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INTRODUCTION GENERALE 



 
                                                                                                              Introduction générale 

 

1 
 

Les plantes synthétisent un large éventail de métabolites secondaires qui sont 

importants pour leur survie dans la nature. Les métabolites secondaires jouent un rôle 

important dans les interactions plantes-microbes, notamment dans les défenses des plantes 

contre les attaques par les pathogènes et les ravageurs. D'autre part, les métabolites 

secondaires des plantes représentent une source majeure de produits naturels bioactifs en 

tant que produits pharmaceutiques et nutraceutiques potentiels (Newman & Cragg, 2016).  

Au cours des dernières décennies, un intérêt considérable a été porté à la production 

in vitro de métabolites secondaires via les cultures de cellules végétales. Le succès de ces 

techniques reste modéré, principalement, parce que leurs voies de biosynthèse ainsi que les 

mécanismes génétiques de régulation les régissant sont en grande partie mal connus. La 

biogenèse des métabolites secondaires est souvent faible et instable dans les cultures de cals 

et de suspensions indifférenciées ; le métabolisme des métabolites secondaires serait corrélé 

au degré d'organisation des structures cellulaires (tissus différenciés). Les racines sont plus 

aptes  à produire une large gamme de métabolites secondaires reflétant ainsi leur  capacité 

de biosynthèse (Sevón & Oksman-Caldentey, 2002). 

Le problème majeur associé à la culture in vitro de racines conventionnelles est 

généralement le faible taux de croissance, en plus du phénomène de nécroses. En revanche, 

les chevelus racinaires (CRs) médiées par Agrobacterium rhizogenes présentent une 

croissance rapide sans régulateurs de croissance et sont génétiquement et biochimiquement 

stables. Ces propriétés font des CRs un matériel biologique de choix pour leur culture en 

bioréacteurs à grande échelle. En effet, les CRs cultivés en conditions artificielles sont 

capables de produire des métabolites secondaires à des niveaux souvent comparables, sinon, 

largement supérieurs à ceux des plantes intactes. Les rendement en métabolites secondaires 

des CRs peut aussi  être amélioré par la sélection de lignées efficientes, l’élicitation et/ou 

manipulation des conditions de culture (Giri et al., 2001). Les CRs constituent donc, d’une 

part, un excellent modèle pour étudier le métabolisme et la physiologie des plantes (Stiles & 

Liu, 2013), et d’autre part, la production de métabolites secondaires d’intérêt en conditions 

contrôlées (Amdoun et al., 2008; Baek et al., 2020; Bathoju et al., 2017; Benyammi et al., 

2016; Gai et al., 2019; Harfi et al., 2013). 

Les cultures de CRs (transgéniques) ont été utilisées chez plusieurs espèces végétales 

en vue de produire des composés d’intérêt médicinal, tels que la digoxine (glycoside 

cardiaque) de Digitalis lanata, (Toivonen, 1993), l’artemisinine (alcaloïde) de Artemisia 
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annua (Giri et al., 2001), les ginsénosides de Panax vietnamensis (Ha et al., 2016), les 

phytostérols de Arabidopsis thaliana (Jozwiak et al., 2013), la réserpine de Rauwolfia 

serpentina (Mehrotra et al., 2015), l’hyoscyamine et la scopolamine (alcaloïdes) de Daura 

spp. (Amdoun et al., 2009; Amdoun et al., 2018, 2019, 2020; Harfi et al., 2013, 2018; 

Moussous et al., 2018), le withanolide A de Withania somnifera (Murthy et al., 2008), les 

dérivés de l’acide caféique de Rhaponticum carthamoides (Skała et al., 2015), 

l’azadirachtine de Azadirachta indica (Srivastava & Srivastava, 2014), les cardénolides de 

Calotropis gigantea (Sun et al., 2012) et la camptothecine de Ophiorrhiza alata (Ya-ut et 

al., 2011). 

Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Famille : Apocynaceae) est potentiellement 

une espèce médicinale car elle est riche en métabolites secondaires d’intérêt pharmaceutique 

(Hassan et al., 2015). C’est donc une espèce qui pourrait présenter une réelle importance 

économique, malgré sa marginalisation actuelle dans les zones d’existence en Algérie (Kaur 

et al., 2021; Parihar & Balekar, 2016). Cependant, cette espèce est largement utilisée en Asie 

et en Afrique dans la médecine traditionnelle (Hassan et al., 2015; Murti et al., 2010). 

Plusieurs propriétés biologiques sont attribuées à l’utilisation des différentes parties  de la 

plante, et ce,  en raison de sa teneur en métabolites secondaires tels que les stérols, les 

alcaloïdes, les tanins, les flavonoïdes, les triterpènes, les coumarines, les saponines et surtout 

les glycosides cardiaques (Chandrawat & Sharma, 2016; Kumari & Chaudhary, 2021; 

Nadeem et al., 2019; Nenaah, 2013; Rohit et al., 2012).  

En effet, la calotropine et les glycosides cardiaques apparentés isolés de C. procera 

présentent des propriétés cardiaques (Petschenka et al., 2018) similaires à certains 

médicaments comme la digitoxine et digoxine (Koch, et al. 2020), ainsi que des activités 

cytotoxiques contre différentes lignées cellulaires cancéreuses, et ce, par l’inhibition de la 

Na+/K+-ATPase (Huang et al., 2018; Li et al., 2009). 

Par ailleurs, les dégâts considérables occasionnés par les nématodes sur le rendement 

des cultures peuvent atteindre jusqu’à 80 milliards de dollars US par an (Nicol et al., 2011). 

De nombreuses espèces végétales présentent des propriétés nématicides (Farzana et al., 

2022) tels que C. procera qui est connu pour sa richesse en composés bioactifs à activité 

nématicide (Costa & Santos, 2022; Eunice et al., 2013; Hussain et al., 2011). En effet, les 

métabolites secondaires de C. procera pourraient être utilisés avec succès dans la protection 

des cultures contre les ravageurs tels que les nématodes phytoparasites qui sont des vers 

microscopiques capables d’altérer la physiologie des plantes.  
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Dans ce contexte et en réponse aux différentes problématiques posées ci-dessus 

(besoin en molécules d’intérêt médicinal ou en tant que pesticide), la présente étude vise à 

atteindre les objectifs suivants : 

• Développer un protocole d’induction de chevelus racinaires efficace pour C. 

procera, en utilisant différents milieux de co-culture, différents types 

d’explants à différents âges et différentes souches bactériennes et sélectionner 

la lignée racinaire la plus performante en métabolites secondaires 

• Faire le screening phytochimique par GC-MS des extraits de chevelus 

racinaires qui en dérivent 

• Caractériser à l’aide d’une UHPLC-QTOF/MS les glycosides cardiaques 

synthétisés par les CRs de C. procera 

• Evaluer le potentiel nématicide des extraits aqueux des CRs de C. procera. 
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1. Calotropis procera 

1.1. Description et historique de la plante  

Le genre Calotropis appartenant à la famille des apocynacées (Apocynaceae) est 

largement distribué dans les régions tropicales et subtropicales d’Afrique et d’Asie (Rahman 

& Wilcock, 1991). Deux espèces communes de Calotropis ont été rapportées en littérature : 

C. procera et C. gigantea (Chandrawat & Sharma, 2016 ; Parihar & Balekar, 2016). 

Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Famille: Apocynaceae ; Figure 1) connu 

localement sous le nom de Kranka (arabe algérien) et Tourha (Tamahaq) en Algérie 

(Hammiche & Maiza, 2006), mais connu aussi dans le monde entier sous divers noms tels 

que Asclépiade, Pommier de Sodome, Madar, Calotrope ou Uchar (Kumari & Chaudhary, 

2021). Cette plante est un arbuste vivace xérophyte qui pousse dans de nombreuses régions 

arides et semi-arides (Boutraa, 2010). Il est originaire d’Afrique tropicale et subtropicale et 

d’Asie.  Il est aussi répondu au Moyen-Orient et en Amérique latine (Hassan et al., 2015). Il 

a été également introduit en Australie (Rahman & Wilcock, 1991) (Figure 2).  

Cette plante est largement cultivé dans ces régions sans irrigation, sans engrais 

chimiques, sans pesticides ou autres pratiques agronomiques (Erdman, 1983). Il peut être 

considéré comme une espèce intéressante pour occuper les terrains pauvres sablonneux, trop 

épuisés pour supporter des cultures. A ce titre il est appelé à rendre des services dans les 

régions désertiques (Gillet, 1968).  

Cette plante pousse dans des habitats secs où les précipitations sont limitées à 150 à 

1000 mm. On la trouve sur les bords de routes, les dunes en bord de mer, et même dans les 

zones urbaines. C. procera se trouve également dans les zones élevées jusqu'à 1000 m. Parce 

que la plante est facile à propager et à gérer et peut pousser dans des conditions xérophytes, 

elle est parfois cultivée comme plante ornementale dans les zones sèches ou côtières (Parihar 

& Balekar, 2016).  
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Figure 1: Photographie de C. procera dans son habitat naturel (Photo originale) 

a : Pied de C. procera ; b : Fleurs de C. procera 

 

 

Figure 2 : Distribution mondiale de C. procera (Kaur et al., 2021) 
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1.1.1. Description botanique 

C. procera est un arbuste ou petit arbre qui peut atteindre une hauteur de 2 à 6 m, sa 

tige est généralement simple, rarement ramifié. Les jeunes tiges sont de couleur vert grisâtre, 

les branches sont légèrement succulentes, alors qu’elles sont recouvertes d’une écorce 

liégeuse lorsqu’elles sont matures. Toutes les parties de la plante dégagent un latex blanc 

lorsqu’elle est coupée ou cassée (Hassan et al., 2015; Orwa et al., 2009). Le latex a été 

toujours considéré comme un poison. Il est d’une grande toxicité où parfois il est capable de 

provoquer la cécité s’il est en contact directe avec l’œil (Gillet, 1968).  

C. procera a une racine pivotante de 3 à 4 m de profondeur et un système racinaire 

secondaire avec des racines latérales ligneuses, qui peuvent rapidement régénérer des 

pousses adventices lorsque les plantes sont blessées. Les racines pivotantes de C. procera 

ont des sommets proéminents avec une tête arrondie, le reste de la partie étant courbé en 

spirale ; ils forment de gros tubercules (Grace, 2006).  

Ces racines dures sont de couleur blanc grisâtre et présentent des exsudats de sève si 

l'écorce est coupée. La partie supérieure du liège est spongieuse et rugueuse, tandis que la 

partie interne de l'écorce est lisse et mucilagineuse (Hassan et al., 2015). 

Les feuilles de C. procera sont opposées, simples, subsessiles, ne présentant pas de 

stipule, les limbes sont oblong-obovales à largement obovales, de couleur vert clair à vert 

foncé avec des veines presque blanches, légèrement coriaces, et ont une fine couche de poils 

doux qui s'effacent. L’apex est acuminé à apiculé, les feuilles ont une base embrassante en 

forme de cœur. Elles sont pubescentes lorsqu'elles sont jeunes et glabres des deux côtés à 

maturité. Elles ont un aspect cireux et contiennent une sève laiteuse blanche (Murti et al., 

2010). 

La maturité de l’appareil reproducteur de C. procera est atteinte après 190 jours de 

germination environ. La floraison a lieu tout au long de l'année et la pollinisation est 

effectuée par des insectes, essentiellement des abeilles et des papillons (Bebawi et al., 2015). 

Les fleurs sont régulières, bisexuées. Elles sont portées en grappes de boutons floraux 

ovoïdes dans les fourches des feuilles les plus hautes (c'est-à-dire dans les inflorescences 

axillaires) ; chaque grappe contient 3–15 fleurs. Le calice et la corolle sont à 5 lobes ; les 

sépales de 7–8 mm de long ; ovales aigus, poilus à l'extérieur ; tandis que les pétales de 2–3 

cm de large sont blancs avec des pointes violettes à l'intérieur ; Les fleurs ont un centre en 

forme de couronne (Hassan et al., 2015).  
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Le fruit de C. procera est présenté sous forme de follicule simple charnu, gonflé et 

subglobuleux à ovoïde de 10 cm ou plus de diamètre. Son apex est arrondi, vert, spongieux 

et lisse, qui se fend et s'inverse à maturité pour libérer les graines (Rohit et al., 2012). Les 

graines sont nombreuses (350–500 par fruit), plates, obovales, de 6 x 5 mm, avec un pappus 

blanc soyeux de 3 cm de longueur ou plus (Orwa et al., 2009). La fructification a lieu tout 

au long de l'année (Bebawi et al., 2015). 

1.1.2. Historique de la plante 

Dans l’ancienne littérature, il a été rapporté que C. procera a une très ancienne 

histoire d’utilisation comme traitement de choix en médecine traditionnelle africaine, 

chinoise et indienne pour traiter différentes maladies. Il a été utilisé pour la première fois 

comme plante médicinale vers 800-900. Ses différentes formules ont été trouvées dans les 

anciens livres védiques de l’inde. Son importance a été décrite aussi dans les anciennes 

croyances et rituels populaires (Bhatti et al., 1998; Seignobos, 2016). Ses  diverses propriétés 

thérapeutiques lui confèrent une grande utilisation en médecine traditionnelle à travers le 

monde (Rohit et al., 2012) et en Algérie (Hammiche & Maiza, 2006; Telli et al., 2022). 

Toutes les parties de la plante comme les racines, les feuilles, les fleurs et le latex ont 

été utilisées pour prévenir de sévères maladies (El-Ghazali et al., 2010). Il a été utilisé pour 

le traitement de la lèpre, des ulcères, des tumeurs, des hémorroïdes et des maladies de la rate, 

du foie et de l'abdomen  (Ibrahim et al., 2012). En outre, plusieurs études suggèrent 

également ses utilisations potentielles dans les industries alimentaires, textiles et papetières, 

ce qui lui confère  une valeur socio-économique importante (Kaur et al., 2021). 

1.2. Classification taxonomique 

Calotropis procera est une plante médicinale populaire de la famille des 

Apocynaceae (Amini et al., 2021). Sur la base de données moléculaires, la classification des 

Apocynaceae a subi des révisions considérables. Selon l'Angiosperm Phylogeny Group III, 

la famille des Asclepiadaceae est maintenant incluse dans les Apocynaceae. Cette révision 

est également mise à jour dans Angiosperm Phylogeny Group IV (APGIV, 2016).  

La famille, telle qu'elle est actuellement reconnue, comprend quelque 1500 espèces 

réparties en environ 424 genres et cinq sous-familles : Apocynoideae, Rauvolfioideae, 

Asclepiadoideae, Periplocoideae et Secamonoideae. Les deux premières sous-familles 

faisaient partie des Apocynaceae sensu stricto, tandis que les trois dernières sous-familles 

appartenaient aux Asclepiadaceae (Madani et al., 2017).  
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La classification de C. procera selon APGIV (2016) est la suivante : 

Règne : Plantae 

Phylum : Tracheophyta 

Classe : Magnoliopsida 

Ordre : Gentianales  

Famille : Apocynaceae 

Genre : Calotropis  

Espèce : procera 

1.3. Métabolites secondaires 

Les métabolites secondaires synthétisés par les plantes constituent un moyen de leur 

adaptation à leurs environnements, mais représentent aussi une importante source de 

molécules pharmaceutiques. Ces molécules contribuent largement à l’interaction des plantes 

avec leurs environnements. Ils ont été décrits comme étant antibiotiques, antifongiques et 

antiviraux, et donc capables de protéger les plantes des agents pathogènes (phytoalexines), 

et aussi antigerminatifs ou toxiques pour les autres plantes (allélopathie). En outre, ils 

constituent d'importants composés absorbant les UV, empêchant ainsi de graves dommages 

aux feuilles causés par la lumière. Par ailleurs, ils agissent sur les animaux, comme les 

insectes (propriétés anti-nutritives), ou encore les bovins pour lesquels les graminées 

fourragères comme le trèfle ou la luzerne peuvent exprimer des propriétés oestrogéniques et 

interagir avec la fertilité. Les métabolites secondaires végétaux sont généralement classés en 

fonction de leurs voies de biosynthèse. (Bourgaud et al., 2001) 

Plusieurs rapports dans la littérature indiquent que C. procera contient diverses 

classes de métabolites secondaires, notamment des glycosides cardiaques, des stérols, des 

alcaloïdes, des tanins, des triterpènes, et des flavonoïdes (Nenaah, 2013; Rohit et al., 2012). 

L’accumulation des glycosides cardiaques dans la plante à des teneurs importantes comme 

la calotropagénine, la calotoxine, le frugoside, la coroglaucigénine, la calotropine, 

l’uzarigénine, l’asclépine, l’uscharidine et l’uscharine ainsi que leurs précurseurs (stérols) a 

été déjà démontrée par les études antérieures (Pandey et al., 2016; Ramadan et al., 2019). 

  

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18063
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=29910
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1.3.1. Stérols  

• Description et intérêts 

Les stérols sont un groupe de métabolites dérivés de la vaste famille des isoprénoïdes 

(terpénoïdes) avec des fonctions essentielles chez les eucaryotes (Edwards & Ericsson, 

1999). 

Contrairement aux cellules animales et fongiques, qui contiennent un seul stérol 

majeur, les cellules végétales synthétisent une gamme complexe de mélanges de stérols, 

communément appelés phytostérols (Benveniste, 2004).  

Les phytostérols jouent un rôle important dans la croissance et le développement des 

plantes, y compris la division cellulaire, l'élongation cellulaire, l'embryogenèse, la 

biosynthèse de la cellulose et la formation de la paroi cellulaire (He et al., 2003).  

Un grand nombre d'études sur des mutants du gène synthétique de stérol de 

Arabidopsis ont montré que les stérols jouent un rôle important dans le développement des 

embryons et des graines des plantes. La squalène époxydase (SQE) convertit le squalène en 

oxydosqualène au stade précoce de la synthèse des phytostérols, et les mutants sqe1-3 et 

sqe1-4 produisent des graines non viables. Les mutants de Arabidopsis smt1 (stérol 

méthyltransférase 1), fackel (fk) et hyd1 (hydra 1) présentent des défauts embryonnaires. De 

même, les doubles mutants cvp1 smt1 étaient létaux pour les embryons, indiquant la 

sensibilité du développement embryonnaire au balances de stérols (Suo et al., 2021). 

Parmi les divers phytostérols synthétisés chez les plantes, trois sont majoritaires (le 

campestérol, le sitostérol et le stigmastérol) et présentent de grands rôles de structure et de 

fonction pour leur croissance et leur développement (Clouse, 2002; Hartmann, 1998). 

Le campestérol sert comme précurseur de synthèse des brassinostéroïdes (BRs) : des 

molécules agissant comme signaux hormonaux, il influence le niveau de BRs actifs ; et 

régule un certain nombre d'activités physiologiques dans le développement de la plante 

comme l'élongation cellulaire, le développement  de l'étamine et du pollen, la différenciation 

du xylème, la tolérance au stress, et la résistance aux agents pathogènes (Deng et al., 2016). 

Le sitostérol est un composant important de la bicouche lipidique membranaire, qui 

interagit avec les phospholipides ou les sphingolipides pour réguler la fluidité et la 

perméabilité de la membrane plasmique, notamment pour réguler les propriétés 
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physicochimiques des microdomaines lipidiques appelés radeaux (Laloi et al., 2007; 

Schaller, 2004). 

Le stigmastérol pourrait être spécifiquement requis pour la prolifération cellulaire 

(Hartmann, 1998). En plus des rôles importants des phytostérols pour la croissance et le 

développement des plantes, ils sont bénéfiques pour la santé humaine (Yang et al., 2009). 

Récemment, il a été rapporté la modulation positive des récepteurs GABAA, le potentiel 

anxiolytique et anticonvulsivant du stigmastérol. Ainsi, le stigmastérol est considéré comme 

un médicament stéroïdien candidat pour le traitement des troubles neurologiques en raison 

de sa modulation positive des récepteurs GABAA (Karim et al., 2021). L’activité 

antioxydante, anti-inflammatoire et anti-cancéreuse du stigmastérol a été aussi montrée par 

(Ahamed et al., 2022).  

Les stérols ont donc une importance croissante dans la l'industrie pharmaceutique et 

alimentaire en raison de leurs bienfaits pour la santé représentant ainsi un marché de 

plusieurs milliards de dollars (García-Llatas & Rodríguez-Estrada, 2011).  

D’autre part les stérols sont des substrats pour la synthèse d'un large éventail de 

métabolites secondaires tels que les cardénolides (famille des glycosides cardiaques), les 

glycoalcaloïdes, les dérivés du prégnane et les saponines (Hartmann, 1998). 

• Voie de biosynthèse des stérols  

Les phytostérols sont synthétisés via la voie mévalonate de la formation des 

terpénoïdes et proviennent de la cyclisation initiale du 3S-squalène-2,3-époxyde (Kreis & 

Müller-Uri, 2010). 

Tous les tissus végétaux sont capables de former leurs propres stérols. La plupart des 

enzymes impliquées dans la biosynthèse des stérols à partir de la formation du squalène sont 

associées aux membranes du réticulum endoplasmique, mais la participation de la membrane 

plasmique aux étapes finales de la voie (par exemple dans la synthèse du stigmastérol) ne 

peut être exclue (Hartmann, 1998). 

Généralement, la voie de biosynthèse des phytostérols (Figure 3) va du cycloarténol 

au campestérol et au stigmastérol. Il existe un point de branchement au 24-

méthylènelophénol, défini comme deux segments biosynthétiques : l'un produit du 

campestérol (une sorte de 24-méthyl stérol), et l'autre produit du sitostérol et du stigmastérol 

(deux sortes de 24-éthyl stérols) (Benveniste, 2004; Carland et al., 2010). 
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Il y a 12 enzymes impliquées dans la voie de biosynthèse, et celles-ci sont divisées 

en deux groupes : un groupe intervient dans les premières étapes de la voie, comme les C24-

stérol méthyltransférases 1 (SMT1), les stérol-méthyl oxydases 1 (SMO1), la cyclopropyle 

stérol isomérase (CPI), Obtusifoliol-14α-déméthylase (CYP51), Fackel (FK) et hydra1 

(HYD1); l'autre groupe intervient dans les dernières étapes de la voie, comme les C24-stérol 

méthyltransférases 2 (SMT2), les stérol-méthyl oxydases 2 (SMO2), la Δ7-stérol-C5-

désaturase (DWF7/STE1), Δ5, 7-stérol Δ7-réductase (DWF5), Δ5-stérol Δ24-réductase 

(DWF1) et C22-stérol désaturase (CYP710A1) (Benveniste, 2004).  

SMT2 est l'enzyme clé contrôlant un point de ramification qui définit deux voies de 

biosynthèse. L'une de ces voies produit des 24-méthyl stérols comme le campestérol, et 

l'autre produit des 24-éthyl stérols comme le sitostérol et le stigmastérol (Benveniste, 2004; 

Carland et al., 2010). 
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Figure 3 : Voie de biosynthèse des phytostérols (Carland et al., 2010) 

Les principaux intermédiaires sont affichés. C-24, le site des additions de méthyle SMT, est indiqué. 

Plusieurs étapes sont désignées par des lignes pointillées. Les mutants sont indiqués en italique avec les 

enzymes correspondantes en majuscules. dwf1/dim a une homologie avec l'oxydase liée au FAD et devrait 

avoir une activité C-24 réductase. 
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1.3.2. Glycosides cardiaques  

• Description et intérêts 

Les glycosides cardiaques sont des métabolites secondaires d’origine végétale 

répandus chez plusieurs familles d'angiospermes non apparentées comme la famille des 

Apocynaceae, Asclepiadaceae, Asparagaceae, Convallariaceae, Crassulaceae, Fabaceae, 

Hyacynthaceae, Plantaginaceae, Ranunculaceae et Scrophulariaceae (Voir tableau 1) 

(Kreis & Müller-Uri, 2010; Patel, 2016). 

Tableau 1: Noms botaniques des espèces végétales productrices de glycosides cardiaques 

(Patel, 2016). 

Espèce Famille/Classe Glycoside 
cardiaque 

Antiaris toxicaria Moraceae Antiaritoxioside 

Asclepias sp. Asclepiadaceae – 

Bowiea volubilis Asparagaceae 
 

Calotropis sp. Apocynaceae Calactine,  
Calotxine, 
Calotropine 

Convallaria majalis Asparagaceae Convallatoxine 

Digitalis purpurea Plantaginaceae Digoxine,  
Gitoxine,  
Digitonine, 

Drimia maritima Asparagaceae – 

Kalanchoe daigremontiana Crassulaceae Lanceotoxins 

Nerium oleander Apocynaceae Oleandrine, 
Oleandroside, 
Nerioside 

Thevetia peruviana Apocynaceae Oleandrine 

Strophanthus Apocynaceae Strophanthidine, 
Periplogenine 
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Les glycosides cardiaques appartiennent aux hybrides stéroïdes-sucre. Ils sont 

composés d'aglycone stéroïdien avec un anneau lactone à 5 chaînons et agissent sur les 

muscles cardiaques. Ceux-ci sont également connus sous le nom de glycosides 

cardiotoniques et l'activité cardiaque dépend à la fois de l'aglycone et de la molécule de 

sucre. L'activité réside dans l'aglycone mais le sucre rend les composés plus solubles, ce qui 

augmente le pouvoir de fixation du glycoside sur les muscles cardiaques. Ceux-ci sont 

divisés en deux sous-groupes : Les cardénolides : ont un cycle lactone à 5 chaînons en 

position C-17 et les bufadénolides qui ont un cycle lactone à 6 membres en position C-17 

des cycles stéroïdiens (Sayeed, 2007). 

Toutefois, les aglycones peuvent être liés à un ou plusieurs sucres ou 

oligosaccharides tels que l'arabinose, le galactose, le glucose, le mannose, le rhamnose et le 

xylose. L'unité d'aglycone peut être en outre décorée par une série d'étapes d'adaptation, qui 

contribuent considérablement à la diversité des glycosides cardiaques naturels. Les 

aglycones dans les glycosides cardiaques sont essentiels pour l'activité biologique, et une 

modification rationnelle de la fraction aglycone peut améliorer l'activité anticancéreuse par 

exemple (Hou et al., 2021). 

Ils sont utiles en médecine comme agent cardiotonique, antiprolifératif, 

immunomodulateur, dépresseur du système nerveux central, anti-inflammatoire et antiviral 

(Nimoriya et al., 2021).  

Une analyse réalisée par Van Quaquebeke et son équipe sur l'extrait méthanolique 

d'écorces de racine de C. procera a permis d'identifier un cardénolide (2''-oxovoruscharine). 

Ce composé s’est révélé très intéressant en termes de rendement chimique hémisynthétique, 

son activité antitumorale in vitro, son influence inhibitrice in vitro sur l'activité Na+/K+-

ATPase, et sa tolérance in vivo. Le composé présente une activité antitumorale in vitro sur 

57 lignées de cellules cancéreuses humaines, rendant ainsi son activité antimitotique 

similaire à celle du taxol et dont l’efficacité est supérieure au SN-38 (le métabolite actif de 

l'irinotécan), deux des médicaments les plus puissants utilisés pour lutter contre le cancer 

(Van Quaquebeke et al., 2005). 

L’excellente activité anticancéreuse des glycosides cardiaques par l'inhibition de la 

Na+/K+-ATPase, l'induction de l'apoptose cellulaire et de l'autophagie, la régulation du cycle 

cellulaire ainsi que l'influence de la transduction du signal cellulaire a attiré beaucoup 

l’attention ces dernières années pour ces composés (Hou et al., 2021). De ce fait, ils peuvent 



 
                                                                                                        Synthèse bibliographique 

 

15 
 

constituer des plateformes utiles pour la découverte de nouveaux métabolites anticancéreux 

surtout qu’ils permettent un contrôle sélectif des tumeurs sans affecter la croissance et la 

division cellulaires normales. 

Une activité antifongique prononcée de composés cardénolides contre les 

champignons telluriques Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum a été aussi rapportée 

par (Abbassy et al., 2012), ce qui indique que ces composés peuvent être utilisés comme 

fongicides.  

Des glycosides cardiaques tels que la calotropagénine, la calotoxine, le frugoside, la 

coroglaucigénine, la calotropine, la calactine, l'uzarigénine, l'asclépine, l'uscharidine et 

l'uscharine ont été identifiés dans les organes de C. procera. La calotropine et les glycosides 

cardiaques apparentés montrent des propriétés cardiaques par l’inhibition de la Na+/K+-

ATPase (Farr et al., 2002; Petschenka et al., 2018) similaires aux médicaments digitoxine et 

digoxine largement commercialisés et utilisés dans le traitement des insuffisances cardiaques 

(Koch et al., 2020), ainsi que des activités cytotoxiques contre un certain nombre de lignées 

cellulaires cancéreuses (Huang et al., 2018; Li et al., 2009; Zheng et al., 2021) et des 

maladies auto-immunes médiées par les lymphocytes Th17 et/ou Th1 (Liu et al., 2019). 

Les glycosides cardiaques sont actuellement récoltés à partir des tissus de plantes 

naturelles, une source limitée de métabolites secondaires. Il est donc crucial de déterminer 

la voie de biosynthèse complète de ces molécules pour concevoir la production des 

glycosides cardiaques dans d’autres organismes à usage pharmaceutique (Hoopes et al., 

2018). 

• Voie de biosynthèse des glycosides cardiaques  

La biosynthèse des glycosides cardiaques dans les plantes vasculaires peut ne pas 

être séparée de la biosynthèse des stérols (Figure 4) (Kreis & Müller-Uri, 2010). Toutefois, 

les ressources génomiques de C. procera sont limitées. Les gènes impliqués dans la voie de 

biosynthèse des glycosides cardiaques chez cette plante restent largement inconnus à ce jour. 

Les glycosides cardiaques seraient synthétisés chez les plantes à partir des prégnanes 

intermédiaires (Stuhlemmer & Kreis, 1996). Ces dernières molécules sont supposées 

dérivées de l’acide mévalonique via des triterpénoïdes et des phytostérols intermédiaires. La 

prédominance des précurseurs de la voie terpénoïde (voie mévalonate MVA ou  voie 2-C-

méthylérythritol-4-phosphate MEP) dans la synthèse du cardénolide intermédiaire n'est pas 

encore claire (Faust et al., 1992). 



 
                                                                                                        Synthèse bibliographique 

 

16 
 

Les données du transcriptome ont révélé un total de 47 unigènes associés à la 

production du squelette terpénoïde. Ces unigènes représentent ensemble 16 familles de gènes 

de la biosynthèse du squelette terpénoïde (McGarvey & Croteau, 1995). 

L'identification des transcrits liés aux enzymes des deux sous-voies terpénoïdes 

suggère que les précurseurs des deux voies sont utilisés dans la synthèse de différents 

intermédiaires chez C. procera (Figure 4) (Pandey et al., 2016).  

La formation du squalène englobe le début du squelette stéroïdien qui, par la 

formation de plusieurs intermédiaires aboutit à la prégnéolone (Benveniste, 2002). Ces 

étapes sont catalysées par 13 familles de gènes associés à la biosynthèse des stéroïdes, 

comprenant principalement des réductases, des oxydases et des méthylases (Pandey et al., 

2016).  

La formation de la prégnélone est le point de branchement pour la biosynthèse du 

squelette des glycosides cardiaques. Au total, 11 familles de gènes sont supposées 

impliquées dans la conversion de la prégénolone en glycoside cardiaque, parmi lesquelles, 

seules cinq familles de gènes ont été identifiées par (Pandey et al., 2016). La conversion de 

la prégnénolone en progestérone est catalysée par l'enzyme 3β-HSD (Herl et al., 2007). Une 

fois la progestérone est synthétisée, elle est immédiatement réduite en l'un des intermédiaires 

Prégnane-dione avec l'enzyme 5βPOR (Herl et al., 2006). Quatre transcrits présentant des 

similitudes avec les enzymes glucohydrolases ont été identifiés chez C. procera et pourraient 

avoir une activité similaire aux enzymes cardénolides 16-O-glucohydrolases. Jusqu'à ce jour, 

un seul gène, à savoir 5βPOR, progestérone 5β-réductase a été caractérisé à partir de cette 

plante (Pandey et al., 2016). 

Des enzymes spécifiques impliquées dans les dernières étapes de la biosynthèse des 

glycosides cardiaques telles que des glycosyl transférases, des glucuronosyl transférases, des 

UDP-glycosyl transférases et des glucuronosyl transférases ont été identifiées déjà chez C. 

procera. La présence de ces enzymes catalysant la glycosylation des unités de génine en 

glycosides donnera une nouvelle direction à l'étude de la voie de biosynthèse des glycosides 

cardiaques et de ses gènes associés chez cette plante (Pandey et al., 2016). 
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Figure 4 : Voie putative de biosynthèse des glycosides cardiaques chez C. procera 

(Pandey et al., 2016) 

  



 
                                                                                                        Synthèse bibliographique 

 

18 
 

1.4.  Importance médicinale de C. procera 

Ces dernières années, la médecine traditionnelle et naturelle est largement utilisée 

pour prévenir et guérir diverses maladies, notamment les problèmes cardiovasculaires et 

cancéreux (Patel, 2016).  

Les différentes parties de C. procera sont connues pour leurs vertus thérapeutiques 

contre plusieurs maladies. Les racines, l'écorce des racines, les feuilles, les fleurs, les fruits, 

le latex ou parfois même la plante entière ont été utilisés pour prévenir : les maladies de la 

peau, les dermatoses, les plaies infectées, la syphilis, les maladies respiratoires (toux), 

l’amygdalite, la jaunisse, les helminthiases, la bilharziose, la dysenterie, la constipation, la 

fièvre, le rhumatisme, l’asthme, l’épilepsie, les douleurs, les hémorragies, les plaies 

infectées, le psoriasis, la leishmaniose, les céphalées, les troubles digestifs, les maladies 

oculaires et peuvent être aussi utilisées comme antiseptique où parfois  abortive (El-Ghazali 

et al., 2010; Hammiche & Maiza, 2006; Kumari & Chaudhary, 2021; Lal & Yadav, 1983). 

Jusqu’à présent, plusieurs études ont prouvé l’effet biologique des extraits des 

différentes parties de C. procera, telle que l’activité antibactérienne (Mako et al., 2012), 

larvicide (Markouk et al., 2000), vermifuge (Iqbal et al., 2005), acaricide (Al-Rajhy et al., 

2003), schizontocide (Sharma & Sharma, 2000), anti-nociceptive (Soares et al., 2005), 

antioxydante (Kumar et al., 2013), spasmolytique (Iwalewa et al., 2005), 

immunomodulatrice (Seddek et al., 2009), antipyrétique, analgésique, purgative  (Mossa et 

al., 1991), cicatrisante (Rasik et al., 1999), hépato-protectrice (Ramachandra Setty et al., 

2007), antiulcéreuse (Basu et al., 1997), anti-fertilité (Kamath & Rana, 2002), anti-

inflammatoire (Teixeira et al., 2011), anti-diarrhéique (Kumar et al., 2001) et anticancéreuse 

(Sweidan et al., 2021).  

Aujourd'hui, le C. procera est considéré comme une source prometteuse de 

molécules pharmacologiquement actives qui pourraient être chimiquement modifiées pour 

améliorer leur efficacité (Van Quaquebeke et al., 2005). En revanche, bien que son potentiel 

pharmacologique ait été bien prouvé, seules quelques molécules actives ont été identifiées, 

ce qui nécessite l’approfondissement des recherches sur cette voie (Parihar & Balekar, 

2016).  

2. Culture de tissus végétaux 

Les plantes présentent une source riche en métabolites secondaires souvent utilisés 

comme produits pharmaceutiques. Néanmoins, l'approvisionnement constant et uniforme en 
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produits pharmaceutiques à partir des végétaux a souvent été compromis. Une alternative 

pour la production de composés végétaux actifs est la culture in vitro de tissus végétaux, car 

elle assure l'indépendance vis-à-vis des conditions environnementales en éliminant le besoin 

de s'appuyer sur des plantes sauvages. La transformation des plantes permet également leur 

utilisation ultérieure pour la production de composés divers, tels que les vaccins et de 

multiples produits pharmaceutiques (Espinosa-Leal et al., 2018). 

Une autre raison d’utiliser ces approches biotechnologiques pour produire des 

métabolites secondaires in vitro, est que ces derniers ne sont pas essentiels à la croissance 

des plantes et sont produites en petites quantités. Ces composés présents à de faibles taux 

possèdent parfois des centres chiraux ce qui les rends difficiles à synthétiser chimiquement 

et donc coûteux pour la production commerciale (Zhou et al., 2011).  

Plusieurs méthodes sont actuellement employées pour obtenir la matière végétale qui 

sert à fournir les métabolites secondaires à grande échelle (Figure 5), à savoir la culture de 

cellules, la culture de cals, l’organogenèse, l’embryogenèse, la culture de racines et 

l’induction de chevelus racinaires ou hairy root (Stiles & Liu, 2013).    

 

Figure 5 : Schéma des méthodes actuelles employées pour la production à grande échelle 

de composés bioactifs à l'aide de la culture de tissus végétaux in vitro (Espinosa-Leal et al., 

2018) 
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2.1. Culture de chevelus racinaires  

Durant plusieurs années, la culture de tissus végétaux, en particulier les cultures de 

suspensions cellulaires et de CRs a été considéré comme une source alternative de composés 

biologiquement actifs (Amdoun et al., 2008; Benyammi et al., 2016; Huang et al., 2014; 

Moussous et al., 2018). 

La transformation génétique des plantes à l'aide de Agrobacterium rhizogenes est 

plus prometteuse par rapport aux cultures cellulaires pour la production de métabolites 

secondaires.  Ceci est dû au principal facteur limitant dans l'utilisation des cultures cellulaires 

qui est leur instabilité génétique au cours des cultures à long terme, ce qui entraîne de faibles 

rendements en produits d’intérêt. À cet égard, les CRs offrent des avantages uniques dans 

leur stabilité génétique et biosynthétique (Singh et al., 2018). 

La préférence pour les CRs est également due à une autre caractéristique majeure du 

fait qu’ils sont capables de produire des métabolites secondaires en même temps que leur 

croissance illimitée sous réserve de leur réunir les conditions favorables du milieu de culture. 

Il est donc possible d'obtenir une source continue de métabolites secondaires d’intérêt à partir 

de CRs (Figure 6) en pleine croissance  (Bourgaud et al., 2001). 

De même, les CRs se caractérisent par un taux de croissance élevé, une bonne 

stabilité génétique et une croissance continue dans des milieux de culture sans régulateurs 

de croissance. La culture de racines génétiquement modifiées peuvent produire des quantités 

de métabolites secondaires comparables  ou parfois même supérieures à celle produites par 

les plantes à l’état naturel (Chandra & Chandra, 2011). 

Ils ont été également utilisés avec succès dans le cas où les métabolites secondaires 

se trouvent uniquement dans la partie aérienne de la plante. L’artémisinine et la lawsone à 

titre d’exemples s'accumulent au principe uniquement dans la partie aérienne de la plante, 

mais il a été démontré que les CRs les produisent (Singh et al., 2018). 

Les caractéristiques de croissance et de biosynthèse ont fait des CRs un outil 

largement utilisé pour la production de métabolites secondaires, l’étude de la fonction des 

gènes et aussi l’étude de la biologie des racines en général (Veena & Taylor, 2007). Ils sont 

considérés actuellement comme une importante source pour la production de molécules 

bioactives comme les métabolites secondaires et les protéines recombinantes (Gutierrez-

Valdes et al., 2020; Zhou et al., 2011). 
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Figure 6: Induction de CRs et ses applications biotechnologiques (Singh et al., 2018) 

 

2.2. Transformation par Agrobacterium rhizogenes  

2.2.1. Maladie de chevelu racinaire ou hairy root 

Les CRs sont issus de l’infection des plantes par A. rhizogenes, une bactérie de sol à 

Gram négatif appartenant à la famille des Rhizobiacées. Cette bactérie provoque 

naturellement chez les plantes supérieures la maladie de chevelu racinaire (Rawat et al., 

2019).  

La plupart des tissus et organes végétaux, y compris les hypocotyles, les feuilles, les 

tiges, les pétioles, l'apex, les cotylédons, les protoplastes, les racines et les tubercules, ont 

montré leur capacité à être infectés et génétiquement transformés par A. rhizogenes 

conduisant à la formation de CRs (Veena & Taylor, 2007). 

An niveau des parties blessées des plantes, la bactérie se déplace par chimiotaxie 

pour provoquer une infection suivie du transfert et intégration de son matériel génétique 

(ADN-T) dans le génome de la plante, entraînant le développement de CRs dans la partie 
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infectée. Le développement de ces CRs adventifs est la manifestation de l'intégration et 

l’expression génétique du plasmide de A. rhizogenes appelé plasmide Ri (Root Inducing) 

d’environ 250 Kpb (Figure 7). Ce plasmide est responsable de l’infection de la plante et 

l’induction  des racines transformées (Singh et al., 2018; White & Nester, 1980). 

Un segment d’ADN du plasmide Ri connu sous le nom d’ADN de transfert (ADN-

T) est transféré de la cellule bactérienne et inséré dans le génome de la plante (Nemoto et 

al., 2009). 

En fonction du type d’opines synthétisées dans les racines transformées, les 

plasmides Ri sont divisés en deux classes principales. La première classe est représentée par 

les souches de A. rhizogenes de type agropine (A4, 15834, 1855, LBA 9402) ; qui stimulent 

les racines transformées pour synthétiser l’agropine, la mannopine et d’autres acides 

apparentés. Alors que la deuxième classe est représentée par les souches de type mannopine, 

cucumopine, qui incitent les racines à synthétiser une seule opine (Bensaddek et al., 2008).  

Chez les souches de type agropine du plasmide Ri, il existe deux régions d’ADN-T 

distinctes appelées ADN-TL et ADN-TR qui sont transférées indépendamment au génome 

de la plante, tandis que les souches de type mannopine ne transfèrent qu’un seul ADN-T 

(Rawat et al., 2019). 

L’ADN-TL s'est avéré contenir quatre loci impliqués dans l’induction des CRs 

nommés rol (root oncogenic loci), à savoir rolA, rolB, rolC et rolD (Estramareix et al., 1986; 

White et al., 1985). Alors que l’ADN-TR contient les gènes compromis dans la biosynthèse 

des auxines et des opines, semblant jouer un rôle auxiliaire dans le développement des CRs 

(Christey, 2001). L'intégration de l'ADN-TL dans le génome de la plante est essentielle pour 

l'induction des CRs (Singh et al., 2018). 

Des études antérieures, ont démontré que les gènes rol sont nécessaires et suffisants 

pour induire des racines transformées, particulièrement le rolB qui semble être le plus 

pertinent dans l'induction de CRs. Tandis que les gènes aux (auxines) ne jouent pas un rôle 

majeur dans la maladie de chevelu racinaire (Cardarelli et al., 1987; Gutierrez-Valdes et al., 

2020). 

• Région ADN-TL 

L’ADN-TL du plasmide Ri des souches de type agropine a été examiné pour révéler 

la présence de 18 cadres de lecture ouverts ORF (Open Reading Frames). Parmi ces ORF : 
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les ORF10, les ORF11 et les ORF12 qui sont respectivement les gènes rolA, rolB et rolC. 

L'ORF15 correspond au gène rolD, qui se trouve uniquement dans l'ADN-T du plasmide Ri 

des souches de type agropine (Christey, 2001). Une plus grande attention a été portée aux 

gènes rolA, rolB et rolC, car ils ont été signalés comme étant essentiels au développement 

des CRs (White et al., 1985).  

Le gène rolA semble jouer un rôle important dans la formation de CRs. Sa taille varie 

entre 279 pb à 423 pb (Meyer et al., 2000). Son expression chez des plantes transgéniques 

aboutie à la formation de phénotype hautement aberrant, des feuilles ridées d’un vert intense, 

de longs entre-nœuds, un nanisme ou un semi-nanisme et une sénescence retardée (Sinkar et 

al., 1988). Il est impliqué dans des modifications de la physiologie hormonale, notamment 

une interférence avec la gibbérelline et la polyamine (Veena & Taylor, 2007). Ce gène est 

associé à la stimulation de la croissance (Zafar et al., 2019). 

La taille du gène rolB est comprise entre 762 pb et 837 pb, codant pour une protéine 

de 259 à 279 acides aminés (Meyer et al., 2000). Il a été rapporté que les fonctions des gènes 

rolA et rolB sont antagonistes l'un sur l'autre. Des études sur la surexpression transgénique 

du gène rolB ont montré la suppression de l'induction des racines adventives et la nécrose 

(Mauro & Bettini, 2021). De même, il a été prouvé que la protéine rolB possède une activité 

β-glucosidase, qui pourrait jouer un rôle dans la libération d'auxines actives par hydrolyse 

de β-glucosides inactifs. L'expression de rolB modifie considérablement la perception et la 

sensibilité de l’auxine (Singh et al., 2018). Ce gène serait donc capable de réguler la voie de 

transduction du signal de l'auxine en raison de son activité tyrosine phosphatase (Zafar et 

al., 2019). 

Le gène rolC est d’une taille d’environ de 540 pb qui code pour une protéine de 179-

181 acides aminés (Meyer et al., 2000). Son expression présente une activité cytokinine 

glucosidase. En revanche, l’expression transgénique du rolC n’a pas été démontré comme 

réducteur du taux de cytokinine chez les plantes (Casanova et al., 2003; Zafar et al., 2019). 

Il a été déjà signalé que le gène rolC affecte la balance des régulateurs de croissance et les 

polyamines chez les cellules végétales. De plus, il conduit à un meilleur enracinement des 

arbres, ce qui indique qu’il peut exercer une activité comparable à l’auxine (Priscilla Bettini 

et al., 2010). 

Le gene rolD est constitué de 1032 pb qui code pour une protéine de 344 résidus 

d’acides aminés (Meyer et al., 2000), il s’agit de l'ornithine cyclodéaminase, une enzyme 

impliquée dans la conversion de l'ornithine en proline (Trovato et al., 2001). De ce fait, il 
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peut être considéré comme gène candidat pour lutter contre les stress biotique et abiotique 

chez les plantes. L’expression de ce gène entraîne une induction florale précoce et un nombre 

accru de fleurs (Bettini et al., 2003).  

Jusqu’à présent, les gènes rol ont été décrits comme modulateur de la croissance des 

plantes et de la différentiation cellulaire. En plus, ils pourraient induire des voies de 

transduction de signal inhabituelles chez les plantes. Des études complémentaires sont 

encore nécessaires pour comprendre tous les événements de l’induction de CRs (Gutierrez-

Valdes et al., 2020).   

• Région ADN-TR 

La région de l’ADN-TR contient les gènes (ags, mas1, mas2, rolB TR, aux1 et aux2) 

pour la synthèse de l’agropine et la biosynthèse des auxines (Nemoto et al., 2009). 

Le gène ags code pour l’agropine synthétase, une enzyme responsable de la catalyse 

de la production d'agropine (Inoguchi et al., 1996). Les gènes mas1 et mas2 sont aussi 

impliqués pour la synthèse de l’agropine. Le gène Mas2 catalyse la conjugaison entre la 

glutamine et le fructose pour former la désoxyfructosyl-glutamine (DFG) et entre le 

glutamate et le fructose pour former le désoxyfructosyl-glutamate (DFGA), tandis que Mas1 

réduit ces deux opines en mannopine et acide mannopinique respectivement (Bouchez & 

Tourneur, 1991). 

Le produit du gène rolB TR a une activité morphogénique mais n'est pas un 

homologue fonctionnel de la protéine rolB (Lemcke & Schmülling, 1998). 

Le gène aux1 code pour une oxygénase qui catalyse la première étape de la voie de 

biosynthèse de l'auxine qui est la conversion du tryptophane en indole-3-acétamide. Le gène 

aux2 code pour une hydrolase qui catalyse la deuxième étape de la voie de biosynthèse de 

l'auxine qui est la conversion de l'indole-3-acétamide en acide 3-indoleacétique. La 

production des régulateurs de croissance endogènes par l'expression de gènes 

biosynthétiques d'auxine est importante pour la formation de CRs et leur croissance 

continue. L'expression des gènes biosynthétiques d'auxine dans la plante hôte élimine le 

besoin d'ajouter des régulateurs de croissance aux milieux utilisés pour la croissance des 

CRs (Nemoto et al., 2009). 
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Les outils moléculaires nécessaires à la production de l'ADN-T et à son transfert dans 

la cellule végétale sont constitués de protéines codées par les gènes de virulence (vir) et de 

gènes chromosomiques bactériens. 

 

Figure 7: Structure du plasmide Ri de A. rhizogenes (Lütken et al., 2017) 

2.2.2. Principales étapes du processus de transformation génétique des plantes par A. 

rhizogenes  

La transformation génétique médiée par Agrobacterium est largement utilisée 

comme technologie de base pour les études génétiques et l’amélioration des plantes. Dans 

des conditions de laboratoire, presque toutes les plantes peuvent être transformés via cette 

technologie (Wang et al., 2018).  

Le transfert et l’intégration de l’ADN-T dans le génome de la cellule hôte repose sur 

un ensemble de protéines de virulence codées par les gènes vir du plasmide Ri et leur 

interaction avec les protéines hôtes (Mauro & Bettini, 2021). 

Le processus de transformation génétique d’une cellule végétale par A. rhizogenes 

comporte plusieurs étapes hypothétiques qui sont illustrées dans la figure 8. Les principales 

étapes sont cités ci-dessous selon la revue systématique de Gelvin (2017) :  

1. Les molécules phénoliques et saccharidiques sont détectées par le système de 

régulation VirA-VirG, ce qui induit les gènes vir à produire les protéines Vir (Winans, 

1992). 
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2. Les protéines VirD1 et VirD2 coupent la région ADN-T au niveau des 

séquences répétées de bordure. 

3. La protéine VirD2 s’attache à l’extrémité 5’ d’un brin d’ADN-T d’une manière 

covalente pour former le complexe VirD2/brinT. 

4. Les brins VirD2/T et les protéines Vir sortent de la bactérie à l’aide d’un T4SS. 

La protéine VirE2 est transportée seule vers la plante malgré qu’elle s’associe à son 

chaperon VirE1. 

5. A l’intérieur du cytoplasme de la cellule végétale, la protéine VirE2 peut 

s’associer aux brins T. Le complexe T pénètre à l’intérieur du noyau.  

6. Une fois arrivée, la protéine VirE2 se dissocie des brins T. 

7. Les transgènes T s’intègrent aux chromosomes de la plante, et ils peuvent être 

exprimer. 

 

 

Figure 8: Principales étapes du processus de la transformation génétique d’une cellule 

végétale par Agrobacterium  (Gelvin, 2017) 

T-complex : complexe VirD2/T-strand/ VirE2 ; T-DNA, ADN de transfert ; T-strand, ADN de transfert 

simple brin ; T4SS, système de sécrétion de type IV ; vir, gène de virulence; Vir, protéine de Virulence. 
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2.3. Stratégies d’amélioration des rendements en métabolites secondaires 

Le besoin en nouvelles molécules pharmacologiquement actives, à haute efficacité 

et à faible toxicité ne cesse d’augmenter. Cependant, leur extraction à partir de sources 

naturelles ou leur synthèse chimique présente plusieurs enjeux (Heinrich et al., 2021). Par 

conséquent, les études  aujourd’hui sont dirigées vers l’utilisation des biotechnologies telle 

que l’emploi des CRs (Baek et al., 2020).  

Les cultures de CRs présentent des taux de croissance élevés sans avoir besoin des 

régulateurs de croissance exogènes. Ils sont génétiquement et biochimiquement stables et 

présentent souvent des capacités de biosynthèse identiques, voire supérieures, pour la 

production de métabolites secondaires en comparaison avec la plante mère d’origine (Figlan 

& Makunga, 2017). La stimulation du métabolisme secondaire par les gènes rolC et rolB est 

un phénomène bien connu. Ces gènes sont des activateurs potentiels du métabolisme 

secondaire dans les cellules transformées de plusieurs familles de végétaux telles que la 

famille des apocynacées, des solanacées, des araliacées, des rubiacées, des vitacées et des 

rosacées (Akhgari et al., 2015; Bulgakov, 2008). 

Actuellement, les recherches sur la production de glycosides cardiaques (Sun et al., 

2012), de phytostérols (Mottaki et al., 2019), d’alcaloïdes (Amdoun et al., 2009; Moussous 

et al., 2018) et de flavonoïdes (Gai et al., 2019) par les CRs ont montré clairement que des 

systèmes optimisés de culture de CRs peuvent être utilisés pour la production 

biotechnologique de molécules bioactives.  

L’utilisation des CRs pour produire les métabolites secondaires bioactivfs présente 

un faible rendement de production, ce qui conduit à des coûts élevés de production. Il est 

donc nécessaire d’améliorer la productivité des CRs en termes de métabolites secondaires 

grâce à différentes stratégies biotechnologiques. Ceci peut être effectué par la sélection des 

lignées les plus performantes à haut rendement en métabolite d’intérêt, l’application des 

éliciteurs, et l’optimisation des milieux de culture tels que l’optimisation des taux de sucre, 

de sel, d’azote, de phosphate mais aussi les conditions de culture tels que la température, 

l’éclairage, le pH, l’agitation et l’aération (Baek et al., 2020; Benyammi et al., 2016; 

Chandra & Chandra, 2011; Halder et al., 2018). 

D'autres méthodes pour améliorer le rendement des CRs en métabolites sont aussi 

utilisés telle que le renouvellement des milieux de cultures, l’enrichissement des milieux en 

nutriments et en précurseurs, l'application des régulateurs de croissance, l'ingénierie 
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métabolique, la perméabilisation membranaire des CRs pour améliorer la sécrétion des 

métabolites secondaires et la culture à l'échelle préindustrielle ou industrielle en 

bioréacteurs. Certaines méthodes peuvent être combinées en un seul traitement pour générer 

l'effet synergique donnant parfois de meilleurs rendements (Habibi et al., 2018; Halder et 

al., 2018; Srivastava & Srivastava, 2014). L’addition des éliciteurs au milieux de culture est 

l’une des techniques privilégiées d’amélioration des rendements en métabolites secondaires. 

2.3.2. Utilisation des éliciteurs   

Lorsque les plantes et les cellules végétales cultivées in vitro sont soumises à des 

facteurs physiques, chimiques ou microbiens appelés souvent éliciteurs, elles déploient des 

réponses physiologiques et morphologiques importantes. Un éliciteur peut être défini 

comme substance introduite en faible concentration dans un système cellulaire vivant.  Il est 

capable d’initier ou d’améliorer la biosynthèse d’un composé spécifique par réponses 

induites face à un stress quelconque. L’induction de la synthèse accrue des métabolites 

secondaires par l’élicitation est l’un des mécanismes de survie, d’adaptation et de 

compétitivité chez les plantes (Halder et al., 2019; Namdeo, 2007).     

Les éliciteurs sont efficaces pour induire ou augmenter la production de précieux 

métabolites secondaires dans les cultures de CRs (Benyammi et al., 2016; Moussous et al., 

2018). Ils peuvent affecter la production de métabolites secondaires des plantes en modulant 

les taux de biosynthèse, d'accumulation et/ou de transit vacuolaire, de renouvellement et 

aussi de dégradation (Chandra & Chandra, 2011).  

L'effet des éliciteurs dépend de la concentration de l'éliciteur, du stade de croissance 

des cultures de CRs au moment de l'élicitation, de la période de contact entre l'éliciteur et le 

tissu végétal et de la durée de l'élicitation (Wang & Wu, 2013). 

Les éliciteurs sont classés selon leur nature  comme éliciteurs abiotiques et éliciteurs 

biotiques (Rawat et al., 2019), ou selon leur origine comme éliciteurs exogènes et éliciteurs 

endogènes (Halder et al., 2019). 

La figure 9 résume l’ensemble des éliciteurs abiotiques et biotiques utilisées 

jusqu’aujourd’hui dans les cultures des cellules végétales et de CRs. 
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Figure 9 : Différentes catégories d’éliciteurs abiotiques et biotiques (Guru et al., 2021)  
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2.3.2.1. Utilisation des éliciteurs abiotiques 

Les éliciteurs abiotiques peuvent être considérés comme des substances d'origine non 

biologique, ils peuvent être des composés inorganiques tels que des sels ou des facteurs 

physiques et parfois des molécules signal (Zhao et al., 2005). 

Des études antérieures ont déjà mis en évidence l’utilisation des produits chimiques 

inorganiques tels que les sels et les ions métalliques (à savoir AgNO3, AlCl3, CaCl2, CdCl2, 

CoCl2, CuCl2, HgCl2, KCl, MgSO4, NiSO4, VOSO4 et les ions de Zn), de la lumière et des 

rayons UV, des contraintes mécaniques et aussi des molécules signal pour augmenter la 

production de molécules bioactives chez les CRs issus de diverses espèces végétales 

(Ramirez-Estrada et al., 2016;  Wongshaya et al., 2020). 

2.3.2.2. Utilisation des éliciteurs biotiques 

Les éliciteurs biotiques peuvent être des substances d’origine pathogène (éliciteurs 

exogènes) ou des composés produits par les plantes après l'action de l'agent pathogène 

(éliciteurs endogènes) (Kim et al., 2001; Souza Silva et al., 2022). 

L'application d'éliciteurs biotiques dans les cultures de cellules végétales constitue 

un excellent système pour améliorer la production de composés secondaires aux propriétés 

phytoalexiniques (Ramirez-Estrada et al., 2016), ainsi que pour mieux comprendre la 

régulation de leurs voies de biosynthèse et aussi pour étudier le système de défense des 

plantes (Verpoorte et al., 2002). 

Les éliciteurs biotiques exogènes comprennent les composés libérés par les 

microorganismes et d'autres agents pathogènes, ou formés suite à l'action des enzymes 

végétales sur les parois cellulaires microbiennes comme les enzymes microbiennes, les 

lysats fongiques et bactériens, les extraits de levure, et les polysaccharides des parois 

cellulaires des microorganismes tels que la chitine et les glucanes (Chamkhi et al., 2021). 

Tandis ce que les éliciteurs d’origine endogène englobent les polysaccharides issus 

de la dégradation de la paroi cellulaire végétale et les protéines intracellulaires et les 

molécules synthétisées par la cellule végétale en réponse aux différents types d’attaques 

pathogènes ou face au stress (Doran, 2013; Ramirez-Estrada et al., 2016).  
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3. Profilage phytochimique de Calotropis procera 

Le terme profilage phytochimique des métabolites chez les plantes désigne les 

analyses qualitatives et quantitatives de mélanges complexes d’origine physiologique 

(Sumner et al., 2003). Ces analyses sont très importantes dans l’identification des 

phytoconstituants aux propriétés médicinales (Yadav & Agarwala, 2011). Ainsi, de 

nombreuses technologies sont utilisées pour l’analyse phytochimique des plantes afin 

d’isoler, de purifier et d’analyser les principes actifs, notamment la spectroscopie optique, 

la résonance magnétique nucléaire et la spectrométrie de masse (Sumner et al., 2003). 

L'analyse d'échantillons complexes dans des matrices environnementales représente 

un défi extrême pour les chercheurs car le nombre de composés connus et inconnus est 

important et dont les propriétés physiques et chimiques variables (Vaye et al., 2022). La 

sélection de la méthode analytique adéquate à cet égard dépend de plusieurs facteurs tels que 

la sélectivité et la sensibilité des différentes technologies.  

L’analyse des mélanges complexes requière des méthodes de séparation comme la 

chromatographie gazeuse et liquide pour la sélectivité. La GC/MS et l’UHPLC-QTOF/MS 

sont des techniques déjà utilisées pour l’analyse qualitative et quantitative des extraits de 

différentes parties de C. procera (Nadeem et al., 2019; G. Parihar & Balekar, 2016; Waheed 

et al., 2016). 

3.1. Analyse phytochimique qualitative  

L’analyse phytochimique qualitative des extraits végétaux nécessite des techniques 

avancées comme les différents types de chromatographie pour la détection de l’existence  de 

métabolites secondaires tels que les stérols, les glycosides cardiaques, les flavonoïdes, les 

alcaloïdes, les terpénoïdes, les saponines et les tanins (Bhat & Sharma, 2013; Burdziej et al., 

2019; Noui et al., 2018; Rajamohan et al., 2014; Ravi et al., 2020) afin de déterminer leur 

présence au niveau des différents organes et de déterminer leur lieu de biosynthèse. 

3.2. Analyse phytochimique quantitative 

L’analyse phytochimique quantitative des extraits végétaux est réalisée par les 

méthodes de séparation chromatographique couplées aux instruments d’analyse quantitative, 

avec l’utilisation des composés de référence authentiques qui servent comme standards pour 

le calibrage de la spectrométrie de masse (Jenner & Brown, 2017).  
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3.3. Techniques chromatographiques 

La chromatographie est une technique biophysique importante qui permet la 

séparation, l'identification et la purification des composants d'un mélange pour une analyse 

qualitative et quantitative. Les techniques chromatographiques sont basées sur l'interaction 

des composants du mélange avec les phases mobile et stationnaire du système 

chromatographique. Cela se traduit par la division des composants du mélange entre les deux 

phases. De plus, l'interaction des phases mobiles et stationnaires est également importante 

dans le processus de séparation (Ettre, 2000; Juszczak et al., 2019). La base de la technique 

de chromatographie comprend trois composants à savoir (Coskun, 2016) :  

Phase stationnaire : Cette phase est toujours composée d'une phase solide ou une couche 

d'un liquide adsorbé à la surface d'un support solide. 

Phase mobile : Cette phase est toujours composée de liquide ou d'un gaz. 

Molécules séparées : Le type d'interaction entre la phase stationnaire, la phase mobile et les 

substances contenues dans le mélange est le composant de base efficace pour séparer les 

molécules les unes des autres.  

3.3.1. GC-MS 

3.3.1.1. Principe et description  

La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse GC-MS 

est considérée comme l’un des outils les plus puissants pour l’identification des composants 

chimiques volatiles (ou non volatils après leur dérivatisation) possédant une stabilité 

thermique dans un mélange complexe. Cela est dû à sa robustesse, son excellente capacité 

de séparation, sa sélectivité, sa sensibilité et sa reproductibilité (Beale et al., 2018). La GC 

permet de séparer les différents composants et la spectrométrie de masse permet de les 

identifier sur la base de différents rapports masse sur charge m/z d’analytes et de leur ions 

fragments (Vaye et al., 2022) par référence à des bibliothèques de spectres. 

La GC peut séparer les composants volatils des mélanges par migration différentielle 

à travers une colonne contenant une phase stationnaire liquide ou solide. Les solutés sont 

transportés à travers la colonne par une phase mobile gazeuse et sont détectés lors de leur 

élution. Les solutés sont généralement élués par ordre croissant de point d'ébullition, sauf 

lorsqu'il existe des interactions spécifiques avec la phase stationnaire. Une température allant 

de 50 à 350° C est généralement utilisée pour éluer les solutés de la manière la plus rapide 

(Wu et al., 2012). 
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La GC peut être couplée à divers instruments de détection telles que la GC combinée 

à la spectrométrie de masse (GC-MS), la GC combinée à la spectrométrie de masse en 

tandem (GC-MS/MS) ou la GC combinée à la spectrométrie de masse à temps de vol (GC-

TOF-MS (Nolvachai & Marriott, 2013). 

Toute analyse par GC-MS commence par la préparation de l’échantillon, son 

injection et sa séparation dans colonne GC. Une fois les différentes molécules du composé 

séparé, on passe à la détection via un spectromètre de masse. Les données obtenues sont 

enregistrées et analysées pour déterminer la masse et la structure moléculaire afin 

d’identifier et/ou de quantifier les composants constituant l’échantillon (Lovestead & 

Urness, 2019). La figure 10 illustre le schéma d’un système de GC-MS. 

 

Figure 10 : Schéma d’un système GC-MS (Wu et al., 2012) 
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3.3.1.2. Appareillage 

Les principaux composants d'une chromatographie en phase gazeuse sont un 

injecteur, une colonne capillaire logée dans un four et un détecteur. 

• Le gaz vecteur (phase mobile) 

La phase mobile ou le gaz vecteur peut être un gaz inerte tel que l’hélium ou l’azote, 

parvenue d’un cylindre sous pression ou bien d’un générateur. Le choix du gaz vecteur est 

basé sur l'efficacité, la disponibilité, le coût et la sécurité ainsi que la compatibilité avec le 

détecteur. Ce gaz a pour fonction principale le transport de l’échantillon à travers la colonne. 

Il doit être très pure, dépourvu de toute traces d’impuretés qui peuvent nuire à certaines 

phases stationnaires polaires et abouti donc à la réduction de la sensibilité des détecteurs. 

Pour conserver une vitesse constante et optimale au gaz vecteur, il est nécessaire de 

maintenir dans la colonne une pression stable. Ceci assure une analyse plus fiable et 

augmente la longévité des colonnes (Poole, 2003; Rouessac & Rouessac, 2004).  

• Le système d’injection 

Le système d’injection est le système qui permet d’introduire l’échantillon à analyser 

qui est déjà dissout dans un solvant organique. Ce système est le plus souvent automatisé 

pour mieux contrôler les mouvements de la seringue qui introduit l’échantillon et éviter ainsi 

les différences de manipulation (Rouessac & Rouessac, 2004). La température de l’injecteur 

doit être supérieure à la température du produit le moins volatile d’environ 20° C. 

Généralement, un volume très faible est injecté dans la colonne (quelques microlitres) par 

un injecteur couramment utilisé dit split ou splitless (Humbert & Lhermitte, 2005). 

• La colonne (phase stationnaire) 

La colonne constitue un élément important du chromatographe en phase gazeuse. 

Elle constitue le facteur clé dans la réussite de la séparation. Il existe deux principaux types 

de colonnes généralement utilisées en GC, les colonnes remplies et les colonnes tubulaires 

ouvertes (capillaires). Les colonnes remplies contiennent un matériau de support solide 

inerte, généralement de la silice recouverte de la phase stationnaire liquide. Aujourd’hui, 

elles sont remplacées par les colonnes capillaires fabriquées à base de silice fondue, d’acier 

inoxydable ou de verre. Elles possèdent un pouvoir de résolution supérieur (Poole, 2003).  

La taille d’une colonne capillaire est très variable. Une colonne capillaire typique 

utilisée pour la GC est un tube capillaire d’une longueur de 25 à 150 m et de 0,25 à 0,75 mm 
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de diamètre, enroulé à base de silice fondue avec un revêtement interne de phase stationnaire 

(McMaster, 2008).  

Il existe une ligne de transfert très chauffée (300° C) qui raccorde la colonne 

capillaire au spectromètre de masse. Son rôle est d’éviter la recondensation des analytes 

entre le chromatographe et le spectromètre de masse (Bouchonnet & Libong, 2004).  

• Le four 

Le four est une enceinte thermostatée dont la température peut être programmée 

jusqu'à environ 450°C et contient une colonne reliée à l'injecteur d'une part et au détecteur 

d'autre part. Un facteur limitant dans cette programmation est la nature de la phase 

stationnaire contenue dans les colonnes analytiques. En fait, suivant la nature de la phase 

stationnaire la stabilité thermique du greffage est distincte. Il est recommandé des 

températures maximales de 320-350°C pour la phase stationnaire de type apolaire et 200-

250°C pour la phase polaire (Humbert & Lhermitte, 2005). 

• Le détecteur 

Le détecteur est l’élément primordial pour l’identification des molécules séparées par 

le chromatographe. Il repose sur différentes techniques de mesure. Plusieurs types de 

détecteurs sont utilisés à savoir : Le détecteur à ionisation de flamme, le détecteur thermo-

ionique, le détecteur à capture d'électrons et le spectromètre de masse. Ce dernier a pris une 

ampleur d’utilisation en couplage avec la GC (Lovestead & Urness, 2019).  

3.3.1.3. Spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse (MS) est une technique analytique dans laquelle les ions 

gazeux formés à partir des molécules ou des atomes d'un échantillon sont séparés dans 

l'espace ou dans le temps et détectés en fonction de leur rapport masse sur charge, m/z. Elle 

est généralement utilisée pour déterminer les masses de particules, pour déterminer la 

composition élémentaire d'un échantillon ou d'une molécule et pour élucider les structures 

chimiques des molécules (Wu et al., 2012). 

Dans sa forme originale, la spectrométrie de masse effectue trois fonctions 

principales, à savoir l'ionisation des molécules, la séparation de ces molécules selon leur 

rapport masse sur charge, et la détermination de l'abondance respective de chaque ion ainsi 

produit (Jocelyn Paré & Yaylayan, 1997). 
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Les nombres d'ions de chaque masse détectée constituent un spectre de masse. Le 

spectre fournit des informations structurelles et souvent une masse moléculaire relative 

précise à partir de laquelle un composé inconnu peut être identifié ou une structure confirmée 

(Lovestead & Urness, 2019). 

Il existe plusieurs modes d’analyse du spectromètre de masse: (Bouchonnet & 

Libong, 2004) 

• Analyses en balayage ou « fullscan »  

Le mode balayage ou fullscan est utilisé lors l’enregistrement de tous les spectres de 

source dont tous les ions formés dans la source sont présents. Ce mode d’analyse permet 

l’identification instantanée des analytes en faisant recours à des bases de données qui 

contiennent au préalable des spectres de masse. Au cas où le composé étudié n’est pas 

répertorié dans les bases de données, l’identification est faite par déduction à partir des ions 

observés.  

• Analyses en « SIM » 

En mode d’analyse SIM (Single Ion Monitoring), le spectromètre de masse est utilisé 

pour ne détecter que quelques ions caractéristiques uniquement (1 à 4) des molécules ciblées. 

Ceci augmente considérablement la sensibilité de détection. La détection dans ce mode est 

donc sélective et permet d’éliminer le bruit de fond issu des ions indésirables originaires des 

impuretés de l’échantillon et de la phase stationnaire.  

• Analyses en MS/MS 

Le mode d’analyse MS/MS ou en tandem combine les avantages du mode fullscan 

et le mode SIM. Elle consiste en premier lieu à isoler un ion caractéristique de l’analyte 

étudié appelé communément ion précurseur, puis fragmenter cet ion précurseur en ions 

fragments par collision. A la fin un balayage est effectué.  
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3.3.2. UHPLC-QTOF/MS 

3.3.2.1. Principe et description de l’UHPLC 

Au fil du temps, la performance de la chromatographie en phase liquide avec 

spectrométrie de masse (LC-MS) a été significativement améliorée par l’utilisation de la 

chromatographie liquide à ultra haute performance (UHPLC) en raison de sa meilleure 

séparation et de son meilleur débit. L’UHPLC constitue un outil très efficace pour 

l’identification et la quantification des biomolécules (Denoroy et al., 2013). 

Cette méthode d’analyse présente une application plus étendue que la GC puisqu’elle 

permet l’analyse des substances sous leur forme liquide ou solide soluble. En plus, elle peut 

être réalisée à basses températures. Elle est donc adéquate pour l’analyse des substances 

thermolabiles (Ernst et al., 2014).   

Le principe de l’UHPLC repose sur l’utilisation d’une phase stationnaire formée par 

des particules inférieures à 2,5 μm (alors que les colonnes HPLC sont typiquement remplies 

de particules de 3 à 5 μm) et aussi des débits plus élevés. Par conséquent, en utilisant des 

particules plus petites et des phases mobiles à des vitesses linéaires plus élevées et une 

instrumentation qui fonctionne à des pressions plus élevées que celles utilisées en HPLC, 

des augmentations surprenantes de la résolution chromatographique, de la sensibilité et de 

la vitesse d'analyse peuvent être obtenues. Ceci permet de gagner du temps et de réduire la 

consommation de solvant (Kaufmann, 2020; Naresh et al., 2014). 

3.3.2.2.  Détection par l’UHPLC-QTOF/MS 

Afin de détecter et de déterminer la quantité des analytes, il y a recours à la 

spectrométrie de masse à raison de sa sélectivité (Rathod et al., 2019). Les spectromètres de 

masse sont tous constitués par quatre composantes principales à savoir (Mellon, 2003) :  

1/ Une source d’ions, par laquelle les molécules de l’échantillon peuvent être ionisés par 

différents moyens ; 

2/ Un analyseur de masse, qui sépare les ions en fonction de leur rapport mass/charge (m/z) ; 

3/ Un détecteur, qui mesure l’abondance des ions séparés sous forme de signal électrique ; 

4/ Un dispositif d’enregistrement, qui convertit le signal du détecteur en une forme adaptée 

au traitement ultérieur. 

Parmi toutes les techniques d’ionisation en spectrométrie de masse, l'ionisation par 

électrospray (ESI ) est largement utilisée (Rathod et al., 2019). L’emploi des analyseurs de 
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masse comme le quadripôle (Q) et le tube à temps de vol (TOF, Time of Flight) est très 

répandue dans la détection des analytes d’intérêt tels que les métabolites secondaires 

synthétisés par les plantes et les CRs (Ha et al., 2016; Zhao et al., 2020). 

• Le quadripôle 

Les analyseurs de masse de type quadripôle sont largement utilisés pour leur facilité 

d’utilisation, leur coût relativement abordable, leur taille compressée et leur capacité à être 

adaptés avec les systèmes GC ou LC. Ils sont constitués par quatre tiges métalliques 

cylindriques parallèles (électrodes) positionnées à une distance égale sur un axe central et 

chargées par un courant continu. Seuls les ions avec une valeur m/z sélectionnée sont 

capables d'atteindre une trajectoire stable, ce qui leur permet d'atteindre le détecteur. Les 

ions avec d'autres valeurs m/z ont une trajectoire instable et par conséquent entrent en 

collision avec les tiges ou sont expulsés radialement de l'analyseur (Thomas, 2019). 

• Le temps de vol (TOF) 

Le temps de vol est un analyseur de masse largement utilisé en métabolomique. Les 

ions sont séparés selon leur temps d'arrivée dans le détecteur, et il existe des instruments 

linéaires et/ou réflectroniques (Ernst et al., 2014). Ce type d’analyseurs utilise un champ 

électrique pour accélérer les ions générés à travers le même potentiel électrique, puis mesure 

le temps que chaque ion met pour atteindre le détecteur. Si les ions ont tous la même charge, 

leurs énergies cinétiques seront identiques, et par conséquent, la vitesse de chaque ion ne 

dépendra que de sa masse. Cela signifie que les ions les plus légers atteignent le détecteur 

en premier, tandis que les ions les plus lourds prennent plus de temps (Gilhaus, 2005). 

La technologie QTOF est de plus en plus utilisée plus spécifiquement pour une 

analyse ciblée fiable et pour le dépistage d'analytes suspects ou inconnus en raison de sa 

haute résolution et de la déconvolution précise des spectres de masse. Néanmoins, ces 

techniques restent encore peu utilisées en analyse phytochimique en raison de leur coût 

élevé, ce qui les rend inabordables pour la plupart des laboratoires (Vaye et al., 2022). 
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4. Potentialité nématicide de C. procera contre les nématodes phytoparasites 

4.1.  Généralités sur les nématodes phytoparasites 

Les nématodes sont d’une valeur écologique et impact économique important. 

L’incidence économique peut être positive lorsqu’ils sont impliqués dans le contrôle des 

ravageurs ou des plantes adventices, ou négative lorsqu’ils diminuent la production agricole 

(Hodda, 2022). 

Les nématodes phytoparasites sont des vers microscopiques qui font partie du super-

embranchement des animaux Ecdysozoa qui sont caractérisés par la présence d'une cuticule 

assez résistante qui mue périodiquement au cours du cycle de vie et leur confère une 

protection contre les agressions extérieures. Ils ont une forme cylindrique et allongée et ne 

présentent aucun membre ou squelette (Blaxter & Koutsovoulos, 2015; Prot, 1985). 

Les nématodes phytoparasites induisent des blessures et des altérations 

physiologiques des systèmes végétaux. Ils sont aussi connus pour leur capacité à prédisposer 

les plantes à l'infection par des agents pathogènes secondaires (Reddy, 2021). Certains 

nématodes phytoparasites sont capables de provoquer des maladies sur de nombreuses 

cultures économiquement importantes. Ils ont atteint le statut de ravageurs pour une 

réduction substantielle du rendement des cultures. Les dommages économiques causés par 

ces nématodes ont été estimés à 80 milliards de dollars US par an (Nicol et al., 2011). 

Les 10 genres les plus importants de nématodes phytoparasites au niveau mondial 

ont été rapportés par Sasser et Freckman en (1987) à savoir : Meloidogyne, Pratylenchus, 

Heterodera, Ditylenchus, Globodera, Tylenchulus, Xiphinema, Radopholus, Rotylenchulus 

et Helicotylenchus. 

Les espèces appartenant au genre Meloidogyne (appelées communément nématodes 

à galles) constituent le groupe de nématodes le plus important du point de vue impact 

économique puisqu’elles infectent presque tous les types de plantes et causent des dégâts 

considérables au niveau mondial (Eunice et al., 2013). 

4.2.  Systématique et morphologie des nématodes à galles 

Les nématodes à galles (ou Meloidogyne spp.) appartiennent au phylum Nematoda. 

Ils constituent plus de 98 espèces (Jones et al., 2013). Leur classification taxonomique 

préconisée par Karssen et Moens (2006) est la suivante :  
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Phylum : Nematoda 

Classe :  Secernentea 

Ordre : Tylenchida 

Sous ordre : Tylenchina 

Super famille : Tylenchoidea 

Famille : Heteroderidae  

Sous famille : Meloidogyninae 

Genre : Meloidogyne 

Les espèces de Meloidogyne les plus importantes (parfois appelées les quatre espèces 

principales sont les espèces tropicales M. arenaria, M. incognita et M. javanica, et les 

espèces tempérées M. hapla (Moens et al., 2009). 

• Morphologie des nématodes à galles 

Les Meloidogyne sont des endoparasites qui peuvent vivre à l’intérieur de la racine 

de la plante hôte et qui présentent un dimorphisme sexuel très prononcé (Figure11). Les 

larves ont un aspect vermiforme pointues à l’extrémité postérieure. Leur taille varie de 0,3 à 

0,5 mm de longueur et d’environ 10 µm de diamètre. Le système digestif occupe la quasi-

totalité du corps. A l’extrémité antérieure s’ouvre une bouche, renfermant un stylet creux 

protractile responsable à la perforation des cellules végétales (De Guiran & Netscher, 1970). 

Ce dernier est suivi par un canal œsophagien, ensuite l’intestin s’ouvrant à l’extérieur par 

l’anus. L’œsophage comprend un bulbe musculeux et pourvu d’une valve qui sert à une 

pompe aspirante et refoulante (Cayrol et al., 1992).  
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Figure 11 : Morphologie de Meloidogyne sp. (De Guiran & Netscher, 1970) 

A : larve de deuxième stade (stade libre) ; B : femelle adulte ; C : mâle adulte ; an. : anus ; bm: bulbe médian 

de l’œsophage ; gl. an. : glandes anales ; gl. aes. : glande basale de l’œsophage ; int. : intestin ; œ. : œuf ; ov. : 

ovaire; sp. : spicules copulateurs ; st. : stylet ; t. : testicules ; v. : vulve. 
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4.3.  Biologie et cycle de développement des nématodes à galles 

Meloidogyne spp. possèdent six stades de vie : l’œuf, les quatre stades juvéniles (J1-

J4), et le stade adulte. Cinq mues séparent les différents stades. La première mue (J1) se 

produit à l’intérieur de l’œuf. Les œufs regroupés en masses constituent le stade de survie 

pour les nématodes dans le sol ou même dans les débris racinaires. Les juvéniles de deuxième 

stade (J2) présentent le stade mobile des nématodes. Ils sont issus à partir de l’éclosion des 

œufs et vont pénétrer à la plante hôte. Cette phase libre dans la rhizosphère de la plante est 

courte à raison des faibles réserves énergétiques des J2. Une fois le J2 pique la racine et 

pénètre, il traverse l’épiderme, le cortex pour arriver jusqu’au cylindre central où il s’installe 

pour former un site nourricier. L'alimentation du J2 sur les cellules induit la différenciation 

de ces cellules en cellules nourricières spécialisées, appelées cellules géantes. Une fois 

qu'une cellule géante est initiée, le nématode devient sédentaire et s'élargit considérablement 

pour prendre une forme de « boudin ». Durant cette phase sédentaire endophyte, les J2 

subissent trois mues pour devenir adultes. Le stade J2 mue en juvénile de troisième stade 

(J3) après environ 14 jours, puis en juvénile de quatrième stade (J4) et enfin en stade adulte 

soit comme une femelle piriforme capable de pondre des œufs à l’extérieur de la racine, soit 

un mâle qui quitte la racine pour atteindre le sol. Les juvéniles J3 et J4 n'ont pas de stylet 

fonctionnel et ne se nourrissent pas. Les mâles sont vermiformes et ne présentent aucune 

preuve qu’ils se nourrissent. Ils peuvent apparaître lorsque les conditions sont défavorables 

au développement des femelles, tel est le cas lorsque la densité des populations est très élevée 

dans les tissus racinaires et que l'approvisionnement alimentaire est vraisemblablement 

limité. Selon la température, le cycle de vie peut s’étendre d’un à trois mois. Plusieurs 

centaines d’œufs peuvent être produits par femelle et regroupés en une seule masse (Moens 

et al., 2009; Nguyen, 2018). 

4.4. Lutte contre les nématodes à galles  

Les dommages causés par les nématodes à galles ont une incidence économique très 

importante à l’échelle mondiale. Il est parfois difficile de les combattre à raison de leur 

grande variabilité physiologique et de leur grande résistance (Cayrol et al., 1992). Face à ce 

fléau, plusieurs pratiques de lutte sont utilisées pour faire face à ces ravageurs. Parmi ces 

méthodes (Reddy, 2021; Sasanelli et al., 2021; Yigezu Wendimu, 2021) : 
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• Les méthodes réglementaires : Grâce aux méthodes réglementaires, il est 

aujourd’hui possible de garantir que les semences soient exemptes d’infection par les 

nématodes. 

• Les méthodes physiques : Sont présentées par le traitement du matériel de 

plantation à l’eau chaude et par la solarisation du sol. 

• Les méthodes culturales : La rotation des cultures est l’une des pratiques culturales 

les plus employées pour gérer les nématodes, en plus des autres méthodes comme les cultures 

intercalaires. 

• Les méthodes chimiques : L’utilisation des nématicides d’origine synthétique 

constitue la méthode la plus efficace. Elle permet d’avoir des différences de croissance et de 

rendement spectaculaires par le contrôle des nématodes phytoparasites du sol.    

• Les méthodes biologiques : La lutte contre les nématodes peut être effectuée par 

l’utilisation de leurs ennemis naturels comme les prédateurs, les parasites, les champignons 

et les bactéries. De même, par l’application des amendements organiques des plantes 

nématicides et leurs extraits. 

• Résistance de la plante hôte : Cette pratique fait appel à l’utilisation des cultivars 

résistants aux nématodes, ce qui réduira les coûts de production et le recours aux 

nématicides. 

4.5. Nématicide d’origine végétale 

Bien que la lutte chimique contre les nématodes phytoparasites représente la méthode 

la plus efficace, il est nécessaire de faire recours le plus souvent à d’autres stratégies 

alternatives respectueuses de l’environnement. Ceci est dû essentiellement à la perturbation 

de l’équilibre écologique provoquée par les produits synthétiques ainsi que l’accumulation 

des résidus dans les sols, les nappes phréatique et les denrées alimentaires (Cayrol et al., 

1992).  

Parmi ces stratégies : l’utilisation des plantes sous forme de poudre (matériel végétal) 

ou extraits en les incorporant comme amendements du sol ou comme traitement des 

semences. Il s’agit d’une méthode prometteuse pour faire face aux dégâts causés par les 

nématodes phytoparasites. Une plante nématicide est une plante qui produise des substances 

capables à paralyser ou à tuer les nématodes. Les propriétés nématicides de plusieurs espèces 

végétales sont connues depuis longtemps, certaines ont été testées in vitro et in vivo à l'aide 

d'essais en serre et sur le terrain (Makhubu et al., 2021). Farzana et al., (2022) ont montré 

dans leur étude in vitro sur une quinzaine de plantes à savoir : Allium sativum, Annona 
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squamosa, Caesalpinia bonduc, Capsicum annuum, Cassia fistula, Catharanthus roseus, 

Cleome viscosa, Gliricidia sepium, Lawsonia inermis, Ocimum basilicum, Ocimum sanctum, 

Parthenium hysterophorus, Piper betel, Polyalthia longifolia et Tephrosia purpurea un effet 

nématicide très appréciable  contre des nématodes phytoparasites. Babaali, (2017) a rapporté 

l’activité nématicide des extraits aqueux et éthanoliques de Datura stramonium, D. innoxia 

et D. tatula contre Meloidogyne incognita. Les métabolites secondaires issus de ces plantes 

peuvent affecter le développement des nématodes par plusieurs mécanismes comme 

l’inhibition de l’éclosion des œufs ou la mortalité et la motilité des juvéniles (Sithole et al., 

2021). 

Actuellement, plusieurs formulations à base de plantes et des dérivés de plantes 

existent. Elles ont montré une grande efficacité dans la lutte contre les nématodes 

phytoparasites. L’extrait de l’ail sous forme de granulés ou de suspension est disponible pour 

usage au semis ou au repiquage (Eder et al., 2021). Un autre produit a été aussi 

commercialisé à base d’huile de girofle extraite de Eugenia caryophillata. Il a présenté une 

réduction considérable en termes d’éclosion des œufs (Meyer et al., 2008). De même, des 

formulations à base des huiles essentielles contenant un mélange de thymol et de géraniol 

ont enregistré des effets considérables dans ce contexte. Le thymol et le géraniol 

s’accumulent au niveau des membranes cellulaires et provoquent la modification de leur 

composition et donc la lyse cellulaire qui aboutit à la libération de substances cellulaires et 

donc la mort cellulaire (Sasanelli et al., 2021). 

4.6.  Activité nématicide de C. procera 

Parmi les différentes plantes antagonistes utilisées à travers le monde pour le contrôle 

des nématodes : C. procera. L’utilisation des différentes parties de cette plante médicinale, 

telles que les racines, les feuilles, les graines, les fleurs, le latex ou même la plante entière a 

montré un effet nématicide très notable.  

Les feuilles de C. procera utilisées comme amendement de sol ou extrait aqueux ont 

conduit à une réduction appréciable des infections par Meloidogyne et ont préservé une 

bonne croissance des plants de Abelmoschus esculentus et de Solanum lycopersicum. Plus la 

concentration est élevée plus le traitement est efficace (Eunice et al., 2013; Hussain et al., 

2011; Rao et al., 1996). 

L’amendement du sol par les feuilles, les racines, les tiges et les fleurs séchées de C. 

procera inhibe de manière significative la multiplication de Meloidogyne javanica et 
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améliore la croissance des plants d’aubergine. Les feuilles montrent des résultats meilleurs 

par rapport aux autres parties de la plante (Ahmed et al., 1996). 

Jusqu’à présent, plusieurs études ont montré que l’utilisation du matériel végétal de 

C. procera comme amendement ou extrait est responsable de l’élimination ou la réduction 

des nématodes. La présence de molécules actives à action nématicide au niveau de cette 

plante peut provoquer donc l’inhibition de l’éclosion et/ou la mort des juvéniles, entrainant 

un contrôle efficace de ces phytoparasites (Costa & Santos, 2022; Parihar et al., 2011; 

Reddy, 2021; Singh & Patel, 2015). 
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MATERIELS ET METHODES 

Cette étude est menée au niveau du laboratoire des Ressources Génétiques et 

Biotechnologies (LRGB) de l'École Nationale Supérieure Agronomique (ENSA) d’Alger. 

1. Matériel végétal et conditions de croissance  

1.1. Matériel végétal 

Les graines de C. procera (Aiton) W.T. Aiton (Figure 12) sont collectées dans la 

station de l’Institut National de la Recherche Agronomique d'Algérie INRAA (Adrar) 

(Longitude x=w=0°18.381', Latitude Y=N= 27°50.718', Altitude Z=233 mètres). Des plants 

sains de C. procera sont utilisés comme source de graines. Les fruits matures sont ouverts 

et libérés de leurs graines. Les graines non endommagées sont sélectionnées et nettoyées des 

fibres de soie avant leur utilisation. 

 

Figure 12 : Photographie de graines de C. procera 

 

 



 

 

 

                                                                                                                           Matériel et méthodes 

 

47 

 

1.1.1. Désinfection des graines 

Les graines de C. procera sont désinfectées par une immersion, sous hotte à flux 

laminaire, dans l’éthanol 70% (v/v) pendant 1 min, suivi d’un trempage pendant 15 min dans 

une solution d’hypochlorite de sodium (NaClO à 2,6 % de chlore actif). Après la 

désinfection, les restes de la solution désinfectante sont éliminés au moyen de 3 rinçages 

successifs de 10 min chacun, avec de l’eau distillée stérile (Khelfi-Slaoui et al., 2005). 

1.1.2. Test de germination 

Un test de germination pour les graines de C. procera est réalisé afin de déterminer 

leur pouvoir germinatif. Pour ce faire, le milieu solide de Murashige and Skoog (MS) (1962) 

(Annexe1) est utilisé à cet effet après autoclavage à 120° C pendant 20 min. 

Après refroidissement du milieu, le milieu gélosé est versé dans des boîtes de Petri 

de 9 cm à raison de 20 ml par boîte. Une centaine de graines sont mises à germer dans trois 

boîtes de Petri. Ces dernières sont scellées avec du parafilm de laboratoire, puis transférées 

dans la chambre de culture à 25 ± 1° C et dans l'obscurité, pour favoriser la germination. Le 

nombre de graines germées est compté.  

1.2. Source de racines et de feuilles naturelles (Essai in vivo) 

Cet essai a été réalisé au niveau d’une serre expérimentale attachée au laboratoire de 

recherche en biotechnologies des productions végétales à l’Université de Blida 1.  

Nous avons installé une culture de C. procera dans des pots d’une capacité de 3Kg à 

raison de 2 graines par pot.  Un prélèvement après 90 jours de végétation est effectué. Les 

organes des plants à savoir les racines et les feuilles sont récoltés et séchés dans une étuve à 

40°C pour obtenir de la matière sèche qui sera utilisée ultérieurement pour les analyses 

phytochimiques et l’essai nématicide.  

1.3. Source d’explants pour l’induction de CRs (Essai in vitro) 

Les graines sont placées dans des tubes à essai contenant 20 mL de milieu solide de 

MS additionné par 7 g/L d’agar et 20 g/L de saccharose. Les vitrosemis sont placés dans la 

chambre de culture à une température de 26 ± 1 °C et une photopériode de 16 heures par 

jour.  

Après 30, 45 et 60 jours dans ces conditions de culture, les hypocotyles, les 

cotylédons et les feuilles sont excisés des vitrosemis aseptiques et sont utilisés comme 

explants pour l’induction des CRs.  
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2. Souches bactériennes utilisées et milieu de culture  

Les essais d’induction de CRs chez C. procera sont effectués par l’application d’un 

inoculum bactérien de souches de A. rhizogenes ; connues pour leur aptitude à induire des 

racines transformées à partir de différents tissus et génotypes végétaux (Benyammi et al., 

2016). Il s’agit de la souche A4 et la souche ATCC 15834 de A. rhizogenes.  

2.1. Origine des souches bactériennes 

2.1.1. Souche A4 de A. rhizogenes  

La souche A4 de A. rhizogenes est aimablement fournie par le Laboratoire de 

Valorisation des Ressources Agrobiologiques, Université de Blida 1, Algérie. Elle est 

originaire de la Californie (États-Unis).  

La souche A4 est une souche virulente de A. rhizogenes qui comprends trois 

plasmides: le plasmide a (pArA4a, 180 kb) qui n’est pas nécessaire pour la transformation 

des plantes, le plasmide b (pRiA4, 250 kb) responsable de l’induction des racines et le 

plasmide c (pArA4c) qui est une co-intégration du pArA4a et pRiA4 (Jouanin et al., 1986). 

Cette souche de type agropine transfère deux segments distincts d'ADN-T dans les cellules 

végétales (Taylor et al., 1985). L'ADN-T de droite (ADN-TR) qui est impliqué dans la 

biosynthèse de l'auxine et la production d'agropines et l'ADN-T de gauche (ADN-TL) qui 

contient des gènes rol (rolA, rolB, rolC et rolD) capables de s’intégrer dans le génome de la 

plante et sont responsables des changement morphologiques des tissus végétaux transformés 

à savoir la formation de CRs (White & Nester, 1980; Yasybaeva et al., 2017). 

2.1.2. Souche ATCC 15834 de A. rhizogenes  

La souche ATCC 15834 de A. rhizogenes nous est fournie par le laboratoire de 

biomolécules et biotechnologies végétales, Université de François Rabelais, Tours, France. 

C’est une souche typique de type agropine (Nemoto et al., 2009), qui abrite trois 

grands plasmides : pAr15834a (107 x 106 daltons), pAr15834b (154 x 106 daltons) et 

pAr15834c (258 x 106 daltons). Les gènes de virulence sont situés sur pAr15834b, tandis 

que les gènes de sensibilité à l'agrocine 84 sont situés sur pAr15834a. La pathologie induite 

par les transconjugants virulents ne contenant que pAr15834b est identique à celle produite 

par la souche sauvage de A. rhizogenes. L'analyse des fragments d'endonucléase de 

restriction des plasmides des transconjugants a révélé que pAr15834c est un cointégrat de 

pAr15834a et pAr15834b (White & Nester, 1980). 
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2.2. Culture et maintenance des souches bactériennes  

Les souches bactériennes sont cultivées sur milieu solide de Yeast Extract Mannitol 

(YEM) (K2HPO4 0.5g/l, MgSO4, 7 H2O 0.2g/l, NaCl 0.1g/l, Extrait de levure 0.4g/l, 

Mannitol 10g/l) (Wise et al., 2006) additionné par 15 g/L d’agar à 28°C à l’obscurité pendant 

36 h.  

Ces deux souches sont repiquées plusieurs fois sur le milieu gélose YEM dans les 

mêmes conditions pour les revitaliser et contrôler leur pureté. Elles sont ensuite conservées 

à 4°C. 

2.3. Préparation de l’inoculum bactérien 

Deux colonies bactériennes sont utilisées pour préparer un inoculum bactérien frais. 

Elles sont ensuite mises à croître dans un milieu liquide de YEM pendant 72h à 100 tr/min 

à 28°C et à l’obscurité. 

La détermination de la croissance bactérienne de l’inoculum préparé est déterminée 

à l’aide d’un spectrophotomètre en mesurant la densité optique (DO) de la suspension 

bactérienne à 600 nm. Généralement, un inoculum bactérien ayant une DO600 de 0,6-0,8 est 

utilisé pour l’induction de CRs sur les tissus végétaux (Amdoun et al., 2008). L’infection 

(inoculation) des tissus végétaux de C. procera, est réalisée après avoir ajusté la densité de 

la suspension bactérienne de l’inoculum.  

3. Initiation des CRs 

3.1. Co-culture des bactéries - tissus végétal blessé 

L’étude d’induction de CRs chez C. procera est accomplie en 3 essais en fonction de 

différents facteurs étudiés. 

3.1.1. Effet de l’âge des explants sur le pourcentage d’induction de CRs 

Dans cet essai, nous avons cherché à étudier un seul facteur qui est l’effet de l’âge 

des explants végétaux sur la fréquence d’induction de CRs.  

L’induction de CRs est établie par l’infection des hypocotyles issus de vitrosemis de 

C. procera âgés de 30, 45 et 60 jours par la souche A4 de A. rhizogenes. Quarante explants 

sont utilisés pour chaque essai, et chaque essai présente trois répétitions.  

Les hypocotyles sont infectés par simple dépôt de l’inoculum bactérien sur la section 

basale de segments d’hypocotyles d’environ 0,5 cm de longueur à l’aide d’une seringue 
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stérile et déposés selon une polarité inversée. Ils sont ensuite cultivés sur un milieu solide de 

MS additionné de 30g/L de saccharose, de 7 g/L d’agar et de 250 mg/L de céfotaxime. La 

co-culture est effectuée à 26 ± 1°C à l’obscurité (Amdoun et al., 2008). Comme témoin, nous 

avons appliqué du milieu liquide YEM sans bactérie sur les explants. 

3.1.2. Effet du milieu de co-culture sur le pourcentage d’induction de CRs  

Sur la base des résultats obtenus à partir de l’essai 1, nous avons opté pour l’essai 2, 

où nous avons cherché à étudier un seul facteur qui est l’effet du milieu de co-culture sur la 

fréquence d’induction des CRs.  

L’induction de CRs est établie par l’infection des hypocotyles issus de vitrosemis de 

C. procera âgés de 30 jours par la souche A4 de A. rhizogenes. Quarante explants sont 

utilisés pour chaque essai, et chaque essai présente trois répétitions 

Les hypocotyles sont infectés par simple dépôt de l’inoculum bactérien sur la section 

basale de segments d’hypocotyles d’environ 0,5 cm de longueur à l’aide d’une seringue 

stérile et déposés selon une polarité inversée. Ils sont ensuite cultivés sur un milieu solide de 

MS, de ½ MS, de B5 (Gamborg et al., 1968) (Annexe 1) et de ½ B5 additionné tous de 30g/L 

de saccharose, de 7 g/L d’agar et de 250 mg/L de céfotaxime. La co-culture est effectuée à 

26 ± 1°C à l’obscurité. Comme témoin, nous avons appliqué du milieu liquide YEM sans 

bactérie sur les explants. 

3.1.3. Effet de la souche bactérienne et de la nature des explants sur le pourcentage 

d’induction de CRs    

Sur la base des résultats obtenus à partir des essais 1 et 2, nous avons opté pour un 

essai qui vise à étudier deux facteurs qui sont l’effet de la nature de l’explant et l’effet de la 

souche bactérienne. 

L’induction de CRs est établie par l’infection des explants issus de vitrosemis de C. 

procera par les souches de A4 ou ATCC 15834 de A. rhizogenes. Quarante explants sont 

utilisés pour chaque essai, et chaque essai présente trois répétitions. 

Les explants des hypocotyles sont infectés par simple dépôt de l’inoculum bactérien 

de l’une des deux souches étudiées sur la section basale de segments d’hypocotyles 

d’environ 0,5 cm de longueur à l’aide d’une seringue stérile et déposés selon une polarité 

inversée. Ils sont ensuite cultivés sur un milieu solide de B5 dilué au ½ additionné de 30g/L 
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de saccharose, de 7 g/L d’agar et de 250 mg/L de céfotaxime. La co-culture est effectuée à 

26 ± 1°C à l’obscurité. 

Par ailleurs, les explants de cotylédons et de feuilles sont immergés dans l’inoculum 

bactérien pendant 30 min après blessure à l’aide d’une seringue stérile. Ensuite, ils sont 

séchés dans des boîtes de Petri stériles tapissées de papier filtre stérile. Ils sont ensuite pré-

incubés pour la co-culture à 26 ± 1 °C pendant 48 h sur un milieu ½ B5 solidifié (Benyammi 

et al., 2016). Deux jours après, la suspension bactérienne est retirée des explants par 

élimination, puis suivie d’un lavage à l’eau distillée stérile. Les explants ainsi libérés de la 

suspension bactérienne sont placés sur du papier filtre stérile afin de les sécher, ils sont 

ensuite transférés sur un milieu ½ B5 solidifié additionné de 250 mg/L de céfotaxime en 

conditions d’asepsie. Ils sont mis à incuber à 26 ± 1 °C dans des conditions d'obscurité. Du 

milieu liquide YEM sans bactérie a été appliqué sur les explants servant de témoin. 

3.2. Détermination du pourcentage d’induction de CRs 

L'apparition des CRs est observée périodiquement pendant cinq semaines pour 

enregistrer le pourcentage de transformation. Le pourcentage d’induction de CRs (%) est 

déterminé en comptant le nombre d’explants blessés formant des CRs au site d’infection par 

rapport au nombre total d’explants blessés utilisés. Le pourcentage d’induction de CRs est 

calculé comme suit : 

 

3.3. Détermination du nombre moyen de racines par explant 

Le nombre moyen de racines formées par explant est relevé après cinq semaines de 

culture et de suivi. Le nombre moyen de racines par explant inoculé est obtenu par la division 

du nombre de toutes les racines obtenues sur le nombre total d’explants ayant formés des 

racines. 

3.4. Subculture des CRs en culture 

Les CRs induits sont coupés (5 à 6 cm de longueur) et placés sur un milieu frais semi-

solide de ½ B5 additionné de 4 g/L d’agar et de 250 mg/L de céfotaxime.  

Sur le total des lignées de CRs générées, trente lignées racinaires sont choisies en 

fonction de leur développement, de leur degré de ramification latérale et de l'absence de 

formation de cals (Amdoun et al., 2008). Les lignées racinaires sont repiquées toutes les 
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quatre semaines sur un milieu frais identique au précédent. Le niveau de céfotaxime est 

réduit progressivement puis éliminé après trois passages.  

Par la suite, sept lignées racinaires nommées HR1 à HR7 sont sélectionnées sur la 

base de leur croissance rapide. Les lignées ainsi sélectionnées sont maintenues dans un 

milieu semi-solide ½ B5 sans céfotaxime pour la suite du travail. 

4. Vérification moléculaire de la nature transgénique des CRs induits 

L'intégration de l'ADN-T de A. rhizogenes responsable de la formation de CRs est 

confirmée à l'aide d’un test PCR (Polymerase Chain Reaction) selon le protocole suivant :  

L'ADN génomique est extrait des lignées transgéniques putatives et de racines non 

transgéniques (témoin négatif) de C. procera en utilisant un Mini kit NucleoSpin DNA Plant 

(Macherey-Nagle, Düren, Germany) (Annexe 2) selon les instructions du fabricant. 

L'ADN plasmidique isolé à partir des cultures de souches de A. rhizogenes (A4 et 

ATCC 15834) est utilisé comme témoin positif ; il est isolé à l'aide d'une Miniprep à lyse 

alcaline (Annexe 2).  

La PCR est réalisée pour amplifier le fragment du gène rolB à l'aide d'amorces 

spécifiques :  

-  F-5'-GCGACAACGATTCAACCATATCG-3'    

- R-5'-TTTACTGCAGCAGGTCTTCATGAC-3'  

Chaque réaction PCR est réalisée dans un volume de 20 µL, contenant 2 µL d'ADN, 

0,8 µL de chaque amorce spécifique du gène rolB (forward et reverse), 2 µL de 10×tampon 

Taq polymérase, 0,4 µL de mélange dNTP, 0,4 µL de Taq ADN polymérase et 10 µL de 

H2O ultrapure. La PCR est réalisée dans les conditions suivantes : température de 

dénaturation initiale de 94°C pendant 4 min, suivie de 30 cycles de dénaturation à 94°C 

pendant 1 min, hybridation à 57°C pendant 1 min et extension à 72°C pendant 1 min et se 

termine par une extension finale de 72°C pendant 7 min.  

Les résultats de la PCR sont révélés à l'aide d'un marqueur d'ADN (ladeur) de 1000 

pb en utilisant une électrophorèse sur gel d'agarose (1,2 %). Ce dernier est coloré avec une 

solution de bromure d'éthidium et examiné sous lumière UV.  
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5. Analyse phytochimique de C. procera par GC-MS  

Cette partie d’étude est réalisée au niveau du laboratoire de Toxicologie à l’Institut 

National de Criminalistique et Criminologie de la Gendarmerie Nationale (INCC /GN), 

Bouchaoui, Alger, Algérie. 

5.1. Profilage chimique (screening) 

Des cultures de CRs, âgées de quatre semaines sont récoltées et séchées dans une 

étuve à 40° jusqu’à stabilité du poids sec. La matière sèche obtenue est broyée en une fine 

poudre à l’aide d’un mortier et d’un pilon en céramique.  Le profilage chimique des CRs est 

ensuite réalisé par analyse GC-MS sur un système Hewlett Packard HP 5890 Séries II couplé 

à un détecteur sélectif de masse (MSD) HP 5971A de marque Agilent qui est un analyseur 

de masse quadripolaire (Figure 13). 

 

Figure 13 : Photographie de l’équipement de GC-MS utilisé 

5.1.1. Préparation des extraits 

Deux grammes de poudre racinaire sont solubilisés dans 10 mL de solvant mixte 

(Dichlorométhane 20%, Acétonitrile 50%, Ethanol 10%, Hexane 20%).  

Le tube contenant l'échantillon est agité à l’aide d’un vortex (vortex VWR) pendant 

1 min, puis homogénéisé dans un bain à ultrason (Fisher Scientific) à température ambiante. 
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L’échantillon est ensuite agité mécaniquement pendant 30 min dans un agitateur 

rotatif (Heidolph), puis centrifugé pendant 5 min à 3500 tr/min à l’aide d’une centrifugeuse 

(SIGMA). 

Une étape d'évaporation pour éliminer tout liquide résiduel est réalisée dans un évaporateur 

d'azote (Liebisch) jusqu'au séchage de l'extrait. 

500 µL de méthanol (qualité LC-MS) sont ajoutés à l’échantillon puis agité sur un 

vortex pendant 1 heure. L’échantillon est ensuite homogénéisé dans un bain à ultrasons 

pendant 20 min et recentrifugé pendant 5 minutes à 3500 tr/min.  

Le surnageant est récupéré et filtré à l'aide d'un microfiltre de 45 µm, puis placé dans 

un microtube pour l’analyse GC-MS.  

5.1.2. Conditions de la GC-MS 

L'analyse qualitative est réalisée par GC-MS. Un échantillon de 1 µL a est injecté 

automatiquement en mode splitless. La séparation chromatographique de l’échantillon 

analysé est réalisée sur une colonne capillaire HP-5MS (30 m, 0.25 mm, 0.25 µm) dans un 

gradient de température composé de cinq segments :   

La température initiale de la colonne (90°C) est maintenue pendant 0,5 min, 

augmentée linéairement à raison de 20°C/min à 200°C, puis à 280°C à 15°C/min et enfin à 

320°C à raison de 20° C/min, puis maintenu ; le temps de l’analyse de chaque échantillon, à 

cette température pendant 3,67 min.  

L'hélium est utilisé comme gaz vecteur à un débit constant de 1 mL/min.  

Le spectromètre fonctionne en mode d'ionisation électronique (EI) et l'énergie du 

faisceau d'électrons est de 70 eV. Les ions positifs ont été analysés. L'acquisition a été 

réalisée en mode de balayage analytique (Full scan), et tout l’intervalle de masse allant de 

38 à 650 uma a été collecté.  

5.2. Quantification des phytostérols majeurs 

Le profilage chimique des CRs par GC-MS a mis en évidence la présence de 

plusieurs métabolites secondaires, néanmoins trois phytostérols étaient majoritaires à 

savoir : le campestérol, le stigmastérol et le β-sitostérol.  

Une analyse quantitative des CRs par GC-MS est élaborée afin de quantifier la teneur 

en phytostérols à partir des CRs, mais aussi à partir de racines et de feuilles issues de plantes 
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âgés de 90 jours obtenues sous serre et en pots. L’objectif visé est de comparer les variations 

pouvant exister entre les rendements en phytostérols de la plante entière et les CRs (racines 

transgéniques). 

La matière fraîche de différentes origines est séchée dans une étuve à 40° jusqu’à 

obtention d’un poids sec constant. La matière sèche obtenue est broyée en une fine poudre à 

l’aide d’un mortier et d’un pilon en céramique. 

5.2.1. Préparation des extraits 

Pour la quantification des phytostérols de C. procera, nous avons adopté le protocole 

d’extraction de (Deng et al., 2016) avec quelques modifications. 

Une quantité de 500 mg de chaque échantillon est solubilisé dans 25 mL de 

MeOH/ChCL3 (4:1, v/v) dans des tubes de 50 mL, puis vortexé et mise sous agitation 

pendant une heure dans un agitateur rotatif (Heidolph Reax 2). Une fois homogénéisé, 

l’échantillon est mis dans un bain à ultrason à 70°C pendant 1 h, puis agité pendant 20 min. 

Nous centrifugeons et nous éliminons le résidu. L’extrait obtenu est évaporé à sec à l’aide 

d’un Nitrogen évaporateur automatisé (Liebisch) à 70°C. Ensuite, 12,5 mL de CHCl3 sont 

ajoutés au résidu avec agitation pendant 20 min. La solution obtenue est lavée trois fois avec 

12,5 mL de l’eau ultrapure. Une centrifugation à 2000 tr/min pendant 1 min s’en suit afin 

d’éliminer toute la phase aqueuse. La fraction soluble dans le CHCl3 est séchée sous N2 

(gaz), puis re-dissoute dans 2,5 mL de MeOH (qualité LC-MS). L'extrait obtenu est filtré à 

l'aide d'un microfiltre de 45 µm puis placé dans un microtube pour analyse GC-MS. 

5.2.2. Conditions de la GC-MS 

Les conditions de l’analyse GC-MS sont les mêmes que celles citées précédemment.  

L'analyse quantitative des phytostérols est réalisée en utilisant le mode de détection 

d’ions sélectionnés (SIM) en sélectionnant les principaux fragments d'ions de chaque 

composant de phytostérol. La quantification est effectuée à l'aide d'une méthode de standard 

externe basée sur la courbe d'étalonnage de l'estriol (Figure 14). L'équation linéaire de la 

courbe d’étalonnage est (y= 41731x – 759663), et le coefficient de corrélation est (r² = 

0,9918). La teneur de chaque composé phytostérol est rapportée en microgrammes par 

gramme de matière sèche végétale. 
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de l’estriol (standard) 

6. Profilage chimique des glycosides cardiaques chez Calotropis procera par 

UHPLC-QTOF/MS 

Le profilage chimique des CRs est réalisé par chromatographie liquide à ultra haute 

performance (UHPLC) couplée à un spectromètre de masse quadripôle à temps de vol 

(QTOF/MS). Le système Waters ultra-performance liquid chromatography se composait de 

deux pompes binary solvent manager AcquityTM LC, un échantillonneur automatique 

Sample manager AcquityTM et un gestionnaire de colonne AcquityTM. Les données de 

spectrométrie sont acquises sur un instrument XEVO G2XS QTOF (Waters) contrôlé par le 

logiciel UNIFY (Figure 15).  
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Figure 15 : Photographie d’équipement UHPLC-QTOF/MS 

6.1. Préparation des extraits 

Des cultures de CRs âgées de quatre semaines sont récoltées et séchées dans une étuve à 40° 

jusqu’à stabilité du poids sec. La matière sèche obtenue est broyée en une fine poudre à 

l’aide d’un mortier et d’un pilon en céramique. 

L’extraction des glycosides cardiaques est élaborée selon la méthode décrite par (Pandey et 

al., 2016) avec quelques modifications. Une quantité de 500 mg d’échantillon est dissoute 

dans 10 mL d’éthanol absolu et laissée sous agitation mécanique pendant 48h. Le mélange 

est centrifugé (centrifugeuse Sigma) à 3500 tr/m pendant 1 min. Ensuite, le surnageant est 

récupéré et évaporé sous Nitrogen évaporateur (Liebisch). Un volume de 5 mL de MeOH 

(qualité LC-MS) est ajouté au résidu. La solution obtenue est mélangée par vortex (VWR), 

passé à un bain ultrason (Fisher Scientific) pendant 5 min à 40°C puis filtrée à l’aide d’un 

microfiltre à seringue stérile de 45 μm pour l’analyse par UHPLC-QTOF/MS. 
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6.2. Analyse par UHPLC-QTOF/MS 

6.2.1. Conditions chromatographiques 

La séparation analytique est faite à l’aide d’une colonne ACQUITY HSS C18 (150 

x 2 mm, 1.8 µm) (Waters). Une température du four de 50°C et phase mobile contenant du 

tampon de formiate d'ammonium 5mM. pH 3 (A2) et acétonitrile dans l’acide formique 1% 

(B2) ; un débit de 0.4 mL/min est utilisé. La concentration initiale de la phase mobile B2 (3 

%) est maintenue jusqu’à 0.5 min, augmentée à 40 % à 25 min, ensuite à 100 % à 26 min, et 

maintenue jusqu’à 30 min.  

6.2.2. Spectrométrie de masse 

Les conditions de spectrométrie de masse sont les suivantes : interface, ionisation 

électro-spray positive (ESI+) ; température de la source 140°C ; tension de pulvérisation 

ionique 20V.  

Les conditions pour le mode de balayage du spectromètre de masse à temps de vol 

(TOF MSe) sont les suivantes : un intervalle d’analyse de 100-1000 m/z pour la fonction 1, 

et de 50-1000 m/z avec une rampe d’énergie de collision de 10-40 eV pour la fonction 2. 

7. Sélection des lignées racinaires performante pour la production des métabolites 

secondaires cibles 

Des racines (0,05g) issues de lignées transformées cultivées sur milieu ½ B5 semi-

solide sont excisées et transférées individuellement à 50 mL de milieu ½ B5 liquide 

supplémenté de 3% (p/v) de saccharose (pH=5.7) dans des erlenmeyers d’une capacité de 

250 mL. Les racines sont cultivées à 26°C à l’obscurité avec agitation rotative à 100 tr/min. 

Les flacons, en triple répétition, sont récoltés après une phase de croissance de 20 

jours. Les racines sont rincées à l'eau distillée, transférées sur papier filtre et déterminées en 

poids frais (PF).  

La détermination de l'indice de croissance (IC) des différentes lignées racinaires est 

calculé suivant la formule :  

IC =  

La sélection des lignées racinaires performantes est réalisée non seulement sur la 

base de l’IC mais aussi en fonction de leur teneur en phytostérols (Voir section 5.2.).  
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8. Cinétique de croissance de la lignée sélectionnée et sa production en 

phytostérols 

La cinétique de croissance de la lignée racinaire déjà sélectionnée est établie pour 

une période de culture de 35 jours. Environ 0,05 g de racines sont cultivées dans différents 

erlenmeyers de 250 mL contenant 50 mL de milieu ½ B5 liquide additionné de 3% (p/v) de 

saccharose et ajusté à pH = 5,7 avant autoclavage. 

Les cultures sont incubées dans des chambres de culture à l'obscurité à 26 ± 1 °C sur 

un incubateur rotatif à agitation (100 tr/min).  

Tous les 2 à 3 jours, les CRs sont récoltés, rincées rapidement avec de l'eau distillée, 

séchées avec du papier filtre.   

Le poids sec des racines est enregistré après séchage dans une étuve à air chaud à 

40°C (24-72 h) jusqu'à l’obtention d'un poids constant. Le poids sec moyen de la lignée 

racinaire sélectionnée est déterminé à partir de trois erlenmeyers différents. 

Sur les 35 jours de culture, les racines ainsi séchées sont utilisées pour déterminer 

leur teneur en phytostérols (Voir section 5.2.).  

9. Etude de l’activité nématicide de Calotropis procera 

Cette étude est effectuée au niveau du laboratoire de phytopharmacie et protection 

des végétaux à l’Université Blida 1. Elle vise à évaluer le potentiel nématicide in vitro des 

extraits aqueux de CRs, de racines et de feuilles naturelles de C. procera sur les Larves L2 

des nématodes à galles du genre Meloidogyne spp. 

9.1.  Matériel végétal   

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué des CRs des sept lignées déjà 

sélectionnées de C. procera récoltées après 20 jours de culture sur milieu ½ B5 additionné 

de 30 g/L de saccharose. Mais, aussi les racines et les feuilles naturelles issues de plants de 

C. procera âgés de 90 jours cultivés en pots sous serre. 

Le matériel végétal de différentes origines est mis à sécher, après récolte, dans une 

étuve à 40°C jusqu’à la stabilité du poids sec. La matière sèche ainsi obtenue est broyée en 

poudre fine à l’aide d’un mortier et d’un pilon en céramique. Elle est ensuite récupérée et 

conservée dans des tubes en verre stériles pour être utilisée dans la préparation des extraits 

aqueux.   
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9.2. Préparation de l’extrait aqueux 

Les extraits aqueux dédiés pour l’étude de l’activité nématicide sont préparés par 

simple macération aqueuse afin de libérer leurs molécules actives. La matière sèche (2,5 g) 

de chaque échantillon (matériel végétal de différentes origines) est mélangée avec 25 mL 

d’eau distillée stérile et mise sous agitation à l’aide d’un agitateur vertical pendant 72h. Les 

extraits récupérés sont filtrés par papier Wattman (N°1) et conservés à l’abri de la lumière à 

4°C. 

9.3. Préparation de la gamme de concentration 

Afin d’évaluer l’activité nématicide de C. procera sur les larves de nématodes à galle 

du genre Meloidogyne. Une gamme de concentration est préparée. 

Les extraits aqueux pures (P) des sept lignées CRs, des racines et des feuilles 

naturelles sont dilués au ½ et au ¼ par l’ajout de l’eau distillée stérile pour préparer la 

dilution P/2 et P/4 respectivement. 

9.4. Extraction et préparation des larves (L2) de Meloidogyne spp. 

Les larves (L2) de Meloidogyne spp. sont extraites à partir de racines de tomate 

(Solanum lycopersicum) infestées par les nématodes à galles Meloidogyne spp. collectées de 

la région de Gouraya, Tipaza, Algérie, et ce, après l’apparition de galles formées de masses 

d’œufs sur les racines de tomate. 

Les racines infestées sont lavées soigneusement à l’eau courante afin d’éliminer le 

sol adhéré. Elles sont ensuite mises dans un cristallisoir en verre durant 24h dans le but de 

faciliter la libération des masses d’œufs. 

Les racines déjà trempées dans le cristallisoir, sont mises dans des boîtes de Petri et 

destinées à l’observation sous loupe binoculaire (Grossissement ×10) et (Grossissement ×25) 

afin d’extraire les masses d’œufs. Ces dernières, sont extraites par la méthode de forceps à 

l’aide des aiguilles entomologiques stériles (Nebih Hadj-Sadouk & Charif, 2019).  

Une fois extraites, les masses d'œufs sont mises dans des éclosoirs (rondelle PVC 

doté d'un tamis de 100 µm de maille à la base) contenant environ 20 masses chacun. Les 

éclosoirs sont mis dans des boîtes de Petri remplies d’eau distillée stérile. Elles sont mises 

dans une étuve à 25°C pendant 24h à 48h pour favoriser l’éclosion massive. 

 L’eau contenant les larves libérées progressivement, est récupérée quotidiennement. 

Les larves sont comptées sous loupe binoculaire (G ×25, G ×40). A l’aide d’une micro-
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seringue, les larves sont aspirées afin d’être utilisées dans le test in vitro de l’effet nématicide 

de C. procera. 

9.5. Test in vitro de l’efficacité nématicide de C. procera sur les larves L2 de 

Meloidogyne spp. 

Le test in vitro de l’efficacité nématicide de C. procera est effectué dans des 

microplaques de culture cellulaire à 12 puits. Dans chaque puit un nombre de 30 larves de 

deuxième stade sont mises en solution dans 50 μL d’eau distillée stérile. Un volume de 1 mL 

de chaque extrait aqueux (P) et sa dilution (P/2 et P/4) issu de différentes origines (CRs, 

racines et feuilles naturelles) est additionné dans chaque puit. Un volume de 1 mL d’eau 

distillée stérile est utilisé comme témoin négatif. Chaque essai est répété quatre fois. 

Le potentiel nématicide in vitro des extraits aqueux de C. procera sur les larves L2 

des nématodes à galles du genre Meloidogyne est évalué par comptage de nématodes morts 

après 24h, 48h et 72h d’incubation. 

% de mortalité =  

L’effet choc (après 6h de contact) est observé pour évaluer un éventuel effet 

nématicide élevé. 

9.6. Test de revitalisation des larves L2 de Meloidogyne spp. 

Afin d’évaluer l’effet irréversible des différents extraits utilisés après 72h, un test de 

revitalisation est effectué. Les larves sont lavées trois fois à l’eau distillée stérile dans les 

puits de microplaques pour éliminer les traitements appliqués. Ensuite, les microplaques sont 

remises à l’étuve à 25°C pendant 24h en vue de leur revitalisation. Le pourcentage de 

revitalisation est estimé alors par comptage de larves revitalisées. 

10. Analyse statistique 

Toutes les données de l’ensemble des résultats obtenus sont analysées statistiquement 

à l'aide du logiciel SPSS statistics d’IBM (Version 20.0). 

L’analyse de la variance est effectuée pour calculer la signification statistique des 

traitements appliqués, et les moyennes ± écart-type sont calculées à l'aide du test de 

Newman-Keuls au niveau α = 0,05. 
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1. Obtention du matériel végétal 

1.1. Obtention de racines et de feuilles naturelles (Essai in vivo) 

La culture installée au niveau de la serre expérimentale (Serre en polycarbonate semi-

contrôlée : l’aération est assurée par des fenêtres placées latéralement de part et d'autre de la 

serre. Des radiateurs sont présents afin d’assurer une température optimale durant les 

périodes froides) a donné naissance à des plants de C. procera (Figure 16) portant des feuilles 

opposées de couleur gris-vert, et dégageant un latex blanc après coupure de n’importe quel 

organe. Le matériel végétal issu de ces plants après 90 jours de culture a servi pour les 

analyses phytochimiques ainsi que pour l’évaluation de l’activité nématicide. 

 

Figure 16 : Plants de C. procera obtenus en serre  

1.2. Obtention de vitrosemis pour l’induction de CRs (Essai in vitro) 

Les graines de C. procera placées dans des tubes à essai contenant 20 mL de milieu 

MS solide ont abouti à la formation de vitrosemis (Figure 17) qui ont été utilisés pour 

prélever les différents types d’explants à savoir les fragments des hypocotyles, des 

cotylédons et de feuilles. 
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Figure 17 : Aspect de vitrosemis de C. procera obtenus in vitro 

 

2. Initiation des CRs 

Le but de cette étude a été d'établir pour la première fois des CRs de C. procera. 

L’observation CRs a été poursuite durant cinq semaines après leur induction par A4 et ATCC 

15834. Durant cette période, toute racine apparue sur explant (hypocotyle, cotylédon, feuille) 

traité est considérée comme racine transformée via A. rhizogenes. Les résultats sont 

exprimés par l'émergence directe des racines aux endroits blessés et infectés des explants. 

Les explants témoins non traités n’ont manifesté aucune racine in vitro.  

Par ailleurs, le pourcentage d’induction de CRs a été évalué en fonction de l’âge des 

explants, de la composition du milieu de co-culture, de la souche bactérienne et de la nature 

des explants.  

2.1. Effet de l’âge des explants sur le pourcentage d’induction de CRs chez C. 

procera 

Le pourcentage d’induction de CRs le plus important chez les explants d’hypocotyles 

de C. procera montrent est obtenu par l’utilisation des explants âgés de 30 j (19,17%), suivi 

par les explants âgés de 45 j (13,33%) et en dernier, ceux de 60 j (9,17%). 
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Figure 18 : Effet de l’âge des explants sur le pourcentage d’induction de CRs chez C. 

procera 
Les barres d'erreur représentent l'écart-type. Les lettres sur le graphique représentent les groupes homogènes 
selon le test de Newman-Keuls au seuil α=5 % 

 

2.2. Effet du milieu de co-culture sur le pourcentage d’induction de CRs chez C. 

procera 

L’évaluation du pourcentage d’induction de CRs a permis de constater un effet 

significatif d’induction sur les milieux de co-culture étudiés (Figure 19).  

Le test de l’ANOVA montre effet significatif du milieu de co-culture induit sur le 

pourcentage d’induction de CRs (Annexe 3). Le pourcentage le plus élevé est donné par 

l’utilisation du milieu ½ B5 (34,17%). Des pourcentages plus faibles ont été enregistré sur 

les milieux ½ MS (29,17%), du milieu B5 (25%), et MS (19,17%).  
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Figure 19 : Effet du milieu de co-culture sur le pourcentage d’induction des CRs de C. 

procera 
Les barres d'erreur représentent l'écart-type. Les lettres sur le graphique représentent les groupes homogènes 
selon le test de Newman-Keuls au seuil α=5 % 

 
2.3. Effet de la souche bactérienne et de la nature des explants sur le pourcentage 

d’induction de CRs chez C. procera 

Sur la base des expériences précédentes, l'effet des différentes souches de A. 

rhizogenes et le type d'explant sur le pourcentage d’induction de CRS a été étudié. Après 

deux semaines de culture, les racines induites commencent à émerger à partir des sites 

blessés des explants traités (Figure 20). 

d

b

c

a

0

5

10

15

20

25

30

35

40

MS MS/2 B5 B5/2

P
ou

rc
en

ta
ge

 d
es

 C
R

s 
in

du
it

s 
(%

)

Milieu de co-culture



 

                                                                                                                           Résultats et interprétations                 
 

66 
 

 

Figure 20 : Racines induites au niveau des sites d’infection par A. rhizogenes à partir 
d'hypocotyles (a), de cotylédons (b) et de feuilles (c) 
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L’estimation du pourcentage d’induction de CRs, montre une variation selon la 

souche bactérienne appliquée et le type d’explant utilisé (Figure 21). En effet, l’utilisation 

de différentes souches d’A. rhizogenes a un effet significatif sur le pourcentage d’induction 

de CRs d’après l’ANOVA (Annexe 3).  

La souche A4 est la plus efficiente pour induire des CRs de C. procera chez tous les 

types d’explant expérimentés. Un pourcentage maximum d’induction de 95% a été 

enregistré après cinq semaines d'incubation chez les explants de feuilles, suivie de 81,67 % 

chez les explants de cotylédons et de 38,33 % chez les explants d'hypocotyles.  La souche 

ATCC 15834 a pu induire des CRs aux sites infectés, mais à une fréquence inférieure à celle 

de la souche A4 (65,83%, 43,33% et 27,50%) respectivement chez les explants de feuilles, 

de cotylédons et d'hypocotyles. 

En outre, l’utilisation de différents types d’explant révèle un effet significatif d’après 

le test de l’ANOVA (Annexe 3) sur le pourcentage d’induction de CRs.  Les explants de 

feuilles se sont avérés les plus favorables pour induire des CRs à partir de sites blessés (95% 

et 65,83) traités par les souches A4 e ATCC 15834 respectivement par rapport aux explants 

de cotylédons et d’hypocotyles.   

Le test de l’ANOVA montre également une interaction souche bactérienne-explant 

significative (Annexe 3) sur le pourcentage d’induction de CRs. La combinaison de la 

souche A4 et les explants de feuilles donne la fréquence la plus élevée pour induire des CRs 

chez C. procera. 
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Figure 21 : Effet de la souche bactérienne et de la nature des explants sur le pourcentage 

d’induction de CRs chez C. procera 
Les barres d'erreur représentent l'écart-type. Les lettres sur le graphique représentent les groupes homogènes 
selon le test de Newman-Keuls au seuil α=5 % 

 

2.4.  Effet de la souche bactérienne et de la nature des explants sur le nombre moyen 

de CRs par explant chez C. procera 

L’analyse de la variance du nombre moyen de racines induites montre un effet 

significatif (Annexe 3) de la souche bactérienne appliquée, où la souche A4 de A. rhizogenes 

s’est montrée plus efficiente par rapport à la souche ATCC 15834. 

Ce même test révèle aussi un effet significatif du type d’explants utilisés. Le test 

Post-hoc de Newman-Keuls au seuil α de 0,05 (Annexe 3) montre que les explants de 

cotylédons et de feuilles appartiennent au même groupe homogène à l’opposé des explants 

d’hypocotyles qui appartiennent à un groupe différent et inférieur.  

Le nombre moyen de CRs induits le plus appréciable est obtenu avec la souche A4 

sur des explants de feuilles et de cotylédons (14,47 et 13,76 respectivement) (Figure 22). 
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Figure 22 : Effet de la souche bactérienne et de la nature des explants sur le nombre 
moyen de racines induites par explant chez C. procera 

Les barres d'erreur représentent l'écart-type. Les lettres sur le graphique représentent les groupes homogènes 
selon le test de Newman-Keuls au seuil α=5 % 

 

3. Subculture et multiplications des CRs transgéniques 

Les CRs de C. procera sont excisés et cultivés sur le milieu ½ B5 contenant de la 

céfotaxime afin d’éliminer la bactérie de A. rhizogenes.  

Sur l’ensemble des CRs obtenus (2114 lignées), certains d’entre -eux ont présenté 

une faible croissance (Figure 23) ou parfois la formation de cals. Alors que trente lignées de 

ces CRs ont montré une croissance notable et qui ne présentent pas de cals. Ces dernières 

ont été transférées au moins trois fois sur milieu frais dont la concentration de la céfotaxime 

est réduite progressivement jusqu’à que les racines soient exemptes de la présence 

bactérienne. A partir de ces lignées, sept d’entre elles ont été sélectionnées vu leur croissance 

rapide et leur degré de ramification latérale important. Elles sont ensuite multipliées sur le 

milieu ½ B5 dépourvu d’hormones (Figure 23).   
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Figure 23 : Aspect morphologique de lignées racinaires issus de la transformation de C. 

procera par A. rhizogenes 

L : Lignée racinaire non sélectionnée ; HR1-HR7 : Lignées racinaires sélectionnées 
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4. Confirmation par PCR de la nature transgénique des CRs  

Afin de confirmer l'intégration de l'ADN-T du plasmide Ri de A. rhizogenes dans 

l'ADN génomique des CRs (lignées racinaires sélectionnées), l'amplification par PCR a été 

réalisée à l'aide d'amorces directes et inverses du gène rolB. L'ADN des racines issues de 

l’infection par A. rhizogenes et celui des racines naturelles de C. Procera (issues directement 

de la germination des graines) ont été extraits et purifiés. Le fragment du gène rolB n’a été 

observé que dans l'ADN amplifié des sept lignées de CRs sélectionnées (Figure 24). Aucun 

fragment du gène rolB n'a été détecté pour les racines naturelles utilisées comme témoin 

négatif (Figure 24). Les fragments correspondant au gène rolB ont également été amplifiés 

chez l'ADN plasmidique des deux souches de A. rhizogenes (A4 et ATCC 15834) utilisées 

comme contrôle positif (Figure 24). Ces résultats confirment la nature transgénique des sept 

lignées de CRs sélectionnées.   

 

 

Figure 24 : Analyse moléculaire des CRs (Amplification par PCR du gène rolB) 
 
HR1-HR7 : Lignées racinaires transformées de C. procera ; M : Marqueur de taille moléculaire ; C- : 
Contrôle négatif (Racines naturelles issues de la germination des graines) ; C+A4 et C+ ATCC 15834 : 
Contrôle positif des souches A4 et ATCC 15834 respectivement de A. rhizogenes 

 

5. Profilage chimique (screening) des CRs de C. procera par GC-MS 

L’objectif de cette partie de l’étude est d'analyser la composition chimique des CRs 
de C. procera issues de la transformation génétique par A. rhizogenes. 

Trente-six composés bioactifs appartenant à différentes classes de métabolites ont été 

identifiés par analyse GC-MS (Figure 25). L'identification de ces composés a été réalisée sur 

la base de l'interprétation des spectres de masse correspondants, comparés aux données 

rapportées dans la littérature ainsi qu'aux spectres de la bibliothèque NIST. Le temps de 
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rétention, le nom, la formule moléculaire, le poids moléculaire et la surface de pic des 

composés sont donnés dans le tableau (2). 

Les principaux métabolites identifiés chez les CRs de C. procera sont l'acide 

palmitique (23,15%), l'acide linoléique (isomère 1 et isomère 2 14,36% et 12,18% 

respectivement), le stigmastérol (12,96%), le squalène (8,60%), le β-sitostérol (5,07 %) et le 

campestérol (4,93 %) (Figure 30).  

D'autres composés de plus faibles concentrations ont été également identifiés, 

comme le 4.8.A Dimethyl.6(2. méthyl oxyranil)-4A,5,6,7,8,8A- hyxahydro-2(1H) 

naphtalène (2,98%), le stigmastadienone (1.69%), l’acide stéarique (1.41%), le tocophérol 

(vitamine E) (1.34%) et le  egosta-5, 22-dien-3-ol (1.07%).  

EN outre, d’autres composés à l'état de traces ont été également retrouvés, dont le 

cholestérol (0.85%), l'acide pentadécanoïque (0.83%), le 1,4-Dihydro-9- isopropylidene-

5,6,7,8-tetrametoxy-1,4- méthanonaphtalène (0,80%), le tricosane (0.77%), le Delta.6-

progestérone (0.75%), le cyclotétradécane (0.67%), le O-benzo[B]xenthen-12-one,11- 

(acetyloxy) (0,63%), l'ester éthylique de l'acide palmitique (0.54%), l’ester glycérique 

d'acide palmitique (0.49%), le 4. ((1.E).3 hydroxyl.1.proponyl)-2-méthoxyphénol (0,43%), 

l’ acide heptadécanoïque (0.41%), le conjugué acide férulique glycine (0.40%), 

l’heptadécane (0.38%), le β-progestérone (0.36%), le 1,21-Docosadiène (0,30%), l’ ester 

méthylique d'acide brassidique (0.27%), le 4.4'.-Dibutoxy- 1,1'biphenyl (0,26%), 

l’élémicine M (demethyl-) iso-2 (0,24%), le 17-Cyclohexyl triacontane (0,17), l’acide 

linolénique (0.15%), l’octadécane (0.15%), le pentadécane (0.14%), et le 2- (octadecyloxy) 

ethanol (0,04%). 
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Figure 25 : Chromatogramme GC/MS de l’extrait de CRs de C. procera obtenu en mode full scan 
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Figure 26 : Partie A : Chromatogramme GC/MS de l’extrait de CRs de C. procera obtenu 

en mode full scan (Temps de rétention : 4.00-8.00 min) 
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Figure 27 : Partie B : Chromatogramme GC/MS de l’extrait de CRs de C. procera obtenu 

en mode full scan (Temps de rétention : 8.00-10.00 min) 
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Figure 28 : Partie C : Chromatogramme GC/MS de l’extrait de CRs de C. procera obtenu 

en mode full scan (Temps de rétention : 10.00-14.00 min) 
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Figure 29 : Partie D : Chromatogramme GC/MS de l’extrait de CRs de C. procera obtenu 

en mode full scan (Temps de rétention : 14.00-25.00 min) 
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La figure (30) illustre la structure chimique des acides : palmitique, linoléique, du 

squalène, du campesterol, du β-sitostérol et du stigmastérol, des composés identifiés 

majoritairement chez les CRs de C. procera via un screening par GC-MS. 

 

 

Figure 30 : Structure chimique des composés majeurs identifiés à partir de CRs de C. 

procera par GC-MS 
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Tableau 2 : Liste et formules des composés chimiques identifiés à partir des extraits de CRs 
de C. procera par analyse GC-MS (TIC = Total Ion Chromatogram) 
 

TIC  N° 
Temps de 
Rétention 

(min.) 
Nom du composé 

Formule 
moléculaire 

Poids 
Moléculaire 

Surface 
du pic 

% 

A 

1 4.43 Pentadecane C15H32 212 0,14 
2 5.06 Octadecane C18H18 254 0,15 
3 5.59 Heptadecane C17H36 240 0,38 
4 5.77 Cyclotetradecane C14H28 196 0,67 
5 5.98 Ferulic acid glycine conjugate C14H17NO5 279 0,40 
6 6.31 2-(octadecyloxy) ethanol C20H42O2 314 0,04 
7 6.52 Linolenic acid C19H32O2 292 0,15 
8 7.16 Elemicin.M (demethyl-) iso-2 C13H16O4 236 0,24 

9 7.40 
4. ((1.E).3 hydroxyl.1.proponyl)-2-

methoxyphenol 
C10H12O3 180 0,43 

10 7.97 Pentadecanoïc acid C15H30O2 242 0,83 

B 

11 8.15 
4.8.A Dimethyl.6(2. methyl oxyranil)-

4A,5,6,7,8,8A-hyxahydro-2(1H)naphthalene 
C15H22O2 243 2,98 

12 8.52 Palmitic acid C16H32O2 256 23,15 
13 8.65 Palmitic acid ethyl ester C18H36O2 284 0,54 
14 8.97 Heptadecanoic acid C17H34O2 270 0,41 
15 9.35 Linoleic acid isomer 1 C18H32O2 280 14,36 
16 9.39 Linoleic acid isomer 2 C18H32O2 280 12,18 
17 9.46 Stearic acid C18H36O2 284 1,41 

C 

18 10.06 Tricosane C23H48 324 0,77 
19 10.36 Brassidic acid methyl ester C23H44O2 352 0,27 
20 10.46 Linoleic acid isomer 3 C18H32O2 280 0,20 
21 10.71 1,21-Docosadiene C22H42 306 0,30 
22 11.18 Palmitic acid glycerol ester C19H38O4 330 0,49 
23 11.28 17-Cyclohexyl triacontane C39H78 546 0,17 
24 12.40 O-benzo[B]xenthen-12-one,11-(acetyloxy) C19H12O4 304 0,63 
25 12.94 4.4'.-Dibutoxy-1,1'biphenyl C20H26O2 298 0,26 
26 13.47 Squalene C30H50 410 8,60 

D 

27 14.18 β-Progesterone C21H30O2 314 0,36 
28 14.41 Delta.6-progesterone C21H28O2 312 0,75 

29 15.28 
1,4-Dihydro-9-isopropylidene-5,6,7,8-
tetrametoxy-1,4-methanonaphtalene 

C18H22O4 302 0,80 

30 17.98 Tocopherol C29H50O2 430 1,34 
31 19.94 Ergosta-5, 22-dien-3-ol C28H46O 398 1,07 
32 20.14 Campesterol C28H48O 400 4,93 
33 20.76 Stigmasterol C29H48O 412 12,96 
34 22.32 β-sitosterol C29H50O 414 5,07 
35 23.46 Cholesterol C27H46O 386 0,85 
36 24.22 Stigmastadienone C29H46O 410 1,69 
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6. Profilage chimique des glycosides cardiaques chez C. procera par UHPLC-

QTOF/MS 

Cette partie de l’étude a pour but : la caractérisation des glycosides cardiaques dans 

l'extrait éthanolique des CRs de C. procera par UHPLC-QTOF/MS (en mode d'ionisation 

positive). Les résultats obtenus révèlent la présence de dix composés. L'identification de ces 

composés est basée sur l'interprétation de leurs spectres de masse, leur temps de rétention, 

l’ion précurseur [M+H]+ (m/z), les ions fragments (m/z) en prenant en considération les 

données de la littérature ainsi que les bases de données internationales. Le chromatogramme 

en mode positif est présenté dans la figure (31). 

 

 

Figure 31 : Chromatogramme d’ionisation par UHPLC-QTOF/MS des CRs de C. procera 

en mode positif 

 

Le chromatogramme de base des CRs de C. procera résultant de l’analyse par 

UHPLC-QTOF/MS déjà développée a montré la présence de 10 composés appartenant à la 

famille des glycosides cardiaques. Les informations exhaustives des composés identifiés 

(numérotés de 1 à 10 indiquant l'ordre d'élution) sont répertoriées dans le tableau (3). 
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Tableau 3 : Glycosides cardiaques détectés par UHPLC-QTOF/MS en mode ESI positif 
chez les CRs de C. procera (TR : Temps de Rétention, Exp : Expérimental, Calc : Calculé) 

  
Numéro 
du pic 

Identification du 
composé 

TR 
(min) 

Formule 
moléculaire 

Exp. m/z Calc. m/z 
Ions fragments 

majoritaires (m/z) 

1 Calotropagénine 3.85 C23H32O6 405.2270 405.2275 
323.2002 - 339.1956 - 
351.1953 - 369.2056 - 

387.2163 

2 Calotoxine 4.54 C29H40O10 549.2685 549.2693 
325.2160 - 373.2373 - 
391.2478 - 513.2484 

3 Frugoside 5.63 C29H44O9 537.3068 537.3066 
325.2166 - 337.2165 -  
339.2318 - 373.2378 

4 Coroglaucigénine 5.76 C23H34O5 391.2481 391.2485 
325.2166 - 337.2165 - 

373.2378 

5 Calotropine 6.66 C29H40O9 533.2746 533.2750 
177.0548 - 323.2007 - 
355.2263 - 497.2530 -  

515.2641 

6 Calactine 7.30 C29H40O9 533.2739 533.2747 
323.2005 - 339.1968 - 
497.2528 - 515.2637 

7 Uzarigénine 8.35 C23H34O4 375.2422 375.2529 
205.1223 - 293.2258 - 
321.2209 - 339.2316 -  

357.2422 

8 Asclépine 8.88 C31H42O10 575.2844 575.2853 
311.2011 - 497.2525 -  
539.2620 - 557.2735 

9 Uscharidine 9.56 C29H38O9 531.2353 531.2353 
193.0861 - 267.1591 -  

362.2467 

10 Uscharine 9.72 C31H41NO8S 588.2636 588.2637 
161.1326 - 323.2009 -  
341.2115 - 552.2424 -  

570.2525 
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D’après l'analyse QTOF/MS, le composé (1) élué à TR de 3,85 min montre un pic 

moléculaire [M+H]+ à m/z 405.2275 en mode d’ionisation positive. Ce composé 

correspondant à la formule C23H32O6, a été identifié comme étant la calotropagénine. Le 

spectre de masse de ce composé a donné un fragment majeur à m/z 323.2002. En même 

temps, d'autres ions fils sont apparus à m/z 387.2163, 369.2056, 351.1953 et 339.1956 

(Figure 32). 

 

  

Figure 32 : Spectre de masse de calotropagénine  



 

                                                                                                                           Résultats et interprétations                 
 

83 
 

Le composé (2) élué à TR = 4.54 min et a donné un pic moléculaire [M+H]+  à m/z 

549.2693. 

Ce composé a un fragment majoritaire à m/z 373.2373. D’autres pics caractéristiques 

sont apparus à m/z 513.2484, 391.2478 et 325.2160 (Figure 33). Ce composé ayant la 

formule moléculaire (C29H40O10) a été caractérisé comme étant la calotoxine. 

 

 

Figure 33 : Spectre de masse de calotoxine 
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Le composé (3) élué à TR = 5.63 min a produit un ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

537.3066 et des fragments d'ions majeurs à m/z 339.2318 et 337.2165. Le spectre MS a 

donné d'autres fragments fils à m/z 373.2378 et 325.2166 (Figure 34). Le composé (3) a été 

reconnu donc comme frugoside, ayant la formule moléculaire (C29H44O9). 

 

  

Figure 34 : Spectre de masse du frugoside 
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Le composé (4), apparu à TR = 5.76 min, donnant l'ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

391.2485, correspond à la formule moléculaire C23H34O5. Le spectre MS a présenté des 

fragments d’ions majeurs à m/z 339.2318 et 337.2166, des ions fils à m/z 373.2378 et 

325.2166 (Figure 35). Ce composé a été attribué à la coroglaucigénine. 

 

  

Figure 35 : Spectre de masse de la coroglaucigénine 
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Le composé (5), élué à TR = 6.66 min a donné l'ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

533.2750. Dans le spectre MS, des fragments majeurs ont été obtenus à m/z 515.2641, 

323.2007 et 177.0548. D'autres ions fils sont apparues à m/z 497.2530 et 355.2263 (Figure 

36). En conséquence, le composé (5) de formule moléculaire C29H40O9 a été caractérisé 

comme étant calotropine. 

 

  

Figure 36 : Spectre de masse de la calotropine 
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Le composé (6) apparu à TR = 7,30 min, a donné un ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

533.2747, correspondant à la formule moléculaire C29H40O9. Les principaux fragments du 

spectre MS pour ce composé sont apparus à m/z 515.2637 et 323.2005. Des ions fils sont 

également apparus à m/z 497.2528 et 339.1968 (Figure 37). Ce composé est caractérisé 

comme étant la calactine.  

 

  

Figure 37 : Spectre de masse de la calactine 
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Le composé (7) élué à TR = 8.35 min ayant la formule moléculaire C23H34O4 est 

considéré comme de l'uzarigénine, un glycoside cardiaque, produisant un ion moléculaire 

[M+H]+ à m/z 375.2529 et des fragments majeurs à m/z 339.2316 et 205.1223. D'autres 

fragments caractéristiques sont apparus à m/z 357.2422, 321.2209 et 293.2258 (Figure 38). 

 

  

Figure 38 : Spectre de masse de l’uzarigénine 
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Le composé (8) enregistré à TR = 8.88, produit l'ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

575.2853 avec des fragments majeurs à m/z 497.2525 et 311.2011, et d'autres fragments 

caractéristiques à m/z 557.2735 et 539.2620. Le composé (8) ayant la formule moléculaire 

C31H42O10 a été identifié comme l’asclépine en raison de son spectre de masse (Figure39). 

 

  

Figure 39 : Spectre de masse de l’asclépine 
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Le composé (9) avec un TR 9.56 min, a donné l'ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

531.2353, tandis que des fragments caractéristiques sont apparus à m/z 362.2467, 267.1591 

et 193.0861 (Figure 40). Les données du spectre MS suggèrent que le composé (9) avec la 

formule moléculaire C29H38O9 est déterminé comme l’uscharidine. 

 

  

Figure 40 : Spectre de masse de l’uscharidine 
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Le composé (10) avec TR, 9.72 min a produit un ion moléculaire [M+H]+ à m/z 

588.2637, des fragments majeurs à m/z 570.2525, 341.2115 et 161.1326, et d'autres ions fils 

à m/z 552.2424 et 323.2009 (Figure 41). Sur la base de l'interprétation des fragments, le 

composé (10) a été identifié comme l’uscharine ayant la formule C31H41NO8S. 

 

 

Figure 41 : Spectre de masse de l’uscharine 
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7. Sélection des lignées racinaires 

Dans le but de choisir la meilleure lignée de CRs de C. procera en termes de 

production de masse et en métabolites secondaires, les sept lignées pré-sélectionnées ont fait 

l’objet d’une détermination de leur indice de croissance et de leur teneur en phytostérols 

majeurs (campesterol, stigmastérol et β-sitostérol). Néanmoins, la détermination de leur 

teneur en glycosides cardiaques n’a pas été effectué à cause de l’indisponibilité des 

molécules standards.   

a. Indice de croissance des lignées de C. procera 

Bien que leur morphologie et leur croissance soient similaires en milieu sans 

hormone, les sept lignées de CRs sélectionnées (HR1-HR7) diffèrent par leur croissance de 

biomasse. Après 20 jours de culture dans le milieu liquide ½ B5 additionné de 3 % (p/v) de 

saccharose, l'indice de croissance vari de 21,04 à 46,14 selon la lignée (Figure 42). L'IC le 

plus élevé a été enregistré chez la lignée HR4 (46,14) (Figure 42) et l'IC le plus bas a été 

révélé pour les lignées HR1 (24,32) et HR2 (21,04). L'IC du reste des lignes est 

intermédiaire.  

 

Figure 42 : Indice de croissance des sept lignées de C. procera sur la base du poids frais 
après 20 jours de culture 

Les données sont présentées comme la moyenne (de trois mesures) ± l'écart type. Les barres suivies de la 
même lettre ne présentent pas de différence significative selon le test de Newman-Keuls au seuil α=5 %. Les 
CRs sont cultivés dans des flacons Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml de milieu ½ B5 liquide. 
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Figure 43 : Croissance des lignées racinaires HR3 et HR4 de C. procera sur le milieu 

liquide ½ B5 additionné de 3 % (p/v) de saccharose après 20 jours de culture 

 
b. Teneur en phytostérols (campesterol, stigmastérol et β-sitostérol) des 

lignées de C. procera  
 
Dans cette partie, nous avons cherché non seulement à déterminer la teneur en 

phytostérols des sept lignées pré-sélectionnées de C. procera mais aussi à déterminer la 

teneur des racines et de feuilles naturelles de plants de C. procera âgés de 90 jours cultivés 

en pots sous serre afin de comparer les teneurs en phytostérols dans les sept lignées de CRs 

et dans la plante à son état naturel. 

La teneur en phytostérols de toutes les lignées de CRs s’est montrée plus élevée que 

celle des racines naturelles, à l'exception de la teneur en β-sitostérol de la lignée HR5 qui 

était la plus faible (163,9 µg/g MS) (Figure 44). De plus, les lignées de CRs montrent une 

quantité de phytostérols presque plus élevée que celle des feuilles naturelles excluant la 

teneur en campestérol (164,7 µg/g M.S.) chez la lignée HR5 et la teneur en β-sitostérol chez 

la lignée HR1 (201,1 µg/g M.S.) et HR5 (Figure 44). La teneur en phytostérols varie 

cependant entre l’ensemble des lignées de CRs (Annexe 3). 

L'analyse GC-MS montre que l'accumulation de phytostérols est maximale chez la 

lignée HR4 (345,8 µg campestérol/g M.S., 411,8 µg stigmastérol/g M.S. et 438,3 µg β-

sitostérol/g M.S.) (Figure 44). Ces résultats montrent des teneurs de 2,4 à 2,8 fois plus 

élevées par rapport aux racines naturelles.
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Figure 44 : Teneur en phytostérols (campesterol, stigmastérol et β-sitostérol) en µg/g M.S. des sept lignées CRs de C. procera et des racines 
et feuilles naturelles non transformées sur la base d’une analyse GC-MS 

Les données sont présentées comme la moyenne (de trois mesures) ± l'écart type. Les barres suivies de la même lettre ne présentent pas de différence significative selon le 
test de Newman-Keuls au seuil α=5 %. Les CRs sont cultivés dans des flacons Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml de milieu ½ B5 liquide. 
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La figure (45) illustre le Chromatogramme GC/MS obtenu en mode SIM de 

campestérol, de stigmastérol et de β-sitostérol. Alors que les spectres de masse de ces 

phytostérols sont représentés en figure (46). 

 

 

 

Figure 45 : Chromatogramme GC/MS obtenu en mode SIM de campestérol, de 

stigmastérol et de β-sitostérol 
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Figure 46 : Spectre de masse du A : campestérol, B : stigmastérol et C : β-sitostérol 

 

Sur la base des résultats obtenus en 6.1. et 6.2. la lignée racinaire HR4 s’est montrée 

comme la plus efficiente en termes de production de biomasse et de phytostérols. Elle est 

ainsi sélectionnée pour l’étude de la cinétique de croissance et la cinétique d’accumulation 

de phytostérols.  
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8. Cinétique de croissance et de production de phytostérols de la lignée 

sélectionnée HR4 

a.  Cinétique de croissance de la lignée sélectionnée 

La figure (47) représente la courbe de croissance de la lignée HR4 cultivée en milieu 

liquide de ½ B5. Les résultats, montrent que  

L’étude de la cinétique de croissance est basée sur la mesure du poids sec de la 

biomasse produite. Après une période de culture de 35 jours l’inoculum initial a atteint 0,244 

g en fin de croissance, ce qui correspond à 4,88 g de matière sèche par litre de culture. La 

courbe de croissance obtenue présente trois phases 

- La première phase s’étalant jusqu’au 12ème jour de culture. Cette phase correspond 

à la phase de latence, relativement longue et faible en production de biomasse. Elle 

semble être due au très faible poids de l’inoculum initial. La croissance de la lignée 

racinaire à cette phase est faible à modérée, ce qui correspond à la phase 

d’adaptation des CRs au milieu et aux conditions de culture.  

- La deuxième phase correspond à la phase de croissance exponentielle allant du 13ème 

au 20ème jour de culture. Cette phase se caractérise par la croissance la plus rapide. 

Une accumulation de 0,208 g de matière sèche a été enregistré à la fin de cette phase. 

- La troisième phase est la phase de ralentissement de la croissance, elle s’étale du 

21ème jour jusqu’au 35ème jour. Elle est le résultat de l’épuisement du milieu de culture 

suite à la croissance massive en phase exponentielle. 
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Figure 47 : Cinétique de croissance de la lignée HR4 sur milieu liquide ½ B5 

Chaque point est la moyenne de trois répétitions. Les barres d'erreur représentent l'écart-type. 
 
 

b. Cinétique de production de phytostérols (campestérol, stigmastérol et β-

sitostérol) de la lignée sélectionnée 

Le campestérol, le stigmastérol et le β-sitostérol sont identifiés dans la matière sèche 

de la lignée racinaire HR4 à l’aide de la GC-MS. 

 L’évolution de la production de ces trois composés est représentée sur la figure (48). 

Le profil des teneurs en campestérol, en stigmastérol et en β-sitostérol présente une 

accumulation entre le 15ème et le 18ème jour de culture, puis une décroissance entre le 18ème 

et le 25ème jour de culture et en fin une re-croissance entre le 25ème au 35ème jour de culture. 

Les fluctuations subies par ces trois composés vont dans le même sens, mais à des 

degrés différents. De ce fait à chaque augmentation de la teneur en stigmastérol et β-

sitostérol correspond à une augmentation de la concentration en campestérol. Cependant, on 

peut observer que les teneurs en campestérol sont toujours nettement inférieures à celles du 

stigmastérol et du β-sitostérol. 
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En effet, le pic d’accumulation de campestérol, de stigmastérol et de β-sitostérol 

(435,9 µg/g M.S., 496,4 µg/g M.S. et 486,9 µg/g M.S. respectivement) a été enregistrée au 

18ème jour de culture. Ceci coïncide avec la phase exponentielle de croissance chez cette 

lignée.  

 

Figure 48 : Cinétique d’accumulations de phytostérols (campesterol, stigmastérol et β-
sitostérol) de la lignée HR4 

Chaque point est la moyenne de trois répétitions. Les barres d'erreur représentent l'écart-type. 
 
 

9. Effet nématicide de l’extrait aqueux de C. procera 

a. Evaluation de la toxicité de l’extrait aqueux à partir de C. procera sur les 

larves (L2) de Meloigogyne spp. 

L’activité nématicide des extraits aqueux de CRs, de feuilles et de racines naturelles 

de C. procera a été testée in vitro sur des larves (L2) de Meloigogyne spp. Les résultats sont 

illustrés dans le tableau (4). 

L’observation sous loupe binoculaire des larves (L2) juste après l’application des 

traitements à mis en évidence un effet choc instantané, ce qui suggère un effet nématicide 

très élevé. 
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D’après le tableau (4), il apparaît que tous les traitements appliqués, quelle que soit 

la dose, des extraits de C. procera sont hautement efficaces et ont pu occasionner 100 % de 

mortalité des larves L2 après 24 h, à l’exception des traitements à l’extrait de racines 

naturelles où des pourcentages légèrement inférieurs ont été enregistrés, et ce, à la dose pure 

P et ses dilutions P/2 et p/4 (92%, 90% et 88% respectivement). Ceci est en comparaison 

avec le témoin négatif présenté par l’application de l’eau distillée stérile. 
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Tableau 4 : Effet des extraits aqueux de C. procera sur le taux de mortalité des larves (L2) 
des Meloidogyne spp.  

P : Dose pure, P/2 : Demi dose, P/4 : Quart dose 

Traitements 
Dose 

appliquée 
Pourcentage de mortalité dans le temps % 

24h 48h 72h 

Témoin 

P 1  1 2  

P/2 1  1 2  

P/4 1  1 2 

HR1 

P 100  100  100  

P/2 100 100  100  

P/4 100  100  100  

HR2 

P 100  100  100  

P/2 100  100  100  

P/4 100  100  100  

HR3 

P 100  100  100  

P/2 100  100 100  

P/4 100  100  100  

HR4 

P 100  100  100  

P/2 100  100  100  

P/4 100  100  100  

HR5 

P 100  100  100  

P/2 100  100  100  

P/4 100  100  100  

HR6 

P 100  100  100  

P/2 100  100  100  

P/4 100  100  100  

HR7 

P 100  100  100  

P/2 100  100  100  

P/4 100  100  100  

Extrait de 
racines 

naturelles 

P 92  97 98  

P/2 90  93  95  

P/4 88  90  91  

Extrait de       
Feuilles 

naturelles 

P 100 100  100 

P/2 100  100  100  

P/4 100  100  100  
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Dans le but de bien estimer l’effet des traitements appliqués sur le pourcentage de 

mortalité des larves (L2) de Meloidogyne spp., nous avons fait recours au Modèle Linéaire 

Général (G.L.M.). Ce test a permis de déduire que les traitements des extraits aqueux de C. 

procera varient très significativement selon l’origine de la matière végétale (p= 0.000) et la 

dose appliquée (p=0.000) après 24h, 48h et 72h de contact. Les résultats du test G.L.M. sont 

illustrés dans le tableau (5). 

Les diagrammes de profil établis par SPSS montrent un effet similaire entre les 

extraits des lignées HR1-HR7 et les extraits de feuilles, alors que les extraits de racines 

naturelles présentent une activité nématicide inférieure (Figure 49). De même l’application 

de la dose pure entraîne un effet plus remarqué que les dilutions ½ et ¼. 

Les résultats positifs issus de l’application des extraits aqueux de C. procera sur la 

mortalité des larves (L2) laisse suggérer que ses différentes parties contiennent des 

molécules solubles dans l’eau très toxiques pour les nématodes à galle. 

Tableau 5 : Modèle G.L.M. appliqué à l’activité nématicide des différents traitements à 
différentes doses utilisées 

 Source 
Somme des 

carrés de type III 
d.d.l. 

 
Moyenne 
des carrés 

F-ratio P 

24h 
Traitements 104554,800 9 11617,200 174258,000 ,000 

Dose 3,200 2 1,600 24,000 ,000 

48h 
Traitements 104716,800 9 11635,200 174528,000 ,000 

Dose 7,200 2 3,600 54,000 ,000 

72h 
Traitements 102817,200 9 11424,133 171362,000 ,000 

Dose 12,800 2 6,400 96,000 ,000 
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Figure 49 : Diagramme de toxicité des extraits de C. procera en fonction du type de 

traitement et de la dose appliquée 
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b. Etude de la réversibilité de l’effet des extraits aqueux de C. procera 

appliqués sur les larves (L2) de Meloigogyne spp. 

Dans le but de déterminer si les extraits exercent un effet nématicide ou 

nématostatique, une étude de l’irréversibilité des extraits aqueux de C. procera a été 

développé in vitro sur les larves (L2) de Meloigogyne spp. Après 72h de traitement, les larves 

sont lavées trois fois avec de l’eau distillée stérile. Les larves revitalisées sont comptées 

après 24h.   

Les résultats de la revitalisation montrent que les larves (L2) traitées par les 

différents extraits aqueux de C. procera (sept lignées de CRs, feuilles et racines 

naturelles), quel que soit leur dose utilisée, ne montrent en aucun cas une revitalisation. 

Ce qui prouve que ces extraits n’ont pas un effet réversible et possèdent donc un effet 

nématicide réel.   
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Actuellement, les CRs de nombreuses espèces végétales peuvent être considérées, 

non seulement, comme un outil efficace pour la production de composés phytochimiques, 

mais aussi, comme des modèles expérimentaux appropriés pour les enquêtes sur les 

mécanismes de régulation du métabolisme des plantes (Rogowska & Szakiel, 2021; Stiles & 

Liu, 2013). 

1. Obtention du matériel végétal 

Dans la présente étude, la désinfection des graines de C. procera est réalisée avec 

succès en utilisant de l’éthanol 70% (v/v) pendant 1 min, suivi d’un trempage pendant 15 

min dans une solution d’hypochlorite de sodium (NaClO à 2,6 % de chlore actif). Ce 

protocole est efficace pour éviter toute contamination (Benmahioul et al., 2009) des graines 

de C. procera. Plusieurs études sur la désinfection des graines à l’aide de l’hypochlorite de 

sodium ont été rapportées. Une longue durée de contact peut entraîner la mort des cellules 

et nuire à la viabilité des graines (Akbari et al., 2012).  

Nous avons testé aussi le pouvoir germinatif des graines de cette plante et nous avons 

enregistré un taux de germination maximal de 100 %. Cette importante faculté germinative 

est due à la tolérance des graines de C. procera aux différents facteurs environnementaux. 

Cette caractéristique assure la large diffusion de cette espèce végétale dans les écosystèmes 

les plus extrêmes (Leal et al., 2013). 

2. Initiation des CRs 

Le but de cette partie d’étude est de développer pour la première fois un protocole 

d’induction de CRs en utilisant une variabilité de tissus végétaux en faisant varier leur âge, 

le milieu de co-culture et les souches bactériennes.  

• Effet de l’âge des explants 

Nos résultats montrent que la réponse des explants d’hypocotyles varie selon l’âge 

des explants. Les explants les plus jeunes âgés de 30j présentent une induction des CRs plus 

élevée que les plus âgés (45j et 60j). En effet, il a été démontré chez de nombreuses espèces 

végétales que l'âge de l'explant influence le processus de transformation médiée par 

Agrobacterium (Saravanakumar et al., 2012; Sujatha et al., 2013; Ahmadi Moghadam et al., 

2014).  
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• Effet du milieu de co-culture  

L’évaluation de l’influence du milieu de co-culture sur le taux d’induction des CRs 

montre une réponse variable d’un milieu à un autre. Le taux le plus élevé est enregistré en 

utilisant le milieu ½ B5. Certains travaux indiquent que la composition du milieu de co-

culture comme la concentration en sels minéraux peut influencer le taux d’induction des CRs 

chez les plantes. Le taux d’induction de CRs augmente lorsque la co-culture est réalisée dans 

des milieux MS les moins concentrés en minéraux (½ MS et ¼ MS) (Inoguchi et al., 2003). 

Ceci serait dû à la prolifération accrue de Agrobacterium dans le milieu qui manque certains 

éléments c’est-à-dire le moins concentré puisque la forte présence de ces éléments nutritifs 

pourra inhiber l’expression des gènes de virulence de la bactérie (Sharafi et al., 2014). 

• Effet de la souche bactérienne et de la nature des explants  

La fréquence d'induction de CRs varie significativement selon la souche bactérienne 

utilisée. Des études antérieures ont rapporté l'influence de la variabilité des souches de A. 

rhizogenes sur l’aptitude d’induction de CRs (Tao & Li, 2006; Tavassoli & Safipour Afshar, 

2018; Sahayarayan et al., 2020). Cela peut être dû aux différents niveaux de virulence 

présents chez les différentes souches, ainsi qu'aux différences dans l'intégration de l'ADN-T 

dans les cellules végétales et le nombre de copies de transgènes transférées (Mehrotra et al., 

2015).  

Dans notre cas, la souche A4 est la souche bactérienne la plus efficace pour induire 

des CRs de C. procera, et ce, quel que soit le type d’explants. La souche A4 est largement 

utilisée pour l'induction des CRs de nombreuses plantes (Amdoun et al., 2008; Harfi et al., 

2013, 2018). Des études similaires ont enregistré une fréquence d'induction racinaire plus 

élevée avec la souche A4 par rapport à la souche ATCC 15834 (Skała et al., 2015; Kabirnataj 

et al., 2016; Makowczyńska et al., 2021). 

Des réponses variables des différents types d’explants vis-à-vis de la même souche 

de A. rhizogenes sont notées. Les explants de feuilles sont les plus réactifs quant à l’induction 

des CRs à partir des sites blessés. La variabilité des réponses des différents tissus végétaux 

à la transformation par A. rhizogenes a déjà été répertoriée en termes d’induction de CRs 

chez Papaver bracteatum (Sharafi et al., 2013), chez Momordica charantia (Thiruvengadam 

et al., 2014), chez Cucumis anguria (Yoon et al., 2015) et chez Catharanthus roseus 

(Benyammi et al., 2016). 
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La nature de l'explant joue donc un rôle important dans le succès de la transformation 

génétique. Généralement, les feuilles constituent un tissu végétal de choix pour la 

transformation par A. rhizogenes, elles sont plus réactives que les autres explants (Sujatha et 

al., 2013). Les variations de réponses des explants vis-à-vis de la même souche de A. 

rhizogenes seraient dues à l'interaction entre les génotypes, de la plante et de la souche de A. 

rhizogenes, et ce, en termes d’expression du gène rolB. Chaque type d'explant exprime les 

gènes rol différemment (Sudha et al., 2013; Park, 2021). L'effet des gènes rol sur l'altération 

de l'équilibre cytokinine/auxine est déjà démontré (Hamill, 1993). Cela signifie que la 

prédisposition des explants à la transformation génétique par A. rhizogenes dépend de l'état 

physiologique et de l’anatomie des différents tissus dans la même plante. 

En addition de l’effet des souches bactériennes et du type d’explant sur la fréquence 

d’induction de racines, nos résultats montrent que les souches de A. rhizogenes utilisées et 

la nature du tissu végétal influencent également le nombre de racines induites au niveau du 

site blessé.  

La souche A4 donne un nombre de racines induites plus important que la souche 

ATCC 15834. Certaines recherches menées sur différentes espèces végétales ont montré un 

nombre de racines induites variable lors de l’utilisation de différentes souches de A. 

rhizogenes tels que les essais d’induction réalisés sur Catharanthus roseus (Benyammi et 

al., 2016). Les explants de feuilles et de cotylédons présentent un nombre plus élevé de CRs 

que les explants d’hypocotyle. Ces données sont en accord avec les travaux antérieurs. Le 

statut physiologique du tissus de l’explant peut jouer un rôle important dans le nombre de 

racines transgéniques induites (Grzegorczyk-Karolak et al., 2018; Lokhande et al., 2015). 

L'intégration de l'ADN-T du plasmide Ri de A. rhizogenes dans l'ADN génomique 

des CRs (lignées racinaires sélectionnées) est confirmé à l’aide de l’amplification du gène 

rolB par la PCR. Le fragment du gène rolB est observé dans l'ADN amplifié chez les sept 

lignées sélectionnées, ce qui confirme la nature transgénique des lignées racinaires 

sélectionnées.   

Des études précédentes ont utilisé le gène rolB de manière similaire pour confirmer 

la nature transgénique de plusieurs plantes (Benyammi et al., 2016; El-Esawi et al., 2017; 

Moussous et al., 2018; Nakasha et al., 2017; Ya-ut et al., 2011). Le gène rolB est déjà connu 

pour son rôle crucial dans l'induction des CRs à partir de tissus végétaux (Aoki & Syono, 

1999). En plus de ce rôle majeur dans le développement des CRs, le gène rolB est impliqué 
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dans l’augmentation de la production des métabolites secondaires chez les CRs (Shkryl et 

al., 2008). 

3. Profilage chimique  

3.1. Profilage chimique par GC-MS 

Plusieurs études antérieures ont rapporté la composition chimique des feuilles, du 

latex et des fruits de C. procera par analyse GC-MS (Doshi et al., 2012; Chandrawat & 

Sharma, 2015; Naser et al., 2019). A notre connaissance, il s'agirait de la première analyse 

chimique des CRs de C. procera. 

L’analyse chromatographique des extraits de CRs de C. procera par GC-MS a mis 

en évidence trente-six composés bioactifs de différentes classes métaboliques, à savoir : des 

acides gras, des stérols, des terpènes, des alcanes, des esters et autres. Certains de ces 

molécules sont déjà détectés dans différentes parties de la plante. Notre étude montre que les 

plus importants métabolites secondaires présents dans la culture des CRs sont l'acide 

palmitique, l'acide linoléique, le stigmastérol, le β-sitostérol, le campestérol, le squalène, le 

tocophérol (vitamine E) et le tricosane.  

L'acide palmitique, l'acide linoléique et d'autres acides gras ont été déjà été détectés 

chez C. procera (Pattnaik et al., 2017; Waheed et al., 2016; Naser et al., 2019). Ces acides 

gras et leurs dérivés sont connus pour leurs propriétés antibactérienne, antivirale, 

anticancéreuse et anti-athérosclérotique (Yff et al., 2002; den Hartigh, 2018). 

Des investigations antérieures ont montré la présence de stérols dans cette plante tels 

que le stigmastérol, le β-sitostérol et le campestérol (Chandrawat & Sharma, 2015; 

Chundattu et al., 2016). Plusieurs activités du stigmastérol ont été décrites en littérature telles 

que l'activité antioxydante, anti-tumorale et anti-inflammatoire (Kaur et al., 2011). 

Kushwaha et al. (2019) ont étudié l'efficacité antifilarienne du β-sitostérol des fleurs de C. 

procera. Tandis que Paniagua-Pérez et al. (2008) ont inspecté le potentiel immunostimulant 

de ce composé. En outre, l'activité antifongique de ces trois stérols a déjà été prouvée (Choi 

et al., 2017).  

Alhazmi et al. (2018) et Naser et al. (2019) ont révélé la présence de squalène à partir 

d'extrait de feuille de C. procera. Ce composé est largement utilisé comme composant 

principal des émulsions parentérales pour l'administration de médicaments et de vaccins 

(Fox, 2009). Narayan Bhilwade et al. (2019) ont rapporté que le squalène réduit 
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l'inflammation en indiquant son potentiel en tant qu'adjuvant en chimiothérapie chez des 

souris porteuses de tumeurs.  

Des observations antérieures ont rapporté aussi la présence de tocophérol (vitamine 

E), de tricosane, d'esters et d'alcanes (Doshi et al., 2012; Alhazmi et al., 2018; Naser et al., 

2019). Le tricosane et les alcanes ont été signalés pour leur effet antibactérien (Habtamu & 

Melaku, 2018). 

Par conséquent, la présence de toutes ces molécules indique que les CRs de C. 

procera peuvent jouer un rôle majeur en tant que source de matériel biologique pour la 

production d'agents anti-inflammatoires, antibactériens, antifongiques, anti-ulcératifs et 

anti-tumoraux (Awad et al., 2003; Berger et al., 2004). 

Ainsi, les propriétés thérapeutiques des composés chimiques détectés dans cette 

étude justifient bien la large 'utilisation des racines de C. procera en médecine traditionnelle. 

Des recherches supplémentaires sont cependant, nécessaires pour améliorer le rendement 

des CRs en molécules bioactives et pour leur purification.  

Des recherches plus poussées sur les voies des gènes et des enzymes de ces molécules 

seront cruciales pour comprendre leurs voies de biosynthèse et pour décrypter les 

mécanismes impliqués dans leurs régulations au niveau du génome, du protéome et du 

métabolome. 

3.1. Profilage chimique des glycosides cardiaques par UHPLC-QTOF/MS 

La caractérisation des glycosides cardiaques de l’extrait éthanolique des CRs de C. 

procera par UHPLC-QTOF/MS en mode d’ionisation positive a permis de mettre en 

évidence l’identification de dix molécules bioactives. 

Le composé (1) est identifié comme étant de la calotropagénine. Nos résultats sont en 

accordance avec l’identification proposée par (Pandey et al., 2016) pour cette molécule. Ce 

composé a été déjà identifié à partir de C. procera (Hassal & Reyle, 1959; Kumar et al., 

2019). La calotropagénine est un glycoside cardiaque; connu pour son puissant effet 

anticancéreux en raison de son activité inhibitrice transcriptionnelle du HIF-1 (un facteur de 

transcription très impliqué dans le développement du cancer) (Lopez-Lazaro, 2009) contre 

la lignée cellulaire T47D (Zheng et al., 2021). Selon des études antérieures, la 

calotropagénine a démontré un potentiel antihépatocytotoxique important. La CI50 pour la 

calotropagénine s'est avérée être de 10,40 ± 0,98 µg/mL (Al-Taweel et al., 2017). 
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Le composé (2) est caractérisé comme de la calotoxine et sa présence a été signalée 

chez C. procera par plusieurs chercheurs (Kumar et al., 2019; Seiber et al., 1982; Zheng et 

al. 2021). Il a également été suggéré que ce composé a aussi un puissant effet anticancéreux 

(Zheng et al., 2021). La calotoxine peut être utilisée pour le développement de nouveaux 

inhibiteurs de la kinase des cellules T inductibles par l'interleukine-2 (ITK), qui peuvent 

avoir de vastes applications thérapeutiques en tant qu'immunosuppresseurs et en tant que 

médicaments anticancéreux (Parthasarathy et al., 2021). 

Le composé (3) est reconnu comme frugoside. Ces résultats corroborent avec ceux 

publiés par Pandey et al. (2016). Le frugoside est précédemment isolé des racines de C. 

procera et a montré une importante activité inhibitrice de croissance in vitro contre les 

cellules cancéreuses humaines (Ibrahim et al., 2014; Zheng et al., 2021). Il a été démontré 

que le frugoside inhibe l'activité des peroxyrédoxines en régulant à la baisse de l'expression 

de la sulfirédoxine. L'accumulation résultante d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et 

l'activation stimulée de p-p38 ont entraîné la mort médiée par les mitochondries de deux 

lignées cellulaires de mélanome humain (M14 et A375). Ils ont inversé ce phénotype par la 

surexpression de la sulfirédoxine ou la stimulation des antioxydants. L'effet sur la croissance 

tumorale a été confirmé dans des tests de xénogreffe (Song et al. 2019). 

Le composé (4) correspond à la coroglaucigénine. Cette identification confirme 

également celle obtenue par Pandey et al. (2016). Cette molécule est isolée et identifiée dans 

différentes parties de C. procera (Rajagopalan et al., 1955; Kumar et al., 2019). Dans la 

littérature, la coroglaucigénine est connue pour son action anticancéreuse colorectale in vitro 

et in vivo (Huang et al., 2018). Elle est considérée aussi comme sensibilisateur potentiel pour 

la radiothérapie anticancéreuse, qui non seulement inhibe la prolifération des cellules 

cancéreuses, mais améliore également la radiosensibilité des cellules cancéreuses en 

supprimant l'expression de molécules antioxydantes (Sun et al., 2017). 

Le composé (5) correspond à la calotropine. Les données de la présente étude sont 

compatibles avec celles obtenues par Crout et al. (1964) et Pandey et al. (2016). Ce composé 

a été révélé à partir de différentes parties de C. procera dans des études antérieures 

(Bruschweiler et al., 1969; Seiber et al., 1982; Alzahrani et al., 2017; Kumar et al., 2019). 

La calotropine possède une activité antitumorale significative (Li et al., 2009; Ibrahim et al., 

2014; Zheng et al., 2021). La cytotoxicité de la calotropine contre diverses lignées cellulaires 

d'origine humaine et murine a été vérifiée. Elle présente une sélectivité de lignée cellulaire 

similaire pour les glycosides cardiaques tels que la digoxine et l'ouabaïne (Kiuchi et al. 
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1998). Zhou et al. (2019) révèlent que la calotropine empêche la croissance tumorale et 

active un rôle protecteur de la protéine YAP (Yes-associated protein) dans les cellules 

cancéreuses colorectales, suggérant qu'une approche potentielle du traitement du cancer 

colorectal pourrait impliquer la combinaison de calotropine et les médicaments ciblant la 

protéine YAP. Elle peut également être utilisée pour le traitement des maladies auto-

immunes en tant que composé médicinal (Liu, et al. 2018). 

Le composé (6) correspond à la calactine qui est déjà rapportée chez C. procera 

(Baabad et al., 2019). Cette identification est similaire à celle publiée par Kanojiya & 

Madhusudanan (2012). Il a été rapporté que la calactine présente une activité inhibitrice de 

croissance élevée contre les lignées cellulaires humaines A549 et Hela avec des valeurs de 

CI50 de (0,036 µM, A-549) et (0,083 µM, Hela) (Mohamed et al. 2015). Elle est capable 

d'inhiber la Na+/K+-ATPase plus fortement que l'ouabaïne (Petschenka, et al. 2018). Cette 

substance peut être utilisée comme molécule principale pour la création de nouveaux 

inhibiteurs de l'ITK, qui peuvent avoir un large éventail d'utilisations thérapeutiques comme 

immunosuppresseurs et médicaments anticancéreux (Parthasarathy et al., 2021). 

Le composé (7) correspond à l'uzarigénine. Ces résultats sont cohérents avec la 

littérature (Pandey et al., 2016; Bader et al., 2021). L'uzarigénine a déjà été isolée à partir de 

C. procera (Shaker et al., 2010), et a été signalée pour sa capacité à inhiber la Na+/K+-

ATPase de la même manière que son isomère 5β digitoxigénine (Farr et al., 2002; 

Petschenka et al., 2018). Cela fait de l'uzarigénine l'un des meilleurs médicaments pour le 

traitement des maladies cardiaques (Tomilova et al., 2022). À une concentration de 50 µM, 

l'uzarigénine diminue l'activité métabolique des cellules HT29 et HepG2 de 59 % et 35 %, 

respectivement (Shaker et al., 2010). Selon les observations faites par Navarro et al. (1985) 

l'uzarigénine a une efficacité inotrope positive comparable à celle de la digitoxigénine. 

Le composé (8) correspond à l’asclépine déjà signalée par Bader et al. (2021). 

L'asclépine a été identifiée dans l'extrait méthanolique du latex de C. procera (Kumar et al., 

2019). Des études antérieures ont prouvé l’effet cardiaque de l’asclépine. Cet effet s'est avéré 

plus actif que la g-strophanthine, la digoxine, la digitoxine et la digitoxigénine (Patnaik & 

Köhler, 1978). Ce composé présente une forte activité cytotoxique contre deux lignées 

cellulaires cancéreuses (HepG2 et Raji) avec une valeur CI50 de 0,02 µM (Li et al., 2009). 

Le composé (9) corrrespond à l’uscharidine, un glycoside cardiaque déjà identifié chez 

C. procera (Crout et al., 1964; Kumar et al., 2019). Une activité antitumorale significative 
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est décrite pour cette molécule, présentant une activité cytotoxique avec une valeur CI50 de 

0,38 µM et 0,02 µM contre les lignées cellulaires HepG2 et Raji respectivement (Li et al., 

2009). 

Le composé (10) est identifié comme étant l’uscharine déjà identifié aussi par Bader et 

al. (2021). Les recherches précédentes ont détecté ce composé dans diverses parties de C. 

procera (Bruschweiler et al., 1969; Kumar et al., 2019). Il a été démontré que l'uscharine a 

un effet inhibiteur significatif sur l'activité de HIF-1 plus puissant que la digoxine (Parhira, 

et al. 2014). Cette molécule a présenté des effets cytotoxiques sensiblement plus forts (CI50 

de 16,61-73,48 nM) sur différentes lignées cellulaires cancéreuses, notamment HCT116, 

HeLa, HepG2, A549, MCF-7, A2780 et MDA-MB-231, ce qui suggère qu'elle présente un 

potentiel anticancéreux (Zheng, et al. 2021). Il a également été rapporté que l'uscharine 

présentait un traitement potentiel des maladies neurodégénératives grâce à l'accélération de 

la différenciation neuronale des cellules souches neurales (CSN) (Yoneyama et al., 2017). 

De même, ce composé a présenté un puissant effet molluscicide contre les escargots 

terrestres. Il a été démontré que l'uscharine peut être 128 fois plus toxique que le méthomyl 

contre l'escargot terrestre Theba pisana (Hussein, et al. 1994). 

Au final, nous pouvons conclure que les glycosides cardiaques isolés et identifiés dans 

cette étude sont connus tous pour leur activité anticancéreuse. Certaines molécules possèdent 

une activité inhibitrice transcriptionnelle du HIF-1. Alors que d’autres, cas de l’asclépine 

présentent une activité anticancéreuse par un effet antagoniste au facteur RORγt (Facteur 

principal de transcription de l'expression de la cytokine IL-17 et de la différenciation des 

lymphocytes Th17, qui sont responsables de l'induction de nombreuses maladies auto-

immunes) (J. Liu et al., 2019). De même, la plupart de ces molécules possèdent un effet 

cardiaque en inhibant la Na+/K+-ATPase de la même manière que les digitoxines.  

4. Croissance des CRs et production de phytostérols  

Chaque lignée racinaire est un clone cellulaire, elle résulte d’un évènement de 

transformation unique qui peut se distinguer des autres en montrant une grande variabilité 

dans le nombre de copies, la position et la longueur de l'ADN-T intégré dans le génome de 

la plante hôte (Halder et al., 2018). 

Les stérols sont des composants qui régulent la fluidité et la perméabilité de la 

membrane. Ils participent également au contrôle des processus métaboliques associés à la 

membrane, de sorte que des concentrations élevées de stérols peuvent modifier l'activité de 
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certaines enzymes impliquées dans la biosynthèse des autres métabolites (Benveniste, 2002; 

Kreis & Müller-Uri, 2010). 

En revanche, les phytostérols ont rarement été traités comme des métabolites 

d’intérêt pouvant être obtenus à partir de cultures de tissus végétaux in vitro. Un intérêt 

croissant pour ces métabolites  a récemment fait surface en raison de leurs effets bénéfiques 

sur la santé humaine liés à leur capacité hypocholestérolémiante et à leurs propriétés 

putatives anti-diabétiques, anti-cancéreuses et anti-inflammatoires (Rogowska & Szakiel, 

2021). 

Nos résultats montrent que les lignées racinaires de C. procera (HR1-HR7) cultivées 

sur milieu liquide ½ B5 (3 % de saccharose) présentent une bonne croissance et une 

morphologie typique des CRs, mais dont le niveau de développement et de production de 

phytostérols (Campesterol, stigmastérol et β-sitostérol) après 20 jours de culture est différent 

pour les sept lignées. Une variation d’accumulation de biomasse et de métabolites 

secondaires a été rapportée précédemment entre différentes lignées racinaires transformées 

(Chaudhuri et al., 2005; Verma et al., 2007; Amdoun et al., 2008; Abhyankar et al., 2013; 

Benyammi et al., 2016; Grzegorczyk-Karolak et al., 2018). Ces variations de croissance et 

d’accumulation de phytostérols observée entre les lignées racinaires de C. procera peut être 

expliquée par les variations de la présence et de l’expression des gènes rol A, B et C pour 

chaque lignée racinaire, ce qui pourrait altérer la biosynthèse des régulateurs de croissance 

endogènes ou la sensibilité des cellules végétales aux régulateurs de croissance 

(Grzegorczyk-Karolak et al., 2018). Les gènes rol semblent influencer la croissance des 

lignées racinaires en activant la transcription de certains gènes. Le gène rol B parait 

l’activateur le plus vigoureux dans l’induction et la croissance racinaire (Gutierrez-Valdes 

et al., 2020). De nombreuses études ont souligné que la production de métabolites par les 

CRs dépend également de l'expression des gènes rol (Huang et al., 2014). 

Toutes les lignées racinaires présélectionnées de C. procera ont produit des niveaux 

significativement plus élevés de phytostérols par rapport aux racines et aux feuilles récoltés 

sur du matériel naturel, particulièrement la lignée racinaire HR4 où des teneurs de 2,4 à 2,8 

fois plus élevées par rapport aux racines naturelles sont enregistrées. Nos résultats rejoignent 

ceux de Verma et al. (2007) où la lignée sélectionnée de Picrorhiza kurroa a produit des 

quantités presque trois fois plus élevées de glycosides totaux par rapport à celles des racines 

non transformées. Les CRs sont déjà connus par leur aptitude à synthétiser un niveau plus 
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élevé de métabolites secondaires où des quantités comparables à celles des plantes à l’état 

naturel (Bathoju et al., 2017; Huang et al., 2014). 

5. Cinétique de croissance et de production de phytostérols de la lignée sélectionnée  

La caractéristique majeure des lignées racinaires est leur capacité de produire des 

métabolites secondaires en même temps que la croissance. Il est donc possible d’obtenir une 

source continue de métabolites secondaires à partir des CRs en croissance active (Huang et 

al., 2014; Liu et al., 1998). 

La production de métabolites secondaires à partir des cultures de CRs est influencée 

par plusieurs facteurs tels que les souches bactériennes, les lignées racinaires et la cinétique 

de croissance de ces lignées in vitro (Halder et al., 2018; Huang et al., 2014). A cet effet, 

une étude approfondie de la cinétique de croissance et de production des différents 

phytostérols de la lignée racinaire sélectionnée HR4 est nécessaire afin de mieux connaître 

les différentes phases de croissance et d’accumulation des métabolites.  Cette étude permet 

de déterminer non seulement le moment de récolte et d’applications des éliciteurs mais aussi 

à définir le moment d’appliquer l’imperméabilisation.  

Dans notre étude, la cinétique de croissance de la lignée sélectionnée est suivie sur 

la base de la mesure du poids sec de la biomasse produite durant un intervalle de 35 jours. 

A la fin de cette période la biomasse est multipliée presque 49 fois. La courbe de croissance 

de la lignée HR4 se décompose en trois phases : 

 Une phase de latence caractérisée par une faible accumulation de biomasse qui peut 

être expliquée par l’adaptation de la lignée racinaire au milieu de culture et aux conditions 

environnantes. De nombreux auteurs décrivent une phase de latence au début du cycle de 

développement des lignées racinaires telle que l’étude de Harfi et al. (2013) dans laquelle 

trois lignées racinaires issues de la transformation de trois espèces de Datura ont présenté 

une phase de latence. Benyammi et al. (2016) ont rapporté une faible croissance durant les 

premiers jours de culture des lignées racinaires de Catharanthus roseus. 

Une phase de croissance exponentielle où la croissance des CRs suit une loi 

exponentielle où elle atteint son niveau optimal avec une accumulation de biomasse sèche 

de 0,208 g au 20ème jour de culture. Plusieurs recherches ont affirmé la croissance 

exponentielle des lignées racinaires (Katuri & Khanna, 2019; Murthy et al., 2008). Durant 
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cette phase les CRs produisent des ramifications latérales et donc le nombre de méristèmes 

apicaux augmente considérablement. 

Une phase de ralentissement où la croissance diminue progressivement est au aussi 

observée. La phase de déclin peut être liée à l’épuisement d’un ou de plusieurs éléments 

nutritifs du milieu de culture suite à la croissance massive des CRs en phase exponentielle. 

Nous avons observé durant cette phase une coloration brune du milieu de culture et des CRs 

qui semble due à la présence des polyphénols oxydés originaires de tissus sénescents et qui 

sont très nuisibles pour les CRs. 

Dans la présente étude, nous avons également quantifié les teneurs de la lignée 

racinaire HR4 en phytostérols à savoir le campestérol, le stigmastérol et le β-sitostérol par 

GC-MS sur une période de culture de 35 jour. Ces trois molécules sont déjà identifiées et 

quantifiées à partir des CRs de plusieurs plantes telles que Arabidopsis thaliana (Jozwiak et 

al., 2013), et de Artemisia (Mottaki et al., 2019). 

 L’allure de la courbe d’accumulation des trois phytostérols étudiés est semblable 

mais à des niveaux d’accumulation différents entre les trois métabolites (β-sitostérol et 

stigmastérol, et ceux obtenus en campestérol). Ceci peut être expliqué par la présence du 

même point de branchement : 24-méthylènelophénol au niveau de la voie de biosynthèse des 

trois stérols. Par l’intermédiaire de différentes enzymes il se produit du campestérol, et de 

l'autre côté se produit du sitostérol et du stigmastérol (Carland et al., 2010). 

Les pics d’accumulation des phytostérols par la lignée HR4 sont notés au 18ème jour 

de culture, pendant lequel des teneurs de 435,9 µg/g M.S. de campestérol, 496,4 µg/g M.S. 

de stigmastérol et 486,9 µg/g M.S. de β-sitostérol sont enregistrées. Cette forte accumulation 

synchronise avec la phase exponentielle de croissance de la lignée HR4. La corrélation entre 

la phase exponentielle de la croissance et l’accumulation de métabolites secondaires est déjà 

rapportée par plusieurs auteurs ( Liu et al., 1998; Huang et al., 2014; Benyammi et al., 2016). 

Toutefois, certains auteurs ont mentionné que la production des métabolites secondaires était 

maximale lorsque la croissance s’arrête (phase plateau), le carbone n’est plus nécessaire en 

grande quantité pour le métabolisme primaire et les composés secondaires sont plus 

activement synthétisés (Bourgaud et al., 2001; Harfi et al., 2013). 

Par ailleurs, nous avons noté une décroissance de teneurs des phytostérols entre le 

18ème et le 25ème jour de culture et en fin une re-croissance entre le 25ème au 35ème jour de 

culture. Nous suggérons que ceci résulte de la compétition qui pourrait exister entre les 
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stérols et les autres métabolites secondaires comme les terpénoïdes et les glycosides 

cardiaques puisque les précurseurs des différentes voies sont utilisés dans la synthèse de 

différents intermédiaires chez C. procera (Kaur et al., 2021; Pandey et al., 2016; Rogowska 

& Szakiel, 2021).  

6. Effet nématicide de l’extrait aqueux de C. procera 

Les plantes constituent une source riche de produits chimiques dérivés du 

métabolisme secondaire qui peuvent agir dans la défense contre les prédateurs et les 

microorganismes envahissants (Halder et al., 2018; Heinrich et al., 2021). L’étude des 

composés chimiques des CRs des plantes est importante pour l’identification de leurs 

constituants bioactifs, l’établissement de leur mode d’action et pour le développement de 

nouveaux produits biopesticides (Gutierrez-Valdes et al., 2020). 

L’utilisation des extraits bruts pour lutter contre les organismes pathogènes et les 

insectes nuisibles des plantes commencent à prendre de l’ampleur dans le domaine de la lutte 

biologique. Certains auteures ont mis en évidence un effet promoteur de l’utilisation des 

extrais de différentes parties de plantes pour lutter contre les nématodes à galles (Farzana et 

al., 2022; Sithole et al., 2021). 

De nombreuses recherches ont mentionné le pouvoir nématicide élevé des molécules 

isolées à partir des extraits de plantes telles que les polyacétylènes, les esters carboxyliques, 

les acides gras, les acides aminés, les composés aromatiques, les hétérocycles à oxygène, 

azote ou soufre, les alcaloïdes et les terpénoïdes. Certains composés sont isolés de différentes 

parties de plants de Carthamus tinctorus, Hedera hélix, Tagetes patula, T. tenuifolia, T. 

erecta, Eclipta alba, Bocconia cordata, Sophora flavescens, Daphne odora et Artemisia 

maritima. Ces composés testés pour leur activité nématicide sont : la saponine, le bithienyl, 

l’écliptine, la sanguinarine, la chélérythrine, la bocconine, les dérivés cytisine, l’anagyrine, 

l’odoracine, l’odratine, la pyrolizidine et le lactone terpénoique (Cayrol et al., 1992). Ces 

biomolécules appartenant à diverses familles chimiques peuvent être en partie responsables 

de l’activité nématicide obtenue, et ce, en totale concordance avec les résultats de notre 

expérimentation. 

La présente étude peut être considérée comme la première à être menée sur l'activité 

nématicide de l'extrait aqueux de CRs de C. procera. Les résultats de l’évaluation de la 

toxicité de l’extrait aqueux à partir de C. procera sur les larves (L2) de Meloigogyne spp. 

ont montré que l’extrait aqueux des CRs présente une mortalité significative vis-à-vis de 
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Meloigogyne spp., qui a atteint 100 % pour l’ensemble des extraits de lignées racinaires 

(HR1-HR7). 

De nombreux travaux ont illustré l’effet nématicide des extraits de plante (Sikder & 

Vestergård, 2020). Ainsi, nos résultats rejoignent ceux obtenus par Parihar et al. (2011) où 

l’extrait aqueux des feuilles, des fleurs et des graines de C. procera montre un potentiel 

nématicide important. L’utilisation de la concentration aqueuse standard s'est révélée 

hautement délétère pour les juvéniles du 2ème stade de Meloidogyne incognita et le 

pourcentage de mortalité est maximum. Farzana et al. (2022) ont rapporté que les extraits de 

Piper betel, de Allium sativum et de Cassia fistula aux concentrations de 5 et 10% ont montré 

des taux de mortalité de 76 à 98% 72 h après le traitement. Sithole et al. (2021) ont dévoilé 

que les extraits méthanoliques végétaux bruts de Vernonia colorata et Citrus maxima avaient 

une forte activité nématicide contre M. incognita. Toutefois, sont très rares les études 

utilisant les métabolites de CRs pour lutter contre les nématodes. Kyo et al. (1990) ont 

rapporté l’effet nématicide des extraits de CRs (α-terthienyl) de Tagetes patula L.  

L'efficacité de l'extrait aqueux des CRs de C. procera s'est avérée supérieure à celle 

des racines naturelles, mais reste similaire à celle de l'extrait des feuilles naturelles. Cela 

peut avoir résulté de l'accumulation importante de métabolites secondaires actifs dans les 

CRs par rapport à celle des racines naturelles. L'analyse chimique des racines naturelles et 

les CRs soutient également cette hypothèse, dans laquelle l'accumulation de métabolites 

secondaires dans les CRs est significativement plus élevée que dans la racine naturelle de la 

plante (Bathoju et al., 2017; Thiruvengadam et al., 2014). 

Dans cette étude, nous avons cherché aussi à déterminer si les extraits aqueux de C. 

procera peuvent exercer un effet nématicide ou nématostatique par le test de revitalisation 

après 24h. Aucun traitement n’a montré une revitalisation, ce qui implique la confirmation 

de l’effet nématicide létal des métabolites issus des CRs de C. Procera.  

Les principes actifs responsables de l'activité nématicide de Calotropis procera et le 

mécanisme d'action impliqué n'ont pas encore été élucidés. Plusieurs métabolites seraient à 

l’origine de la forte activité nématicide des extraits de C. procera, à l’instar des composés 

phénoliques, des alcaloïdes, des glycosides cardiaques, des stérols, des tanins, des 

flavonoïdes, des triterpénoïdes et des saponines (Rohit et al., 2012). 

Etant que l’activité anti-nématode est confirmée par la présente étude, il serait 

judicieux de fragmenter l'extrait brut et d’identifier le composé actif responsable de cette 
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activité. Il est donc suggéré que d'autres recherches à grande échelle soient menées 

impliquant un grand nombre de nématodes, des doses inférieures à celles utilisées dans 

l'étude actuelle, l'identification des principes actifs et la standardisation des études de dose 

et de toxicité (envers les plantes) pour le développement de nouveaux bionématicides. 
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Calotropis procera est une espèce végétale très répondue en Algérie, utilisée pour 

traiter de nombreux maladies et infections microbiennes dans la médecine traditionnelle. 

Cependant, les composés actifs responsables des effets biologiques de cette plante sont 

largement inconnus. L’utilisation des cultures de tissus et plus particulièrement les cultures 

de CRs issues d’une transformation par Agrobacterium rhizogenes constituent une voie 

prometteuse pour produire et étudier les molécules bioactives synthétisées par cette plante. 

Les résultats de la présente étude présentent un protocole d'induction des CRs, leur 

maintien en culture, et la sélection d’une lignée racinaire (HR4) de C. procera à croissance 

rapide et à production élevée en métabolites secondaires. Ils permettent aussi de donner la 

liste des biomolécules appartenant à différentes classe métabolomiques susceptibles d’être 

produite par les CRs de C. procera, ainsi que leur pouvoir nématicide.  

Dans ce travail, C. procera a montré une réponse positive à l’infection par A. 

rhizogenes, produisant des CRs sans la présence des régulateurs de croissance végétales 

exogènes. Les variations de l’âge des explants, de milieux de co-culture, de souches 

bactériennes et de types d’explants présentent un effet significatif en termes d’induction de 

CRs. Ainsi, le milieu ½ B5 est le milieu le plus approprié pour l’induction de ces chevelus. 

En outre, C. procera est plus sensible à la souche A4 par rapport à ATCC 15834. Les 

explants les plus réactifs pour une induction maximale de CRs sont les feuilles, suivis par 

les cotylédons et d’un degré moins les hypocotyles. Ainsi, nos résultats suggèrent que 

l’induction des CRs est optimale et efficace en utilisant des explants des feuilles âgées de 30 

jours, la souche A4 et le milieu ½ B5.  

 Les lignées racinaires obtenues ont conservé leur capacité de croissance et 

continuent de croître en tant que transformants stables pendant plus de cinq ans après leur 

induction. Cette propriété de nos lignées racinaires permettrait donc de les cultiver en 

bioréacteur pour une production industrielle de métabolites d’intérêt après une phase 

d’optimisation de culture dans ces nouvelles conditions.  

La production de phytostérols (campesterol, stigmastérol et β-sitostérol) varie 

considérablement entre les sept lignées de CRs sélectionnées. Par ailleurs, la production de 

ces mêmes lignées racinaires en phytostérols est nettement supérieure à celle des racines et 

des feuilles non transformées de C. procera. De plus, l’étude de la cinétique de croissance 
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et de production de phytostérols de la lignée HR4 met en évidence une corrélation entre la 

production élevée en phytostérols et la phase exponentielle de sa croissance. 

Par ailleurs, les cultures de CRs de la lignée HR4 sélectionnée de C. procera 

produisent une grande variété de stérols. La stabilité génétique des CRs (Lütken et al., 2017), 

faciliterait l’optimisation de leur croissance et leur rendement en stérols. En outre, la 

production de quantités significatives des différents stérols par les CRs de C. procera 

suggère leur utilisation pour l'étude des voies de biosynthèse des stérols. Ainsi, cette 

approche pourrait contribuer à produire des stérols et des glycosides cardiaques par voie 

biotechnologique et en quantités suffisamment importante pour des usages médicinaux. 

Le screening phytochimique par GC-MS des CRs de C. procera a montré l'existence 

de trente-six composés aux structures chimiques variables qui sont responsables de 

nombreuses activités biologiques. Les plus importants sont l'acide palmitique, l'acide 

linoléique, le stigmastérol, le β-sitostérol, le campestérol, le squalène, le tocophérol et le 

tricosane. Ce travail souligne le potentiel de la métabolomique non ciblée pour fournir de 

meilleures informations et des descriptions complètes de la composition phytochimique des 

CRs par rapport aux approches ciblées. 

Pour la première fois, une description détaillée des profils de glycosides cardiaques 

de cette espèce végétale est réalisée. À l'aide de l'analyse UHPLC-QTOF/MS, dix composés 

sont identifiés à partir de l’extrait éthanolique de nos CRs de C. procera à savoir : 

calotropagénine, calotoxine, frugoside, coroglaucigénine, calotropine, calactine, 

uzarigénine, asclépine, uscharidine et uscharine. Par conséquent, cette découverte 

préliminaire pourrait être très utile pour produire des extraits actifs, et l’approche que nous 

avons élaborée mérite donc une attention particulière en vue de produire de nouveaux 

métabolites à usage pharmaceutique (notamment les antimitotiques et les cardiotoniques) 

susceptibles de générer une forte valeur ajoutée. 

Enfin, au cours de la présente étude, nous avons tenté à l’instar d’autres chercheurs 

à utiliser les extraits de CRs d’une plante médicinale comme source de molécule capable de 

réduire les populations de nématodes phytoparasites dans les sols agricoles. Les résultats 

obtenus à cet effet montrent une réelle activité nématicide. En effet, l’extrait aqueux des CRs 

de C. procera présente une mortalité significative (100 %) vis-à-vis des larves (L2) de 

Meloigogyne spp. Ce résultat reste stable quel que soit l’extrait de la lignée racinaire utilisée. 
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L’utilisation des extraits de CRs permettrait donc d’aider à lutter contre les nématodes en 

raison de leur teneur plus élevé en biomolécules à effet nématicide.    

La présente étude se distingue des autres études réalisées sur C. procera car elle 

comprend plusieurs volets de recherche liés à la culture de CRs, au profilage phytochimique, 

à la découverte de nouvelles molécules potentiellement médicinales et nématicides. Ainsi, 

nous proposons en termes de perspectives : 

• Faire une étude plus détaillée pour examiner les effets biologiques des 

glycosides cardiaques des racines, des feuilles, du latex et des graines de C. procera  

• Faire recours à des techniques d’analyse chimique encore plus fines (telle que 

la résonance magnétique nucléaire) en vue de confirmer la détermination structurale 

des glycosides cardiaques après leur séparation et préparer les molécules standards  

• Optimiser l’induction et la production des CRs et le choix de lignées 

performantes en termes de stérols et des glycosides cardiaques, et ce, par la 

modification de la composition du milieu de culture et l’utilisation des éliciteurs 

biotique et abiotique 

• Entreprendre des études complémentaires pour valider les résultats relatifs 

aux effets nématicides de C. procera, et ce, en utilisant une large gamme de doses 

sur différentes espèces de nématodes.  

• Evaluer d’autres effets biologiques aussi bien in vitro qu’in vivo des extraits 

bruts, mais aussi en utilisant les différentes molécules séparément après purification.  
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ANNEXES 



Annexe 1 : Composition des milieux de cultures 

1.1. Composition du milieu de culture MS (Murashige & Skoog, 1962) 

Eléments Formule chimique Concentration (mg/l) 

Macroéléments NH4NO3 

KNO3 

MgSO4,7H2O 

CaCl2, 2H2O 

KH2PO4 

1650 

1900 

440 

370 

170 

Microéléments H3BO3 

MnSO4, 4H2O 

ZnSO4, 4H2O 

KI 

Na22Mo O4,2H2O 

CuSO4, 5H2O 

COCl2, 6H2O 

6,20 

22,30 

8,60 

0,83 

0,25 

0,025 

0,025 

Fer 

EDTA 

Fe SO4, 7H2O 

Na2 EDTA 

Fe SO4, 7H2O 

Na2 EDTA 

Vitamines 

 

Glycine 

Acide nicotinique 

Pyridoxine HCl 

Thiamine HCl 

Myoinositol 

2,00 

0,50 

0,50 

0,1 

100 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.2. Composition du milieu de culture B5 (Gamborg et al., 1968) 

Eléments Formule chimique Concentration (mg/l) 

Macroéléments (NH4)2SO4 

K NO3 

Mg SO4,7H2O 

Ca Cl2, 2H2O 

Na2H2PO4.H2O 

134 

2500 

250 

150 

150 

Microéléments H3BO3 

Mn SO4, 4H2O 

Zn SO4, 4H2O 

KI 

Na2 2Mo O4,2H2O 

Cu SO4, 5H2O 

CO Cl2, 6H2O 

3 

10 

2 

0,75 

0,25 

0,025 

0,0125 

Fer 

EDTA 

Fe SO4, 7H2O 

Na2 EDTA 

27,85 

37,25 

Vitamines 

 

Acide nicotinique 

Pyridoxine HCl 

Thiamine HCl 

Myoinositol 

1 

1 

10 

100 

 

  



Annexe 2 : Protocoles d’extraction d’ADN génomique des plantes et plasmidique des 
bactéries 

2.1. Protocoles d’extraction d’ADN génomique des plantes  

  



2.2. Protocole de purification de l’ADN plasmidique des bactéries 

 



Annexe 3 : Tests statistiques 

1. Variable dépendante : pourcentage d’induction de CRs chez C. procera 

1. 1. Variable dépendante : pourcentage d’induction de CRs chez C. procera en fonction 

de l’âge des explants 

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 151,389a 2 75,694 36,333 ,000 

Ordonnée à l'origine 1736,111 1 1736,111 833,333 ,000 

Âge des explants 151,389 2 75,694 36,333 ,000 

Erreur 12,500 6 2,083   

Total 1900,000 9    

Total corrigé 163,889 8    

a. R deux = ,924 (R deux ajusté = ,898) 

Student-Newman-Keuls 

age N Sous-ensemble 

1 2 3 

60j 3 c   

45j 3  b  

30j 3   a 

Sig.  1,000 1,000 1,000 

 

1.2. Variable dépendante : pourcentage d’induction de CRs chez C. procera en fonction 

du milieu de co-culture 

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 364,063a 3 121,354 25,889 ,000 

Ordonnée à l'origine 8667,187 1 8667,187 1849,000 ,000 

Milieu de co-culture 364,063 3 121,354 25,889 ,000 

Erreur 37,500 8 4,688   

Total 9068,750 12    

Total corrigé 401,563 11    

a. R deux = ,907 (R deux ajusté = ,872) 

 

 



Student-Newman-Keuls 

Milieu N Sous-ensemble 

1 2 3 4 

MS 3 d    

B5 3  c   

MS/2 3   b  

B5/2 3    a 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 

 

1.3. Variable dépendante : pourcentage d’induction de CRs chez C. procera en fonction 

de la souche bactérienne et de la nature des explants  

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 10561,111a 5 2112,222 62,713 ,000 

Ordonnée à l'origine 61834,722 1 61834,722 1835,918 ,000 

Souche 3068,056 1 3068,056 91,093 ,000 

Explant 6904,861 2 3452,431 102,505 ,000 

Souche * Explant 588,194 2 294,097 8,732 ,005 

Erreur 404,167 12 33,681   

Total 72800,000 18    

Total corrigé 10965,278 17    

a. R deux = ,963 (R deux ajusté = ,948) 

Student-Newman-Keuls Sous-ensemble 

1 2 3 4 5 6 

Hypocotyle ATCC15834 

Hypocotyle A4 

f      

 e     

Cotylédon ATCC15834 

Feuille ATCC15834 

  d    

   c   

Cotylédon A4 

Feuille A4 

    b  

     a 

 

 

 

 

 



2. Variable dépendante : nombre moyen de racines par explant en fonction de la souche 
bactérienne et de la nature des explants 

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 374,313a 5 74,863 105,947 ,000 

Ordonnée à l'origine 1195,442 1 1195,442 1691,810 ,000 

Souche 130,950 1 130,950 185,323 ,000 

Explant 219,069 2 109,535 155,015 ,000 

Souche * Explant 24,294 2 12,147 17,191 ,000 

Erreur 8,479 12 ,707   

Total 1578,235 18    

Total corrigé 382,793 17    

a. R deux = ,978 (R deux ajusté = ,969) 
Student-Newman-Keuls 

Sous-ensemble 

1 2 3 4 

Hypocotyle ATCC15834 

Hypocotyle A4 

d    

 c   

Cotylédon ATCC15834 

Feuille ATCC15834 

  b  

  b  

Cotylédon A4 

Feuille A4 

   a 

   a 

 

 

 

  



3. Variable dépendante : Indice de croissance des lignées de C. procera 

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 1304,976a 6 217,496 43,688 ,000 

Ordonnée à l'origine 22760,506 1 22760,506 4571,896 ,000 

Lignée racinaire 1304,976 6 217,496 43,688 ,000 

Erreur 69,697 14 4,978   

Total 24135,178 21    

Total corrigé 1374,673 20    

a. R deux = ,949 (R deux ajusté = ,928) 

 

Student-Newman-Keuls 

Lignée 

racinaire 

N Sous-ensemble 

1 2 3 4 

HR2 3 d    

HR1 3 d    

HR6 3  c   

HR3 3  c   

HR7 3  c   

HR5 3   b  

HR4 3    a 

Sig.  ,093 ,324 1,000 1,000 

 

  



4. Variable dépendante : Teneur en phytostérols des sept lignées racinaires 
transformées de C. procera et de racines et de feuilles non transformées 

4.1. Variable dépendante : Teneur en campesterol des sept lignées racinaires 
transformées de C. procera et de racines et de feuilles non transformées  

Tests des effets inter-sujets 

 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 105543,477a 8 13192,935 121,362 ,000 

Ordonnée à l'origine 1184919,433 1 1184919,433 10900,112 ,000 

Organe 105543,477 8 13192,935 121,362 ,000 

Erreur 1956,728 18 108,707   

Total 1292419,638 27    

Total corrigé 107500,205 26    

a. R deux = ,982 (R deux ajusté = ,974) 

Student-Newman-Keuls 

HRLines N Sous-ensemble 

1 2 3 4 5 6 

Racine 3 f      

HR5 3  e     

HR1 3  e d    

Feuille 3  e d    

HR7 3   d c   

HR6 3    c   

HR2 3    c   

HR3 3     b  

HR4 3      a 

Sig.  1,000 ,671 ,132 ,221 1,000 1,000 

 
 

 

 

 

 

 

  



4.2. Variable dépendante : Teneur en stigmastérol des sept lignées racinaires 
transformées de C. procera et de racines et de feuilles non transformées 

 

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 253855,209a 8 31731,901 165,648 ,000 

Ordonnée à l'origine 1625362,785 1 1625362,785 8484,758 ,000 

 Organe 253855,209 8 31731,901 165,648 ,000 

Erreur 3448,128 18 191,563   

Total 1882666,122 27    

Total corrigé 257303,337 26    

a. R deux = ,987 (R deux ajusté = ,981) 

Student-Newman-Keuls 

HRLines N Sous-ensemble 

1 2 3 4 

Feuille 3 d    

Racine 3 d    

HR1 3  c   

HR5 3  c   

HR6 3   b  

HR7 3   b  

HR2 3   b  

HR4 3    a 

HR3 3    a 

Sig.  ,948 ,808 ,510 ,372 

 

  



4.3. Variable dépendante : Teneur en β-sitostérol des sept lignées racinaires 
transformées de C. procera et de racines et de feuilles non transformées 

Tests des effets inter-sujets 

Source Somme des 

carrés de type 

III 

ddl Moyenne des 

carrés 

D Sig. 

Modèle corrigé 167083,352a 8 20885,419 82,336 ,000 

Ordonnée à l'origine 1826552,250 1 1826552,250 7200,722 ,000 

Organe 167083,352 8 20885,419 82,336 ,000 

Erreur 4565,922 18 253,662   

Total 1998201,525 27    

Total corrigé 171649,275 26    

a. R deux = ,973 (R deux ajusté = ,962) 

 

Student-Newman-Keuls 

HRLines N Sous-ensemble 

1 2 3 4 5 6 

HR5 3 f      

Racine 3 f e     

HR1 3  e     

HR7 3   d    

HR2 3   d c   

Feuille 3    c   

HR6 3    c   

HR3 3     b  

HR4 3      a 

Sig.  ,222 ,129 ,112 ,126 1,000 1,000 
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Abstract 
Description of the subject: Calotropis procera (Ushaar) is a xerophyte species containing secondary metabolites 
that confer a number of biological and pharmacological properties to be used as a potential source of disease-
treatment drugs. A number of studies have reported on the chemical composition of Ushaar leaves but there are no 
reports on hairy roots composition. 
Objective: The aim of this study was thus to analyze the phytochemical composition of the hairy roots of C. 

procera induced by genetic transformation via Agrobacterium rhizogenes. 
Methods: Induced hairy roots (4 weeks old) have been dried, grounded into fine powder and solubilized into a 
solvent solution containing 20% dichloromethane, 50% acetonitrile, 10% ethanol, and 20% hexane. The extracts 
have been analyzed by Gas chromatography (GC) and mass spectrometry (MS). 
Results: Different chemical compounds that belong to different classes of secondary metabolites have been 
identified. Those identified compounds include fatty acids, sterols, tri-terpenes, alkanes and esters. The most 
abundant components were; palmitic acid (23.15%); linoleic acid isomers 1 and 2 (14.36%, 12.18% respectively); 
squalene (8.60%); stigmasterol (12.96%); β-sitosterol (5.07%) and campesterol (4.93%). 
Conclusion: The identified compounds have various therapeutic effects as anticancer, anti-inflammatory and 
antibacterial molecules. The ability to induce hairy roots containing active compounds suggests the possibility of 
using Calotropis as a source of potential therapeutic metabolites through a plant molecular pharming setting. 
Keywords: Calotropis procera; Apocynaceae; hairy roots; GC-MS; secondary metabolites, ushaar 
 

PROFILAGE PAR CPG-SM DES RACINES TRANSFORMÉES DE CALOTROPIS 

PROCERA 
Résumé  
Description du sujet : Calotropis procera (Ushaar) est une espèce xérophyte contenant des métabolites 
secondaires qui confèrent un certain nombre de propriétés biologiques et pharmacologiques pouvant être utilisé 
comme source potentielle de médicaments pour le traitement des maladies. Plusieurs études ont rapporté la 
composition chimique des feuilles de l’Ushaar, mais aucune n’a rapporté la composition chimique des chevelus 
racinaires. 
Objectifs : Le but de cette étude est d'analyser la composition phytochimique des chevelus racinaires de C. procera 
induits par la transformation génétique via Agrobacterium rhizogenes. 
Méthodes : Les chevelus racinaires induits (âgées de 4 semaines) ont été séchés, broyés en poudre fine et 
solubilisés dans une solution de solvant contenant 20% de dichlorométhane, 50% d'acétonitrile, 10% d'éthanol et 
20% d'hexane. Les extraits ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et spectrométrie de 
masse (SM). 
Résultats : Différents composés chimiques appartenant à différentes classes de métabolites secondaires ont été 
identifiés. Ces composés identifiés comprennent les acides gras, les stérols, les tri-terpènes, les alcanes et les esters. 
Les composants les plus abondants étaient ; l’acide palmitique (23,15%) ; les isomères 1 et 2 de l'acide linoléique 
(14,36%, 12,18% respectivement); le squalène (8,60%); le stigmastérol (12,96%); le β-sitostérol (5,07%) et le 
campestérol (4,93%). 
Conclusion : Les composés identifiés ont divers effets thérapeutiques en tant que molécules anticancéreuses, anti-
inflammatoires et antibactériennes. La capacité à induire des chevelus racinaires contenant des composés actifs 
suggère la possibilité d'utiliser Calotropis comme source de métabolites thérapeutiques potentiels par le biais des 
paramètres du molecular pharming des plantes. 
Mots clés : Calotropis procera ; Apocynaceae ; chevelus racinaires ; CPG-SM ; métabolites secondaires, ushaar 
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INTRODUCTION 
 

Plants have been used as a natural source of 
medication since the dawn of civilization. Plant 
roots and shoots have been described by ancient 
practitioners to treat different kinds of diseases 
without knowledge of precise chemical content 
or mode of action of the active compounds in 
plant tissues [1], [2]. Calotropis procera (Ait.) 
W.T. Aiton (Fig. 1) (also known as giant 
milkweed, ushaar, rubber bush, king's crown or 
Sodom apple) is a xerophytic perennial desert 
shrub (Apocynaceae) that contain different 
types of chemical and medicinal properties. 
Native to tropical and subtropical Afro-Asian 
regions, the shrub grows on a variety of soils 
and under harsh environmental conditions [3], 
[4], [5].  
 

 
Figure 1. Calotropis procera. 

 

A number of secondary metabolites have 
already been identified in this plant, such as 
sterols [6], cardiac glycosides [7], triterpenes 
[8], flavonoids [9], alkaloids, coumarins, 
saponins and tannins [10]. Many biological and 
pharmacological properties have also been 
attributed to the plant, such as anticancer 
activity [11]. Despite some toxic effects, 
different organs of Calotropis have been used in 
local traditional medicine for the treatment of 
multiple diseases or injuries, such as 
rheumatism and asthma, leprosy, elephantiasis, 
fever, menorrhagia, malaria, snake bite [5], 
[12], antimicrobial, anti-inflammatory, anti-
diarrheal, anthelmintic, spasmolytic, 
immunomodulatory, antipyretic, antioxidant, 
wound healing, protective, analgesic, acaricide, 
antinociceptive, antiulcer and anti-fertility, 
cheese-making activities and as a source of 
natural colorants for textile or in the production 
of nanoparticles [5], [13], [14], [15], [16], [17], 
[18], [19]. Over the last few decades, the culture 
of hairy roots induced by Agrobacterium 
rhizogenes has been largely used for the 

production of valuable bioactive molecules 
[20], [21], [22], [23], [24], [25]. Hairy roots 
cultures offer many advantages related to 
rapidity of growth in hormone-free culture 
medium, genotypic and biochemical stability, 
and high productivity of secondary metabolites 
compared to cells or callus cultures, or even the 
roots of the mother plants [26], [27], [28]. 
Several studies already reported the chemical 
composition of leaves and roots of C. procera 
[29], [30], [7], but to the best of our knowledge, 
no research has been reported so far on the 
chemical analysis of C. procera hairy roots.  
Our aim was to induce the formation of hairy 
roots in C. procera through Agrobacterium 

rhizogenes (A. rhizogenes) and to analyze the 
chemical composition of the developing hairy 
roots using gas chromatography (GC) and mass 
spectrometry (MS). These are powerful 
techniques routinely used to analyze the content 
of small molecules in plant, plant genetic and 
metabolic engineering studies. 
 

MATERIALS AND METHODS  
 

1.  Plant material 

Healthy plants of C. procera grown in the 
region of Adrar (South Algeria) were used as a 
source of seeds. Mature fruits have been 
harvested and undamaged seeds extracted, 
cleaned from silk fibers, and cultured in vitro. 
The seeds were first plated into test tubes 
containing 20 mL of Murashige and Skoog 
(MS) medium supplemented with 7 g/L of agar 
and 20 g/L sucrose. In vitro seedlings were then 
transferred into a growth chamber at a 
temperature of 26 1°C and a photoperiod of 16 
hours light and 8 hours dark. After 30 days in 
these culture conditions, the seedlings have 
been used as a source explants. 

 

2. Culture of transformed roots (hairy roots) 

This research was conducted in the Genetic 
Ressources and Biotechnology laboratory at the 
Higher National Agronomic School, El 
Harrach, Algiers, Algeria. C. procera plants 
cultivated in vitro were genetically transformed 
by A. rhizogenes strains (A4 and AR15834) to 
obtain transformed roots or hairy roots. These 
latter were cultivated in half strength B5 
medium in complete darkness and harvested 
after 4 weeks for further chromatographic 
analysis by GC-MS. 
 

3. Sample preparation   

Hairy roots (4 weeks old) were dried in an oven 
at 40° C until a constant dry weight was 
obtained. 
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Dried hairy roots were ground into a fine 
powder in a ceramic mortar and pestle. Two 
grams of hairy root powder was solubilized in 
10 ml of a solvent solution containing 20% 
dichloromethane, 50% acetonitrile, 10% 
ethanol, and 20% hexane. The tube containing 
the sample was agitated in a vortex mixer 
(vortex VWR) for 1 min, and then homogenized 
in an ultrasonic bath (Fisher Scientific) at room 
temperature. The samples were shaken 
mechanically for 30 min in a rotary shaker 
(Heidolph), and then centrifuged for 5 min at 
3500 rpm (SIGMA). An evaporation step to 
remove any residual liquids was performed in 
nitrogen evaporator (Liebisch) until drying the 
extract. 500 μL of methanol (LC-MS grade) was 
added, followed by vortexing for 1 hour. The 
mixes were homogenized in an ultrasonic bath 
for 20 min and centrifuged for 5 minutes at 3500 
rpm. The supernatant was recovered and filtered 
using a 45 μm microfilter in a vial for GC-MS 
analysis. 
 

4. Gas chromatography – Mass spectrometry 

(GC/MS) conditions 

Qualitative analysis was carried out by GC-MS. 
The study was conducted using a Hewlett 
Packard HP 5890 Series II Gas Chromatograph 
GC System coupled to an HP 5971A mass 
selective detector (MSD) manufactured by 
Agilent (United States), which is a quadrupole 
mass analyzer. 1-µL samples were injected 
automatically in splitless mode. 
Chromatographic separation of the analyzed 
samples was performed on a HP-5MS capillary 
column (30 m, 0.25 mm, 0.25µm) in a 
temperature gradient consisted of five 
segments. Initial column temperature (90°C) 
was maintained for 0.5 min, increased linearly 
at the rate of 20°C/min to 200°C, then to 280°C 
at 15°C/min and finally to 320°C at 20°C/min, 
maintained at this temperature for 3.67 min. 
Helium at a constant flow of 1 mL/min was used 
as a carrier gas. The spectrometer was operated 
in electron ionization mode (EI) and the 
electron beam energy was 70 eV. Positive ions 
were analyzed. Acquisition was carried out in 
scan mode, and the entire mass range from 38 
to 650 amu was collected.  
 

RESULTS 
 

We aimed to analyze the chemical composition 
of hairy roots in the medicinal plant Calotropis 

procera after transformation by A. rhizogenes. 
The infection by A. rhizogenes results in the 
transfer of genetic material from bacteria to the 
plant and the formation of hairy roots [24], [28]. 

The C. procera hairy root culture was grown in 
half strength B5 medium in complete darkness.  
Thirty-six bioactive compounds belonging to 
different classes of metabolites have been 
identified by GC-MS analysis (Figure 2, 3, 4, 5 
and 6). The identification of these compounds 
was performed based on the interpretation of the 
corresponding mass spectra compared with data 
reported in the literature as well as with the 
spectra of the NIST library. The GC-MS 
retention time (RT), name, molecular formula, 
molecular weight and peak area of the 
compounds are given in Table (1). 
 
 
The main metabolites that have been found in 
C. procera hairy roots are palmitic acid 
(23.15%), linoleic acid: isomer 1 and isomer 2 
(14.36%, 12.18% respectively), stigmasterol 
(12.96%), squalene (8.60%), β-sitosterol 
(5.07%), and campesterol (4.93%) (Figure 7). 
Other compounds of lower concentrations have 
also been identified, such as 4.8.A 
Dimethyl.6(2. methyl oxyranil)-4A,5,6,7,8,8A-
hyxahydro-2(1H) naphthalene (2,98%), 
stigmastadienone (1.69%), stearic acid (1.41%), 
tocopherol (vitamin E) (1.34%) and egosta-5, 
22-dien-3-ol (1.07%). A certain number of 
compound trace concentrations have also been 
found, including cholesterol (0.85%), 
pentadecanoic acid (0.83%), 1,4-Dihydro-9-
isopropylidene-5,6,7,8-tetrametoxy-1,4-
methanonaphtalene (0,80%), tricosane (0.77%), 
Delta.6-progesterone (0.75%), cyclotetradecane 
(0.67%), O-benzo[B]xenthen-12-one,11-
(acetyloxy) (0,63%), palmitic acid ethyl ester 
(0.54%), palmitic acid glycerol ester (0.49%), 4. 
((1.E).3 hydroxyl.1.proponyl)-2-
methoxyphenol (0,43%), heptadecanoic acid 
(0.41%), ferulic acid glycine conjugate 
(0.40%), heptadecane (0.38%), β-progesterone 
(0.36%), 1,21-Docosadiene (0,30%), brassidic 
acid methyl ester (0.27%), 4.4'.-Dibutoxy-
1,1'biphenyl (0,26%), Elemicin.M (demethyl-) 
iso-2 (0,24%), 17-Cyclohexyl triacontane 
(0,17), linolenic acid (0.15%), octadecane 
(0.15%), pentadecane (0.14%), 2-
(octadecyloxy) ethanol (0,04%).
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Figure 2: GC-MS chromatogram (TIC: Total Ion Chromatogram) of hairy roots of C. procera Ait. 
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Figure 3: Part A: GC-MS chromatogram of hairy roots of C. procera Ait. (Retention time: 4.00-8.00 
min) 

Figure 4: Part B: GC-MS chromatogram of hairy roots of C. procera Ait. (Retention time: 8.00-10.00 
min) 



DJERDJOURI et al.       Revue Agrobiologia (2021) 11(2): 2715-2724 
 

2720 

 

Figure 5: Part C: GC-MS chromatogram of hairy roots of C. procera Ait. (Retention time: 10.00-14.00 
min) 

Figure 6: Part D: GC-MS chromatogram of hairy roots of C. procera Ait. (Retention time: 14.00-25.00 
min)  
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Table 1: Chemical compounds identified in C. procera hairy roots extract using GC-MS analysis 

TIC 
Part 

N° 
Retention 
Time (RT) 
(minute) 

Compound's 
Name 

Molecular 
formula 

Molecular 
Weight (MW) 

Peak 
Area % 

A 

1 4.43 Pentadecane C15H32 212 0,14 
2 5.06 Octadecane C18H18 254 0,15 
3 5.59 Heptadecane C17H36 240 0,38 
4 5.77 Cyclotetradecane C14H28 196 0,67 
5 5.98 Ferulic acid glycine conjugate C14H17NO5 279 0,40 
6 6.31 2-(octadecyloxy) ethanol C20H42O2 314 0,04 
7 6.52 Linolenic acid C19H32O2 292 0,15 
8 7.16 Elemicin.M (demethyl-) iso-2 C13H16O4 236 0,24 

9 7.40 
4. ((1.E).3 hydroxyl.1.proponyl)-2-

methoxyphenol 
C10H12O3 180 0,43 

10 7.97 Pentadecanoïc acid C15H30O2 242 0,83 

B 

11 8.15 
4.8.A Dimethyl.6(2. methyl oxyranil)-

4A,5,6,7,8,8A-hyxahydro-2(1H)naphthalene 
C15H22O2 243 2,98 

12 8.52 Palmitic acid C16H32O2 256 23,15 
13 8.65 Palmitic acid ethyl ester C18H36O2 284 0,54 
14 8.97 Heptadecanoic acid C17H34O2 270 0,41 
15 9.35 Linoleic acid isomer 1 C18H32O2 280 14,36 
16 9.39 Linoleic acid isomer 2 C18H32O2 280 12,18 
17 9.46 Stearic acid C18H36O2 284 1,41 

C 

18 10.06 Tricosane C23H48 324 0,77 
19 10.36 Brassidic acid methyl ester C23H44O2 352 0,27 
20 10.46 Linoleic acid isomer 3 C18H32O2 280 0,20 
21 10.71 1,21-Docosadiene C22H42 306 0,30 
22 11.18 Palmitic acid glycerol ester C19H38O4 330 0,49 
23 11.28 17-Cyclohexyl triacontane C39H78 546 0,17 
24 12.40 O-benzo[B]xenthen-12-one,11-(acetyloxy) C19H12O4 304 0,63 
25 12.94 4.4'.-Dibutoxy-1,1'biphenyl C20H26O2 298 0,26 
26 13.47 Squalene C30H50 410 8,60 

D 

27 14.18 β-Progesterone C21H30O2 314 0,36 
28 14.41 Delta.6-progesterone C21H28O2 312 0,75 

29 15.28 
1,4-Dihydro-9-isopropylidene-5,6,7,8-

tetrametoxy-1,4-methanonaphtalene 
C18H22O4 302 0,80 

30 17.98 Tocopherol C29H50O2 430 1,34 
31 19.94 Ergosta-5, 22-dien-3-ol C28H46O 398 1,07 
32 20.14 Campesterol C28H48O 400 4,93 
33 20.76 Stigmasterol C29H48O 412 12,96 
34 22.32 β-sitosterol C29H50O 414 5,07 
35 23.46 Cholesterol C27H46O 386 0,85 
36 24.22 Stigmastadienone C29H46O 410 1,69 

 

 
Figure 7. Structure of major constituents identified from C. procera hairy root cultures: palmitic acid, 

linoleic acid, squalene, campesterol, β-sitosterol and stigmasterol. 
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DISCUSSION 
 

Previous studies reported chemical composition 
of leaves, latex and fruits of C. procera by GC-
MS analysis [31], [32], [33]. In this research, a 
variety of bioactive molecules was identified in 
hairy root culture extracts, ranging from fatty 
acids, sterols, terpenes, alkanes, esters and 
others. Some of these molecules were already 
detected in different parts of C. procera plants.  
Palmitic acid, linoleic acid and other fatty acids 
were previously detected in C. procera [32], 
[34], [35]. These fatty acids and their 
derivatives are known for their antibacterial, 
antiviral, anti-carcinogenic and anti-
atherosclerotic proprieties [36], [37]. Previous 
studies indicated the presence of sterols in C. 

procera, such as stigmasterol, β-sitosterol and 
campesterol [6], [31]. Several activities of 
stigmasterol have been described as 
antioxidant, anti-tumor and anti-inflammatory 
molecules [38]. Paniagua-Pérez et al. [39] have 
also investigated immunostimulant potential of 
β-sitosterol. Antifungal activities of these three 
sterols have already been proved [40]. Naser et 
al. [32] and Alhazmi et al. [41] have also 
reported the presence of squalene in C. procera 
leaf extract. This compound is widely used as a 
principal component of parenteral emulsions for 
drug and vaccine delivery [42]. Squalene seems 
also to reduce inflammation when used as an 
adjuvant during a chemotherapy in tumor-
bearing mice [43].  
Some studies report the presence of tocopherol 
(Vitamin E), tricosance, esters and alkanes [32], 
[33], [41]. Tricosane and alkanes have 
antibacterial effects [44].  
The presence of all these molecules indicates 
that C. procera hairy roots can be used as a 
source of anti-inflammatory, antibacterial, 
antifungal, anti-ulcerative and anti-tumoral 
agents [45], [46].The multiple therapeutic 
properties of the chemical compounds present 
in this plant suggests that the use of C. procera 
roots in traditional medicine is somewhat 
supported by scientific evidence. However, 
further research would be required to enhance 
the overall yield of bioactive molecules 
produced in hairy roots at economic and 
pharmaceutical levels, which would require 
advanced research to understand their 
biosynthetic pathways and mechanisms and 
then to enhance their production for 
biopharmaceutical purposes. 
 

CONCLUSION  
 

This study aims to analyzing the chemical 
composition of the extracts of genetically 
transformed roots of C. procera, a high 
medicinal valued plant widely spread across 
Algeria. The analysis has been carried out using 
GC-MS method as a direct and fast analytical 
approach for the identification of fatty acids, 
sterols, terpenes, alkanes and esters. Thirty-six 
compounds of different chemicals and 
metabolites classes have been identified that the 
predominant molecules were palmitic acid, 
linoleic acid, stigmasterol, β-sitosterol, 
campesterol and squalene. Some of these 
compounds have anti-cancerous, antibiotic anti-
inflammatory, antifungal and antipyretic 
effects, suggesting the high potential of C. 

procera hairy roots to produce preventive and 
therapeutic biopharmaceuticals. 
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Résumé 

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

La première partie de la thèse consiste à développer un protocole d’induction de CRs efficace 
pour C. procera. La deuxième partie aborde l’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, l’évaluation du potentiel nématicide des extraits de CRs de 
C. procera a été réalisée. 

Concernant l’induction des CRs, nos résultats montrent que la souche bactérienne, le type et 
l’âge des explants ainsi que le milieu de co-culture utilisé jouent un rôle prépondérant. Ainsi, 
la fréquence de transformation optimale (95%) est obtenue avec des feuilles âgées de 30 
jours et inoculées par la souche A4 sur le milieu ½ B5. La nature transgénique de nos CRs a 
été confirmée par amplification PCR du gène rol B.  Les différences du taux de croissance 
et de teneurs en phytostérols (campesterol, en stigmastérol et en β-sitostérol) entre les sept 
lignées racinaires sélectionnées est extrêmement significatives. La lignée HR4 a donné le 
rendement le plus élevé, atteignant 345,8 µg de campestérol/g M.S., 411,8 µg de 
stigmastérol/g M.S. et 438,3 µg de β-sitostérol par g de M.S.  

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

Enfin, l’évaluation de la toxicité de l’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, Métabolites secondaires, PCR, Phytostérols, 
UHPLC/QTOF-MS. 



Summary 

Calotropis procera (Apocynaceae) is 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 ½ 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 β-sitosterol) between the seven selected root lines is 
extremely significant. The HR4 line gave the highest yield, reaching 345.8 µg campesterol/g 
DM, 411.8 µg stigmasterol/g DM and 438.3 µg β-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. 

  



 ملخص

بالجزيئات النشطة بيولوجيًا التي لها أهمية   ةغنيهي نبتة طبية  (Calotropis procera, Apocynaceae)نبتة العشار
نتاجها مخبريا عن طريق  إِ تتطلب  زيئاتهذه الج فإنِمن جهة أخرى  ستخدامها في علم الأدوية والزراعة.نظرا لااقتصادية 

 .واعداً الجذور الشعرية المحورة وراثيا وهو ما يشكل طريقاً

. أما الجزء الثاني C. procera لـ الجذور الشعرية تاجنالجزء الأول من الأطروحة في تطوير بروتوكول فعال لإ مثليت
 / UHPLC-QTOFو  GC-MSبواسطة   C. procera ل ـ للجذور الشعريةفيتناول تحليل التركيب الكيميائي النباتي 

MS.  ل الجذور الشعرية مستخلصات  تم إجراء تقييم التثمين في حماية المحاصيل ،أما فيما يخص C. procera  في
 فة النيماتودا.آمكافحة 

بالإضافة إلى   خدمالمست يالنباتالجزء ، تظهر نتائجنا أن السلالة البكتيرية ونوع وعمر الجذور الشعرية إنشاءبفيما يتعلق 
 المشتركة تلعب دورًا رئيسيًا. الزراعة وسط ا

وسط على    A4بسلالة    ةورمحيومًا    30٪( بأوراق عمرها  95)مثلى    نسبة انشاء جذورشعريةيتم الحصول على    وبالتالي،
. الاختلافات في  rol Bلجين  PCRمن خلال تضخيم جذور الشعرية . تم تأكيد الطبيعة المعدلة وراثيًا للـB5½  زراعة 

أعلى    HR4  سلالة  تللغاية. أعط   تباينةالسبعة المختارة م  سلالات الجذور الشعريةمعدل النمو ومحتوى فيتوستيرول بين  
ميكروجرام ستيجماستيرول / جرام   411.8و  مادة جافةميكروجرام كامبستيرول / جرام    345.8إنتاجية حيث وصل إلى  

 . مادة جافةسيتوستيرول لكل جرام بيتا ميكروجرام  438.3و مادة جافة

ستة وثلاثين مركبًا   وجودالكشف عن    GC-MSبواسطة    الجذور الشعريةمستخلصات  تحليل    تأتاح  ذلك،بالإضافة إلى   
فإن توصيف جليكوسيدات القلب للمستخلص   ذلك،وأهمها الستيرولات. بالإضافة إلى    المختلفة،المستقلبات  حيويًا من فئات  

وجود عشرة جزيئات نشطة  يبين UHPLC-QTOF / MSبواسطة   C. procera ل الجذور الشعرية الإيثانولي من
 بيولوجيًا.

 Meloigogyneعلى الديدان الخيطية ) C. proceraلـ  جذور الشعريةلسمية المستخلص المائي لـ يظُهر تقييم أخيرًا،
spp( معدل وفيات إجمالي ).وهذا بالنسبة لمستخلصات سلالات الجذور السبعة. (،٪100 
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