D’autre part, les taux d’amélioration les plus élevés par rapport aux TA et TC de
la plante entiére (T3) sont respectivement de 1545,50 % et 2606,14 %, obtenus également avec

la méme lignée LP10 et avec les mémes concentrations d’AS.

Selon EI-Sayed and Verpoorte (2002), lorsque les cellules en suspension de C. roseus sont
traitées par 10° M d’AS pendant 48 heures, la teneur en ajmalicine obtenue est de 704,84 mg /
100 g M.S, soit une augmentation de 50% par rapport au témoin. De méme, Godoy- Hernandez
and Loyola Vargas (1997), montrent que I’addition de 5.10* M d’AS a la suspension cellulaire
fait augmenter le taux d’ajmalicine de 505 % par rapport au témoin. D’autre part, Pan et al.
(2010) ont noté une augmentation de 42 % du contenu en catharanthine dans les vitrosemis de C.

roseus, aprés un traitement de 24 heures avec 10 M d’AS.
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Cependant, Vazquez-Flota et al. (2009), rapportent que 1’¢licitation des lignées de CRs de
C. roseus avec 10° M d’AS, pendant 12, 24 et 48 heures, ne produit aucun effet significatif sur

I’accumulation en ajmalicine et en catharanthine.

Par ailleurs, la teneur en alcaloides des racines non transgéniques des plantes de C. roseus
agées de deux mois, augmente de 880 % (4,4 mg/ 100 g de M.S), par rapport au témoin, apres un
traitement avec 5.10° M d’AS (Misra et al., 2014).

D’autre ¢liciteurs, qui ont la méme propriété que I’AS, comme I’AJ et le MeJa sont
largement utilisés pour augmenter la production et I’accumulation des alcaloides dans CRs de C.
roseus (Batra et al., 2004; Guillon et al., 2008; Goklany et al., 2009; Zhou et al., 2010). D’aprés
Ruiz-May et al. (2008), I’élicitation des CRs de C. roseus avec 250 uM de MeJa fait augmenter,
respectivement, la TA et TC de 2,90 mg /g M.S. a 6,34 mg /g M.S. apres 48 heures de contact,
etde 1,42 mg /g M.S. a 4,34 g M.S. aprés 72 heures de contact, soit une augmentation de 218,62
% et 305,63 % par rapport au témoin, respectivement pour la TA et la TC. En outre, Vazquez-
Flota et al. (2009), indiquent que 1’exposition des CRs de C. roseus a 10 uM de MeJa améliore
laTAetlaTC de 100 % (18 mg/ 100 g M.S) et 120 % (23 mg / 100 g M.S), respectivement, par

rapport au témoin, apres 24 et 48 heures de contact.

Dans notre cas, ’application de I’AS sur les CRs est trés intéressante. Ceci nous a permis
d’avoir des améliorations trés élevés de la teneur en ajmalicine et en catharanthine (Tableau 19),
ce qui concorde avec les résultats des auteurs précédemment cités. Cependant, les teneurs en
ajmalicine et en catharanthine de nos lignées (LP10, LP21 et L54) sont déja plus élevées
comparativement aux témoins bibliographiques (124 et 81 mg / 100 g M.S, respectivement) et

comparativement a la plante entiére (30 et 21 mg / 100 g M.S, respectivement).

Ruiz-May et al. (2008), rapportent que I’élicitation des CRs de C. roseus au 15°™ jour de
culture, période qui se situe au milieu de la phase de croissance exponentielle, induit une
augmentation de la TA et de la TC de plus de 200 %. En outre, Goklany et al. (2009) indiquent
que le traitement des CRs de C. roseus avec MeJa a la fin de la phase exponentielle de croissance
(21°me jour) donne une augmentation du taux de 1’ajmalicine de plus de 400 %. Cependant,

Vazquez-Flota et al. (2009), trouvent que 1’¢licitation des CRs de C. roseus a la fin de la phase
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Oéme

de latence (1 jour) montre un effet non significatif sur ’accumulation de I’ajmalicine et la

catharanthine.

La présente étude révele que I’élicitation pendant la phase de croissance exponentielle,
pour les trois lignées sélectionnées, et avec des doses tres faibles de I’AS (inférieure a 1mM),
donne des résultats trés prometteurs. Ces résultats corroborent ceux des auteurs précédemment

cités.

v' Tableau 19. Comparaison avec différents témoins (T1, T2 et T3) des meilleures teneurs
moyennes en ajmalicine et en catharanthine des CRs de C. roseus, élicitées par I’AS.

MTA .

Alcaloides lignée CE:AS(M) TE(H) (mg/100gMs)| | (M9/100gMS) TAALS (%)
T1 T2 13 | T T2 T3

LP10 10° 2 49365+ 10 | 32335 | 124 [1] | 30[2] | 52,67 298.10 1545,50

A P21 107 48 38L42+21 | 266,35 4320 20760 117140

54 107 48 3035221 | 24447 61,02 21735 1211,73

LP10 107 48 56820+ 17 | 361,45 | 81[1] | 21[2] | 57,23 60159 2606,14

TC P21 107 48 514509 279,81 8387 53519 2350,00

54 10° 48 371,36t 11 | 136,61 171,84 35847 166838

CE: Concentration d’éliciteur ; TE: Temps d’élicitation ; MTA : Meilleurs teneurs en alcaloides ; T: Les témoins; T1: Témoins expérimentaux; T2:
Témoins Bibliographiques; T3: La plante entiére; TAALS : Taux d’amélioration en alcaloides; T1": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport
au T1; T2" Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T2, T3': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T3;TA: Teneur en
ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine. [1]: (Vazquez-Flota et al., 2009); [2]: (Hirata et al., 1987).

3.1.2 Elicitation par le CaCl,

Le sel est un éliciteur abiotique trés efficace pour stimuler I’accumulation de biomasse et la
production des métabolites secondaires dans les cultures de CRs. Selon Lee-Parsons and Ertiirk
(2005), le traitement de la suspension cellulaire de C. roseus avec 3 mM de CaCl, pendant 72
heures augmente la biomasse de 14,28 %. En outre, Thakore et al. (2012), montrent que
I’¢élicitation des CRs de C. roseus avec 53 mM (4 g / L) de KCl augmente 1’accumulation de

biomasse de 200%.
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D’autre travaux indiquent que l’application du stress salin avec des concentrations qui
dépassent 1 g / L conduit a une diminution de la croissance de la biomasse des CRs (Lee-Parsons
and Ertiirk , 2005; Abdul Jaleel et al., 2007; Khelifi et al., 2011; Harfi et al., 2015). Par ailleurs,
d’autres recherches affirment que I’effet du stress abiotique sur la biomasse dépend énormément
du moment de son application (Rijhwani and Shanks, 1998; Wang and Wu, 2013). Le facteur
génétique des CRs semble jouer aussi un r6le important sur ’efficacité du stress abiotique et sur

I’amélioration de la biomasse (Guillon et al., 2008).

Nos résultats montrent un effet significatif de CaCl, sur la biomasse, ce qui concorde avec
les auteurs précités. Nous notons une amélioration de 33 % pour les lignées LP10 et LP21, et de
30 % pour la lignée L54, apres un traitement de 24 heures avec 3 mM de CaCl,. Cependant,
I’application des concentrations de CaCl;, plus élevées (5 et 10 mM) et pendant un temps plus
long (48 heures) entraine une régression de plus de 20 % de la biomasse. Les pertes les plus
importantes sont de 33,33, 44,44 et 30,77 % pour nos trois lignées LP10, LP21 et L54,
respectivement, aprés un temps de contact de 48 heures avec 10 mM de CaCl,.

Concernant I’effet du stress salin sur la production des alcaloides, Harfi et al. (2015),
rapportent que le traitement des CRs de Datura tatula avec une concentration de 2 g/ L (= 18
mM) de CaCl2 pendant 24 heures augmente 1’accumulation de 1’hyoscyamine de 200 % (2,07
fois) par rapport au témoin. En outre, Pitta-Alvarez et al.(2000) montrent que 1’élicitation des
CRs de Brugmansia candida avec 50 mM de CaCl2 pendant 24 heures améliore la production en

hyoscyamine de 200 % par rapport au témoin.

Par ailleurs, selon Abdul Jaleel et al. (2007), le traitement des racines non transformees de
C. roseus avec 5 Mm de CaCl,, pendant 10 jours, conduit a une augmentation des alcaloides
indoliques de 52 % par rapport au témoin. Aussi, Lee-Parsons and Ertiirk (2005), montrent que
le traitement de suspensions cellulaires de C. roseus avec 3 mM de CaCl, pendant 72 heures

améliore la teneur en ajmalicine de 100 % par rapport au témoin.

Nos teneurs obtenues en TA et TC suite a 1’élicitation des CRs avec 3,5 et 10 mM de
CaCl,, confirment ceux des auteurs précédemment cités. Notre meilleur résultat est enregistré
pour la TC. Il est obtenu avec la lignée LP10 traitée avec une concentration 10 mM de CaCl:

pendant 24 heures, avec une teneur de 435,36 mg / 100 g de M.S en catharanthine. Tandis que,
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le meilleur résultat pour la TA (435,65 mg / 100 g M.S) est enregistré avec la lignée LP10 apres
un traitement de 48 heures avec 3 Mm de CaCl.. Cependant, les meilleurs taux d’amélioration
sont de 39,37 % et 99,50 % pour la TA et la TC, respectivement, obtenus avec la lignée L54 a la
concentration de 3 Mm de CaCl. aprés 48 heures de contact. Cependant, des pertes de la TA de
43,26 %, 70,19 % et de 18,72 % sont enregistrées, respectivement, avec les trois lignées apres un
traitement de 48 heures avec la concentration 10 Mm de CaCl2. Aussi, avec le méme traitement
des pertes de la TC de 31,54 %, 10,94 % et 33,50 % sont enregistrées, respectivement, avec les
trois lignées.

Les meilleures valeurs des TA et des TC obtenues aprés élicitation de nos trois lignées
sélectionnées, avec le CaClz, sont plus élevées et supérieures a celles citées dans la bibliographie
(Tableau 20), soit une hausse qui dépasse les 250 % et 400 %, respectivement, pour la TA et la
TC par rapport aux témoins bibliographiques (Vazquez-Flota et al., 2009), et les 1300 % et 1900
%, respectivement, pour la TA et la TC par rapport aux teneurs dans la plante entiere (Hirata et
al., 1987).

v' Tableau 20. Comparaison avec différents témoins (T1, T2 et T3) des meilleures teneurs

moyennes en ajmalicine et catharanthine des CRs de C. roseus, élicitées par CaCl,.

MTA o
Alcaloides lignée CE:CaCl,(mM) TE (H) (mg/100g MS) T(mg/100g MS) TAALS (%)
T1 T2 T3 T! T2 T3
TA LP10 3mM 48 435,65+0,6 323,35 | 124 1] | 30[2] | 34,73 251,33 1352,17
LP21 3mM 24 345,53+2,2 266,35 29,73 178,65 1051,77
L54 3mM 48 340,71+1,8 244,47 39,37 174,77 1035,70
TC LP10 10 mM 24 435,36x1,9 361,45 | 81[1] | 21[2] | 20,45 437,48 1973,14
LP21 10 mM 24 362,42+2,4 279,81 29,52 347,43 1625,81
L54 3 mM 48 272,54+2,7 136,61 99,50 236,47 1197,81

CE: Concentration d’éliciteur ; TE: Temps d’élicitation ; MTA : Meilleurs teneurs en alcaloides ; T: Les témoins; T1: Témoins expérimentaux; T2:
Témoins Bibliographiques; T3: La plante entiere; TAALS : Taux d’amélioration en alcaloides; T1": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport
au T1; T2" Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T2, T3': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T3;TA: Teneur en
ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine. [1]: (Vazquez-Flota et al., 2009); [2]: (Hirata et al., 1987).
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3.1.3 Elicitation combinée par le CaCl, et PAS

De nombreuses études ont montré que l'application de [I'élicitation combinée entre
plusieurs facteurs de stress biotiques et / ou abiotiques, conduit a une influence synergique de la
synthese de métabolites secondaires et 1’accumulation de la biomasse chez C. roseus (Saenz et
al., 1993; Xing et al., 2011; Thakore et al., 2012; Siddiqui et al., 2013).

Selon Lee-Parsons and Ertlrk (2005), I’élicitation des cellules en suspension de C. roseus
avec différentes concentration en combinaisons de CaCl, (3, 23 et 43 mM) et de MeJa (0, 10 et
100 uM), pendant 7 jours, ne produit aucun effet significatif sur la biomasse. En outre, Zhao et
al. (2001b), montrent que les suspensions cellulaires de C. roseus élicitées avec 20 mg / L
d'Aspergillus niger et 120 mg / L de tetramethyl ammonium bromide, pendant 3 jours, diminue
la biomasse de 40 % par rapport au témoin.

Concernant nos lignees de CRs, nous avons appliqué 1’élicitation combinée avec une seule
concentration de CaCl, et différentes concentration d’AS. En effet, les améliorations de
biomasse les plus éleveés, par lignée, sont de 75 %, 66,66 % et 38,46 %, respectivement, pour
LP10, LP21 et L54, aprés 24 heures de traitement avec 10° M d’AS et 3 mM de CaCl,.
Cependant, les pertes du poids sec des CRs les plus importantes sont de 41,64, 22,22 et 30,77 %
enregistrées, respectivement, pour LP10, LP21 et L54 aprés un traitement avec 10° M d’AS et 3
mM de CaCl,, pendant 48 heures.

Selon Xing et al. (2011), le traitement des vitrosemis de C. roseus avec 10* M d’AS et 10™
M d’éthyléne pendant 72 heures, augmente la production des alcaloides indoliques terpéniques
(AITs) de 100%. En outre, Abdul Jaleel et al. (2007), indiquent que 1’élicitation des vitrosemis de
C. roseus avec 5 mM de CaCl, et 80 mM de NaCl donne un effet tres significatif sur la production
des AITs par rapport aux vitrosemis traitées avec chaque éliciteur séparément. D’autre part, Lee-
Parsons and Ertlrk (2005) montrent que la teneur en ajmalicine des cellules en suspension de C.
roseus traitées avec 3 mM de CaCl, combiné avec 100 uM de Mela, augmente de 150 % par

rapport aux cellules traitées seulement avec 3 mM de CaCls,.

D’autre part, Almagro et al. (2014) trouvent que 1’élicitation combinée des cellules en

suspension de C. roseus avec 50 mM de cyclodextrine (CDs) et 100 uM de MeJa pendant 7
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jours, augmente I’accumulation de 1’ajmalicine de 329,66 % et 595,07 % et de la catharanthine
de 202,5% et 291,36 %, respectivement, par rapport aux cultures élicitées seulement avec le CDs

ou le MeJa.

Nos résultats montrent un effet significatif de 1’¢licitation combinée sur la production des
alcaloides pour nos trois lignées, par rapport aux résultats obtenus avec 1’élicitation par un seul
agent. La lignée LP10 élicitée avec 3 mM de CaCl, et 10° M d’AS, pendant 24 heures, montre
une remarquable amélioration de la teneur en ajmalicine (TA) (82,55 %) et de la teneur en
catharanthine (TC) (65,28 %), par rapport aux CRs non élicités. Aussi, I’amélioration de la TA et
de la TC est élevée par rapport au CRs traitées séparément avec I’AS ou la CaCl,, avec des taux
d’amélioration, respectivement, de 19,73 % et 35,69 % pour la TA et de 5,12 % et 37,22%pour la
TC.

Nos résultats sont en concordance avec d’autres (Zhao et al., 2001b; Lee-Parsons and Ertiirk ,
2005), qui affirment que I'effet de I'élicitation combinée est considéré comme synergique. Par
ailleurs, si nous comparons nos meilleurs résultats (Tableau 21) par rapport aux témoins
bibliographiques (T2), nous notons une amélioration des AITs de 376,64 % et 637,58 %,
respectivement, pour la TA et TC. Cette hausse des taux d’amélioration est due aussi aux teneurs

des AlTs deja élevées dans les CRs de nos lignees non élicitées.

v' Tableau 21. Comparaison avec différents témoins (T1, T2 et T3) des meilleures teneurs en

ajmalicine et en catharanthine des CRs de C. roseus, élicitée par CaCl, (3 mM) et I’AS.

o CE: AS (M) MTA T (mg/ 100 g MS) TAALS (%)
Alcaloides lignée + TE(H) (mg/100g MS)

LP10 10° M+3mM 24 590,29+1,7 32335 | 124[1] | 30[2] | 82,55 376,04 1867,63
TA LP21 10° M+ 3mM 24 378,50+2,4 266,35 42,11 205,24 1161,67

L54 10° M+3mM 24 432,76x1,5 244,47 77,02 249,00 134253

LP10 10°M+3mM 24 597,44+ 2,4 | 361,45 | 81[1] | 21[2] | 65,29 637,58 2744,95
TC LP21 10° M+3mM 24 514,36+1,4 279,81 83,82 535,01 234933

L54  10° M+3mM 24 375,83%£1,5 136,61 175,11 363,99 1689,67

CE: Concentration d’éliciteur ; TE: Temps d’élicitation ; MTA : Meilleurs teneurs en alcaloides ; T: Les témoins; T1: Témoins expérimentaux; T2:
Témoins Bibliographiques; T3: La plante entiére; TAALS : Taux d’amélioration en alcaloides; T1": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport
au T1; T2" Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T2, T3': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T3;TA: Teneur en
ajmalicine ; TC: Teneur en catharanthine. [1]: (Vazquez-Flota et al., 2009); [2]: (Hirata et al., 1987).
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3.1.4 Elicitation par des agents épigénétiques
3.1.4.1Elicitation par la 5-Azacytidine

L'agent de déméthylation, la 5-azacytidine (5-AC) est utilisé dans cette étude. Cet agent
conduit & une diminution rapide de l'activité de 'ADN méthyltransférase, et par la suite a la
synthése de I'ADN hypométhylé dans les systémes animaux et végétaux (Creusot et al., 1982). Il
peut aussi se lier de maniére covalente aux méthyltransférases, ce qui permet de les inactiver
(Juttermann et al., 1994).

L'altération de la méthylation par la 5-AC affecte I'expression des génes et la morphogenése
chez les plantes (King, 1995). Chez le sorgho, la 5-azacytidine s'est révélée efficace dans la
réactivation des genes rendus silencieux par la méthylation (Emani et al., 2002). Etant donné que
la 5-AC est un agent de déméthylation non spécifique, il a également été montre qu'il provoque un
certain nombre d’altérations morphologiques similaires a celles des mutations, trouvées chez des
plantes, suite a une hypométhylation induite (Tyunin et al., 2012). Récemment, de nombreuses
études considérent la 5-AC comme un inducteur de la différenciation cellulaire via I'inhibition de
la méthylation de 'ADN de la plante (King, 1995; Yang et al., 2010; Kiselev et al., 2011; Fraga et
al., 2012; Tyunin et al., 2012; Solis et al., 2015; Griffin et al., 2016). L’affectation de I’expression
des genes, par la 5-AC, a un impact trés important non seulement sur la différenciation et la
croissance cellulaire mais aussi sur la production des métabolites secondaires chez différentes
especes (Arfmann et al., 1985; Kanazawa et al., 2007; Kiselev et al., 2011; Tyunin et al., 2012;
Kiselev et al., 2013; Iwasaki and Paszkowski, 2014).

Selon Prakash and Kumar (1997), le poids frais des pousses de Petunia hybrida diminue de
60 % et 80 % apres I’application de 5 pM et 10 uM de 5-AC, respectivement . Tandis que, Arase
et al.,(2012) montrent que le taux de la germination des graines de Petunia hybrida, sur un milieu
qui contient 20 uM de 5-AC, augmente de 50% par rapport au témoin. L’activation de la
germination des graines serait due a ’application de la 5-AC qui améliore le pouvoir mitotique
lors de la germination (Yang et al., 2010). Cependant, le traitement de CRs d’Artemisia annua
avec des concentrations de 10, 20 et 50 uM de 5-AC inhibe la croissance des racines, lorsque la 5-

AC est éliminée des cultures, les racines grandissent normalement (Foley, 2007). De méme,
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Tyunin et al. (2012) enregistrent une baisse de 17,5 % du poids sec des cals de Vitis amurensis,
apreés le traitement avec 200 uM de 5-AC.

D’autre part, le traitement des pousses d’Artemisia annua avec 12 uM et 24 uM de la 5-AC
donne un effet négatif sur la production d’artémisinine ainsi que sur la croissance des pousses
(Woerdenbag et al., 1993). Cependant, le traitement des CRs d’Artemisia annua avec 10 uM de
5-AC fait augmenter la production d'artémisinine de 50 %, par rapport au témoin (Foley, 2007).

Par ailleurs, I’application de 200 uM de 5-AC permet d'ameéliorer de 100 % la production du
polyphénol resvératrol dans les cultures des cals de Vitis amurensis, par rapport au témoin
(Kiselev et al., 2011). De méme, Tyunin et al. (2012) enregistrent une augmentation de 92 % du
taux de resvératrol dans les cals de Vitis amurensis, apres le traitement avec 200 uM de 5-AC. En
outre, Arfmann et al. (1985), montrent que le traitement de la suspension cellulaire de C. roseus

pendant 14 jours avec 0,5 uM de 5-AC améliore la production de catharanthine et d’ajmalicine.
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v' Tableau 22. Comparaison avec différents témoins (T1, T2 et T3) des meilleures teneurs en
ajmalicine et en catharanthine des CRs de C. roseus, élicitées par la 5-AC.

CE: Concentration d’éliciteur; MTA: Meilleurs teneurs en alcaloides; T: Les témoins; T1: Témoins expérimentaux; T2: Témoins
Bibliographiques; T3: La plante entiere; TAALS : Taux d’amélioration en alcaloides; T1": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T1;
T2': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T2, T3': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T3;TA: Teneur en ajmalicine ; TC:

Teneur en catharanthine. [1]: (Vazquez-Flota et al., 2009); [2]: (Hirata et al., 1987).

3.1.4.1 Elicitation par la trichostatine

La trichostatine A (TSA) est un antibiotique antifongique possédant des propriétés de
différenciation dans la culture de cellules de mammiféres, c’est un inhibiteur réversible non
compétitif, puissant et spécifique de l'activité des histones désacétylases (HDACs) (Tsuji et al,.
1976; Vigushin et al., 2001). De ce fait, la TSA peut étre utilisée aussi pour augmenter
l'acétylation des histones, s’impliquant ainsi dans la régulation de I'expression des geénes chez les
animaux et les plantes (Yoshida et al., 1995; Vigushin et al., 2001). Chez les plantes, la TSA peut
activer ou réprimer l'expression de nombreux genes au cours de la germination des graines,
indiquant ainsi que l'acétylation des histones est un signal de développement clé dans le processus
de germination (Tai et al., 2005; Liu et al., 2014).

Vue I’effet de la TSA dans la régulation de l'expression des genes chez les eucaryotes, en
inhibant la désacétylation des histones dans la chromatine, nous I’avons utilisée pour élucider son
effet en tant que régulateur d’expression sur la production des alcaloides et I’accumulation de la

biomasse dans nos CRs de C. roseus.
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v' Tableau 23. Comparaison avec différents témoins (T1, T2 et T3) des meilleures teneurs en

ajmalicine et catharanthine des CRs de C. roseus, élicitées par la TSA.

CE: Concentration d’éliciteur; MTA: Meilleurs teneurs en alcaloides; T: Les témoins; T1: Témoins expérimentaux; T2: Témoins
Bibliographiques; T3: La plante entiére; TAALS : Taux d’amélioration en alcaloides; T1": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T1;
T2": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T2, T3': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T3;TA: Teneur en ajmalicine ; TC:
Teneur en catharanthine. [1]: (Vazquez-Flota et al., 2009); [2]: (Hirata et al., 1987).
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3.2 Effet de I’élicitation des pousses

3.2.1 Elicitation par ’acide salicylique

Selon Siddiqui et al.(2013), la croissance de la biomasse des pousses connait une régression
aprés 1’élicitation avec des concentrations trés élevées d’éliciteur biotique ou abiotique, qui
dépassent 10% M. Le traitement des cellules de C. roseus avec de fortes concentrations d’acide
artémisinique (30 et 50 mg / L) donne une baisse de biomasse de 22% (Liu et al., 2013). En outre,
El-Sayed and Verpoorte (2004) rapportent que le traitement des vitrosemis de C. roseus avec
14,5.10° et 29.10° M d’AS, pendant 24 heures, diminue I’accumulation de la biomasse de 24,5 %
et 9,5 %, respectivement, par rapport au témoin.

Tandis que, Idrees et al. (2013) trouvent que 1’élicitation des vitrosemis de C. roseus avec
10 M d’AS améliore la biomasse de 30 %. D’autre part, I’élicitation des vitrosemis de C. roseus
avec 100 uM de MeJa améliore la croissance de 3,03 %, apres 24 heures de contact (El-Sayed and
Verpoorte, 2004).

Nos résultats, s’accordent avec les résultats obtenus par les auteurs précités. Nous avons
noté une baisse de ’accumulation de la biomasse de 5 % et 2,63 %, pour les pousses traitées avec
10° et 10* M d’AS respectivement. En revanche, les pousses traitées avec des concentrations
d’AS, plus faibles, de 10 et 10° M montrent une amélioration de 13 et 7,89 %, respectivement,

par rapport au témoin (0,76 Q).

La vindoline est I’alcaloide indolique terpénique le plus fréquent et le plus accumulé dans
les parties aériennes de C. roseus. EI- Sayed and Verpoorte (2007) rapportent que la régulation de
la biosynthese de la vindoline est réalisée principalement grace a cing enzymes, la tabersonine 16-
hydroxylase (T16H), la O-méthyltransférase (160MT), la N-méthyltransférase (NMT), la
deacetoxyvindoline4-hydroxylase (D4H) et la deacetylvindoline acétyl CoA acétyltransférase
(DAT). Cependant, ’enzyme NMT, constitue la clé de la biosynthese de la vindoline. Elle est
localisée au niveau de la membrane des thylakoides des chloroplastes, ainsi cette enzyme est plus
active dans les tissus juvéniles que dans les tissus vieillissants (St-Pierre et al., 1999). Par
conséquent, la production de la vindoline nécessite une organisation cellulaire (différenciation)

ainsi que la présence de la lumiere.

117



Discussion des résultats

El-Sayed and Verpoort (2004), rapportent que la teneur en vindoline (TV) augmente de
37,93 % dans les vitrosemis de C. roseus traités avec 3.10° d’AS. Alors que, les teneurs en
ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC) augmentent de 250 % et 300 %, respectivement, avec le
méme traitement. En outre, Vazquez-Flota et al. (2009) montrent que 1’élicitation des pousses de
C. roseus avec 10° M de MeJa (pendant 12 heures) améliore la TV, TC et TA de 450 %, 110 % et
100 %, respectivement, par rapport au témoin (0,62, 0,37 et 0,16 mg / g M.S., respectivement). Par
ailleurs, Hernandez-Dominguez et al.(2004) trouvent que I’élicitation des pousses de C. roseus
avec des concentrations plus faibles en MeJa (10”7 M) augmente la TV de 1000 % par rapport au
témoin (0,4 mg / g).

Cependant, Pan et al. (2010), montrent que le traitement des vitrosemis de C. roseus, agés
de 15 jours, avec une concentration de 102 M de MeJa donne un effet négatif sur I’amélioration
des alcaloides, avec une régression de la TV et la TC de 12,5 % et 14 %, respectivement, par
rapport aux témoins (0,70 et 1,20 ug / g M.S). Par contre, dans cette méme recherche, I’élicitation
des vitrosemis avec 10 M d’AS conduit 4 une hausse de la teneur en TC et en TV de 33,33 % et

43 %, respectivement.

Nos résultats sur I’effet de I’AS sur la TA, la TC et la TV dans les pousses de C. roseus, sont
trés intéressants et s’accordent avec les résultats des recherches précitées. Nous obtenons des
niveaux d’amélioration de 81,70 %, 110,32 % et 53,55 %, respectivement, par rapport aux témoins
expérimentaux, aprés un temps de contact de 24 heures avec 10 et 10° M d’ AS. Par ailleurs, les
teneurs en alcaloides de notre matériel veégétal non traité sont, deja, tres élevées par rapport aux
témoins bibliographiques (Tableau 24), ce qui représente des niveaux d’amélioration de la TA, TC
et la TV trés supérieurs a ceux de la bibliographie (Vazquez-Flota et al., 2009), soient 1391,31 %,
499,64 % et 458,77 %, respectivement.

3.2.2 Elicitation par CaCl,

Chez C.roseus, peu de travaux ont utilisé le stress salin sur la partie aérienne de la plante,
pour améliorer I’accumulation des alcaloides. Wang et al. (2008) ont traité des vitrosemis de C.
roseus, pendant 7 jours, avec 50 mM de NaCl, ils ont obtenu une teneur en vindoline (TV) de 461

mg / 100 g M.S. Ce résultat est tres proche du notre, obtenu apres une élicitation des pousses avec
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5 mM de CaCl, (pendant 24 heures), avec une TV de 435,53 mg / 100 g M.S. Cette teneur est
supérieure de 25 % a celle enregistrée apres élicitation avec I’AS (346,44 mg / 100 g M.S). Par
contre, la teneur en catharanthine (128,54 mg / 100 g M.S) des pousses élicitées avec le CaCl,, est
inférieure de 72 % par rapport aux celles traitées avec I’AS (221,87 mg / 100 g M.S).

Par ailleurs, les teneurs en alcaloides de notre matériel végetal (pousses) non traité sont,
déja, supérieures a celles enregistrées en bibliographie. Les améliorations enregistrées sont donc
trés importantes, surtout, pour la vindoline et 1’ajmalicine aprés un traitement avec 5 mM de
CaCl,, soit une augmentation de 602,46 % et de 1429,62 %, respectivement, par rapport au témoin
bibliographique (Véazquez-Flota et al., 2009) (Tableau 24). Avec la méme concentration, Abdul
Jaleel et al.(2007) enregistrent, chez les vitrosemis de C. roseus agés de deux semaines, une

augmentation des teneurs en alcaloides de 50 %, ce qui est largement inférieur a notre résultat.

Concernant la croissance de la biomasse, nous avons enregistré une légere amélioration de
11,83 % et 2,63 %, aprés le traitement des pousses avec 3 et 5 mM de CaCl,, respectivement.
Tandis que Abdul Jaleel et al.(2007) indiquent que le traitement des vitrosemis de C. roseus, agées
de deux semaines, avec 5 mM de CaCl, limite ’amélioration de la croissance de la biomasse. De
méme, Wang et al.(2008) notent une baisse de biomasse apres élicitation des vitrosemis de C.

roseus avec 50 mM de NacCl.

3.2.3 Elicitation combinée par I’AS et le CaCl,

Dans la présente étude, I’effet de 1’¢licitation combinée est démontré sur ’amélioration de
I’accumulation des alcaloides indoliques au niveau des CRs et des pousses de C. roseus, par
rapport aux cultures traitées avec un seul éliciteur. La production de la vindoline et la
catharanthine est clairement améliorée par I’élicitation combinée avec I’AS (10° M) et le CaCl, (5
mM). Ainsi les teneurs en TV et la TC produites sont respectivement, de 527,50 et 244,51 mg /
100 g M.S., soit une amélioration de 133,81 % et 131,79 %, respectivement, par rapport au
témoin. Ces teneurs sont supérieures, a celles des pousses traitées seulement avec 1’AS ou le
CaCl,, soient 10,20 % et 90 % pour la catharanthine et 52,26 % et 20,42 % pour la vindoline,

respectivement. Comparativement aux témoins bibliographiques (Vazquez-Flota et al., 2009),
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I’amélioration de la TV et la TC est, encore, plus intéressante avec 750 % et 560 9%,

respectivement.

Selon Misra et al. (2014), I’¢élicitation des plantes de C. roseus avec 0,1 M de NaCl combinée
avec 10° M de ’AS, augmente le taux des alcaloides indoliques de 620 % par rapport au témoin
(250 mg / mg / 100 g M.S). En outre, Xing et al. (2011) montrent que I’élicitation des vitrosemis
de C. roseus avec 10* d’AS et 10™ de chlorure de chloméquat augmente respectivement la TC et
la TV de 177 % et 200 % par rapport au témoin (90 et 30 mg / 100 g M.S). Par ailleurs, Zhou et al.
(2015) indiquent que les pousses de C. roseus traitées avec une combinaison de 150 uM de MeJa
et de 10° M de B- cyclodextrine, montrent une amélioration des teneurs en alcaloides de 142,5 %
et 89 % pour la TC, de 116,66 % et 160 % pour la TV et de 85 % et 67 % pour la TA, par rapport
aux pousses traitées seulement avec 150 uM de MeJa ou 102 M de B-cyclodextrine. D’autre part,
les mémes auteurs trouvent que les pousses traitées avec une combinaison de 150 uM de MeJa et
de 10 M de B- cyclodextrine donnent une amélioration de la biomasse de 25 % et 7 % par rapport

aux pousses traitées uniquement avec MeJa ou - cyclodextrine.

Nos résultats s’accordent avec ceux de ces auteurs. En effet, nous avons noté que les pousses
traitées par 10° M d’AS combinée avec 5 mM de CaCl,, présentent une hausse de la biomasse de
19,74 % par rapport au témoin, et de 5,81 % et 16,66 % par rapport a celles des pousses traitées

par I’AS ou le CaCl, séparément.
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v' Tableau 24.Comparaison avec différents témoins (T1, T2 et T3) des meilleures teneurs en
ajmalicine, en catharanthine et en vindoline des pousses de C. roseus, élicitées avec I’AS
et le CaCl..

MTA
T (mg/100g M.S TAALS (%
Alcaloides  Eliciteur ~ CE: AS (M) TE  (mg/100g (mg J ) *)
(H) M.S)
T1 T2 T3 T T2' T3
AS 10°M 24 238,61 131,32 | 16[1] | 30[2] | 81,70 139131 695,37
TA CaCl2 5mM 24 244,74 86,37 1429,63 715,80
AS+CaCl2 10°M+5mM 24 180,73 37,63 102956 502,43
AS 10°M 24 22187 105,49 | 37[1] | 21[2] | 110,32 499,65 956,52
TC CaCl2 5mM 24 12854 21,85 24741 512,10
AS+CaCl2 10°M+5mM 24 24451 131,79 560,84  1064,33
AS 10°M 24 346,44 22561 | 62[1] | 38[2] | 53,56 458,77 811,68
TV CaCl2 55mM 24 43553 93,05 602,47 1046,13
AS+CaCl2 10°M+5mM 24 527,50 133,81 750,81  1288,16

CE: Concentration d’éliciteur ; MTA: Meilleurs teneurs en alcaloides; T: Les témoins; T1: Témoins expérimentaux; T2: Témoins
Bibliographiques; T3: La plante entiere; TAALS : Taux d’amélioration en alcaloides; T1": Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T1;
T2" Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T2, T3': Taux d’amélioration en alcaloides par rapport au T3;TA: Teneur en ajmalicine ; TC:
Teneur en catharanthine ; TV : Teneur en vindoline . [1]: (Vazquez-Flota et al., 2009); [2]: (Hirata et al., 1987).

3.2.4 Elicitation par la 5-azacytidine

Fraga et al. (2012) affirment que I’utilisation de la 5-azacytidine (5-AC) augmente la
formation des embryons somatiques chez Acca sellowiana. Néanmoins, Lee et al. (2008) trouvent
que la 5-AC a des effets négatifs sur la formation normale des embryons somatiques et sur la
régenération des pousses. Cela suggeére que la méthylation de certains genes dans I'ADN est
nécessaire pour la dédifférenciation cellulaire. Ainsi, I’utilisation de la 5-AC montre I’influence de
la deméthylation et de la méthylation de I'ADN sur la division cellulaire et la morphogénese

veégétale en activant ou désactivant les génes (Yang et al., 2010).
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Conclusion générale et perspectives

La Catharanthus roseus (L.) G. Don. a une valeur thérapeutique trés importante grace a ses
alcaloides indoliques terpéniques qui ont des propriétés anticancéreuses (vinblastine et vincristine) et
antihypertenseurs (ajmalicine) (van Der Heijden et al., 2004). Cependant, les faibles rendements de
ces alcaloides chez C.roseus justifient le recours a I’utilisation des techniques de la culture in vitro et
des méthodes de génie génétiques afin d’accroitre la production de ces molécules (Hughes et al.,
2004).

Les deux modeles de culture in vitro retenus dans le cadre du présent travail, les pousses et les
chevelus racinaires (CRs), présentent une excellente alternative pour optimiser la production des
alcaloides indoliques terpéniques de C. roseus. Ce choix se justifie par leur rythme de croissance
rapide, leur stabilité génétique et biosynthétique ainsi que leurs profils des métabolites secondaires,
qui sont conformes a ceux de la plante entiére (Giri and Narasu, 2000; VVazquez-Flota et al., 2009;
Pati et al., 2010).

L’étude de la cinétique de croissance, des pousses et des trois lignées de CRs sélectionnées
(L54, LP10 et LP21), sur un milieu liquide a permis d’évaluer I’évolution de la biomasse et
I’accumulation des alcaloides indoliques. La meilleure période pour éliciter les pousses et les CRs, en
vue d’accroitre la production en alcaloides indoliques coincide avec la fin de la phase exponentielle

de croissance prolongée.

L ¢licitation stimule et améliore la biosynthése des composés spécifiques lorsqu'ils sont ajoutés
en petite quantité a un systeme cellulaire en culture in vito (Angelova et al., 2006). Dans cette
présente étude, ’application de 1’AS sur les CRs, en tant qu’éliciteur exogéne, nous a permis d’avoir
des niveaux d’amélioration trés intéressants de la teneur en ajmalicine (TA) et en catharanthine (TC).
La TA la plus élevée est obtenue avec la lignée LP10 (493,65 mg / 100 g M.S) traitée par 10° M
d’AS pendant 24 heures. Quand au TC la plus élevée est, pareillement, enregistrée pour la lignée
LP10 (568,29 mg / 100 g M.S) aprés 48 heures de traitement par 10* M d’AS. L’amélioration de la
TA et la TC par rapport aux témoins expérimentaux et aux témoins bibliographiques (Vazquez-Flota
et al., 2009) est de 52,66 % et 298,10%, respectivement, pour la TA et de 57,22 % et 601,59 %,

respectivement, pour la TC.

Le CaCl, exerce un effet statistiquement significatif sur la production de ’ajmalicine et de la
catharanthine des CRs. Les meilleurs taux d’amélioration de la TA (39,37 %) et la TC (99,50 %) sont

obtenus avec la lignée L54 élicitée par 3 mM de CaCl,.
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L'application de I'élicitation combinee sur les CRs a révélé un effet synergique positif sur
I’accumulation des alcaloides. La lignée LP10 élicitée avec 3 mM de CaCl, et 10° M d’AS, pendant
24 heures, montre une remarquable amélioration de la TA (82,55 %) et la TC (65,28 %), par rapport
aux CRs non élicités. Par ailleurs, nous notons une amélioration de la TA et la TC de 1867,63 % et
de 2744,95 %, respectivement, par rapport aux teneurs de la plante entiére (Hirata et al., 1987). Cette
hausse des taux d’amélioration est due aux teneurs des AlTs déja élevées dans les CRs de nos lignées

non élicitées.

Quant a I’élicitation des pousses de C. roseus, I’application de I’AS a montré un effet
statiqguement significatif sur la TA, la TC et la TV. Les niveaux d’amélioration sont de 81,70 %,
110,32 % et 53,55 %, respectivement, par rapport aux témoins expérimentaux, apres un temps de
contact de 24 heures avec 10° M et 10° M d’AS. Cependant, les teneurs en alcaloides de notre
matériel végétal non traité sont, déja, trés élevées par rapport aux témoins bibliographiques
(Vazquez-Flota et al., 2009), ce qui représente des niveaux d’amélioration de la TA, TC et la TV trés
importants, soient 1391,31 %, 499,64 % et 458,77 %, respectivement.

Nos meilleurs résultats issus de I’¢élicitation des pousses avec le CaCl,, sont, respectivement, de
435,53, 244,74 et 128,54 mg / 100 g M.S pour la TV, la TA et la TC, obtenus aprées 24 heures de
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contact avec 5 mM de CaCl,. Des améliorations trés importantes sont enregistrées, surtout, pour la
vindoline et I’ajmalicine (602,46 % et 1429,62 %, respectivement) comparées au témoin
bibliographique (Véazquez-Flota et al., 2009).

L’¢élicitation combinée des pousses de C. roseus montre un effet synergique sur I’amélioration
de la production des alcaloides. La TV et la TC sont clairement améliorées par 1’¢licitation combinée
avec I’AS (10° M) et le CaCl, (5 mM), avec respectivement 133,81 % et de 131,79 % par rapport au
témoin expérimental, et avec 750 % et 560 % par rapport au témoin bibliographique (Vazquez-Flota
et al., 2009),

Nos expériences ont rapporté une contribution originale a I'étude de matériel vegetal
performant (les chevelus racinaires et les pousses) destiné a 1’optimisation de 1’accumulation
d’alcaloides indoliques chez C.roseus. Ainsi, les solutions proposées dans notre these, concernant
I’augmentation de production des alcaloides indoliques chez C. roseus, fournissent un degré élevé de
nouveauté. Ceci resulte de la mise au point de methodes originales consistant a appliquer des
élicitations et surtout par les agents épigénétiques sur des CRs et des pousses en voix de

développement.

Afin de compléter notre recherche, il est important de poursuivre et d’approfondir cette étude
pour détecter I’effet des agents épigénétiques au niveau moléculaire, vue leurs effet régulateur sur les

geénes.

L'impact de notre recherche est appuyé par le fait que les résultats obtenus ont un intérét

économique certain pour la production d’alcaloides indoliques valorisables en pharmacologie.
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ANNEXE 1: COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE

Composition du milieu de culture MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962)

Eléments Formule chimique Concentration (mg/l)
" NH;NO; 1650
g K NO; 1900
:é Mg SO,4,7H,0 440
5 Ca Cl, 2H,0 370
2 K H,PO, 170

H3;BO3 6,20
Mn SO, 4H,0 22,30
g Zn SO, 4H,0 8,60
% Kl 0,83
S Na, 2Mo 04 2H,0 0,25
= Cu SO, 5H,0 0,025
CO Cl,, 6H,0 0,025
Fe SOy, 7H,O 27,85
o 2 Na, EDTA 37,25
T8
Glycine 2,00
o Acide nicotinique 0,50
E Pyridoxine HCI 0,50
’;—3 Thiamine HCI 0,1
Myo inositol 100




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

Eléments Formule chimique Concentration (mg/l)
. (NH4)2504 134
g K NO; 2500
% Mg SO,4,7H,0 250
% CaCly 2H,0 150
2 Na2H2P04.H20 150

H;BO; 3

Mn SO, 4H,0 10
g Zn SO, 4H,0 2
% Kl 0,75
S Na; 2Mo 0,4 2H,0 0,25
= Cu SO, 5H,0 0,025

CO Cl,, 6H,0 0,0125
< Fe SO,, 7H,0 27,85
g é Na, EDTA 37,25
" Acide nicotinique 1
4]
E Pyridoxine HCI 1
S Thiamine HCI 10
> Myo inositol 100

Composition chimique du milieu YEM (Vincent, 1970)

Composition chimique

Concentration (mg/l)

K2HPO4

MgSO4, 7(H20)

NaCl

Extrait de levure

Mannitol




Genomic DNA from plant
Protocol-at-a-glance (Rev.09)

NucleoSpin® Plant i Midi [ M |
1 Homogenize e f‘?
camples . 100 mg 6 400 mg -, 1500 mg
2 Cell lysis 400 L m 1.7 mL m X PL1
10 puL RMNase A 29 uL RNas= A 100 uL RNase A
65°C, 10 min ! 65°C, 15 min 65°C |, 20 min
ALTERNATIVELY ALTERNATIVELY ALTERNATIVELY
300 u. |GEY RN PL2 | s3mL e
10 pL RMase A 25 uL RBMNass A 100 uL RNase A
65°C, 10 min 65°C, 15 min 65°C, 20 min
I P | 200 . [N 700wt [N
on ice, 5 min onice, 5 min onice, 5 mn
3 Filtration/
Clarification
; =11.000xg, | [ 4500 % g, T 4500 x g,
of lysate 'g €3 o © HE s Pl : €3 omn
4 Adjust DNA binding 450 L PC 2.3mLPC 10 mL PC
conditions
5 Bind DNA
=11,000 x g, ' 4500 x g, ' 4,500 x g,
y 63 1 min : {_@:; 2 min ' :-wj' 2 min
€
6 Wash and dry silica 400 uL PW1 1 mLPW1 4mLPWI
ashane | 1+ JELE | 1« | [ 1+ |
w =11,000x g, . 4500x g . 4500 x% g,
c:—; 1 min f_’ﬁ 2 min 63 2 min
= B 700 pwe 3 mLPW2 g 10 mL PW2
F =11,000x g, 4500 g, 4,500 % g,
C":; 1 min C’:) 2 min v 5:3 2 min
200 L PW2 EJ 1miewe 2 mL PW2
=11,000x g, 4500 x g, 4500 x g,
CD 2 min Cg 10 min Cj 10 min
7 Elute DNA 50 puL PE 200 yL PE 1000 uL PE
ﬁ 65°C, 5 min 65°C, 5 min 65°C, 5 min
w z11,000xg| |. “ 4500 x g : . 4500x g,
%I (f_? 1 min b ﬁj 2 min 63 2 min
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Plasmid DNA purification

Protocol-at-a-glance (Rev.08)

HucleoSpin®

NucleoSpin®
Plazsmid Plasmid (MoLid)

MucleoSpin®
Plasmid QuickPure

1 Cultivate
and harvest
bacterial cells

11,000 x 3,
Hs

1,000 x g,
30 =

S

2 Cell lysis

230 puL Buffer Al

250 yL Buffer A2
RT, up to 5 min

300 pL Buffer A3

250 yL Buffer Al

250 yuL Buffer A2
RT, up to 5 min

300 yL Buffer A3

3  Clarification

of the lysate
@ @ 1,000 x g, 1,000 x% g,
= = 510 min 5 min
4  Bind DNA
Load supernatant Load supematant
1,000x g, 1,000 x g,
1 min 1 min
5 Wash silica (Optionai:
membrane 500 pl Buffer AW:
RT ar 50 °C) 450 yl Buffer AQ
600 uL Buffer A4
1,000x g, 1,000 x g,
1 min @ 3 min
6 Dry silica
membrane
Drying is perfomed during
centrifugation of the
single washing step
11,000 x g,
2 min
7 Elute DMA
50 puL Buffer AE 50 pL Buffer AE
RT, 1 min 5 HT, 1 min
11,000 x g, 1,000 x g,
1 min Qﬁ 1 min
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ANNEXE 2: COURBES D’ETALONNAGES
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Catharanthine
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ANNEXE 3: Corrélations entre la biomasse et le contenu
en Alcaloides des CRs

Ajmalicine Catharanthine
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ANNEXE 4: ANALYSES STATISTIQUES (ANOVA)

Effet du temps de co-culture sur la fréquence d’induction des racines de C. roseus.

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Intergroupes 472,500 5 94,500 94,500 ,000
Intragroupes 12,000 12 1,000
Total 484,500 17

Effet du type d’explant sur la fréquence d’induction des racines de C. roseus.

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 66181,515 17 3893,030 694,268 ,000
Intragroupes 201,866 36 5,607
Total 66383,381 53

Effet du type d’explant sur le nombre de racines par explant

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Intergroupes 472,500 5 94,500 94,500 ,000
Intragroupes 12,000 12 1,000
Total 484,500 17

Niveaux de corrélation entre la croissance de la biomasse et I'accumulation des alcaloides dans les CRs de C. roseus.

biomasse Teneur en Ajmalicine
biomasse Corrélation de Pearson 1 1,000™
Sig. (bilatérale) ,000
N 30 30
Teneur en Ajmalicine Corrélation de Pearson 1,000 1
Sig. (bilatérale) ,000
N 30 30
**_La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).
biomasse Teneur en catharanthine
biomasse Corrélation de Pearson 1 1,000
Sig. (bilatérale) ,000
N 30 30
Teneur en Catharanthine Corrélation de Pearson 1,000 1
Sig. (bilatérale) ,000
N 30 30
**_La corrélation est significative au niveau 0,01 (bilatéral).
Elicitation des CRs
Elicitation par AS
Teneur en ajmalicine
LP10
Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 201188,482 8 25148,560 254,104 ,000
Intragroupes 1781,450 18 98,969
Total 202969,932 26




LP21

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 55563,175 8 6945,397 37,986 ,000
Intragroupes 3291,116 18 182,840
Total 58854,291 26
L54
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 97083,327 8 12135,416 94,355 ,000
Intragroupes 2315,052 18 128,614
Total 99398,378 26
Elicitation par AS
Teneur en catharanthine
LP10
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 233484,477 8 29185,560 128,728 ,000
Intragroupes 4081,024 18 226,724
Total 237565,501 26
LP21
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 316484,454 8 39560,557 514,667 ,000
Intragroupes 1383,594 18 76,866
Total 317868,048 26
L54
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 130509,509 8 16313,689 124,384 ,000
Intragroupes 2360,813 18 131,156
Total 132870,322 26
Elicitation par CaCl,
Teneur en ajmalicine
LP10
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 163815,064 6 27302,511 142,128 ,000
Intragroupes 2689,371 14 192,098
Total 166504,435 20
LP21
Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 153397,186 6 25566,198 118,088 ,000
Intragroupes 3031,013 14 216,501
Total 156428,199 20




L54

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 37606,449 6 6267,741 62,643 ,000
Intragroupes 1400,769 14 100,055
Total 39007,217 20
Teneur en catharanthine
LP10
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 73716,529 6 12286,088 65,085 ,000
Intragroupes 2642,786 14 188,770
Total 76359,315 20
LP21
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 24873,154 6 4145,526 45,205 ,000
Intragroupes 1283,864 14 91,705
Total 26157,018 20
L54
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 49313,766 6 8218,961 82,674 ,000
Intragroupes 1391,791 14 99,414
Total 50705,557 20
Elicitation combinée par I’AS et le CaCl,
Teneur en ajmalicine
LP10
Somme des carrés ddi Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 293859,815 8 36732,477 504,896 ,000
Intragroupes 1309,546 18 72,753
Total 295169,362 26
LP21
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 40632,966 8 5079,121 45,079 ,000
Intragroupes 2028,090 18 112,672
Total 42661,056 26
L54
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 151545,511 8 18943,189 253,573 ,000
Intragroupes 1344,691 18 74,705
Total 152890,202 26




Teneur en catharanthine

LP10
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 189743,826 8 23717,978 205,470 ,000
Intragroupes 2077,790 18 115,433
Total 191821,616 26
LP21
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 206320,174 8 25790,022 262,323 ,000
Intragroupes 1769,652 18 98,314
Total 208089,826 26
L54
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 137726,953 8 17215,869 176,762 ,000
Intragroupes 1753,126 18 97,396
Total 139480,078 26







Elicitation des pousses

Elicitation par AS
Teneur en ajmalicine

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 39379,388 4 9844,847 117,755 ,000
Intragroupes 836,048 10 83,605
Total 40215,436 14
Teneur en catharanthine
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 39379,388 4 9844,847 117,755 ,000
Intragroupes 836,048 10 83,605
Total 40215,436 14
Teneur en vindoline
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 38781,999 4 9695,500 91,969 ,000
Intragroupes 1054,208 10 105,421
Total 39836,207 14
Elicitation par CaCl2
Teneur en ajmalicine
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 19668,001 3 6556,000 45,838 ,000
Intragroupes 1144,203 8 143,025
Total 20812,204 11
Teneur en catharanthine
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 2187,568 3 729,189 5,329 ,026
Intragroupes 1094,667 8 136,833
Total 3282,235 11
Teneur en vindoline
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 109361,810 36453,937 364,946 ,000
Intragroupes 799,109 99,889
Total 110160,919 11
Elicitation combinée par I’AS et le CaCl2
Teneur en ajmalicine
Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 7161,467 4 1790,367 16,497 ,000
Intragroupes 1085,276 10 108,528
Total 8246,743 14




Teneur en catharanthine

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 35989,734 4 8997,433 38,788 ,000
Intragroupes 2319,655 10 231,966
Total 38309,389 14

Teneur en vindoline

Somme des carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 150465,502 4 37616,376 249,294 ,000
Intragroupes 1508,916 10 150,892
Total 151974,418 14




ANNEXE 5: CHROMATOGRAMMES
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LCMS / MS des alcaloides de I'extrait méthanolique des racines de Catharanthus roseus. A, B: chromatogramme
d'ion unique (SIC) de catharanthine [M + H] + ion parent (m / z = 143,50 & 144,50 + 172,50 & 173,50) et ajmalicine
[M + H] + ion parent (m / z = 143.50- 144.50 + 177.50-178.50 + 209.50-210.50 + 221.50-222.50), respectivement.
C, D: Spectre MS de la catharanthine et de I'ajmalicine, respectivement. E, F: Spectre MS2 de la catharanthine et de

I'ajmalicine, respectivement.



RESUMES



Résumé : La Catharanthus roseus (L.) G. Don a une valeur thérapeutique trés importante grace a ses
alcaloides indoliques terpéniques (AITs). Cependant, les faibles rendements en ces alcaloides justifient le
recours a I’utilisation des techniques des cultures in vitro et de la transgénése végétale afin d’accroitre leur
production. Cela pour mettre a la disposition de I’industrie pharmaceutique un procédé de production de ces
AlTs (Ajmalicine, catharanthine et vindoline).

Le matériel végétal utilisé est obtenu par I’induction des pousses (Ps) et par 1’établissement des cultures de
chevelus racinaires (CRs). Afin d’optimiser la production de la biomasse et des AlTs, différents éliciteurs
sont utilisés (I’acide salicylique, le CaCly, la 5-azacytidine et la trichostatine). L’effet des ces €liciteurs est
évalué par le poids sec et la teneur en AITs (aprés extraction, identification et dosage par LC-MS / MS).

Trois lignées de CRs sont sélectionnées (LP10, LP21 et L54) selon leur degré de ramification et leur bonne
croissance. Aussi, une confirmation de leur nature transgénique par la détection de la présence d’un fragment
du geéne rolB par PCR, est réalisée. L’étude de la cinétique de croissance des Ps et des trois lignées
sélectionnées de CRs a montré que 1’accumulation importante des AlTs coincide avec la phase exponentielle
prolongée de croissance de la biomasse.

L’élicitation des CRs par I’acide salicylique (AS) a permis d’avoir des améliorations tres intéressantes des
teneurs en ajmalicine et en catharanthine. La teneur en ajmalicine la plus élevée est obtenue avec la lignée
LP10 (493,65 mg / 100 g M.S) traitée par 10° M d’AS pendant 24 heures. En outre, la teneur en
catharanthine la plus élevée est enregistrée pour la lignée LP10 (568,29 mg / 100 g M.S) aprés 48 heures de
contact avec 10* M d’AS. Par ailleurs, I’élicitation des pousses par I’AS a montré des améliorations
importantes pour la teneur en ajmalicine (238,61 mg/ 100 g M.S), en catharanthine (221,87 mg / 100 g M.S)
et en vindoline (346,44 mg / 100 g M.S) aprés un temps de contact de 24 heures avec 10° et 10° M d’AS.

L’application de CaCl,, a engendré des résultats moins intéressants par rapport a I’AS; chez les CRs et chez
les Ps. Par contre, 1’élicitation combinée par I’AS et le CaCl,, a donné des résultats trés intéressants. Pour les
CRs, la lignée LP10 a enregistré les meilleures teneurs en ajmalicine (590,29 mg/ 100 g M.S) et en
catharanthine (597,44 mg/ 100 g de M.S), soit une amélioration de la teneur en ajmalicine et en catharanthine
de 82,55 % et 65,28 %, respectivement, aprés un traitement de 10° M d’AS et de 3 mM de CaCl,. Chez les
Ps, la teneur en vindoline (527,50 mg/ 100 g M.S) et en catharanthine (244,51 mg/100 g) ont été clairement
améliorées aprés un traitement combiné de 10° M d’AS et de 5 mM de CaCl,, soit une amélioration de
133,81 % et de 131,79 % par rapport au témoin expérimental.

Mots clés: Plante médicinale, Catharanthus roseus (L.) G, alcaloides indoliques terpéniques,
micropropagation, chevelus racinaires transgéniques, PCR , éliciteurs, acide salicylique, CaCl,, épigénétique,
biomasse, LC-MS / MS, ajmalicine, catharanthine et vindoline.



Summary: Catharanthus roseus (L.) G. Don has a very important therapeutic value due to its terpenoid
indole alkaloids (T1As). However, the low yields of these alkaloids justify the use of techniques of in vitro
culture and plant transgenesis in order to increase their production. This is to provide the pharmaceutical
industry a process for producing these for producing these T1As (Ajmalicin, catharanthine and vindoline).

The plant material used is obtained by the induction of shoots and by establishment of hairy roots cultures
(HRs). In order to optimize the production of biomass and TIAs, different elicitors are used (Salicylic
acid, CaCl,, 5-azacytidine and trichostatin). The effect of these elicitors is evaluated by the dry weight and
the TIAs content (After extraction, identification and determination by LC-MS / MS).

Three lines of HRs were selected (LP10, LP21 and L54) according to their degree of branching and their
good growth. Also, a confirmation of their transgenic nature by detection of the presence of a rolB gene
fragment by PCR is performed. The study of the growth kinetics for shoots and for and the three selected
lines of HRs showed that the large accumulation of T1As coincides with the prolonged exponential growth
phase of the biomass.

The elicitation of HRs by salicylic acid (SA) allowed to have a very interesting improvements contents of
ajmalicine and catharanthine. The highest ajmalicine content is obtained with the LP10 line (493,65 mg /
100 g DW) treated with 10® M of SA during 24 hours. In addition, the highest catharanthine content is
recorded for the LP10 line (568,29 mg / 100 g DW) after 48 hours contact with 10 M of SA. Moreover,
shoot elicitation of shoots by SA showed significant improvements in the content of ajmalicine (238,61 mg
/100 g DW), catharanthine (221,87 mg / 100 g DW) and vindoline (34644 mg/ 100 g DW) after a 24 hours
contact time with 10 and 10° M of SA.

The application of CaCl,, has generated less interesting results compared to SA; in CRs and shoot. On the
other hand, combined elicitation by SA and CaCl,, gave a very interesting results of TIAs accumulation in
HRs and shoots. For HRs, the LP10 line recorded the highest levels of ajmalicine (590,29 mg / 100g DW)
and catharanthine (597,44 mg/ 100g DW, which the improvement levels were about 82,55 % and 65,28 %,
respectively, after a treatment of 10 M AS and 3 mM CaCl,. In shoot culture the content of vindoline
(527,50 mg / 100 g DW) and catharanthine (244,51 mg / 100g DW) was clearly improved after a combined
treatment by 10° M of SA and 5 mM of CaCl,, an improvement were about 133,81% and 131,79%,
respectively, compared to the experimental control.

Key words: Medicinal plant, Catharanthus roseus (L.) G, terpenoid indole alkaloids, micropropagation,
transgenic hairy roots, PCR, elicitators, salicylic acid, CaCl,, epigenetic, biomass, ajmalicine, catharanthine
and vindoline.
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ORIGINAL ARTICLE

Micropropagation of Catharanthus roseus in order to produce Monoterpenoid Indole

Alkaloids in vitro

Benyammi R., Khelifi-Slaoui M., Bakiri N., Harfi B., Khelifi L.

Laboratoire des Ressources Génétiques et Biotechnologies, Ecole Nationale Supérieure Agronomique, Algiers,

Algeria.

ABSTRACT

The Catharanthus roseus produces monoterpenoid indole alkaloids, which have high therapeutic interest.
The biotechnological approach with in vitro shoot cultures remains an alternative to the field culture of
Catharanthus roseus for the production of such compounds. In this investigation, Catharanthus roseus shoot
were induced from a cotyledons of seedlings, on semisolid MS containing various concentrations of 6-
benzyladenine (BA) : 1.0, 1.5 or 2mg/L. The concentration of 2 mg BA/L enhanced a shoot formation (7
shoots / explant ). After shoot formation, liquid cultures are induced by transferring clusters into MS liquid
media. Shoots showed a quick proliferation and biomass accumulation during a culture cycle (34 days).
Maximal biomass values were reached around day 22 of the culture cycle.

Key words: Catharanthus roseus, in vitro, shoot cultures, monoterpenoid indole alkaloids, 6-benzyladenine

Introduction

The Madagascar periwinkle (Catharanthus
roseus) is an important source of terpenoid indole
alkaloids. Currently, this group includes about 200
different alkaloids[12]. Any other plant species is
reported to produce such a large number of complex
alkaloids[1]. The leaves of Catharanthus roseus are
the sole source of bisindole alkaloids antineoplastics,
vinblastine and vincristine, which are formed by the
condensation of vindoline and catharanthine
subunits[11,8]. A production of these bisindole
alkaloids is related to the cell organization found in
the leaves[10]. Therefore, the in vitro shoot cultures
have been proposed as an adequate system to
produce these alkaloids[5].

In order to generate the plant material required
to produce the monoterpenoid indole alkaloids,
several concentrations of cytokinin were tested to
select the optimal concentration for induction and
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multiplication of shoots. On the other hand, the
evaluation of the biomass accumulation in shoot
during a culture cycle was carried out to define the
different phases of growth.

Materials and methods
Establishment of the shoot culture
Induction and multiplication of shoots

Immature seeds of Catharanthus roseus are
disinfected by a passage in 70% ethanol for 5 min,
then in sodium hypochlorite 3% for 20 minutes, and
rinsed three times with sterile distilled water[3. Seeds
were germinated in test tubes containing 20 ml of
semisolid MS media[7] without growth
regulators. Test tubes should be kept in the dark and
at a temperature of 25 ° C for 5 days. The etiolated
seedlings are exposed to continuous light for 4 days.
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Rootless seedlings were placed in 250-ml flask,
containing semisolid MS media, supplemented with
3% sucrose and different concentrations of 6-
benzyladenine (1.0, 1.5 and 2 mg/L). Cultures are
incubated at 25 £ 2 ° C under a 16 h photoperiod.
After 3 weeks, shoots formed from seedling were
excised, and individually used as explants. Then they
are transferred on the semisolid MS media with BA
(1.0, 1.5 and 2 mg /L).

Kinetics of growth

To study the kinetics of growth, clusters of 40
days are transferred to 500-ml flasks containing 100
ml of liquid MS media with 2 mg /L BA and 30 g
of sucrose. Flasks are maintained at a temperature of
25 £ 2 ° C under a 16 h photoperiod on a rotary
shaker set at 80 rpm. After 6 days of culture, fresh
weight and dry weight of clusters are evaluated at
different points through out a culture cycle. Drying
is performed at 60 ° C for 48 hours.

Results and discussion
Establishment of the shoot culture

The average time of appearance of the first
shoots is 5 days for the concentration of 2 mg/L.
whereas; the average time is 3.6 and 4.3 days
respectively for concentrations 1 and 1.5 mg/l BA
(Table 1). The results showed the influence of the
concentration of BA on the induction rate of
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shoots. The highest rate (91.66%) is obtained with
the concentration 2 mg/L (Table 1).

After 3 weeks of culture, the average number of
shoots formed per explant was 8.6 for the
concentration 2 mg /L BA. However, for
concentrations 1 and 1.5 mg/L BA the average
number of shoots is limited to 4 and 6 shoots per
explant, respectively. Hernandez et al. [2] recorded
at the Catharanthus roseus an interesting result with
an average induction of eight shoots per explant after
3 weeks of culture. The positive effect of 6-
benzyladenine result from control Carried on by this
substance on cell division, buds development,
initiation and growth of shoots[6].

The shoots cultured with different concentrations
of BA did not form callus tissue. Thus, the
concentration of 2mg/L. BA was chosen as optimal
for multiplication on liquid and semisolid media.

Kinetics of growth

The shoots transferred on the liquid media
(Fig.2a) showed a proliferation and an accumulation
of the biomass in a continuous way between the 6th
and the 22nd day of culture. Indeed, the kinetics of
growth (Fig. 1) shows an important phase of
accumulation of the biomass reaching a FW of 19.62
g in the 22nd day (Fig.1 and Fig. 2b).

The multiplication of shoots in liquid media to
enhance biomass was reported for other species, such
as Camelia sinensis[9], Drosera anglica and
D. binata [5]. This improvement would be due to
immersion of shoots in liquid media which facilitate
the adsorption of nutrients and growth regulators.

Table 1: Effect of different concentrations of 6-benzyladenine on the formation of shoots.

Concentration of Number of The average time of Induction rate Average number of shoots /
BA (mg / L) explants cultured appearance of the first shoots  of shoots explant after 3 wk of culture
0 10 3 30.33% 1.8+0.63
1 10 3.6 69.23% 440.66
1.5 10 43 90.47% 6+1.06
2 10 5 91.66% 8.6+1.17
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Fig. 1: Evolution of the biomass accumulation in shoots during a 34-d culture cycle in liquid media.
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ABSTRACT

Context Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae) is still one of the most important sources of
terpene indole alkaloids including anticancer and hypertensive drugs as vincristine and vinblastine.
These final compounds have complex pathway and many enzymes are involved in their
biosynthesis. Indeed, ajmalicine and catharanthine are important precursors their increase can lead
to enhance levels of molecules of interest.

Objective This study aims at selecting the highest yield of hairy root line(s) and at identifying best
times for further treatments. We study kinetics growth and alkaloids (ajmalicine and catharanthine)
accumulation of three selected hairy root lines during the culture cycle in order to determine the
relationship between biomass production and alkaloids accumulation.

Materials and methods Comparative analysis has been carried out on three selected lines of
Catharanthus roseus hairy roots (LP10, LP21 and L54) for their kinetics of growth and the
accumulation of ajamalicine and catharanthine, throughout a 35-day culture cycle. The methanolic
extract for each line in different times during culture cycle is analyzed using liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).

Results Maximum accumulation of the alkaloids is recorded for LP10 line in which the peak of
ajmalicine and catharanthine accumulation reached to 3.8 and 43mg/g dry weight (DW),
respectively. This increase coincides with an exponential growth phase.

Discussion and conclusion Our results suggest that the evolution of accumulation of ajmalicine
and catharanthine are positively correlated with the development of the biomass growth.
Significantly, for LP10 line the most promising line to continue optimizing the production of TIAs.
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Additionally, the end of exponential phase remains the best period for elicitor stimuli.

Introduction

Catharanthus roseus (L.) G. Don (Apocynaceae) is an
important medicinal and ornamental plant. Its thera-
peutic benefit (value) is due to the presence of terpenoid
indole alkaloids (TIAs), such as antihypertensive,
ajmalicine and serpentine, and antitumoural alkaloids,
vincristine and vinblastine, which have been used in
chemotherapy since 1960s (van Der Heijden et al. 2004;
Fernandez-Pérez et al. 2013). The great pharmacological
importance of vinblastine and vincristine is related with
their low availability in C. roseus. A total of 1000 kg of
dry leaves is required to produce 1g of both of these
alkaloids (Noble 1990). This presents a serious challenge
to improve the performance and reduce the unit cost.
Recently, it has been shown that vinblastine and

vincristine can be semi-synthesized by using cathar-
anthine and vindoline as precursors (Ishikawa et al.
2009).

For several years, plant tissue culture has been
considered as a promising biotechnological approach to
improve the secondary metabolites production (Malik
et al. 2011, 2014). Organized cultures, especially trans-
genic hairy root cultures induced by Agrobacterium
rhizogenes, represent a reliable alternative to undifferen-
tiated tissue cultures, such as cell suspensions, for the
production of valuable secondary metabolites (Mujib
et al. 2012; Malik et al. 2016). The greatest advantage of
hairy roots lies in their genotypic and biochemical
stability as well as fast growth in hormone-free medium
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(Baiza et al. 1999; Giri & Narasu 2000; Georgiev et al.
2007; Makhzoum et al. 2013). In C. roseus, hairy roots
have been reported to produce a high level of mono-
terpenoid indole alkaloids, mainly catharanthine, ser-
pentine and ajmalicine (Vazquez-Flota et al. 1994;
Moreno-Valenzuela et al. 2003; Batra et al. 2004).
However, there is a lack of vindoline due to the absence
of chloroplasts in the roots. Hence, neither vincristine
nor vinblastin can be found in the roots of C. roseus
(Ferreres et al. 2010).

In this paper, we report the induction and the
establishment of different hairy root lines in C. roseus
by using A. rhizogenes. Subsequently, the growth kinetics
and accumulation of two monoterpenoid indole alkal-
oids (ajmalicine and catharanthine) of the three selected
hairy root lines were measured. The objective was to
determine the relationship between biomass production
and alkaloids accumulation for choosing the high-
performance line. In addition, our work also helps in
identifying the ideal time to apply the elicitors’ treatment
in the following steps of our research.

Materials and methods

Plant materials

Two cultivars of C. roseus (Cooler lilac and Cooler blush)
were selected for genetic transformation assays. To
establish aseptic cultures, seeds were disinfected with
ethanol (75%, w/v) for 30 s, followed by a treatment with
sodium hypochlorite (12%, w/v) for 10 min. The disin-
fected seeds were then rinsed three times with sterile
distilled water before inoculating in test tubes containing
20mL of Murashige and Skoog (MS) medium
(Murashige & Skoog 1962) supplemented with 30 g/L
sucrose and 5.5 g/L agar. Test tubes were kept in dark for
5 d at 25°C and then the etiolated seedlings were
exposed to continuous light for 4 d. The 9-d old seedlings
were placed on MS medium supplemented with 2 mg/L
benzyl amino purine (BAP). Cultures are incubated at
25+2°C under a 16 h photoperiod. After 3 weeks, shoots
obtained from seedlings were excised and used as
explants for transformation studies.

Bacterial strains and culture conditions

Agrobacterium rhizogenes wild-type strains AR15834 and
A4 were used to induce hairy roots in C. roseus.
Agrobacterium strains were cultured for 2 d on yeast
extract mannitol (YEM) medium (Wise et al. 2006) with
15g/L agar and incubated at 28 °C under dark condi-
tions. The bacterial cultures growing in YEM liquid

medium at 28°C for 72h (with ODgy nm - 0.6-0.8)
were used for transformation.

Induction and establishment of hairy root
cultures

The buds of 3-week-old micro-propagated shoots were
wounded and immersed into the bacterial suspension
and incubated for 30 min. Shoots were then blotted dry
using sterile filter paper. Infected explants were trans-
ferred on MS medium and co-cultivated for 2 and 3 d.
But, the other part is directly transferred onto half
strength B5 medium and used as the control (Gamborg
et al. 1968) supplemented with 30 g/L sucrose, 8 g/L agar
and 400 mg/L cefotaxime, without passing through the
co-culture period. The inoculated explants showing hairy
root induction were subcultured two times at 15-d
intervals on half-strength B5 semi-solid medium, con-
taining 5.5 g/L agar and 400 mg/L cefotaxime to elimin-
ate the bacteria. After 2-weeks, at the last subculture,
hairy root induction frequency was evaluated and
expressed as the number of explants with hairy root/
the number of the infected explants x100. The emerging
hairy roots were cut (length higher than 2.5cm) and
transferred onto semi-solid half strength B5 medium
supplemented with 250 mg/L of cefotaxime. The anti-
biotic concentration was gradually lowered and finally
removed completely after 3 months. All the cultures were
maintained in complete darkness at 25+2°C.

Selection of hairy root lines and liquid adaptation

The selection of hairy root lines was done after the
passage of regenerated roots on half strength B5 semi-
solid medium without antibiotic. The hairy root lines
characterized by a better growth and proliferation after
15d of culture were selected and sub-cultured in half
strength B5liquid medium. Approximately, 4-5 root tips
(4-5 cm of length) for each line were collected from solid
culture and transferred in Erlenmeyer flasks containing
50 mL of liquid B5/2 medium without cefotaxime. The
cultures were incubated in orbital shaker set at 100 rpm
and 25 + 2 °C under dark conditions. After 20 d of liquid
culture, the growth index was calculated for each line
using the following formula:

fresh weight (after 20 days of culture)
inoculum fresh weight

Growth index (GI) =

PCR analysis

The transgenic nature of hairy roots was confirmed by
detecting the presence of rolB gene by PCR amplification
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using the specific primers (F: 5-GCG ACA ACG ATT
CAA CCA TAT CG-3, and R: 5-TTT ACT GCA GCA
GGC TTC ATG AC-3'). Total DNA was isolated from
transformed and non-transformed roots using
NucleoSpin DNA Plant Mini kit (Macherey-Nagle,
Diiren, Germany). Plasmid DNA isolated from A.
rhizogenes cells (strains AR15834 and A4) was used as
a positive control. The Ri plasmid was isolated with an
alkaline lysis Miniprep. PCR amplification was carried
out in a 20 uL reaction volume containing 2 pL. DNA
solution, 0.8 UL of each primer (forward and reverse),
2uL of 10 x Taq polymerase buffer, 0.4 uL. ANTP mix
and 0.4 pL of Tag DNA polymerase. PCR reaction was
performed at an initial denaturing temperature of 94°C
for 4 min, followed by 30 cycles of denaturing at 94°C
for 1 min, annealing at 57 °C for 1 min and extension at
72°C for 1 min and ended with a final extension of 72 °C
for 7min. The PCR products were separated using
electrophoresis on 1.2% agarose gel including DNA
marker and visualized under UV light after staining with
ethidium bromide.

Growth kinetics of selected hairy root lines

The three best lines of hairy roots showing good growth
on liquid medium were selected to study the biomass
growth kinetics and alkaloids accumulation. About
200 mg fresh weight (approximately five root tips of 4-
5cm) of each hairy root line (20-d-old) maintained onto
B5/2 semi-solid medium, was collected and inoculated
into 50 mL of liquid B5/2 medium in 250 mL Erlenmeyer
flasks. The cultures were kept on shaker (set at 100 rpm)
in a growth chamber under dark conditions at 25+2°C.
After 8 d of culture, the hairy roots were harvested after
every third day during 35 d of culture, and their dry
weight were recorded. The harvested roots were dried in
an incubator (60°C, for 48h), and then used later for
extraction and determination of alkaloids content.

Extraction and analysis of alkaloids

Alkaloids extraction from the dry plant biomass was
carried out according to protocol given by Guirimand
et al. (2010). Dry hairy roots (25mg) were taken for
alkaloids extraction. Catharanthine and ajmalicine were
identified and quantified using liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
(ThermoFisher Scientific, San Jose, CA). LC-MS/MS
analysis was performed on a C18 column (150 mm X 2.1
mm and 5 pum porosity — Alltima, Alltech, Saint Jean de
Gonville, France) with a flow rate of 0.2 mL/min at a
constant temperature of 25°C. The mobile phase made
up of eluent A (0.1% formic acid in water) and eluent B
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(0.1% formic acid in methanol) in the following gradient
program: 30% B for 30 min, 80% B at 30 min, 98% B at
30,1 min until 5min and 30% B at 35.1 min until 6 min.
The compounds of interest were identified through
specific MS2 scans in the addition of MS full scan
(50-1000 m/z). Then, they were quantified according
UV absorption at 254nm and retention times of
reference which are obtained based on authentic stand-
ards of ajmalicine and catharanthine (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France). Raw data were pro-
cessed using Xcalibur software (version 2.1 Thermo
Scientific, Waltham, MA).

Statistical analyses

The statistical analyses were performed by one-way
ANOVA and completed with the Tukey post hoc test.
The correlation between biomass growth and ajmalicine
and/or catharanthine contents in hairy root lines was
determined and quantified by correlation factor. The
difference between samples was considered statistically
significant at p <0.05.

Results and discussion

Induction of C. roseus hairy roots

Putative transformants were obtained by co-culturing
the explants with A. rhizogenes for 0-3 d. After 12 d of
culture (Table 1), the hairy root started appearing from
wounded sites of explants co-cultured for 3 d with both
the bacterial strains (Figure 1A and B), while in other
explants co-cultured for 0 and 2 d, the hairy root
appeared after more than 12 d. The increase in the
co-culture period ensures the rapid transformation of
cells infected by the bacteria, which allowed the induc-
tion of hairy roots within less time (Rai et al. 2012). Both
the A. rhizogenes strains used in our study showed a
good transformation frequency (Table 1). The strain
AR15834 was most efficient for Cooler blush showing
91% of transformation frequency. For Cooler lilac, the
strain A4 was more active than AR15834 in inducing the
hairy root (81% of root induction). Earlier report on co-
cultivation of C. roseus explants with strain A4 showed
an induction rate of 52% (Batra et al. 2004), which is less
than our results. The transformation efficiency is affected
by plant genotype, bacterial strain as well as type of
explant. The agropine strains are the most virulent of A.
rhizogenes for the hairy root induction (Batra et al. 2004;
Tao & Li 2006). The choice of buds as the type of
explants in our research was due to the efficient
transformation of meristem regions by A. rhizogenes as
reported earlier by Makhzoum et al. (2015).
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The statistical analysis demonstrates a significant
effect (p<<0.05) of co-culture time on the induction
frequency that increased progressively with the increase
in co-culture period particularly with the AR 15834
strain. Indeed, the frequency of root induction reached
90 and 100% for Cooler lilac and Cooler blush,
respectively, in case of 3-d co-culture period. The effect
of co-culture period on induction frequency is highly
significant in the cultivar cooler blush, which showed an
increase of 20% and 25% of root induction on explants
with strains A4 and AR15834, respectively.

On the other hand, the co-culture period showed a
strongly significant effect on the number of induced
hairy roots per explant (Table 1). Indeed, this number
increased two times as compared to the non-infected
explants. The best results were recorded for Cooler lilac
co-cultured for 3 d with strain A4 (an average of 10.27
hairy roots per explants; Table 1), showing that period of
co-culture was a very important step in the transform-
ation by A. rhizogenes. This step ensures the attachment
of bacteria, and then the transfer and integration of T-
DNA in the plant genome (Herath et al. 2005).

Genetic transformation for some recalcitrant plant
species can be achieved in vitro by co-cultivating A.
rhizogenes with wounded tissue (Makhzoum et al. 2011).
Our research showed that the period of co-culture was
very important in order to complete the transformation
process and enhancing the induction frequency, espe-
cially for cooler blush cultivar. Our studies are consistent
with several studies on C. roseus, which have confirmed
the effect of co-culture period (Choi et al. 2004; Taneja
et al. 2010; Wang et al. 2012).

Selection of efficient hairy root lines

Among the 1229 hairy root lines induced in two
cultivars, 40 hairy root lines were selected on the basis
of their degree of lateral ramification and without callus

formation. After 15 d of culture on B5/2 semi-solid
medium; 10 efficient lines (line for each cultivar) were
selected for their good biomass growth and high
ramification degree. There was considerable variability
in the morphology and growth patterns of each individ-
ual hairy root lines, which can be explained by the fact
that each root clone was resulting from an independent
transformation event (Batra et al. 2004). This genetic
variation in hairy root lines could possibly be due to the
various modes of expression of Ri bacterium genes
according to their integration place, number of copies
and the sense of insertion in the plant genome
(Chandra 2012).

In order to determine the ability to adapt and
potential productivity of selected lines in terms of
biomass, the hairy root lines were cultured on liquid
medium. After 20 d of culture, the established hairy root
cultures increased in biomass between 2 and 24 times of
the initial inoculums. Three lines L54, LP10 and LP21
(Figure 1C, D and E) were selected on the basis of their
high biomass production (Table 2). Among three
selected lines, the fastest growing line was LP10, which
showed 24.48 times increase in biomass production as
compared with control. Other studies in C. roseus have
observed that hairy root growth rate increased 20 times
compared with the initial inoculums in a period of 30 d
(Ciau-Uitz et al. 1994). The potential of biomass
production was found to be dependent on hairy root
line and its adaptation to liquid medium (Toivonen et al.
1989; Hughes et al. 2004). Taneja et al. (2010) also
suggested that the variation in growth rate of hairy root
lines was largely influenced by the site of integration of
T-DNA at certain loci of host genome.

Confirmation of transgenic hairy root lines

PCR results (Figure 2) revealed the presence of a single
PCR band corresponding to the rolB gene in the three

Table 1. Response of explants of C. roseus cultivars infected with Agrobacterium rhizogenes strains A4 and

AR15834 after different co-cultured period.

Bacterial Periods of co-culture: Hairy root Number of roots  Average time for the appearance
Cultivars strain explants-bacteria (days) induction (%) per explants of the first root (days)

A4 0 78.57 45" 14.23
2 83.33 541F 125
Cooler lilac 3 83.33 10.27% 11.94
AR15834 0 55.5 4 17.22
2 89.5 56" 15.46
3 90.0 8° 12.55
A4 0 375 144’ 16.13
2 50.0 4.77° 14.23
Cooler blush 3 58.33 8.29¢ 11.82
AR15834 0 75.0 4836 15.11
2 95.0 6.08 14.5
3 100 9.558 12.03

Letters (A-J) indicate the homogenous groups (Tukey test).
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Figure 1. Morphology of induced hairy roots. (A and B) Induction of hairy root on the wounded site of explants after the 30th day of
culture in half-strength B5 semi-solid medium; (C, D and E) the selected hairy root lines; (F, G and H) growth of the LP10 hairy roots
line after the 14th, 29th and 32nd days of culture in half-strength B5 liquid medium, respectively.
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selected hairy root lines (lanes 4-6) and in Ri
plasmid DNA (positive control, lanes 2 and 3). On
the other hand, the genomic DNA isolated from the

Table 2. Variation of growth index in selected hairy root lines
after 20 d of culture in half-strength B5 liquid medium.

Cultivar Selected Lines Growth index (GI)®
Cooler lilac L2 549+1.59
L12 4.39+0.55
L14 6.15+£0.27
L17 13.53+1.21
L54 21.03+191°
Cooler blush LP10 2448+1.13°
LP15 2.41+0.50
LP16 20+138
LP3 249+1.13
LP21 14.10+1.02°
Growth index(GI) = —cshweight __
inoculum fresh weight

PSelected lines according to good growth index.

Figure 2. PCR amplification of ro/B gene in hairy root lines of C.
roseus. Lane M, molecular weight marker (1000 bp ladder); lane
1, DNA from non-transformed roots; lane 2, DNA from the
plasmid A4 (positive control (1); lane 3, DNA from the plasmid
15834 (positive control (2); lane 4, DNA from HR line L54; lane 5,
DNA from HR line LP21; lane 6, DNA from HR line LP10.
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non-transformed roots (control) of the sterile seedlings
(negative control, lane 1) did not show any amplification
of rolB gene. These results confirmed the transgenic
nature of the three selected hairy root lines. This
transformation was a consequence of an integration of
the bacterial rolB gene into the plant genome (White
et al. 1985; Gelvin 2009).

Growth kinetics of hairy root lines

In order to determine the growth kinetics for three
selected lines, the dry weight (DW) was used as a
measure of biomass accumulation after the culture
period of 35 d. As shown in Figure 3, the hairy root
growth was characterized by three development phases.
The first days of culture, ranging from 8 to 14 d for LP10
and L54 and from 8 to 11 d for LP21, corresponds to a
lag phase, during which the hairy roots adapt to liquid
medium and are characterized by a weak and constant
dry weight evolution.

The following phase is an exponential phase which
can be decomposed into two sub-phases; the first one
(ranging from the 14 to 23 d for lines LP10 and L54 and
from 11 to 21 d for line LP21) was a weak exponential
phase with a small-scale of biomass accumulation. The
second one was a true exponential phase with a large-
scale biomass accumulation, which was represented by
an expedited growth extended until the 32nd day for
lines LP10 and L54 and to the 29th day for line LP21.
Within this phase, the LP10 line showed a quick and
high growth in which the dry weight reached 0.35g
(30-fold the initial weight) at 32 d of culture. The line

~7 e

23 26 29 32 35

Time (Days)

Figure 3. Dry weight accumulation kinetics in three selected hairy root lines.
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L54 showed lesser biomass accumulation 0.24g DW at
the 32th day (12-fold the initial weight), whereas the
LP21 line showed the lowest dry weight of 0.1g at the
29th day (10-fold the initial weight) as compared with
control. According to Baiza et al. (1998), during the first
phase, the low increase in biomass was due to the
beginning of the development of lateral roots induced by
cell division of intercalary meristematic zones. According
to the same authors’, in the second phase, the divided
cells were elongated due to the absorption of water,
which explained the large growth of biomass.
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45 4
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4 L54
; 35
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2 3 e
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- O ) ’
£ 2 -
: {. 4
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1 =
05
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The last phase was the stationary phase and it reached
the 32nd day for LP10 and L54 lines and on the 29th day
for the LP21. This phase was characterized by a constant
DW for the LP10 line or by a decrease in DW for L54
and LP21 lines. Constancy of growth biomass in
stationary phase occurred when the laterals roots had
the same size as the main roots. Further, the lateral roots
no longer form new lateral roots. Furthermore, the
biomass growth stability in the stationary phase can be
explained by the exhaustion of nutrients in the culture
medium (Harfi et al. 2013).

T T
1 1 1 )
20 23 26 29 32 35
Time (Days)

Figure 4. Evolution of the catharanthine accumulation in the three selected hairy root lines of C. roseus.

45
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Figure 5. Evolution of ajmalicine accumulation in three selected hairy root lines in C. roseus.
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Figure 6. LCMS/MS of the alkaloids of methanolic extract of Catharanthus roseus roots. (A and B) Single ion chromatogram (SIC) of
catharanthine [M+H]+parent ion (m/z=143.50-144.50+172.50-173.50) and ajmalicine [M+ H]+parent ion (m/z=143.50-
144.50 +177.50-178.50 + 209.50-210.50 + 221.50-222.50), respectively. (C and D) MS spectrum of catharanthine and ajmalicine,
respectively. (E and F) MS? spectrum of catharanthine and ajmalicine, respectively.
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Evolution of catharanthine and ajmalicine
accumulation

Transformed root lines can be a promising source for a
continuous production of secondary metabolites. This
production can be lasting over successive generations
without the loss of biosynthetic stability (Giri & Narasu
2000). Transformed roots of C. roseus are known to
accumulate a large number of monomer alkaloids such
as serpentine, ajmalicine and catharanthine (Guillon
et al. 2008). In the present study, the presence of
ajmalicine and catharanthine at all the stages of growth
cycle (Figures 4 and 5) in LP10, LP21 and L54 lines were
revealed and quantified by LC-MS/MS (Figure 6).

The time for the fastest growing changes in the hairy
root LP10 line (Figure 1F, G and H) during the 36 d
culture period showed that ajmalicine and catharanthine
contents are significantly increased up to 17 d and then
reached to maximum level at days 29 and 32, respect-
ively. The accumulation of ajamalicine and cathar-
anthine stopped at the end of exponential phase. A
peak of ajmalicine and catharanthine accumulation in
the line LP10 reached 3.8 and 4.3 mg/g DW, respectively.

On the other hand, the LP21 line showed an alkaloid
accumulation profiles similar to that of the LP10 line, but
with a slight lower concentration of ajmalicine and
catharanthine, so that the maximum level of accumula-
tion was recorded at days 29th and 32nd with a content
of 1.97 and 3.7 mg/g DW, respectively.

However, for the L54 line, ajmalicine and cathar-
anthine accumulation was relatively constant during the
culture cycle, the content varied between 1.4 and 1.5 mg/
g DW for ajamlicine, and from 2.2 to 2.6 mg/g DW for
catharanthine. We observed that in the line L54, the
content of the ajmalicine was slightly higher than the
catharanthine. Nevertheless, the production of cathar-
anthine was higher than that of the ajmalicine in LP10
and LP21 lines. Ferreres et al. (2010) found similar
results, wherein the content of catharanthine was higher
than that of ajmalicine, in which the concentrations of
ajmalicine and catharanthine were 1.6 and 3.2 mg/g DW,
respectively. In contrast, other research groups noted a
higher concentration of the ajmalicine than that
catharanthine in hairy roots of C. roseus. Although
their production vyields were 0.1-1.25mg/g DW
(Guillon et al. 2008) and 0.1-0.7mg/g DW
(Vazquez-Flota et al. 1994), respectively, for cathar-
anthine and ajmalicine. The previous results reveal the
importance of our results, in which the concentrations
of catharanthine and ajmalicine are significantly
higher especially for the LP10, with a content of
3.8 and 4.3 mg/g DW, respectively.
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Table 3. Relationship between biomass growth and alkaloids
accumulation of the three selected lines in C. roseus.

Coefficient of correlation in alkaloid

DW of hairy root line Catharanthine Ajmalicine
LP10 0.4697%* 0.5337%*
LP21 0.5635%* 0.2994*

L54 0.8399%** 0.4786**

*, ** and *** significance level at 0.5; 0.1 and 0.1 value of p, respectively.

Correlation between biomass and alkaloids
accumulation

Our results showed a good relationship between the
biomass production and the accumulation of ajmalicine
and catharantine in three selected hairy root lines
(Table 3). During the culture cycle, we noticed a linear
relationship between the biomass growth and the
accumulation of catharanthine. This relationship was
stronger for the three lines LP10 (R,=0.4697) LP21
(R,=0.5635) and L54 (R,=0.8399). Similarly, for the
relationship of the accumulation of ajmalicine with the
growth of biomass but just for lines LP10 (R, =0.5337)
and L54 (R, = 0.4786). In contrast, for the LP21 line, this
relationship is weak (R,=0.2994). In addition, the
maximum production of both alkaloids coincides with
the late exponential biomass growth phase. This direct
correlation between biomass growth and production of
alkaloids is also noted in other plant species (Ciau-Uitz
et al. 1994; Almagro et al. 2011), where the highest level
of secondary metabolite production was correlated with
the cell division activity (Hirano & Komamine 1994).
However, Harfi et al. (2013) reported an inverse
relationship in Datura hairy root lines, in which the
maximum production of alkaloids was observed in the
stationary phase of hairy root growth.

Conclusion

Many hairy root lines have been induced from the buds
of C. roseus, which show the efficiency of transformation
process. Our results obtained from three selected hairy
root lines suggest that the evolution of accumulation of
ajmalicine and catharanthine is positively correlated with
the development of the biomass growth. In addition,
production peak of both TIAs is synchronized with the
maximum accumulation of biomass; this leads us to
conclude that there is a linear correlation between the
kinetics of biomass growth and accumulation of
ajmalicine and catharanthine. Moreover, our study
shows that LP10 line is the most effective and promising
line to continue optimizing the production of TIAs. In
addition, the end of exponential phase, from the 23rd
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day until the 32th day, remains the best period to apply
elicitation.

In order to significantly reduce the cost of pharma-
cologically important alkaloids obtained from this plant
species, more studies are required to be focused on
increasing the content by using new elicitors (in hairy
root culture) in combination with other techniques like
immobilization, two phase culture, etc. Interestingly, it
will also be very useful to study the effects of locus and
the chromatin structure on the level of rol genes or other
TIAs" genes and target the best loci with more open
chromatin positioning and accessible for transcription
and activation and less repressive states.
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