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Résumé

Calotropis procera (Apocynaceae) est une plante medicinale riche en molécules bioactives
ayant une importance économique de par leur utilisation en pharmacologie qu’en agriculture.
De par leur intérét, la production par voie biotechnologique (via les chevelus racinaires
(CRs)) de ces metabolites constitue une voie prometteuse.

La premiere partie de la thése consiste a développer un protocole d’induction de CRs efficace
pour C. procera. La deuxieme partie aborde 1’analyse de la composition phytochimique des
CRs de C. procera par GC-MS et UHPLC-QTOF/MS. Dans la perspective de valorisation
dans la protection des cultures, 1’évaluation du potentiel nématicide des extraits de CRs de
C. procera a été réalisée.

Concernant I’induction des CRs, nos résultats montrent que la souche bactérienne, le type et
1’age des explants ainsi que le milieu de co-culture utilisé jouent un role prépondérant. Ainsi,
la fréquence de transformation optimale (95%) est obtenue avec des feuilles dgées de 30
jours et inoculées par la souche A4 sur le milieu 42 B5. La nature transgenique de nos CRs a
été confirmée par amplification PCR du gene rol B. Les différences du taux de croissance
et de tenewrs en phytostérols (campesterol, en stigmastérol et en B-sitostérol) entre les sept
lignées racinaires sélectionnées est extrémement significatives. La lignée HR4 a donng le
rendement le plus élevé, atteignant 3458 ug de campestérol/g M.S., 411.8 ng de
stigmastérol/g M. S. et 438,3 ug de B-sitostérol par g de M. S.

Par ailleurs, I’analyse des extraits des CRs par GC-MS a permis de mettre en évidence trente-
six composes bioactifs de différentes classes métaboliques dont les plus importants sont les
stérols. En outre, la caractérisation des glycosides cardiaques de I’extrait éthanolique des
CRs de C. procera par UHPLC-QTOF/MS met en évidence la présence de dix molécules
bioactives.

Enfin, I’évaluation de la toxicité de 1’extrait aqueux des CRs de C. procera sur les nématodes
(Meloigogyne spp.) montre une mortalité totale (100 %), et ce, pour les extraits des sept
lignées racinaires.

Mots clés : Activité nématicide, Agrobacterium rhizogenes, Calotropis procera, Chevelus
racinaires, GC-MS, Glycosides cardiaques, Meétabolites secondaires, PCR, Phytostérols,
UHPLC/QTOEF-MS.



Summary

Calotropis procera (Apocynaceae) 1s a medicinal plant rich in bioactive molecules having
an economic importance due to their use in pharmacology and in agriculture. Because of
their interest, the biotechnological production (via hairy root) of these metabolites
constitutes a promising way.

The first part of the thesis consists in developing an efficient hairy root induction protocol
for C. procera. The second part deals with the analysis of the phytochemical composition of
C. procera hairy root by GC-MS and UHPLC-QTOF/MS. In, the perspective of valorization
in crop protection, the evaluation of the nematicidal potential of extracts of C. procera hairy
root was carried out.

Regarding the induction of hairy root, our results show that the bacterial strain, the type and
age of the explants as well as the co-culture medium used play a major role. Thus, the
optimum transformation frequency (95%) is obtained with 30-day-old leaves inoculated with
the A4 strain on the 4 B5 medium. The transgenic nature of our hairy root was confirmed
by PCR amplification of the rol B gene. The differences in growth rate and phytosterol
content (campesterol, stigmasterol and (-sitosterol) between the seven selected root lines is
extremely significant. The HR4 line gave the highest yield, reaching 345.8 ug campesterol/g
DM, 411.8 ng stigmasterol/g DM and 438.3 ng B-sitosterol per g DM.

In addition, the analysis of the extracts of hairy root by GC-MS made it possible to highlight
thirty-six bioactive compounds of different metabolic classes, the most important of which
are sterols. In addition, the characterization of cardiac glycosides of the ethanolic extract of
C. procera hairy root by UHPLC-QTOF/MS highlights the presence of ten bioactive
molecules.

Finally, the evaluation of the toxicity of the aqueous extract of C. procera hairy root on
nematodes (Meloigogyne spp.) shows a total mortality (100%), and this, for the extracts of
the seven root lines.

Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Calotropis procera, Cardiac glycosides, Hairy root,
GC-MS, Nematicidal activity, PCR, Phytosterols, Secondary metabolites, UHPLC/QTOF-
MS.
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