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Résumeé

Les alcaloides tropaniques, principalement 1’hyoscyamine et la scopolamine, sont largement
utilisés en médecine. Différents systémes ont été établis pour la production par voie
biotechnologique de ces composés. Contrairement aux cultures de cellules non différentiées qui
tendent a €tre génétiquement instables, les cultures de chevelues racinaires obtenus chez D.
stramonium L. par Agrobacterium rhizogenes constituent un bon systéme. L’objectif de ce travail
est de tester I’effet de la polyploidisation combinée ou non a une ¢licitation sur la biomasse et la
teneur en hyoscyamine des chevelus racinaires obtenus.

Les résultats obtenus montrent que l’analyse cytogénétique de la lignée utilisée (LpS)
confirme son niveau diploide (2n=2x=24). Par ailleurs, le taux de survie des chevelus racinaires
traités dépend de la concentration de la colchicine utilisée et de la durée d’exposition.

Sur I’ensemble des lignées racinaires sélectionnées apres traitement, seules deux lignées sont
avérées tétraploides (LpSA et Lps) et la quantification de I’ ADN de ces 2 lignées confirme aussi
ce résultat. En outre, La polyploidisation a engendrée une augmentation de la biomasse et de la
teneur en hyoscyamine chez les lignées tétraploides. De méme, I’essai de I’¢licitation montre que la

concentration de 10™"M engendre une légeére diminution du poids sec par 1’acide acétylsalicylique
(AAS) et une augmentation par I’acide salicylique (AS) alors que cette concentration engendre une
augmentation de la teneur en hyoscyamine de ces lignées pour les deux €liciteurs (AS et AAS).

Mots clés : Alcaloides Tropaniques ; Chevelus Racinaires ; Colchicine ; Datura Stramonium
1., Elicitation ; Polyploidisation,



Abstract

Abstract

Tropane alkaloids, mainly hyoscyamine and scopolamine, are widely used in medicine. Various
systems have been established for the biotechnological production of these compounds. In contrast
to undifferentiated cells cultures which tend to be unstable genetically, hairy root cultures obtained
at D. stramonium L. by Agrobacterium rhizogenes constitute a good system. The objective of this
work is to test the effect of the polyploidisation combined or not to an elicitation on the biomass
and the hyoscyamine content of the obtained hairy roots.

The obtained results show that the cytogenetic analysis of the used line (Lpg) confirms its
diploid level (2n=2x=24). In addition, the survival rate of the treated hairy roots depends on the
concentration of the colchicine used and the exposure time.

On the whole of the hairy root lines selected after treatment, only two lines are proven
tetraploids (LpgA and Lpgc) and the quantification of the DNA of these two lines confirms
also this result. Moreover, the polyploidisation has generated an increase in the biomass and the
hyoscyamine content in the tetraploid lines. In the same way, the essay of the elicitation shows that

the concentration of 10™*M generates a light reduction in the dry weight by the acetylsalicylic acid
(ASA) and an increase by the salicylic acid (SA) whereas this concentration generates an increase
in the hyoscyamine content of these lines for the two elicitors (SA and ASA).

Keywords: Tropane Alkaloids ; Hairy Roots ; Colchicine ; Datura Stramonium 1. ; Elicitation ;
Polyploidization.
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Introduction

Introduction

La vie humaine dépend des plantes du fait que ces derniéres ont été et continuent a étre
'une des sources les plus importantes de la médecine pour le traitement de différentes
maladies (Cole et al., 2007). En plus des aliments de base telle que les protéines, les corps
gras ou les hydrates de carbone, les plantes constituent aussi une source inépuisables
de produits pharmaceutiques, cosmétiques, d’insecticides, de colorants etc... (Dechaux et
Boitel-Conti, 2005 ; Vasconsuelo et Boland, 2007). Ces composés qui ne sont pas essentiels
pour la survie mais conféerent quelques avantages aux cellules des plantes s'appellent les
métabolites secondaires (Kim et al., 2002). Ces métabolites jouent différents rles dont celui
de moyen de défense contre les agressions externes (Hartmann, 2007 ; Yendo et al., 2010).

Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000
structures définies (Hartmann, 2007) et sont d’'une variété structurale extraordinaire mais
sont produits en faible quantité (moins de 1% du poids sec) et dépendent considérablement
de I'état physiologique et I'ontogenése de la plante (Dixon, 2001 ; Oksman-Caldentey et
Inze, 2004; Wu et al., 2005). En outre, ces molécules marquent de maniére originale, une
espéce, une famille ou un genre (Gosmann et al., 2010). Les alcaloides tropaniques, tels
que I'’hyoscyamine et la scopolamine (hyoscine), sont produits surtout par les Solanacées
telles que Atropa, Datura, Duboisia, Hyoscyamus et Scopolia (Hashimoto et Yamada 1987 ;
Yamada et Tabata, 1997 ; Li et al., 2008 ; Grynkiewicz et Gadzikowska 2008) et possedent
des propriétés thérapeutiques employées pour différentes applications médicinales (Pitta-
Alvarez et al., 2000; Waller et Nowacki, 1978 ; Abdel Rahman et al., 2009).

Bien que ces alcaloides puissent étre synthétisés par la voie chimique, actuellement ce
processus de synthése est long, complexe, cher, et relativement de bas rendement et donciil
n'est pas économiquement rentable (Verpoorte et Memelink, 2002 ; Vasconsuelo et Boland,
2007). Par conséquent, beaucoup de stratégies biotechnologiques et cibles moléculaires
ont été développées afin d’'augmenter ces composés d'intéréts (Dornenburg et Knorr, 1995;
Rao et Ravishankar, 2002 ; Yendo et al., 2010).

Du fait que I'hnyoscyamine est synthétisée dans les racines, les cultures de chevelues
racinaires (HRs) in vitro sont considérées donc comme une alternative attractive pour sa
production par voie biotechnologique (Pitta-Alvarez et al., 2000 ; Spollansky et al., 2000).
Ces cultures ont plusieurs avantages, tels que la croissance rapide, la stabilité génétique
et présentent un modéle de production quasi semblable aux plantes entiéres(Flores et al,
1999). L'une des méthodes utilisées pour augmenter la production de ces métabolites est
I'utilisation d’éliciteurs (Benhamou, 1996 ; Pitta-Alvarez et Giulietti 1998; Zabetakis et al.,
1999 ; Namdeo, 2007).

Chez de nombreuses espéces végétales, le dédoublement chromosomique est souvent
accompagné par des changements remarquables aussi bien au niveau du métabolisme
secondaire que du métabolisme primaire (Levin, 1983 ; Lavania 2005). De ce fait, I'induction
d’'une polyploidie artificielle peut s'avérer utile pour 'amélioration de la production des
métabolites secondaires (principes actifs médicinaux) (Dhawan et Lavania, 1996). Mais
il convient de noter qu'il n’existe que trés peu de travaux en rapport avec l'exploitation
des cultures de chevelus racinaires polyploidisées pour la production de ces métabolites
secondaires : par exemple I'obtention de lignées autotétraploides de chevelues racinaires
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d’Artemisia annua L obtenues par polyploidisation artificiel avec traitement a la colchicine
des HRs diploides (De Jesus-Gonzalez et Weathers, 2003) et des HRs autotétraploides
de D. stramonium L. par transformation directe des plantes autotétraploides (Pavlov et al.,
2009).

L'objectif de la présente étude est d’induire une polyploidisation sur les chevelus
racinaires de Datura stramonium L. dans le but d'augmenter le rendement en hyoscyamine.
A cet effet, nous nous sommes intéressés a :

Evaluer la concentration de colchicine et le temps d’exposition adéquats pour
l'induction d’une polyploidisation sur nos chevelus racinaires de D. stramonium L.

Sélectionner des lignées racinaires tétraploides;

Vérifier le niveau de ploidie obtenu aprés traitement des HRs a la colchicine par le
comptage du nombre de chromosomes et par le dosage de la quantité de ’ADN des
HRs traités a la cochicine;

Evaluer I'effet de la polyploidisation sur la biomasse et le contenu alcaloidique
(hysoscyamine);

Evaluer I'effet de I'élicitation sur la production de biomasse et d’hyoscyamine des
lignées tétraploides sélectionnées.

L’élicitation des lignées polyploides a également été étudiée en vue de voir 'effet
combiné de la polyploidie et de I'élicitaion sur les niveaux de rendement en
hyoscyamine.
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| Données générales sur Datura stramonium

1. Taxonomie et étymologie

Le D. stramonium L. a été décrit pour la premiéere fois en 1753 par Linné (Benhizia,
1989). Il appartient a 'embranchement des Spermaphytes et au sous-embranchement des
Angiospermes, il fait partie de la classe des Dicotylédones et de la famille des Solanacées
(Houde, 1985). Deux variétés de Datura stramonium L. existent dont deux sont signalées
en Algérie : Datura stramonium var. eu-stramonium avec des fleurs blanches et Datura
stramonium var. tatula avec des fleurs violettes (Amdoun et al., 2005).

Selon Gros-Lebon (1971), le terme Datura viendrait de "Dhatura" qui est le nom indien
de la plante et qui signifie "pomme épineuse" ou "pomme de la mort". Alors que pour
Bianchini et Pantano (1986), ce terme viendrait du nom arabe "Tatourah" dont la racine "Tat"
signifie piquer.

Munro (1996), pense que le mot stramonium dérive du grec strychnos=Ia morelle noire
et manikos=furieux, qui veut dire "poison puissant".

Cette plante posséde plusieurs noms communs : stramoine, pomme épineuse, chasse
taupe, herbe du diable, endormeuse, trompette des anges (Cecchini, 1976). En arabe, elle
est connue sous les noms : chidjeret el djinna, djahanama, messakra, tatoura et datoura
(Trabut, 1935).

2. Description botanique

La stramoine ou D. stramonium (Figure 1) est une plante herbacée annuelle trés vigoureuse
a port puissant allant de 20 a 100 cm de hauteur (Volak et Jiri, 1983). Elle a des tiges rondes,
glabres, rigides et ramifiées en tous sens (divisions dichotomiques jusqu’au sommet de la
plante). Elle porte de grandes feuilles, faiblement pétiolées (2- 6 cm), de contour triangulaire,
alternes, ovales, sinuées-dentées, de couleur vert-foncée brillante sur la face supérieure,
profondément découpées en 5 lobes inégaux pointus (6-8cm) et malodorantes (Fluck, 1977 ;
Volak et Jiri, 1983 ; Bruneton, 1999 ; Amdoun et al., 2005). A la bifurcation des branches,
s’élévent solitairement des fleurs tubuleuses, blanches en forme de trompette, larges de 6
a 10 cm (Cecchini, 1976), a lobes trés courts terminés par une pointe aigué (Couplan et
Styner, 1994). Le fruit est une capsule dressée de la taille d’'une noix ovale couverte d’épines
robustes, s’ouvrant en 4 valves par formation tardive d’'une fausse cloison, de couleur verte
et contenant de nombreuses graines noires, réniformes et aplaties de 2 a 3 mm de longueur
(Couplan et Styner, 1994 ; David et al., 2009 ; Taleb, 1995 In El Bazaoui et al., 2009). La
racine est fusiforme et ramifiée (Thurzova, 1981 ; Pelikan, 1986).

13
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Figure 1: Morphologie de quelques organes de Datura stramonium

( www.flickr.com ).

3. Origine et aire de répartition

14

Les botanistes ne s’accordent pas tous quant a l'origine de Datura stramonium L. (Gay et
al., 1986). Selon Curtain (1947) In Harbouche (2005) et Gay et al. (1986), I'origine de Datura
stramonium L. est discutée entre la région de '’Amérique du nord et la région de la mer
caspienne et de la mer noire. Par contre selon Delaveau (1982), Valnet (1983), Avery et
al. (1959) cités par Houmani et al. (1999) et Bruneton (2005), c’est au Mexique et au Sud-
Ouest des USA ou se trouve le berceau de nombreuses espéces de Datura. Cette espéce
serait donc originaire des Amériques du Sud et du Nord (Volak et Jiri, 1983 ; Bruneton, 1987
et Kothe, 2007) et centrale (Hensel, 2008).

Cen’estqu’au débutdu XV siecle que les portes de I'Europe occidentale s’ouvrirent
au Datura a travers 'Espagne (Schaumberg et Paris, 1977 ; Huxley et al., 1992). Puis elle
s’est propageée en Afrique du Nord et s'est fixée tout autour de la méditerranée (Huxley et
al., 1992). En Algérie, on trouve le Datura stramonium L. du littoral jusqu’au Sahara central
(Quezel et Santa, 1962 ; Baba Aissa, 1991).
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Datura stramonium L. est classé parmi les plantes plurirégionales, dont laire
géographique embrasse plusieurs régions, soit a I'état spontané ou introduite (Nahal, 1976).

Cette plante spontanée abonde les champs, les décombres, les terrains vagues, les
endroits incultes, les bords des chemins (Poltti, 1987 ; Schauer et Caspari, 2007), aux
alentours des habitations et des dépdts d’ordures (Poltti, 1988) mais elle préfére les terrains
vagues aux sols riches et humides (Bruneton, 1993).

Elle pousse dans les cultures de Solanacées et de Cucurbitacées (Benhizia, 1989 ;
Houmani et al., 1994). Elle est souvent considérée comme une adventice des cultures
maraichéres et céréaliéres (Bruneton, 2005).

4. Intéréts de Datura stramonium L.

La stramoine a des propriétés médicinales avérées depuis fort longtemps (Iserin, 2001), ceci
est d0 a la présence de nombreux alcaloides dont 'ensemble s’appelle daturine (Bianchini
et Corbitta, 1975). Ces substances sont spasmolytiques (calment les crampes), abaissent
les sécrétions glandulaires et dilatent les bronches. On les emploie dans le traitement de
'asthme (cigarettes et comprimés) et des catarrhes violents des bronches (Volak et Jiri,
1983; El Bazaoui et al., 2009). On les utilise aussi comme sédatif du systéme nerveux contre
les névralgies, les coliques intestinales, la coqueluche, les spasmes utérins, les convulsions,
I'épilepsie, les tremblements séniles, les douleurs rhumatismales, contre la transpiration
excessive et la maladie de Parkinson du fait de leur action sur les muscles des membres
inférieurs via le systéme nerveux central (Poletti, 1987 ; Poletti, 1988 ; Boullard, 2001). Ces
substances décontractent aussi les muscles du tube digestif, ceux de la vessie et régulent
les sécrétions digestives (Iserin, 2001). En usage externe, les feuilles sont appliquées en
cataplasmes analgésiques (Bezanger et al. 1980 ; Couplan et Styner, 1994).

Selon Hensel (2008), 'homéopathie administre les préparations de plantes fraiches
pour les inflammations avec fortes fievres, les catarrhes des yeux et les maladies
psychiques.

Les graines sont souvent utilisées comme aphrodisiaques et sont également indiquées
comme sédatives dans les maux de téte et comme narcotiques dans I'insomnie. De fagon
générale, toutes les parties de la plante sont consommeées, afin de provoquer une sédation,
faire disparaitre la fatigue ou plus simplement dans un but de « défence » ; état ot prédomine
un délire hallucinatoire. Les fleurs sont utilisées en décoction ou fumées en association avec
le cannabis (El Bazaoui et al., 2009).

Le Datura stramonium L. est trés utilisé en pharmacologie humaine et vétérinaire
(Weaver et Warwick, 1984) et méme dans la protection des végétaux (Felidj, 2005) ou il fait
partie des séries d’espéces végétales qui réagissent par des symptdbmes caractéristiques
aux différents virus comme ceux causant la mosaique (Clement, 1981 ; Marchoux et al.,
2009).

Le Datura trouve donc plusieurs autres applications dans de multiples domaines tels
que la lutte biologique, I'agriculture biologique, I'écologie et 'ornementation. En effet, la
stramoine figure parmi les plantes qui peuvent diminuer les populations de nématodes a
galles de la tomate par son utilisation comme culture intercalaire ou comme engrais vert
(Duval, 1991), et méme pour lutter contre le doryphore de la pomme de terre (Adabio,
2004). Par ailleurs, dans I'agriculture biologique, l'allélopathie des Daturas pourrait étre
utilisée pour le désherbage. Ainsi les travaux de Levitt et al. (1984) cités par Amdoun (2003)
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montrent que les alcaloides de Datura stramonium L. inhibent le métabolisme de I'hydrolyse
de I'amidon des graines de Helianthus annus lors de la germination.

D’aprés Rolard (2002), le Datura stramonium L. peut étre utilisé aussi dans le domaine
de I'écologie pour désinfecter les eaux et les sols pollués par les métaux lourds qui seront
concentrés sur les parois cellulaires de la plante.

La stramoine est aussi une trés belle plante qui présente un grand intérét ornemental
(Adabio, 2004 ; Bruneton, 2005 ;Hensel, 2008).

5. Caractéristiques cytogénétiques de D. stramonium L.
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Le Datura stramonium L. a été utilisé par Blakeslee et ses collaborateurs pour comprendre
les principes fondamentaux de la cytogénétique. Le nombre diploide de I'espéce est de
2n=2x=24 (Blakeslee et Belling, 1924).

5.1. Aneuploidie chez D. stramonium L.

On parle d’aneuploidie chaque fois qu’il existe un ou plusieurs chromosomes en plus ou
en moins du complément diploide, ce qui donne une représentation inégale des différents
constituants du génome, et le nombre de chromosome par cellule n’est plus un multiple de
n (Schultez et Hoffman, 1990). Cette aneuploidie peut apparaitre par addition ou délétion
d’'un chromosome entier. La délétion d’'un chromosome est généralement létale, sauf chez
une plante auto- ou allopolyploide. En revanche, I'addition méne a une forme trisomique,
pas toujours viable, mais présentant des problémes de stérilité. Ces mutants apparaissent
occasionnellement dans les descendances des plantes diploides. L'exemple le plus connu
de ce type de mutation concerne les douze mutants trisomiques de Datura stramonium L.
(Blakeslee et Avery, 1919 ; Klug et al., 2006). Ces aneuploides (trisomies) ont été signalés
pour la premiére fois en 1924 par Belling et Blakslee ou ils prouvaient que I'existence d’'un
chromosome supplémentaire chez les trisomiques primaires intervient directement dans la
réalisation du phénotype du fruit.

Ces 12 cas de trisomie, désignés par mutants primaires, difféerent non seulement du
type standard mais aussi entre eux par les caractéres suivants : la taille et la forme de la
capsule (Figure 2), la longueur des épines, la taille globale de la plante, des feuilles, des
fleurs et des stigmates (Blakeslee et al., 1922 ; Belling et Blakeslee, 1922; Blakeslee, 1934).
Ainsi le mutant « Rolled » avec ses feuilles étroites et enroulées, ses capsules plus petites
et ses épines courtes, résulte d’une trisomie affectant le chromosome n°1 (Blakeslee et
Belling, 1924).

Notons enfin I'existence de trisomie secondaire qui apparait aussi spontanément et
occasionnellement dans une descendance diploide. Chez Datura stramonium L., c’est le
cas du mutant nain et chétif « Polycarpique », aux feuilles étroites, lancéolées et donnant
des capsules encore plus petites que chez le « Rolled ». Dans ce cas, le chromosome
additionnel porte deux fois le méme bras du chromosome n°1 (Lecolier, 2007).
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Figure 2: Les différents types de trisomies primaires chez D. stramonium L., variation
du phénotype en fonction du chromosome affecté par la trisomie (Blakeslee, 1934).

5.2. Polyploidie chez D. stramonium L.

En regle générale, une cellule est polyploide lorsque son stock chromosomique correspond
au stock diploide multiplié par n. Chez Datura stramonium L., il a été identifié jusqu’a
présent 6 niveaux de la série polyploide (3n, 4n, 5n, 6n, 7n, 8n) (Harbouche, 2005). Ainsi
un autotétraploide fertile existe chez Datura stramonium L., qui forme régulierement des
gameétes contenant 24 chromosomes (Beaudry, 1985 ; Baiza et al., 1999). Des aneuploides
ont été observés chez les tétraploides (4n), avec 4n+1, 4n+2 et 4n+3 (Blakeslee, 1934).

Il Polyploidie et teneur en alcaloides

17
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1. Les alcaloides
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Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le rdle,
au niveau de la plante, est mal connu. Le fait que beaucoup de ces composés ne se
rencontrent pas chez toutes les espéces montre qu’ils n’entrent pas dans le métabolisme
primaire : ce sont donc des métabolites secondaires. Ces métabolites peuvent étre classés
en quatre catégories dont les alcaloides qui forment une grande famille trés hétérogéne
est un groupe trés important de produits naturels en raison de leurs propriétés biologiques,
pharmacologiques et de leur diversité structurale (Guignard et al., 1985 ; Hopkins, 2003 ;
Mauro, 2006). On estime qu'il existe environ 21000 alcaloides identifiés (Wink, 2007).

Biosynthétiquement, les alcaloides naturelles peuvent étre dérivées des acides aminés,
des terpénes, ou des composés aromatiques selon la structure spécifique de l'alcaloide. En
raison de cette diversité, elles sont souvent produites par les plantes et trés peu par voie
chimique (Heilmann et Bauer, 1999).

1.1. Définition

Le terme alcaloide a été introduit pour la premiére fois par le pharmacien Meisner au

début du XIX M€ siecle. La définition admise des alcaloides est celle donnée par
Winterstein et Trier en 1910: un alcaloide est un composé organique naturel (le plus
souvent d’origine végétale), hétérocyclique avec I'azote comme hétéroatome, de structure
moléculaire complexe plus ou moins alcaline (de I'’Arabe al kaly qui signifie soude, et du Grec
eidos qui signifie aspect) (Bruneton, 1995) et doué de propriétés physiologiques prononcées
méme a faible dose (Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007). lls furent parmi les premiers
composeés biochimiques a étre découverts (Gontier, 1993).

Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus
grands groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 a 12 000 différentes
structures (Roberts et Wink, 1999 ; Stockigt et al., 2002).

Ce sont des composés azotés complexes, élaborés par des végétaux et doués
de propriétés extrémement importantes, voire redoutables, sur les organismes vivants
(Boullard, 1997). Leur atome d'azote fait partie d'un systéme hétérocyclique possédant
une activité pharmacologique significative. lls se trouvent sous forme de sels et sont
biosynthétisés a partir d’acides aminés. Ces caractéristiques concernent les alcaloides vrais
mais beaucoup d’auteurs distinguent, en plus, les protoalcaloides et les pseudoalcaloides.

Les protoalcaloides sont des amines simples dans lesquelles I'atome d'azote ne fait
pas partie de I'anneau hétérocyclique (Bruneton, 1995).

Les pseudoalcaloides ont le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ils ne sont pas biosynthétisés a partir d’acides aminés. La plupart des exemples
connus sont des isoprenoides et se référent aux alcaloides terpénoides (Bruneton, 1995).

Selon Cordell et al. (2001), il existe certains produits naturels contenant un atome
d’azote dans leur structure mais ils ne sont pas considérés comme des alcaloides tels que
la colchicine et I'acide aristolochique.

1.2. Classification

Il est habituel de classer les alcaloides en fonction de leur structure et, ainsi, de distinguer les
composeés non hétérocycliques des composeés hétérocycliques, puis dans ce dernier groupe
de classer les alcaloides selon 'hétérocycle de base auquel ils se rattachent. D’autres
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classifications sont possibles : par exemple celle qui consiste a regrouper les alcaloides en
fonction de leurs propriétés pharmacologiques ou bien encore celle qui tient compte de leur
distribution botanique (Bruneton, 1987).

Selon Mauro (2006), il est trés difficile de proposer une classification pour les alcaloides
en raison du grand nombre de composés connus sous ce terme et surtout a cause de leur
diversité structurale. Mais généralement ils sont classés en fonction de la nature du cycle
qui prédomine dans la molécule.

Cependant malgré leurs structures extrémement variées, il existe une autre fagon
de classer ces composés qui consiste a considérer non pas la structure des alcaloides
mais leur origine biosynthétique du fait que les alcaloides proviennent d’un petit nombre
de précurseurs simples (Bruneton, 1987). La plus part des alcaloides sont synthétisés a
partir d’'un petit nombre d’acides aminés ordinaires dont la structure carbonée reste souvent
intacte dans la structure finale de I'alcaloide (Hopkins, 2003 ; Mauro, 2006). Ainsi, il existe
des alcaloides dérivés de l'ornithine, de la lysine, de la tyrosine, de la phénylalanine et du
tryptophane (Mauro, 2006).

Il existe cependant un grand nombre d’alcaloides qui n‘ont pas forcément un acide
aminé comme précurseur. Dans ces cas-la, 'atome d’azote estincorporé a un stade avancé
de la biosynthése par réactions d’amination sur des intermédiaires aldéhydes ou cétones
(Bhat et al., 2005).

1.3. Alcaloides tropaniques

1.3.1. Généralités sur les alcaloides tropaniques

Les alcaloides sont classés en fonction de leur activité biologique ou en fonction de leur
structure chimique en plusieurs groupes, parmi ceux-ci on trouve les alcaloides tropaniques
(Bruneton, 1999), qui regroupent: I'hyoscyamine, la scopolamine (ou hyoscine) et
I'atropine (isomére racémique de I'hyoscyamine) (Figure 3) qui représentent généralement
les alcaloides tropaniques les plus important de plusieurs familles (Erythroxylaceae,
Convolvulaceae, Proteaceae, Euphorbiaceae, Rhizophoraceae et Cruciferae) (Griffin et Lin,
2000; Falcéao et al., 2008) mais plus particulierement des Solanacées (Verdrager, 1978 ;
Houmani et Cosson, 2000). Cette derniére famille comporte environ 100 genres et 3000
espeéces. Particuliéerement les genres Datura, Brugmansia, Hyoscyamus, Atropa, Scopolia,
Anisodus, Przewalskia, Atropanthe, Physochlaina, Mandragora, Anthotroche, Cyphantera
et Duboisia, qui sont connus par leur richesse en alcaloides tropaniques (Griffin et Lin, 2000 ;
Polya, 2003 ; Wink, 2003a ; Doncheva et al., 2006).

Dans la plante, les alcaloides tropaniques sont des esters de I'acide tropique qui est un
acide aromatique et du tropanol ou du scopanol (Leete, 1979 ; Waller et Dermer, 1981 In
Felidj, 2005). lls prennent leur nom du noyau tropane (Felidj, 2005) qui est un hétérocycle
azoté et bicyclique (Bruneton, 1987). lls se localisent dans la plante dans plusieurs organes
a des concentrations variables. L’hyoscyamine et la scopolamine sont considérés comme
les composants majeurs de ces alcaloides tropaniques (Koelen et Gross, 1982 ; Shukla et
Thakur, 1992).
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Hyozcyamine

Figure 3: Structure chimique des alcaloides tropaniques (Robins et al., 1994).

1.3.2 Biosynthése des alcaloides tropaniques

Les alcaloides tropaniques sont biosynthétisés par voie enzymatique (Hashimoto et
Yamada, 1987) dans le réticulum endoplasmique (Guignard et al., 1985) a partir de
deux acides aminés comme précurseurs pour la biosynthése de I'’hyoscyamine et de la
scopolamine qui sont I'ornithine et 'arginine (Nakjima et al., 1993 In Amdoun, 2003) et aprés
deux activités enzymatiques initiales qui sont I'ornithine décarboxylase (ODC) et I'arginine
décarboxylase (ADC) (Vallet, 1996).

Selon Guignard et al. (1985) et Wink (2003b), les racines sont le siege de la biosynthése
de I'hyoscyamine. A cet effet, Demeyer et Dejaegere (1992) indiquent que la racine absorbe
I'azote de la solution du sol qui sera inclus dans la synthése du premier acide aminé qui est
le glutamate, a partir duquel se forme I'ornithine.

Le point de départ de la voie de biosynthése est un cycle, la N-méthyle-A1-pyrroline,
dérivant de l'ornithine (Richter, 1993). Heby (1981) signale que I'hyoscyamine provient
de l'estérification de l'acide tropique et du tropanole synthétisé a partir de l'ornithine,
qui est méthylé par l'ornithine méthyle transférase (OMT) en N-méthyl ornithine. Une
décarboxylation, conduit a la N-méthyl putrescine qui peut également provenir de la
méthylation de la putrescine par la putrescine N-méthyltransférase (PMT). L'action de la N-
méthyl putrescine oxydase sur la N-méthyl putrescine engendre le 4-méthylaminobutanal,
qui par décarboxylation donne le sel N-méthylpyrrolinium.

L'étape clef dans la biosynthése du noyau tropane est I'attaque nucléophilique par
le C-2 de l'acetoacétyle coenzyme A sur le N-méthylepyrrolinium. Le produit d'addition
est décarboxylé et I'hygrine résultant est oxydé en 5-acetonyl-1-méthylique-pyrrolinium et
converti en tropinone par l'intermédiaire d'une réaction de Mannich. Plus tard, le keton
est réduit par la tropinone-réductase tout en donnant la tropine (Bruneton, 1995). L’acide
tropique, quant a lui dérive de la phénylalanine, estérifie la tropine pour donner ainsi la
L-hyoscyamine (Houmani, 1999 ; Richter, 1993). L’hyoscyamine peut étre hydrolysée en
tropine lors de I'extraction (Mauro, 2006) et en acide tropique qui sont dépourvus des
propriétés physiologiques de I'hyoscyamine (Kinghorn, 1979). Cette derniére migre par la
suite a travers le xyléme vers les parties aériennes ou elle est soit accumulée (Kitamura et
al., 1995) ou soit biotransformée en scopolamine (Cosson, 1976).

La voie de biosynthése de la scopolamine est complexe et fait intervenir plusieurs
précurseurs différents, mais cet alcaloide est directement issu de I'hyoscyamine par
une hydrodécarboxylation suivie d’'une époxydation qui est trés intense dans les jeunes
plants (Cosson, 1976 ; Zhang et al., 2003). Ce phénoméne met en jeux deux enzymes,
I’hyoscyamine 6-B-hydroxylase localisé au niveau du péricycle des jeunes racines et
I’'hyoscyamine 6-B-époxydase principalement localisée dans les feuilles (Hashimoto et al.,
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1991). Les voies de biosynthéses des différents alcaloides tropaniques sont représentées

dans la figure 4.
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Figure 4 : Voies de biosynthese des alcaloides tropaniques (Singh et al., 2011).

ODC: ornithine decarboxylase ; ADC: arginine decarboxylase; ARG arginase; PMT:
putrescine N-methyltransferase; TRI: Tropinone reductase | et H6H: hyoscyamine 6b-
hydroxylase.

1.3.3. facteurs génétiques affectant le contenu alcaloidique

La teneur en alcaloides tropaniques de la plante est le résultat de leur biosynthése d’'une
part, et de leur catabolisme (dégradation probable) d’'une autre part (Cosson, 1976).
Cette teneur est variable et elle est la conséquence de processus complexes dans
lesquels interviennent différents types de facteurs dont les facteurs génétiques, le stade de
développement des plantes et les facteurs environnementaux (Cosson, 1976). Par ailleurs,
le facteur génétique présente une grande influence sur la teneur en alcaloides (Gupta et
al., 1976 In Benhizia (1989)).

Mechler et Kohlenbach (1978) ont montré que les plantes diploides chez certaines
espéeces de Datura présentent des teneurs en alcaloides totaux plus importantes que celles
des plantes haploides, ces teneurs dépendent également du stade de développement de
la plante. En effet, les plantes diploides et haploides présentent des teneurs élevées en
alcaloides totaux au stade végétatif, mais cette teneur diminue de fagon rapide et brusque
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au stade de floraison et de maturation des fruits chez les plantes diploides tandis qu’elle est
progressive chez les plantes haploides.

Au sein d'une méme espéce, le degré de ploidie pourrait influencer les variations
en teneur alcaloidiques. Berkov et Philipov (2002) signalent que les Datura stramonium
L. tétraploides montrent un contenu alcaloidique plus élevé que les diploides, aussi
bien au niveau des feuilles qu’au niveau des racines. Ceci résulte du fait que chaque
espéce ou variété posséde son propre potentiel génétique qui se traduit, dans un
environnement donné, par une capacité physiologique différente a la biosynthése des
alcaloides tropaniques (Amdoun, 2003).

Ces variations pourraient s’expliquer par le fait que I'état diploide est le premier pas
vers la polyploidisation, il semblerait que plus le degré de ploidie augmente, et plus la teneur
en alcaloides tropaniques s’accroit. C’est ainsi que les tétraploides montrent un contenu
alcaloidique plus important que les diploides (Mechler et Kohlenbach., 1978).

2. Polyploidie
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2.1. Introduction

Les angiospermes constituent le groupe le plus diversifié des plantes a graines sur la terre.
Bien que la majorité des plantes existantes soient diploides, ou les cellules somatiques
possédent deux ensembles de chromosomes, un nombre significatif d'espéces de plantes
s'est transformé en des polyploides (Cheng et Korban, 2011).

La polyploidie ou duplication génomique désigne l'état d’'un noyau dans lequel
le nombre de lots de chromosomes homologues (génomes de base) est supérieur a
deux (Bretagnolle et al., 1998 ; Comai, 2005 ; Mahé, 2009). Ce doublement du nombre de
chromosomes peut intervenir dans les populations cellulaires, aussi bien somatiques que
germinales (Poulizac, 1999).

La polyploidie a depuis longtemps été reconnue comme I'un des processus principaux
de I'évolution des eucaryotes, et plus spécialement du régne végétal (Lepoittevin, 2004 ;
Schacherer, 2005 ; Desai et al., 2006). Dans la nature, presque 70% des espéces
d'angiospermes ont éprouvé un ou plusieurs épisodes de polyploidisation (Masterson
1994 ; Moore, 2002 ; Jackson et Chen, 2010). Ces proportions élevées indiquent que les
changements du niveau de ploidie ont assurément joué un certain réle dans I'évolution des
plantes (Vamosi et Dickinson, 2006). De plus, les analyses moléculaires suggérent que la
quasi-totalité des angiospermes présentent des traces d’événements de polyploidie anciens
et parfois successifs (Rustenholz, 2010).

Ce processus représente aussi un mécanisme de spéciation et d'adaptation majeur
chez les angiospermes (Lewis, 1980 ; Schacherer, 2005 ; Fawcett et al., 2009 ; Peer et al.,
2009 ; Wood et al., 2009 ; Dewitte et al., 2010) ou la fréquence d’apparition est de I'ordre de
un par 100000 (Comai, 2005; Gregory, 2005; Leitch et Leitch, 2008). Ainsi a I'heure actuelle
de nombreuses espéces végétales et notamment un grand nombre d’espéces cultivées et
horticoles sont des polyploides comme la pomme de terre, le colza, le blé, le coton, la canne
a sucre ou la banane (Anand et al., 2008; Leitch et Leitch, 2008, Laere et al., 2010).

Il'y a deux approches pour produire des polyploides: la formation spontanée (Zhu et al.
1998) ou une non réduction gamétique se produit au cours de la méiose quand les ponts
d’anaphase ne se résolvent pas. Ceci peut affecter la cytokinése et la séparation finale
des deux cellules sceurs. Le résultat est une refusion des deux noyaux et une cellule avec
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un doublement du contenu d’ADN (Cuevas-Ramos, 2010). Cette voie semble étre la plus
fréquente menant a la polyploidie puisqu’en général les parents des polyploides produisent
souvent un nombre important de gamétes non réduits (Thompson et Lumaret, 1992 In :
Chelaifa, 2010).

La deuxieme approche est I'induction artificielle (Kang 2003) ou les traitements par la
colchicine sont largement répandus pour I'induire dans les conditions in vivo et in vitro (Tang
et al., 2010).

Les plantes polyploides possédent souvent des caractéristiques supérieures de leurs
contreparties diploides en ce qui concerne les changements morphologiques, cytologiques,
I'adaptabilité génétique et la tolérance aux stress environnementaux (Dewitte et al., 2010;
Xiong et al. 2006 In : Laere et al., 2010). Ceci peut avoir plusieurs conséquences
sur I'évolution du génome, particulierement sur I'expression et I'organisation des génes
(Wendel, 2000).

La polyploidie est un état qui s’applique aussi bien a une espéce, une population,
un individu, a un organe, un tissu ou méme a une simple cellule. On peut classer
les individus polyploides selon leur niveau de ploidie (triploide, tétraploide, pentaploide,
etc...), mais aussi selon l'origine de leur ploidie et le degré de divergence entre les
génomes parentaux impliqués en autopolyploidie et allopolyploidie (Lepoittevin, 2004;
Schacherer, 2005; Aagaard et al. 2009 ; Chelaifa, 2010 ; Chen, 2010 ; Rustenholz, 2010).
L’autopolyploidie ne semble pas aussi fréquente que l'allopolyploide (Judd et al., 2002), la
majorité des polyploides (>75%) sont des allopolyploides (Brochmann et al., 2004).

2.2. Autopolypoides

L'autopolyploidie résulte d’'un dysfonctionnement au cours des divisions cellulaires. Cet
événement peut se produire par erreur durant la méiose conduisant le plus souvent a la
formation de gameétes diploides (les diplogamétes) plutdét qu’haploides. Si deux gametes
diploides fusionnent, une cellule tétraploide contenant 4 copies de chaque chromosome va
étre formée (Schacherer, 2005). Si ces gamétes non réduits fusionnent avec des gamétes
haploides, ils produisent un individu triploide instable et stérile (Griffiths et al., 2001), qui peut
contribuer a la formation d’un individu tétraploide plus stable (Rustenholz, 2010) comme
cela est schématisé sur la figure 5.

L'autopolyploidie peut également provenir d’'un doublement somatique : I'endomitose
est un phénomeéne assez rare qui provoque I'apparition d’une cellule somatique 2n=4x, qui
pourra elle-méme donner naissance a une lignée cellulaire, voire a un organe tétraploide.
Elle peut étre induite par certaines substances chimiques qui bloquent la polymérisation
des microtubules. La plus utilisée étant la colchicine, un alcaloide dérivée du crocus
d'automne (Colchicum autumnale). Il perturbe la formation de la fibre mitotique et empéche
la séparation du chromosome pendant la mitose (Gao et al., 1996). Cette technique
fonctionne bien dans les cellules végétales et animales, mais les végétaux semblent
généralement plus tolérants a la polyploidie (Griffiths et al., 2001).

Les autopolyploides sont souvent viables car chaque chromosome a forcément un
homologue pouvant former des bivalents durant la méiose et conduire a I'obtention de
gameétes permettant la reproduction. Mais généralement, le croisement avec I'organisme
original qui a permis sa formation n’est pas fertile (Schacherer, 2005).

Les autopolyploides se produisent naturellement dans beaucoup de genres, mais
parfois des plantes ont été induites a devenir des autopolyploides pour favoriser des
caractéristiques désirées (De Jessus, 2003). Cette induction est trés intéressante lorsqu’elle
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touche des plantes a intérét agronomique et plus particulierement les plantes médicinales
et aromatiques.

2.3. Allopolyploides

L’allopolyploidie résulte de I'association de deux ou plusieurs génomes d’espéces distinctes
mais étroitement apparentées (Griffiths et al., 2001; Lepoittevin, 2004; Schacherer,
2005). lIs résultent soit d’'un hybride inter-spécifique instable ayant subi un doublement
chromosomique (Aagaard et al. 2009; Chelaifa, 2010), soit de la fusion de deux gamétes
non réduits issus de deux espéces différentes (De Jessus, 2003; Rustenholz, 2010) comme
schématisé sur la figure 5.

Ces chromosomes sont dits homéologues et non parfaitement homologues comme
chez les autopolyploides (Griffiths et al., 2001), ils présentent des similitudes mais les
génes ne sont pas toujours conserves et leur ordre peut étre différent. Le plus souvent,
les allopolyploides néoformés sont des hybrides stériles ; un doublement de leur garniture
chromosomique est alors nécessaire pour restaurer leur fertilité (Lepoittevin, 2004).

Dans ce dernier cas, la duplication du génome restaure la fertilité plus ou moins limitée
des hybrides interspécifiques, chez lesquels les problémes d’appariement chromosomique
rendent les méioses irréguliéres. De ce fait, I'allopolyploide est un des mécanismes de
spéciation le plus répandu chez les plantes, et conduit a la formation de nouvelles lignées
montrant des capacités adaptatives souvent supérieures a leurs parents diploides. Ces
capacités, qui se traduisent dans la nature par une plus large expansion de ces espéces
(dont certaines se montrent envahissantes), ont été largement exploitées par ’lHomme, quia
ainsi domestiqué un grand nombre d’espéces jouant aujourd’hui un réle économique majeur
comme le blé, le coton et le mais (Paterson 2005 ; Wendel et Doyle 2005 ; Udall et Wendel
2006).

Les allopolyploides peuvent étre utilisés pour améliorer les plantes, afin de combiner
en un seul type les caractéristiques profitables d’espéces parentales (Griffiths et al., 2001).
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Figure 5: Les différentes voies possibles de transition
brutale de la diploidie a la polyploidie. Les formes de ploidie
les plus instables ont des contours nucléaires en pointillés

(Comai, 2005).

3. Polyploidie et les changements chimiques : production de
métabolites secondaires

La polyploidisation est une méthode disponible pour induire la variation (Stanys et al., 2006).
A cet effet, la polyploidie artificielle a été considérée comme une méthode pour augmenter
non seulement l'accumulation de biomasse de la plante mais aussi pour augmenter la
production de métabolites secondaires de haute valeur ajoutée par la plante (Berkow, 2001 ;
De Jessus-Gonzalez et Weathers, 2003 ; Lavania, 2005 ; Fong, 2008). Cette augmentation
peut étre favorable quand ces organes et/ou la biomasse affectés constituent un produit
économique (Dhawania et Lavania, 1996). Par conséquent, la polyploidie peut étre un outil
utile pour obtenir de nouveaux cultivars de plantes médicinales (Zhang et al., 2010).

Puisque les autopolyploides surgissent comme conséquence d’'une multiplication
directe du génome, le matériel génétique de base demeure le méme avec un dosage
multiplié du génome. Par conséquent, une production augmentée des métabolites
secondaires des plantes aussi bien que le métabolisme primaire devient impérative (Levin,
1983 ; Dhawania et Lavania, 1996). Pour cela, Rowson (1949) a trouvé que les plantes
tétraploides de Datura stramonium L. possédent un contenu alcaloidique 1 a 2 fois plus
élevé dans les feuilles, les tiges et les racines quand elles sont comparées avec les
plantes diploides. Ceci est aussi confirmé chez les plantes tétraploides d’Atropa belladonna
avec une augmentation de 154% (Jackson et Rowson, 1953 ; Gao et al. 2002), chez
les graines de Datura innoxia et D. stramonium L. (Berkow, 2001) et chez Astragalus
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membranaceus (Chen et Gao, 2007), tandis que Artemisia annua tétraploide produit six fois
plus d'artemisinine que les plantes diploides (De Jessus-Gonzalez et Weathers, 2003).

Une analyse chimique entreprise sur des allopolyploides induits indique que de
tels polyploides sont généralement plus riches en composés phénoliques et expriment
également une plus grande diversité enzymatique que I'un ou l'autre des parents (Dhawania
et Lavania, 1996). Alors que chez Setaria tomentosa, les autotétraploides se sont avérés
supérieurs pour I'amidon, les sucres solubles totaux et les lipides (Shashi et Sachdeva,
1990).

Ce dédoublement chromosomique peut aussi changer la chimie secondaire d'une
plante de fagon qualitative (Levin et al., 1979 ; De jessus, 2003). Par exemple, des
différences qualitatives ont été trouvées dans des profils de glycoflavone de 14 sur 15
populations synthétiques d'autotétraploides par rapport a leurs prototypes diploides, y
compris 14 exemples de flavonoides présents dans les tétraploides mais pas dans le
diploide, et huit exemples de flavonoides présents dans le diploide mais pas dans les
tétraploides (Levin, 1983). Ces changements ont été interprétés comme une perturbation
des mécanismes métaboliques qui réglent la biosynthése des différents composés
(Dhawania et Lavania, 1996).

Selon Leitch et Bennett (1997), la perte de composés diploides dans les
autopolyploides correspondants est expliquée comme une répression fonctionnelle des
génes structuraux existants et le gain dans les autopolyploides est expliqué comme une
dérépression fonctionnelle des génes structuraux précédemment silencieux.

lll Chevelus racinaires : une alternative pour la
production d’alcaloides chez Datura sp

1. Induction du Hairy Root

26

Le groupe des alcaloides constitue le groupe de métabolites secondaires le plus étudié.
Ces alcaloides présentent aussi une valeur pharmaceutique et économique importante,
et un bon nombre d'entre eux sont actuellement isolés de la matiere végétale puisque
aucune méthode de production économiquement faisable alternative n'existe (Verpoorte
et al.,, 2000). Pendant les décennies passées un intérét considérable a été accordé a la
production de produits secondaires par culture de cellules végétales (Oksman-Caldentey
et Hiltunen., 1996). Le succés, cependant, a été principalement modéré parce que les
voies de biosynthéses sont mal connues. La formation de produits a partir du métabolisme
secondaire est souvent basse et instable dans les cultures indifférenciées de cals et de
suspensions cellulaires. Par conséquent, les tissus spécialisés tels que les racines sont
capables d'accumuler une gamme étendue d’alcaloides tropaniques. Ceci suggére que la
production d'alcaloides est associée a I'organogenése de la racine (Sevon et Oksman-
Caldentey, 2002). Le probléme principal lié a la culture in vitro de racines conventionnelles
c'est le taux de croissance qui est habituellement faible. Par ailleurs, les chevelus racinaires
induits par Agrobacterium sont a croissance rapide et génétiquement stables, ce qui leur
permet d’étre une alternative importante.

1.1. Agrobacterium
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Les membres du genre Agrobacterium sont des composants omniprésents de la flore
microbienne du sol, dont la grande majorité d’entre eux sont saprophytiques, survivants
principalement sur de la matiére organique en décomposition. Cependant, plusieurs
espéces du genre Agrobacterium causent aussi des maladies néo-plastiques aux plantes
(Escobar et Dandeka, 2003).

Ce genre regroupe les bactéries gram-négatives du sol qui appartiennent a la
famille des Rhizobiaceae de la sous-classe alpha des Proteobacteria (Woese, 1987 ;
Krimi et al., 2002). Les deux espéces les plus connues sont Agrobacterium tumefaciens
et Agrobacterium rhizogenes qui sont des pathogénes pour de nombreuses plantes
dicotylédones et quelques espéces monocotylédones (De Cleene et De Ley, 1981 ; Porter,
1991 ; Toivonen, 1993 ; Tourte, 1998 ; Shanks et Morgan, 1999). Elles causent une
prolifération anormale des cellules des plantes dans le site d’'infection qui manifeste par la
suite la formation de tumeurs nommés « crown galls » dans le cas d’A. tumefaciens ou de
racines adventives nommées « hairy roots » dans le cas d’A. rhizogenes (Mohajjel-Shoja,
2010).

Ces eubactéries ne sporulent pas et se présentent sous forme de bacilles de 0,6 a 1
pm de largeur et de 1,5 a 3 um de longueur. Elles sont mobiles grace a la présence de
1 a 6 flagelles péritriches (Kersters et De Ley, 1984; Tourte, 2001; Prescott et al., 2003;
Murugesan et al., 2010). Elles vivent en aérobie stricte a une température optimale de
croissance de 25°C a 28°C (Chriqui, 1998; Wlodarczyk, 2010), mais la plupart des souches
sont capables de pousser sous une pression d’oxygéne réduite (ce qui est le cas dans
les tissus végétaux par exemple) (Portier, 2004). Les bactéries du genre Agrobacterium
occupent différents habitats ; elles peuvent vivre librement dans le sol, dans I'environnement
racinaire (rhizosphére) ou comme pathogéne des plantes (Wlodarczyk, 2010). En milieu
solide, elles forment des colonies convexes, circulaires, lisses et de couleur beige claire
(Chriqui, 1998).

1.2. Agrobacterium rhizogenes et les génes du plasmide Ri

Agrobactreium rhizogenes (autrefois Phytomonas rhizogenes) a été identifié la premiére
fois il y a plus de 70 ans (White, 1972), comme l'agent causal de la maladie de plantes
connue comme syndrome du chevelu racinaire (Veena et Taylor, 2007). La cause principale
de cette maladie est la présence d’'un grand nombre de plasmides dans les souches d’A.
rhizogenes dénommés les plasmides Ri « Root inducing » (Figure 6) (Schell et al., 1976;
White et Nester, 1980). La classification de ces plasmides dépend du type d’opines qui sont
des dérivés de sucres et d’acides aminés, métabolisées exclusivement par les bactéries et
que dont les plasmides dirigent les plantes infectées a les synthétiser (Chilton et al. 1982 ;
Gelvin, 1990 ; Hamill et Lidgett, 1997 ; Zhou et al. 1998 ; Sevon et Oksman-Caldentay, 2002).

Les plasmides Ri sont groupés dans deux principales classes selon les opines
synthétisées par les chevelus racinaires. Les souches de type agropine (exemple : pRiA4,
pRi1855, pRiHRI, pRi15834 et pRILBA9402) qui induisent les racines pour synthétiser
I'agropine et les acides relatifs ; et les souches de type mannopine (exemple : pRi8196, TR7
et TR101) qui induisent les racines pour produire le mannopine et les acides correspondants
(Rhodes et al., 1990). D’autres souches sont aussi identifiées telles que les souches de type
cucumopine (représentées par pRi2659) et les souches de type mikimopine (représentées
par pRi1724) (Veena et Taylo, 2007).

Les plasmides Ri les plus étudiés sont ceux des souches de type agropine, qui
sont considérés comme étant les plus virulents, et sont a cet effet, les plus utilisés dans
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I'établissement des cultures de chevelus racinaires (Gelvin, 1990 ; Sevon et Oksman-
Caldentay, 2002 ; Casanova et al., 2005 ; Hu et Du, 2006).

Le plasmide Ri qui se caractérise par sa grande taille de I'ordre de 200 a 800 kilo bases
(kb) (Costantino et al., 1994 ; Broothaerts et al., 2005) porte un ou plusieurs fragments
d’ADN nommés T-DNA (Transferred-DNA), qui sont transférés vers la cellule végétale, et
des génes de virulence (vir) qui codent pour des facteurs de transfert nécessaires pour le
T-DNA (Hooykaas, 1984 ; Sheng et Citovsky, 1996 ; Zhou et Christie, 1999). Le T-DNA
est délimitée par 24 pb de séquences d’ADN répétées qui sont trés similaires entre les
plasmides Ti et Ri (Slightom et al., 1986).
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Figure 6: Structure du plasmide Ri d’Agrobacterium rhizogenes
(Mohajjel Shoja, 2010)

TL et TR montrés ici sont de la souche A4. Les ORFs (1-18) sont montrés comme des
boites ouvertes avec des lignes obliques au-dessus ou au-dessous des lignes en fonction
de leur orientation. Les fleches présentent I'orientation (5’ a 3’) des ORFs (Open Reading
Frames).

Les plasmides Ri de type agropine hébergent deux T-DNA, T|_ (T-DNA left ou gauche)
et TR (T-DNA right ou droit) de 15-20 kb qui sont transférés et intégrés indépendamment

dans le génome de la plante héte (White et al., 1985 ; Gelvin ,1990 ; Bensaddek et al.,
2008). Cependant les plasmides Ri de type mannopine et de type cucumopine contiennent
seulement un T-DNA qui partage une homologie considérable de séquences d'ADN avec
le T|_ des plasmides de type agropine (Gelvin ,1990). Le Ri-TR-DNA est trés proche des
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génes tms1 et tms2 de '’ADN-T d’A. tumefaciens et le Ri-T|_-DNA pourrait étre suffisant pour

induire la maladie des hairy roots (Riseuleo et al., 1982 ; Willmitzer et al., 1982 ; Huffman
et al., 1984). Les génes du T -DNA dirigent la synthése d'une substance qui recrute les

cellules pour se différencier dans des racines sous l'influence de la synthése d'auxines
endogeénes (Shen et al., 1988 ; Giri et Narasu, 2000). Le Ri-TR-DNA, qui est responsable de

la production d’auxines et de cytokinines, stimulerait I'action du Ri-T| -DNA, ce qui suggere

des modes d’infection entrainant les symptdomes de la maladie complétement différents
entre A. tumefaciens et A. rhizogenes (Giri et Narasu, 2000 ; Tikhomiroff, 2001 ; Luttge et
al., 2002).

Le Ri T-DNA contient des génes root locus (rol) responsables de la prolifération
racinaire (Sbabou, 2009). Le Ri-T| -DNA porte 4 loci : rolA, rolB, rolC et rolD ou ORFs

(Open Reading Frames) 10, 11, 12 et 15, respectivement (White et al., 1985, Slightom et
al., 1986), distinguant le plasmide Ri du plasmide Ti d’A. tumefaciens (Chavarri et al., 2010).
Ces génes rol ne montrent aucune homologie avec les génes d’A tumefasciens (Meyer et
al., 2000). rolA semble étre lié au métabolisme de I'acide gibbérellique impliqué dans le
développement de la plante. Son expression, tissu-dépendante (Guivarch et al., 1996 In
Vallet, 1996), est cruciale pour I'établissement du phénotype "racines transformées" (Meyer
et al., 2000). Selon le modéle actuel, 'expression de rolB produit une protéine membranaire
(B-glucosidase) spécialisée dans la reconnaissance d’auxines qui modifie la réponse de la
plante. Ceci se traduit par un tissu racinaire plus dense que la normale. Comme rolA, rolC
est impliqué dans le métabolisme de I'acide gibbérellique. Un modéle récent propose que
rolC serait impliqué dans le métabolisme et le transport des sucres (Nilson et al., 1997),
alors que White et al. (1985) suggérent que le rolC peut étre impliqué dans I'élongation
des chevelus racinaires. rolD n’est pas essentiel pour induire le phénotype des racines
transformées, mais son absence retarde I'apparition des racines transformées (Meyer et
al., 2000). La capacité des geénes rolA, rolB et rolC a induire des racines néoplastiques
(croissance plus vite que la normale) dans les tissus est équivalente a celle du T| -DNA

entier du plasmide Ri (Spano et al., 1988). Le TR-DNA du plasmide Ri se compose des

genes (aux1, aux2, RolB TR, mas1, mas2 et ags) qui contrélent la biosynthése des opines
et des auxines (Veena et Taylor, 2007). Cependant les génes aux jouent un réle auxiliaire
dans l'induction des chevelus racinaires (Cardarelli et al., 1987 In Casanova et al., 2005).

1.3. Les bases physiologiques de la formation du Hairy root

Le mécanisme moléculaire du transfert de ’ADN-T vers la plante hote est sensiblement
le méme pour les deux espéces d’Agrocaterium, mais la base physiologique de la
tumurogenése est totalement différente. Les tumeurs de la galle du collet résultent de
la surproduction des phytohormones spécifiées (auxine et cytokinines) par les génes de
'ADN-T d’A. tumefasciens (Gelvin, 1990). La base physiologique de la maladie du chevelu
racinaire n’est pas totalement comprise. L'altération du métabolisme de l'auxine dans
les cellules transformées a été supposée jouer un rble important dans I'expression du
phénotype du chevelu racinaire (Zambryski et al., 1989). Le T| -DNA joue un role majeur

dans l'induction des chevelus racinaires, et les génes qui codent pour la synthése de I'auxine
ontun réle accessoire (Cardarelli et al., 1987 In Sevon et Oksman-Caldentey, 2002 ; Palazon
et al., 1997). L'auxine est nécessaire dans l'induction du chevelu racinaire, mais il semble
probablement que l'auxine ne joue pas un rdle dans I'expression de 'ADN-T dans les
cellules des plantes transformées (Cardarelli et al., 1987 In Sevon et Oksman-Caldentey,
2002). Des études physiologiques ont par contre montré que les cellules transformées
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sont plus sensibles a I'ajout extracellulaire d’auxines que les racines normales (Shen et
al., 1998). Spano et ses collaborateurs (1988) ont suggéré que les génes responsables a
'augmentation de la sensibilité des cellules de chevelus racinaires a I'auxine sont localisés
sur le T -DNA.

1.4. Interaction Agrobacterium-cellule végétale : Mécanismes cellulaires de
transformation

La pathogénie d'Agrobacterium est un processus unique et fortement spécialisé impliquant
un transfert de géne entre les régnes bactérie-plante (Escobar et Dandeka, 2003). Ce
transfert nécessite un grand nombre d’étapes distinctes et essentielles (Thikhomirof, 2001).
Cependant le mécanisme de la formation du chevelu racinaire n'est pas complétement
compris (Sevon et Oksman-Caldentay, 2002 ; Veena et Taylor, 2007) du fait que A.
tumefaciens a été beaucoup plus étudié que A. rhizogenes. Aussi, les mécanismes
cellulaires de transformation sont généralement décrits chez A. tumefaciens. Néanmoins,
ces mécanismes restent semblables a ceux d’A. rhizogenes (Demarly, 1996 ; Veena et
Taylor, 2007).

On peut dissocier le mécanisme de la transformation en trois étapes : I'adhésion
bactérie-plante, I'activation des génes de virulence vir et I'exportation du plasmide T-DNA
vers la cellule héte. L'ensemble de ces événements se trouve illustré dans la figure 7.
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Figure 7: Vue générale du processus de l'interaction Agrobacterium—plante héte
(Pitzschke et Hirt, 2010).

Adhésion de la bactérie a la cellule végétale

Une des premiéres étapes dans linteraction entre I'Agrobacterium et la plante est
I'attachement de la bactérie a la surface cellulaire ; c’est une étape indispensable au
processus de I'infection (Scriban, 1999). En effet, la bactérie doit se maintenir attachée au
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site cible (Lippincott et Lippincott, 1969) pour créer un pilus de conjugaison reliant les deux
membranes cellulaires (Tikhomirof, 2001 ; Belaskri, 2010).

Les loci connus responsables de la synthése des enzymes et protéines impliquées
dans l'adhésion sont localisés sur 'ADN chromosomal de la bactérie (Scriban, 1999 ;
Thikhomirof, 2001). Huit Joci du chromosome bactérien sont principalement impliqués dans
cette adhésion. Ce sont : chvA, chvB (Douglas et al., 1985), chvD, exoC (Cangelosi et al.,
1987), cel (Matthysse, 1983), att (Mathysse, 1987), miaA et ros (Thikhomirof, 2001). Les
deux loci chvA et chvB ainsi que exoC, qui interviennent dans I'attachement,sont impliqués
dans la synthése et I'excrétion d’'un p-1,2-glucane hors de la bactérie, un polysaccharide
normalement périplasmique, dont le réle dans I'adhésion, bien qu’indispensable, est encore
mal compris (Cangelosi et al., 1989 ; Thikhomirof, 2001). Le locus cel est responsable de la
synthése d’un polysaccharide sous forme de fibrilles de cellulose, dont le réle est d’'améliorer
'adhésion une fois qu’elle a été initiée (Matthysse, 1983 ; Mathysse et Gurlitz, 1982).
Le pscA intervient dans la synthése de glucanes cycliques et d’acides succinoglycanes
(Cangelosi et al., 1987), et enfin att code pour une protéine de la surface cellulaire
(Matthysse, 1987). D’autres loci, comme ChvE, permettent la stimulation de I'induction des
genes vir, ce qui induit une sensibilité bactérienne aux composés phénoliques (Ankenbauer
et Nester, 1990; Cangelosi et al., 1990). Les réles de miaA, chvD et ros sont mal compris
(Thikhomirof, 2001).

Activation du processus d’infection (les génes vir )

Les génes qui codent pour les protéines impliquées dans la préparation du plasmide T-DNA
et dans son transport sont portés par le Ti-DNA et le Ri-DNA (Thikhomirof, 2001).

L'activation du processus d’infection est régulée par les génes de deux complexes
(VirA/VirG) et (VirA/IChvE) (Figure 8). Au sein du complexe (VirA/VirG), le produit du géne
VirA, la protéine kinase transmembranaire VirA exprimée a la surface de la bactérie (Leroux
et al., 1987), s’autophosphoryle suite a I'interaction directe avec un composé phénolique de
type syringol (le plus actif étant 'acetosyringone) sécrété par les cellules de la plante blessée
(Stachel et al., 1985 ; Lee et al., 1995 ; Nilsson et Olsson 1997 ; Giri et Narasu, 2000).
D’aprés Lee et coll. (1996), la sélectivité de VirA sur les composés phénoliques dépend
étroitement du plasmide Ti.

VirA active par phosphorylation le régulateur de réponse VirG, la protéine
cytoplasmique, qui déclenche la transcription des génes vir localisés sur la région vir du
plasmide (Stachel et Zambryski, 1986 ; Stock et al., 2000).

Les génes vir sont alors induits en cascade dans l'ordre virG, virB, virC, virD et virE.
Si les composés phénoliques sont en faible concentration ne permettent pas I'activation
de VirA, la protéine ChvE (une protéine périplasmique, chromosomale pouvant lier des
monosaccharides) prend en charge le deuxiéme complexe. Lorsque ChvE est activée par
son ligand, elle augmente la sensibilité de VirA aux composés phénoliques, permettant une
activation de VirA en présence de faibles concentrations de ces composés (Thikhomirof,
2001). Le troisiéme activateur des genes vir est I'acidité (Mantis et Winans, 1992 ; Li et al,,
2002 ; Gao et Lynn, 2005). Celle-ci régule I'expression du géne virG placé également sous
le contréle d’'un promoteur sensible au pH acide du milieu externe (pH 5,0 a 5,5) via une
protéine chromosomale Chvl (Mantis et Winans, 1993).
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Figure 8 : Model d'intégration et d’activité du signal
par les protéines ChvE/VirA transmetteurs du signal

(McCullen Binns, 2006).

Intégration et transfert de ’ADN-T dans la cellule de la plante infectée

L'intégration de 'ADN-T dans le génome de la plante est un processus aléatoire et d’autres
facteurs créatiques codés par les génes vir du plasmide T-DNA jouent un role clé dans le
déclenchement du processus de transfert (Hamill et Lidgett, 1997).

Les protéines responsables de la maturation et du transfert de ’ADN-T sont codées par
la région vir du plasmide Ti et ceux codés par les génes de virulence (chv) du chromosome
bactérien (Pelletier et Téoulé, 1999 ; Gelvin, 2000 ; Zhu et al., 2000 ; Tzfira et Citovsky,
2002). La bordure droite est essentielle au transfert de 'ADN dans la plante, suggérant que
le transfert s’initie au niveau de la bordure droite et se poursuivrait vers la gauche (Miranda
et al., 1992).

L'initiation du transfert commence quand le complexe virD1/virD2, qui comprend les
geénes virD1 et virD2 qui codent respectivement pour une endonucléase et une relaxase
(Windels et al., 2008), reconnait les séquences des bordures droite et gauche de '’ADN-T,
et il les clivent a une distance de 4 nucléotides de leur extrémité gauche et déclenche la
synthése d’'un ADN-T simple brin (Stachel et Zambryski, 1986). C’est sous cette forme qu'il
est exporté dans le noyau de la cellule végétale cible (Thikhomirof, 2001). VirD2 s’attache
de maniére covalente sur I'extrémité 5’ du simple brin du T-DNA (environ 600 copies) pour
le protéger contre les nucléases de la cellule végétale cible (Howard et Citovsky, 1990) et
elle porte les séquences NLS (Nuclear Localisation Signal) d’adressage vers le noyau de
la cellule végétale (Portier, 2004). Les protéines VirE1 stabilisent les protéines protectrices
VirE2 (Citovsky et al., 1992; Sundberg et al., 1996). Lensemble VirD2, VirE2 et T-DNA
simple brin constitue le « compexe T ». Les protéines virB (11 protéines produites par
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'opéron virB) ainsi que VirD4 serviraient de canal entre la bactérie et la cellule végétale
cible (Thikhomirof, 2001) pour transférer le brin du T-DNA selon un systéme de sécrétion
dit de type IV (Christie, 1997 ; Scriban, 1999). La protéine chromosomique AcvB jouerait
un role essentiel dans le transfert du plasmide, mais ce réle pourrait étre remplacé par
I'expression de virJ, régulée par I'acétosyringone (Pan et al., 1995 In Thikhomirof, 2001 ).
L'insertion de 'ADN-T se fait au hasard et sous forme de conjugaison illégitime dans le
génome végétal, mais préférentiellement dans les régions transcriptionnellement actives de
la plante (Tinland, 1996 In Liévre, 2004 ; Portier, 2004). A cet effet, les chevelus racinaires
dérivés montrent souvent différents modéles d'accumulation des métabolites secondaires
(Hu et Du, 2006).

Une fois intégré dans le génome, 'ADN-T sera transcrit dans les cellules de la plante
(Janssen et Gardner, 1989). Il se comporte comme un locus de plus (transgéne) pour la
plante, et est transmis de facon mendélienne a la descendance. Le transgéne est trés
exprimé car il comporte des séquences régulatrices de la transcription eucaryotiques (Giri
et Narasu, 2000 ; Portier, 2004).

Agrobacterium est donc avant tout un parasite qui se sert de la machinerie métabolique
de la plante pour synthétiser le substrat qui lui sert de source de carbone et d’azote
(Tikhomiroff., 2001).

2. Intérét des chevelus racinaires

La maladie du chevelu racinaire est causée par I'infection de plantes supérieures blessées
par I’Agrobacterium rhizogenes. Cette bactérie gram négative du sol transfére un segment
d’ADN (T-DNA) a partir de son large plasmide Ri (Root inducing) vers le génome de la plante
infectée (Guillon et al., 2006).

Ces dernieres années, un intérét considérable a été montré dans les cultures d'organes
transformés, principalement les cultures de chevelues racinaires (Santos et al., 2005).

2.1. Caractéristiques des chevelus racinaires

Les chevelus racinaires ont plusieurs propriétés qui ont favorisé leur utilisation en
biotechnologies végétales. Souvent ces racines se développent rapidement avec des temps
de dédoublement de la masse ressemblant a ceux des suspensions cellulaires, mais a
la difféerence de ces derniéres, elles sont des tissus différenciés qui tendent a produire
des meétabolites secondaires caractéristiques de I'espéce qui a été transformée (Hamill
et Lidgett, 1997). La facilité de leur I'entretien et leur capacité a synthétiser une gamme
de composés chimiques offrent un avantage additionnel comme source continue pour la
production des métabolites secondaires valables. Puisque la production des métabolites
secondaires est généralement plus élevée et génétiquement plus stable dans le tissu
différencié, les cultures de chevelues racinaires représentent une alternative de choix au
lieu de l'utilisation des cultures de suspension cellulaires (Shanks et Morgan, 1999).

Les chevelus racinaires sont aussi caractérisés par un degré élevé d’embranchements
latéraux, profusion de poils de racines et absence de géotropisme (David et al., 1984 ;
Tepfer, 1984). lls se développent souvent plus rapidement que les racines normales (non
transformées) a cause de leur embranchement étendu, ayant pour résultat la présence de
beaucoup de méristémes (White et Nester, 1980; Flores et al, 1999; Casanova et al., 2005).

Un dispositif important des racines induites par A. rhizogenes est leur capacité unique
de se développer in vitro en I'absence des régulateurs de croissance exogénes (Shanks
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et Morgan, 1999 ; Eckhart et Wink, 2002 ; Kim et al., 2002a ; Rao et Ravishankar 2002 /n
Veena et Taylor, 2007). Cette propriété peut aider a surmonter la difficulté de I'enracinement
de certaines especes (Devi et Rani, 2002).

Néanmoins, la transformation par A. rhizogeneses présente une limite majeure est
que la génération de plantes transgéniques par multiplication végétative demeure difficile
(Makhzoum, 2007 ; Sbabou, 2010).

2.2. Les chevelus racinaires comme source de métabolites secondaires

Les divers avantages de la culture de chevelus racinaires par rapport a la culture de
suspensions cellulaires incluent la stabilité génotypique et biochimique, la cytodifférentiation
et la croissance dans un milieu sans hormones (Hu et Du., 2006; Srivastava et Srivastava,
2007). Ces facteurs jouent un réle essentiel pendant la production de métabolites
secondaires.

Les cultures de chevelus racinaires de nombreuses plantes ont été établis et ont montré
une capacité biosynthétique de métabolites secondaires a peu prés identique ou plus
grande comparée aux plantes mére entiéres (Banerjee et al., 1998; Srivastava et Srivastava,
2007).

3. Stratégies d’amélioration de la production de métabolites
secondaires dans les chevelus racinaires
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Pendant la derniére décennie, des progrés considérables ont été accomplis pour stimuler
la formation et I'accumulation des métabolites secondaires en utilisant les cultures de
chevelues racinaires. Dans les plantes, I'expression de beaucoup de voies de synthése
de ces métabolites est facilement altérée par des facteurs environnementaux tels que la
disponibilité nutritive, les facteurs de stress, la lumiére, et les régulateurs de croissance
(Giri et Narasu, 2000). Ainsi, il n’est pas rare que la production de ces métabolites dans les
chevelus racinaires soit également considérablement affectée par les conditions de culture
(Kim et al, 2002b). Plusieurs stratégies ont été adoptées pour 'augmentation du rendement
en métabolites secondaires des chevelus racinaires:

3.1. Criblage et sélection de lignées racinaires de haute production

D'une fagon générale, la premiére étape dans n'importe quelle tentative de produire
une substance a partir des cultures in vitro de plantes est de choisir les lignées
les plus productrices et de continuer ce procédé de choix pendant toutes les étapes
suivantes d'optimisation (Georgiev et al., 2007). En raison de I'aspect aléatoire concernant
I'emplacement dans lequel le TDNA s’intégre dans le génome de la plante héte, les cultures
de chevelus racinaires résultantes souvent montrent des variations considérables dans
les taux de croissance, les rendements en produit et les modéles d'accumulation des
métabolites secondaires (Hu et Du 2006). En outre, bien que les cultures de racines
transformées soient considérées comme stables (Jambe et Morgan, 1999), une certaine
hétérogénéité a été trouvée dans ces racines, et la sélection répétée semble étre importante
pour obtenir des lignées racinaires stables et de haute productivité (Georgiev et al., 2007).

Pour obtenir des lignées racinaires trés productives, I'amélioration de la souche
commence par le choix d'une plante mére avec une teneur élevée du produit désiré.
Les différentes souches d’A. rhizogenes peuvent également affecter la transformation (De
Jessus, 2003) et le rendement en métabolites.
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A cet effet, la sélection de lignées cellulaires fortement productives a été pour longtemps
une stratégie bien connue pour la production de métabolites secondaires par les cultures
de cellules (Sevon et Oksman-Caldentay, 2002).

3.2. Amélioration du milieu de culture

Beaucoup de constituants des milieux de culture des chevelus racinaires sont des
déterminants importants de la croissance et de la production de métabolites secondaires
(Giri et Narassu, 2000; Sevon et Oksman-Caldentay, 2002;Georgiev et al., 2007; Bensaddek
et al., 2008). Donc I'utilisation de milieux de culture modifiés est généralement exigée
(Bensaddek et al., 2008). Des facteurs tels que la source de carbone et sa concentration,
la concentration ionique du milieu, le pH du milieu, la lumiére, les phytohormones, la
température et 'inoculum sont connus pour influencer cette production (Sevon et Oksman-
Caldentay, 2002; Bensaddek et al., 2008). La souche d’A. rhizogenes a également montré
un effet important sur la productivité de biomasse et d'alcaloides des chevelues racinaires
(Sevon et Oksman-Caldentay, 2002).

La modification des conditions de culture peut augmenter les taux de croissance et les

rendements de biomasse des chevelues de D. stramonium L.. En effet, des ions de Cu2+
(Hilton et Wilson, 1995), de nitrate, de calcium et de phosphore améliorent la production en
alcaloides tropaniques (Amdoun et al., 2009).

3.3. Elicitation

Les plantes produisent des métabolites secondaires dans la nature comme un mécanisme
de défense contre l'attaque par les pathogénes, les ravageurs et les stress abiotiques
(Croteau et al., 2000; He et al., 2002, Guillon et al., 2006). Les plantes donnent la méme
réponse quand provoquées par des composés d'origine pathogénique (éliciteurs) que
quand provoquées par le pathogene lui-méme (Pal Bais et al., 2001).

Les éliciteurs sont des signaux déclenchant la formation des métabolites secondaires
(De Jessus, 2003). Ces éliciteurs sont classés sur la base de leur nature dans deux grandes
catégories: éliciteurs abiotiques (facteurs physiques, minérales et chimiques), et éliciteurs
biotiques qui sont des facteurs d'origine vivante (comme les polysaccharides dérivés des
parois cellulaires) ou du pathogéne (comme la chitine ou les glucanes) (Yoshikawa, 1978;
Veersham, 2004; Namdeo, 2007).

3.4. Perméabilisation

Dans la plupart des cas, les produits constitués par les cultures de cellules des plantes
sont stockés dans les vacuoles (Wink, 1997; Georgiev et al., 2007). Afin de les libérer des
vacuoles, deux barriéres membranaires ; la membrane plasmique et le tonoplaste ; doivent
étre perméabilisées (De Jessus, 2003). Des tentatives ont été faite afin de perméabiliser les
cellules végétales transitoirement, pour maintenir la viabilité et la capacité de production des
chevelus racinaires intactes (De Jessus, 2003). La perméabilisation des cellules dépend de
la formation de pores dans un ou plusieurs endroits de la membrane cellulaire, permettant
I'expulsion de diverses molécules hors de la cellule.

Une grande variété d'agents de perméabilisation est employée de nos jours (Sevon
et Oksman-Caldentey, 2002; De Jessus, 2003). Parmi ces agents on trouve le Tween 20
(Boitel-Conti et al.,1996, Harfi, 2009), les solvants organiques tels que le dimethylsulfoxide
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(DMSO) (Sim et al., 1994); les sels et les polysaccharides (De Jessus, 2003), ainsi que
I'ultrasonication et I'electroporation (Rao et Ravinshankar, 2002 /n De Jessus, 2003).

3.5. Polyploidie artificielle

Manipuler le nombres de chromosomes (manipulation du ploidie) des systémes de chevelu
racinaire in vitro peut également fournir des moyens efficaces pour augmenter la productivité
en meétabolites secondaires (Georgiev et al., 2007). Souvent les plantes polyploides
présentent un gigantisme des organes a cause du complément chromosomique plus élevé
(Gao et al., 1996). Ce phénomene peut aider a améliorer I'accumulation des composés
bioactifs d’intérét dans la cellule. Ceci fut le cas quand des autotétraploides artificiels
ont été produits par traitement a la colchicine de Vetiveria zizanioides L. Nash. Les
tétraploides étaient vigoureux avec des racines plus épaisses et plus longues, et le
rendement en huile essentielle produite a été augmenté de 0,98% a 1,4% dans les racines
des plantes tétraploides comparées au témoin diploide (Lavania, 1988). De méme, les
racines d'une plante médicinale diploide Salvia miltiorrhiza, contiennent des quantités plus
elevés de tanshinones comme un résultat du traitement par colchicine du au complément
autotétraploide des chromosomes (Gao et al., 1996).
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Matériels et méthodes

1. Induction de la polyploidie par traitement des
chevelus racinaires a la colchicine

1.1. Matériel végétal

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire des ressources génétique et biotechnologie
(LRGB). La lignée de chevelu racinaire (HR) de Datura stramonium L. utilisée dans ce travail
est sélectionnée puis multiplieée pendant une année dans le milieu de Murashige et Skoog
(MS) solide (contenant 30 g de sucre et de pH ajusté entre 5,6 a 5,8) (annexe 1). Cette
lignée a été obtenue dans le cadre d’une autre étude par Mr. Harfi durant I'année 2010 en
transformant les hypocotyles de I'espéce par la souche A4 d’Agrobacterium rhizogenes.

La lignée de HR est régulierement (toutes les trois semaines) transférée sur un milieu
frais. Cette lignée est jugée performante du point de vue biomasse et production en
hyoscyamine. Elle est caractérisée par un degré de ramification racinaire trés élevé et une
teneure moyenne en hyoscyamine de 5,201+0,141 mg/g de M.S.. Une culture de cette
lignée a été réalisée dans un milieu de culture B5 liquide (Gamborg et al., 1968) (annexe
2), ou environ 0,5 g de poids frais sont cultivés dans des Erlenmeyers de 250 ml contenant
environ 50 ml du milieu B5 liquide enrichi de 30 g/l de sucre du commerce et dont le pH
est ajusté entre 5,6 a 5,8. Les cultures sont maintenues a 'obscurité sous agitation a 100
rom a une température de 25+2°C.

1.2. Induction de la polyploidie dans les Hairy roots de Datura
stramonium

Un essai factoriel a été conduit, pour cela des concentrations de 0,1% (2,5 mM) et 0,5%
(12,5 mM) ont été préparées par I'ajout de la colchicine (Colchicine 96%, Alfa Aesar A
Johnson Matthey Company, Germany) dans le milieu de culture B5 liquide (pH 5,6 a 5,8
+ 30 g/l de sucre). Ces solutions sont ensuite stérilisées a l'autoclave a 120° pendant 20
minutes. Pour induire la polyploidie nous avons suivi le protocole adopté par De Jesus-
Gonzalez et Weathers (2003), sur des racines uniques d’environ 2 cm prélevées a partir
des cultures en milieu liquide. Ces extrémités racinaires agées de 15 jours sont placées
dans des tubes a essai stériles contenant environ 10 ml de la solution de colchicine stérile
puis incubées dans la chambre de culture a une température de 25+2°C pendant 4, 7 et
11 jours (Figure 9). Aprés le traitement par la colchicine, les racines sont rincées 2 a 3 fois
par une solution stérile de milieu B5 liquide pendant 3 a 4 minutes, séchées sur du papier
filtre stérile, transférées dans un milieu B5 semi-solide (5g/l d’agar) puis incubées a 25°C
dans I'obscurité pendant 30 jours. Le témoin diploide a été préparé de la méme maniére
que les racines traitées dans le milieu B5 mais sans colchicine. Les racines qui émergent
de la racine principale ou les racines latérales sont examinées pour déterminer leur niveau
de ploidie.
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Aprés traitement, le dénombrement chromosomique des racines ayant survécu au
traitement a la colchicine s’ensuit en s’appuyant sur des observations cytologiques. Le ftri
des HRs polyploidisés est indispensable car les chevelus ne sont pas tous polyploides, il
existe méme des HRs en chimeére.

Les paramétres étudiés aprés les 30 jours de culture sont :

Calcul du taux de survie qui représente le pourcentage des racines ayant survécu
aprés le traitement a la colchicine;

Détermination du niveau de ploidie aussi bien pour les racines traitées que celles non
traitées a la colchicine.

Figure 9: lllustration des chevelus racinaires en
culture apres un traitement a la colchicine (Gr. 1,25).

1.3. Taux de survis

Aprés un mois de cultures, le taux de survis (TS) des chevelus racinaires dans le milieu de
culture B5 semi-solide, a été calculé pour chaque traitement selon la formule suivante:

MNombre de racines qpanf survécu
MNombre de racines fraifies

Taurx de survie = x100

Sont considérées comme vivantes, toutes racines qui, aprés 30 jours de culture,
continuent a se ramifier normalement et ne présentent aucun brunissement.

2. Détermination du niveau de ploidie
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Les chromosomes ne sont visibles que pendant une courte période du cycle cellulaire
(métaphase). Toutes les études cytogénétiques visent donc a obtenir un maximum de
cellules bloquées a ce stade. Pendant cette période chaque molécule d’ADN se condense
et devient alors visible au microscope.

Différentes méthodes sont décrites pour I'étude des chromosomes. Elles mettent en jeu
I'application d’agents chimiques pour le prétraitement, la fixation des cellules et la coloration
de la chromatine en métaphase. Ces méthodes sont bien décrites dans le cahier des «
Techniques de cytogénétique végétale » (Jahier et al., 1992).
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Matériels et méthodes

Afin de déterminer le niveau de ploidie des HRs traités a la colchicine et du HR témoin,
nous avons procédé au comptage chromosomique. Pour ces comptages, une analyse
cytogénétique a été faite sur des méristemes racinaires riches en cellules en pleine activité
mitotique. Avant d’induire la polyploidie, des plaques métaphasiques du HR témoin sont
examinées pour confirmer le nombre diploide des chromosomes (2n=2x=24).

La préparation des tissus (pointes racinaires) pour les observations microscopiques
passe par 6 phases principales:

Prétraitement

2.2

Il constitue I'étape clef de la cytogénétique et a pour objectif de bloquer les chromosomes
en métaphase, pour cela deux agents mitoclasiques ont été utilisés :

la 8-hydroxyquinoléine dont lasolution est concentrée a 0,002M (annexe 3). Les
extrémités des HRs de 2 cm en pleine croissance sont prélevées en fin d’aprés midi a
partir des cultures de chevelus racinaires des différents traitements, puis traitées par
cette solution sous une température de 4°C pendant une nuit.

la colchicine dont la solution est concentrée a 0.05 % (annexe 3): Les apex des
HRs sont prélevés préférentiellement le matin a 9h puis traités avec cette solution a la
température ambiante pendant 1h, 1h30 et 1h45 pour déterminer le meilleur temps de
prétraitement.

Fixation

2.3.

L'étape de fixation sert a préserver la morphologie du tissu et a réduire au minimum la perte
des acides nucléiques. De ce fait, les pointes de HRs ainsi traitées sont fixées soit dans une
solution froide du Carnoy (3v : 1v, éthanol absolu 100% : acide acétique glacial) pendant 24
heures a une température de 16°C, soit dans de I'acide acétique 90% pendant 30 minutes a
la température ambiante. Ce dernier traitement donne généralement les meilleurs résultats.

Conservation

24,

Les échantillons préparés peuvent étre conservés dans une solution d’éthanol 70% a 4°C
pendant plusieurs mois.

Hydrolyse

2.5.

L’acide chlorhydrique est utilisé pour provoquer I'hydrolyse des tissus qui a pour objectif de
faciliter 'écrasement des extrémités racinaires et donne ultérieurement un bon étalement
des cellules et une bonne dispersion des chromosomes entre lame et lamelle. En outre,
I'acide chlorhydrique libére les groupements aldéhydiques sur les molécules de sucre de
I’ADN par destruction des liaisons entre les bases puriques et le désoxyribose. L’hydrolyse a
été réalisée a I'aide d’une solution d’acide chlorhydrique 1N a 60°C pendant 9 a 10 minutes.

Coloration

Les pointes racinaires ainsi traitées sont immeédiatement incubées dans le réactif de Schiff
(solution de Feulgen) dans I'obscurité totale et a la température ambiante pendant 2 heures
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maximum. Le principe de la réaction se base sur la propriété qu’ont les groupements
aldéhydes, libérés lors de I'hydrolyse, de se réduire au contact de la fuchsine basique pour
donner un complexe spécifique coloré en rouge violacé. Ceci rend visible les chromosomes
au microscope photonique.

2.6. Observation

La zone méristématique est isolée et placée dans une lame propre puis pressée entre lame
et lamelle avec une goutte de carmin acétique 1% (annexe 3). L'excés du carmin est éliminé
puis la préparation est observée sous microscope photonique a faible grossissement (10X)
pour repérer les cellules en métaphase. Le comptage des chromosomes se fait ensuite
a un grossissement supérieur (40X). Pour I'établissement du caryotype, les photos sont
prises a I'aide d’'un microscope ZEISS Axio scope a un grossissement plus élevé (100X)
sous immersion (par I'huile de cédre). Le microscope est muni d’'une camera Sony M35
permettant d’atteindre un grossissement de 2500 x. Pour chaque lignée de HR, au moins
dix méristemes ont été analysés.

3. Sélection des lignées racinaires polyploides

Les HRs ayant survécu aux différents traitements a la colchicine ont été multipliés puis
étudiés sur le plan cytogénétique pour déterminer leur niveau de ploidie. Les HRs qui
présentent une bonne croissance et un nombre de chromosomes supérieur a celui des
HRs témoins sont retenus. Les autres (un nombre de chromosomes correspondant a I'état
diploide, ou un mélange de niveau de ploidie (mixoploides)) sont éliminés. Les HRs retenus
sont utilisés pour étudier I'effet de la polyploidisation et de I'élicitation sur la biomasse (poids
sec) et sur la production en hyoscyamine.

4. Confirmation du niveau de ploidie par la
quantification de ’ADN

4.1. Extraction de ’ADN
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La détermination du nombre de chromosomes chez Datura stramonium est tres difficile a
cause de leur petite taille (1,5 a 4um), c’est la raison pour laquelle, la détermination du
niveau de ploidie n’a pas été réalisée pour toutes les HRs ayant survécu au traitement a
la colchicine. .

De plus aprés le dénombrement des chromosomes des HRs traités a la colchicine,
seulement 3 lignées jugées polyploides ont été retenues pour confirmer leur niveau de
ploidie par la quantification de 'ADN.

Pour quantifier 'ADN, I'extraction de celui-ci a consisté, dans un premier temps, a
broyer 50 mg de HRs dans de 'azote liquide jusqu’a I'obtention d’une fine poudre homogéne.

Puis I'ADN génomique des HRs a été extrait par le kit NucIeoSpin® Plant Il (Macherey-
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Nagel, Germany) tout en suivant le protocole du fabricant. Les principales étapes du
protocole se résument comme suit :

Lyse des cellules avec du PL2 (Lysis Buffer) qui consiste a ajouter 300 uyl de PL2 a

la poudre puis 10 ul de RNase A pour éliminer 'ARN et permettre la quantification de
I'ADN génomique pure. Le mélange est incubé a 65°C pendant 10 minutes. Ensuite
75 ul du PL3 sont ajoutés puis ré-incubation dans de la glace pendant 5 minutes;

Filtration et clarification du lysa par centrifugation du lysa brut pendant 5 min a
11000xg pour éliminer les polysaccharides, les contaminations et les débris cellulaires
résiduels ;

Ajustement des conditions de liaison de 'ADN par 'ajout, au filtra de centrifugation,
de 450 pl du PC (Binding Buffer) tout en mixant les deux solutions ; pour créer des
conditions de liaison optimale de 'ADN au “silica membrane” fourni avec le kit ;

Liaison de I'ADN par filtration suivie d’'une centrifugation pendant 1 minute a
11000xg ;

Lavage et séchage du “Silica membrane” pour éliminer les contaminants, les
protéines et les métabolites par I'ajout de 400 pl du PW1 (Wash Buffer) puis
centrifugation a 11000xg pendant 1min suivie d’'un ajout de 700 ul de PW2 suivie
encore par une centrifugation a 11000xg pendant 1 min et enfin I'ajout de 200 pl du
PW2 puis une autre centrifugation pendant 2 min a 11000xg ;

Elution de 'ADN par un tampon d’élution PE (Elution Buffer) : on place le “Silica
membrane” dans un tube de 1.5 ml puis on ajoute 50 pl du PE et on I'incube dans un
bain marie a 70° C pendant 5 minutes puis on centrifuge les deux a 11000xg pendant
1min. On refait cette étape une autre fois dans le méme tube avec toujours 50 ul de
PE neuf.

Chaque résultat représente la moyenne de trois répétitions pour chaque lignée. La solution
contenant ’ADN est conservée dans un réfrigérateur avant d’étre quantifiée.

4.2. Quantification de ’ADN

Avant de quantifier TADN, une dilution de 30% de I'extrait brut doit étre effectuée. Apres la
dilution on fait une lecture de la densité optique (DO) de la solution diluée contenant ’ADN a
une longueur d’onde A=260 nm a l'aide d’'un spectrophotomeétre. Un témoin (blanc sans ADN
= eau distillée et PE) a servi pour I'étalonnage du spectrophotométre. La quantité d’ADN
(en ng/ul) est calculée par la formule suivante :

& aryy g Ll )= D0 g0y x 00 1 factenrde dilution

Q : quantité d’ADN en nanogramme par microlitre;

DO (260) : densite optique a une longueur d'onde A=260;

50 : coefficient d’extinction de ’ADN (ng/pl) ;

Facteur de dilution : pourcentage de dilution de I'extrait brut de 'ADN, il est égal a 0.3.
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5. Effet de I’élicitation sur la biomasse et le contenu en
hyoscyamine des HRs polyploides

Aprés confirmation du niveau de ploidie par la quantification de 'ADN, seulement deux
lignées de HRs jugées tétraploides (quantité d’ADN = double de celle du témoin ou un
nombre chromosomique supérieur) ont été retenues pour le reste du travail a savoir la
lignée Lpgp et la lignée Lpgc. Dans le but d’augmenter le contenu alcaloidique des

lignées racinaires obtenues, deux éliciteurs ont été utilisés a savoir I'acide salicylique (AS)

et 'acide acétylsalicylique (AAS) a 10'4 M pendant 24 heures (cette concentration a été
sélectionnée précédemment par Mr. Harfi pour son effet positif sur I'amélioration de la
production en hyoscyamine), plus un témoin sans élicitation. Pour cela des erlenmeyers de
250 ml contenant environ 50 ml de milieu de culture B5 liquide (Gamborg et al., 1968), de
pH entre 5,6 et 5,8 ; additionné de 30 g/l de saccharose, ont été utilisés pour étre inoculées
par 3 extrémités de HRs d’environ 2 cm &gés de 20 jours.

Les paramétres mesurés, aprés 21 jours de culture, est le poids sec afin d’estimer
I'effet des éliciteurs sur la biomasse des chevelus racinaires. Le poids sec est mesuré aprés
séchage des HRs dans I'étuve a 65°C pendant 24 heurs. La teneur en hyoscyamine est
aussi quantifiée afin d’estimer I'effet de I'élicitation sur la production en hyoscyamine.

6. Extraction et dosage des alcaloides

6.1. Extraction des alcaloides

Pour I'extraction des alcaloides, nous avons adopté le protocole de Amdoun et al., (2009)
basé sur le principe que les alcaloides se comportent comme des sels dans une solution
acide et comme des éléments organiques dans une solution basique. Les principales étapes
de ce protocole sont :

Broyage, a l'aide d’'un mortier, d’environ 50 mg des chevelus racinaires dans un
volume de 30 ml d’acide chlorhydrique (HCI) de 0,1N ;

Agitation du mélange pendant 10 minutes suivi par une filtration a I'aide d’'un papier
filtre;

Ajustement du pH a 10 par une solution d’'ammoniac (NH3) ;

Epuisement des alcaloides contenus dans la phase aqueuse par addition du
chloroforme (CHCI3) & volume égal (v:v) suivi d’une agitation pendant 10 minutes;
Ajout d’'une quantité de sulfate de sodium anhydre (Na2SQOg4) afin d’adsorber toutes

les impuretés. La solution est ensuite filirée et ne sera récupéré que le chloroforme
contenant les alcaloides ;

Evaporation partielle de la solution du chloroforme a I'aide du rotavapor a 80 °C ;

Evaporation compléte dans un bain marie réglé a 60°C jusqu’a séchage complet et
I'obtention d’'une tache au fond du tube (résidu sec).

6.2. Dosage de I’hyoscyamine
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Le résidu sec obtenu précédemment est repris dans 2 ml de dichlorométhane (CH2Cl2);

puis agité a l'aide d'un vortex. La solution obtenue est ensuite analysée par CPG
(Chromatographie Phase Gazeuse), tout en injectant une quantité de 2ul, pour identifier et
quantifier les alcaloides des lignées racinaires étudiées. L’identification et la quantification
des différents alcaloides contenus dans I'extrait sont effectuées en se basant sur les
caractéristiques des chromatogrammes obtenus aprés l'injection (a savoir le temps de
rétention et la surface du pic) par comparaison a la courbe d’étalonnage (figure 10): obtenue
par les solutions standards de Scopolamine hydrochloride (C17H21NO4.HCL) et d’Atropine

(C17H23NO3) qui est un isomeére racémique de I'hyoscyamine. Chaque résultat représente
la moyenne de trois répétitions.

v = 6506,9% - 440
A« 0,9995

Courbe ¢talon

Surface du pic

] 0.5 | L5 Z 2

uantite datnopne

Figure 10 : Courbe obtenue avec la gamme étalon de I'atropine.

7. Analyse statistique

L'analyse de la variance a un facteur (ANOVA1) et a deux facteurs (ANOVA2) ainsi que le
test de Tukey (classification en groupes homogénes) au seuil de 5% sont utilisés pour traiter
les résultats obtenus a 'aide du logiciel SPSS version 10.0.

Les graphes et les coefficients de corrélation sont obtenus a I'aide du logiciel Microsoft
Excel. Les moyennes suivies de la méme (ou les mémes) lettre alphabétique ne sont pas
significativement différentes.
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Résultats et interprétation

1.

Effets du traitement a la colchicine des chevelus

racinaires

1.1. Survie et croissance des chevelus racinaires traités par la
colchicine

Les effets de I'exposition aux concentrations variables en colchicine pour différentes durées
sur la croissance des HRs de Datura stramonium L. ont été évalués un mois apres le
traitement.

Les résultats obtenus (Tableau 1 et figure 11) montrent que le taux de survie des
chevelus racinaires traités dépend de la concentration de la colchicine utilisée et de la durée
d’exposition. Le taux de survie des HRs diminue sensiblement avec 'augmentation de la
concentration de la colchicine et de la durée du traitement.

Le taux de survie en absence de colchicine varie entre 90% et 100%, et ce, quelle que
soit la durée du passage dans le milieu de culture (figure 11).

Cependant, en présence de colchicine a la concentration de 0.1%, on note une nette
diminution du taux de survie avec 'augmentation du temps d’exposition. IL passe de 93.3
% pour une durée d’exposition de 4 jours a 76.6% pour une durée de 7 jours pour atteindre
60% pour une durée de 11 jours (figure 11).

En présence de 0.5% de colchicine, la dégradation du taux de survie suit la méme
tendance pour passer de 86.6% en 4 jours de traitements a 63.3% aprés 7 jours et 30%
apres 11 jours d’exposition (figure 11).

Par ailleurs, si 'on compare I'effet des différentes concentrations de colchicine pour
la méme durée d’exposition, on s’apercoit que pour 4 jours d’exposition les concentrations
de 0.1% et 0.5% entrainent respectivement une perte de viabilité de HRs de 6.7% et
13.3%. Pour une exposition de 7 jours, ces mémes concentrations de colchicine entrainent
respectivement une perte de viabilité de 13.3 % et 23.7%. Cependant, pour la durée de 11
jours d’exposition, les deux concentrations de colchicine entrainent respectivement 60 et
30% de survie des HRs (figure 11).

Les racines ayant survécu au traitement a la colchicine ont été reprises et multipliées
dans un milieu MS solide neuf (20 g de sucre, pH entre 5,6 a 5,8) avant d’étre utilisées pour
déterminer leur niveau de ploidie.

Tableau 1: Effet de la concentration en colchicine et de la durée du traitement sur le nombre de racines

ayant survécu et sur le taux de survie des HRs de Datura stramonium L.
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Concentration de la  Durée d'exposition (j)| Nombre de racines Taux de survie (%) bc
colchicine (%) . a

survécues
0 4 30 100
0 7 27 90
0 11 27 90
0,1 4 28 93,3
0,1 7 23 76,7
0,1 11 18 60
0,5 4 26 86,7
0,5 7 19 63,3
0,5 11 9 30

b = taux de survie (%)

a = racines qui ne brunissent pas et qui forment des racines latérales.
C = enregistré aprés un mois de culture.
F=5,770050,165; ddl=202; P=0 0660 066

100 1 = o o
50 1 i _
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7
-
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Figure 11 : Effet de la concentration en colchicine et de la durée
du traitement sur le taux de survie des HRs de Datura stramonium L.

2. Détermination du niveau de ploidie par le comptage
du nombre de chromosomes

Les Daturas ont fait 'objet de nombreuses recherches fondamentales en caryologie, mettant
en évidence la taille trés réduite des chromosomes ainsi que la variabilité du nombre
chromosomique intra et inter populations.

Dans le cadre du présent travail, nous n’avons étudié qu’une partie des lignées de HRs
obtenues a cause de la difficulté d’observer les chromosomes sur les pointes de HRs. C’est
un travail délicat qui demande beaucoup de temps.

Mise au point de la technique de coloration des cellules mitotiques
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L'obtention de bonnes plagues métaphasiques est la premiére condition pour une bonne
observation des chromosomes permettant un comptage aisé des chromosomes. A cet effet
deux agents mitoclasiques (Tableau 2) ont été testés a savoir la 8-hydroxy-quinoléine et la
colchicine a 0.05% pendant différentes durées de contact.

Dhrée ! Fiésultats

Prétratternent !

! Vtzzez bhon étalement  des

& hyrdrooy-Chuinoleine | Une mit & 4°C | chromosomes  avec  une  bonne
| | mdradualisation.
! | Flagues métaphasiques de marvaise
I lhalatempérature  |ynalité,  chromosores ATSET
| arnbilante | contractés et mal dispersés en
| | tdtaphase.

Colchicine 4005 % | "Bornes  plagues  métaphasiques,
| 1h30 4 la ternpérature | chroraosormes  plus  décontractés
| arnbiante | (longs chromosomes) et assez hien
i | wishles.

) ) | Cellules presque towtes en division,
1h45 3 Ia teraperature | chromosomes contractés de nowvean,
arabiante :
Tableau 2 : Effet du prétraitement des HRs sur la
morphologie et sur la qualité des plaques métaphasiques.

Les conditions plus ou moins optimales d’obtention des plaques métaphasiques ont
été celles avec le prétraitement a la 8-hydroxy-quinoleine qui a permis d’avoir beaucoup
de plaques métaphasiques d’une assez bonne qualité. Cependant, la colchicine a 0.05 %
ne semble pas étre un tres bon agent pour le prétraitement de notre matériel sauf pour la
durée de 1h30.

Comptage chromosomique

L’'analyse cytologique des extrémités racinaires de la lignée parentale de HRs Lpg a partir

d’une dizaine de plaques métaphasiques a révélé que cette lignée est diploide. Son nombre
chromosomique est de 24, c'est-a-dire 12 paires de chromosomes 2n=2x=24 chromosomes
(x=12 = nombre de base) (Figure 12.1).

En raison de la petite taille des chromosomes et de la basse fréquence des cellules en
métaphase dans les extrémités des HRs de Datura stramonium L., le comptage du nombre
de chromosomes a été difficile. C’est la raison pour laquelle, un nombre limité de HRs
ayant survécu au traitement a la colchicine a fait I'objet d’'une étude cytogénétique (faute
de temps).

L’étude caryologique de quelques lignées colchiploides montre une variation du niveau
de ploidie. Le nombre de chromosomes de ces lignées s’est toujours montré supérieur au
nombre de 24, mais il reste difficile a définir avec précision. En outre, un nombre important
de mixoploides a été obtenu chez les lignées racinaires traitées aux concentrations de 0.1
et 0.5 % de colchicine, et ce, pour toutes les durées de contact. Cependant un certain
nombre de HRs traités a la colchicine est resté a I'état diploide sans changement du nombre
de chromosomes. Par ailleurs, certaines lignées de HRs se sont avérées aprés comptage
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chromosomique des tétraploides. Celles-ci ont été obtenues avec le traitement par 0,5% de
colchicine et pour les durées de 7 jours mais surtout a la durée d’exposition de 11 jours.

Figure 12 : Plaques métaphasiques des lignées racinaires sélectionnées
(1:Lps, 2: Lpsa. 3: Lpsg. 4: Lpsc). (Gr = 1500)

3. Sélection des lignées racinaires performantes

La sélection des lignées racinaires performantes a été faite d’abord sur la base de leur
niveau de ploidie puis sur celle de leur phénotype (vigueur et ramification). Les lignées
de HRs restées a I'état diploide ou qui sont mixoploides n’ont pas été sélectionnées pour
I'étude de la biomasse et de la teneur en hyoscyamine. De méme les lignées qui présentent
une faible croissance (faible ramification et faible croissance) sont éliminées.

De I'ensemble des lignées racinaires jugées tétraploides, seules trois lignées sont
sélectionnées d’abord pour confirmer leur niveau de ploidie puis pour étre utilisées
ultérieurement dans I'étude de I'effet de la polyploidisation et de I'élicitation sur la biomasse
et la teneur en hyoscyamine. Les lignées sont obtenues avec le traitement a 0.5 % de
colchicine, cependant, 'une avec la durée d’exposition de 4 jours (LpgR) et les 2 autres a

la durée de 11 jours (Lpsa et Lpsc) (Figure 12. 2, 3 et 4).

La culture des lignées ainsi sélectionnées conduite dans le milieu B5 liquide pendant
20 jours n’a révélé aucune différence morphologique entre la lignée diploide et les 3 lignées
jugées tétraploides (Figure 13).
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Figure 13 : Morphologie des lignées sélectionnées aprés 20 jours de culture dans
le milieu B5 liquide (1: Lps =témoin, 2: Lpsa, 3:Lps, 4 : Lpsc)- (Gr =0,61)

4. Confirmation du niveau de ploidie par la
quantification de ’ADN
Aprés l'extraction de 'AND des HRs des 4 lignées sélectionnées précédemment, une
quantification a I'aide d’'un spectrophotomeétre a été effectuée selon la méthodologie décrite

dans matériel et méthodes. Les résultats de la densité optique ainsi que de la quantité de
I’ADN (ng/ul) correspondante sont représentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Densité optique et quantité d'ADN des 4 lignées de HRs sélectionnées.

Lignée DO a 260 nm Quantité d’ADN (ng/pl)
Lignée Lpg Lignée 0,009 0,0186 0,014 0,019 0,14 (A) 0,28 (B) 0,22
LpsAa Lignée Lpsp Lignée (AB) 0,29 (B)

Lpsc

Les lettres (A et B) correspondent aux groupes homogénes obtenus par le test de
Tukey.

Les résultats de la quantification de TADN montrent que la quantité d’ADN est plus
élevée chez les lignées polyploides, ce qui confirme leur polyploidisation par le traitement
a la colchicine. Une augmentation de 57% de cette quantité a été observée chez la Lpsp
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par rapport a la lignée diploide (Lpg), alors qu'une augmentation de 107% et de 100% est
enregistrée respectivement chezlaLpgc etlaLpga. Ce qui correspond a un dédoublement
de la quantité d’ADN chez ces deux derniéres lignées comparées a la lignée diploide.

Une telle augmentation de la quantité d’ADN montre qu’il y a eu aussi un dédoublement

du génome et donc il confirme I'étude cytogénétique c’est-a-dire qu’il y a eu une obtention
de lignées tétraploides (Lpsa et Lpsc). Pour la Lpgp, 'augmentation de la quantité ’ADN
n’a été que de 60%, cette lignée ne serait pas vraiment tétraploide. Elle est éliminée a son
tour dans la suite du travail.

En effet, 'analyse de la variance a un facteur (annexe 4) a révélé un effet trés
hautement significatif de la lignée de HRs sur la quantité d’ADN obtenue. La comparaison
des moyennes en utilisant le test de Tukey révéle la présence de deux groupes homogénes
chevauchants (A : Lpsc etLpsa; B:Lps; AB:LpsB).

Les lignées de HRs Lpgc et Lpsa sont donc confirmées comme des tétraploides.
Elles ont été multipliées en méme temps que la lignée Lpg pour I'étape suivante : étude de

I'effet de la polyploidisation et de I'élicitation sur la biomasse (poids sec) et sur la teneur en
hyoscyamine. La Lpgp a été éliminée définitivement éliminée, elle pourrait correspondre

a une lignée de type mixoploide.

5. Effet de la polyploidisation sur la biomasse (poids
sec) et la teneur en hyoscyamine

Les lignées sélectionnées aprés I'étude cytogénétique et la quantification de '’'ADN sont :
la lignée téemoin (Lpg) qui est la lignée diploide et les deux lignées tétraploides (Lpsa et

Lpsc). Elles sont cultivéees dans un milieu B5 liquide pendant 20 jours puis sont récoltées
pour déterminer I'effet de la polyploidisation sur la biomasse (le poids sec) et la teneur en
hyoscyamine (Tableau 4).

Les résultats obtenus montrent que le poids sec varie en fonction du niveau de
ploidie de la lignée. Le poids sec de la lignée diploide (Lpg) est de 0,2078g alors qu’une

augmentation du poids sec a été enregistrée chez les lignées tétraploides en comparaison
a la lignée diploide. Les niveaux d’amélioration de la biomasse sont de I'ordre de 22% et
12% respectivement pour les lignées Lpga et Lpgc. Une différence dans le poids sec est

aussi observée entre les lignées tétraploides.

Les teneurs moyennes en hyoscyamine des 3 lignées de HRs varient aussi en fonction
du niveau de ploidie. Une teneur en hyoscyamine de 4,378 mg/g de M.S. a été enregistrée
chez la lignée diploide alors que chez les lignées tétraploides les teneurs en hyoscyamine
sont supérieures. Ces teneurs sont de 5,516 et 9,068 mg/g de M.S. respectivement pour
les ligneées LpgA et Lpsc, soit une amélioration de 26 % et 106% respectivement pour ces

deux derniéres lignées.

L'analyse de la variance a un facteur (annexe 5) n’a révélé aucun effet de la
polyploidisation sur le poids sec alors qu’un effet hautement significatif a été obtenu pour
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le contenu en hyoscyamine et le test de Tukey montre ainsi deux groupes homogénes
chevauchants (A:Lpsc; B:Lps; AB:Lpsa).

| ! !
iznée | Poids sec | | Taux d’amélioration par
Ligneé | | | oration p
i @ i Teneur en Hyoscyamine | Topportau temoin (36
_________ N olC__l___ fwgleM.5) .

| | |

Lpe 1 02078 4406080 | -

Lre: | 0,2535 | 5,547 0,450 (LB | 26 ¥,

e 02333 o075e04T(E) 106 %

Tableau 4 : Effet de la polyploidisation sur la biomasse et la teneur
en hyoscyamine des chevelus racinaires de Datura stramonium L..

Les lettres (A et B) correspondent aux groupes homogénes obtenus par le test de
Tukey.

6. Effet des éliciteurs sur de la biomasse et sur la
teneur en hyoscyamine des HRs

Les lignées précédemment sélectionnées ont fait I'objet d’'un essai d’élicitation par I'Acide
salicylique (AS) et I'Acide acétylsalicylique (AAS). Pour cela les chevelus racinaires sont
cultivés pendant 21 jours en milieu liquide B5 (Gomborg, 1968). L’élicitation a été réalisée

sur ces chevelus pendant 24 heures avant la récolte a la concentration de 10'4M des deux
éliciteurs. Les résultats de I'élicitation par les deux éliciteurs sur le poids sec et la teneur
moyenne en hyoscyamine des trois lignées racinaires sélectionnées sont regroupés dans

le tableau 5.
Lignée Eliciieur Poids sec (g) Tenewr en hyoscyamine
(mgg M5)

SE | 0,2072F I 4.406+0,413B%

Ly ES . IRIER: . T B0 056
b5 | I],IBAI!ISE | f1, 330+ D,El?ﬁ"’
sE | 0,25358 | 5,547+ 0 4a08Bs
L 5 03005~ I & 0dat D,EE?‘E‘*
LS | 0,23345 I 5,977+ 0, 130080

sE | 0,23335RE | QO075£0 47858
Lrge S| 0,2342558 I 12,315+ 0,266
ERS 0,2302°F 11,309+ 0,135
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Résultats et interprétation

Tableau 5 : Effet de I’élicitation sur la
biomasse (poids sec) et la teneur en hyoscyamine.

Les lettres (A et B) et (a,b et c) correspondent aux groupes homogénes obtenus par
le test de Tukey.

SE : Sans élicitation ; AS : Acide salicylique ; AAS : Acide acétylsalicylique.

Effet de I’élicitation sur la biomasse

Les résultats obtenus montrent que le poids sec varie en fonction de I'éliciteur ce qui
signifie que I'élicitation a un effet sur la croissance des lignées racinaires. La lignée Lpsa

semble étre celle qui se développe le mieux en terme de poids sec, et ce, quel que soit
I'éliciteur appliqué. Par ailleurs, I'Acide acétylsalicylique (AAS) exerce un effet inhibiteur
sur la croissance des chevelus racinaires du fait qu’il entraine une Iégére diminution de la
biomasse par rapport au témoin sans élicitation (SE) de chaque lignée de HRs (Figure 14).
Par contre I'Acide salicylique entraine une légére augmentation du poids sec. Ainsi le poids
sec moyen varie de 0,19495 g (le résultat le plus faible) obtenu par le traitement de la lignée
diploide (Lpg) par de I'AAS a 0,3005 g (le résultat le plus élevé) obtenu par le traitement de

la lignée Lpsa par de I'AS. De plus, pour cette derniére lignée, caractérisée par les poids

secs les plus élevés, 'AAS entraine une diminution du poids sec de 7,92% par rapport au
témoin (SE) de cette méme lignée alors que I'AS entraine une augmentation de 18,55% par
rapport au témoin non élicité toujours de cette méme lignée.

Par ailleurs, I'analyse de la variance a deux facteurs (ANOVA 2) révéle un effet
significatif de la lignée et un effet non significatif de I'éliciteur. LANOVAZ2 n’a pas non plus
montré d’effet d’interaction entre les deux facteurs sur le poids sec. Le test de Tukey montre
deux groupes homogénes chevauchants pour la lignée (A : Lpsa; B : Lps; AB: Lpsc)

(annexe 6).

= F=0 23002 02001194, ddl=2/204; P=0,004/0 1680 363
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Figure 14 : Effet des éliciteurs sur la biomasse
(poids sec) des lignées de chevelus racinaires.
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6.2. Effet de I'élicitation sur la teneur en hyoscyamine

Les teneurs en hyoscyamine des différentes lignées varient en fonction des traitements.
Contrairement a la biomasse, la teneur en hyoscyamine la plus importante est obtenue avec
la lignée Lpgc traitée par I'Acide salicylique. Les teneurs moyennes varient de 4.406 mg/
g de M.S. a 12.315 mg/g de M.S. respectivement pour la lignée diploide (Lpg) non élicitee

et pour la lignée Lpg traitée avec I'AS (Figure 15).

En effet, la lignée diploide (Lpg) produit 4.406 mg/g de M.S. sans élicitation, 6.330 et
7.697 mg /g de M.S. respectivement aprés I'élicitation avec AAS et AS. Cependant, pour
la lignée Lpga, la teneur moyenne en hyoscyamine passe de 5.547 mg/g de M.S. sans
élicitation a 8.046 et 5.977 mg/g de M.S. aprés élicitation par I'AS et 'AAS respectivement.
En outre la lignée Lpgc, produit 9.075 mg/g de M.S. sans élicitation contre 12.315 et 11.309
mg/g de M.S. en présence des 2 éliciteurs respectivement AS et AAS (Figure 15).

L'analyse de la variance a deux facteurs (annexe 6) a révélé un effet trés hautement
significatif de la lignée et de I'éliciteur. Aucun effet d’interaction entre ces deux facteurs sur
la teneur en hyoscyamine n’a été observé.

La comparaison des moyennes par le test de Tukey montre deux groupes homogénes
chevauchants concernant la lignée quel que soit I'éliciteur (A: Lpsc; B:Lps; AB:Lpsa)
et trois groupes homogénes concernant I'éliciteur quelle que soit la lignée du HRS (a: AS ;
b : AAS ; ¢ : SE) (tableau 5).

Par ailleurs, une corrélation positive et significative entre la quantité d’ADN et la teneur
en hyoscyamine des trois lignées a été enregistrée (R=0,731). Ce résultat indique que le
niveau de ploidie joue un réle certain sur la teneur en hyoscyamine.

F=62 56743 916/0,910; dd=27204; P=0,000/0 0000459
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Figure 15 : Effet des éliciteurs sur la teneur en hyoscyamine des chevelus racinaires.

6.3. Taux d’amélioration de la teneur en hyoscyamine
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Résultats et interprétation

Les deux éliciteurs présentent des effets nets sur la production en hyoscyamine pour toutes
les lignées. En effet, et d’'une maniére générale et par rapport aux témoins non élicités,
I'AS semble plus efficace que I'’AAS (figure 16). En effet, pour la lignée diploide Lpg, 'AS a

engendré une amélioration de 74,7%, alors que '’'AAS n’a enregistré qu’'une amélioration de
43,66%. Pour la lignée Lpsa, I'AS a amélioré la teneur en hyoscyamine de 45.1% tandis

que I'AAS n’a augmenté cette teneur que de 7.8%. Pour la lignée Lpgc, I'AS a entrainé
une amélioration de la teneur en hyoscyamine de 106% alors que '’AAS n’a amélioré cette
teneur que de 24,6%.

Par ailleurs, si on compare les résultats obtenus avec le témoin Lpg non élicite,
on s’apercoit que les niveaux d’amélioration sont nettement plus élevés avec une nette
dominance de I'’AS par rapport a I'AAS (figure17).

Onremarque en effet, que lalignée Lpg présente des taux d’amélioration intéressants
qui sont de 25.9%, 82.6% et 35.7% en comparaison avec la lignée Lpg témoin (diploide
non élicitée). De méme pour la lignée Lpgc, on note des niveaux d’amélioration encore
plus élevés qui sont de 106%, 179.5% et 156.7% (figure 17).

Ces derniers résultats montrent bien l'effet conjugué de la polyploidisation et de

I'élicitation sur I'amélioration de la teneur en hyoscyamine chez les HRs de Datura
stramonium.
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Figure 16 : Taux d'amélioration induits par I'élicitation au sein de chaque lignée HRs
(les fleches indiquent la valeur du témoin ayant servi au calcul du taux d’amélioration).
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Figure 17 : Taux d'amélioration induit par I'élicitation et la polyploidisation
par rapport a la lignée HRs Lpg non élicitee (les fleches indiquent

la valeur du témoin ayant servi au calcul du taux d’amélioration).
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Discussion

Les plantes polyploides ont joué un réle important en agriculture (Lewis, 1980). Pour les
plantes médicinales, les polyploides sont habituellement plus valables parce qu'ils montrent
une biomasse ou une teneur en composés d’intérét plus élevés (Gao et al., 1996).

Survie et croissance des HRs traités par colchicine

L'un des indices les plus importants pour I'évaluation de l'impact des traitements de
polyploidisation est le taux de régénération du matériel traité (Stanys et al., 2006).
L'inhibition de la croissance des plantes et la mortalité occasionnelle sont un phénoméne
connu chez les autotétraploides induits (Saeed et al., 2006). A cet effet, la définition précise
de la concentration de la colchicine est cruciale pour le succés de l'induction in vitro de la
polyploidie (Zhang et al., 2008).

Nos résultats aprés 30 jours de culture, ont permi de trouver un compromis entre la
concentration de la colchicine et la durée de traitement pour assurer un taux acceptable
de survie des HRs. A cet effet, plus la concentration augmente plus le taux de survie des
lignées racinaires diminue, ceci est aussi valable pour le temps de contact de la colchicine.
La relation inverse entre la concentration en colchicine et la survie des explants a déja été
signalée pour d’autres espéces in vivo (Dwivedi et al., 1986; Sikdar et Jolly, 1994) et in vitro
(van Duren et al., 1996 ; Chakraborti et al., 1998 ; Yang et al., 2006 ; Sun et al., 2009).

Le traitement des graines de deux variétés de cotton (Gossypium arboreum) par une
solution de 0,5% de colchicine pendant 24 h inhibe la germination de 17 et 28%, par rapport
aux témoins respectivement pour les variétés PMo et PM3 (Wongpiyasatid et al., 2003).

Cependant, I'application pendant 3 jours successifs, sur le méristétme apical des jeunes
plantules d’'une plante appelée téte de dragon (Dracocphalum sp.) avec une solution de
colchicine concentrée a 0.1 et 0.5% a donné des taux de survie de 45 et 39% respectivement
(Omidbaigi et al. 2010a). Ces mémes conditions de traitement ont donné des taux de 53%
et 21% respectivement aprés le traitement du basile (Ocimum basilicum) (Omidbaigi et al.,
2010b). Ces auteurs rapportent que sur les 5 concentrations de colchicine appliqués, 0.1 et
0.5% semblent étre les plus efficaces pour la production des tétraploides.

Des résultats similaires ont aussi été obtenus par le traitement des segments basaux
de chaumes de Juncus effusus L. par ces deux concentrations de colchicine (0,1% et 0,5%)
pendant 6, 12 et 24h. Des taux de survie de 80, 60.63 et 50% ont été obtenus avec la
concentration de 0,1% pendant respectivement 6, 12 et 24 h alors que pour ces mémes
durées mais a une concentration de 0,5% ce taux a été beaucoup plus faible 41.67, 26.79
et 19.08% (Xu et al., 2010). Cette derniére concentration (0.5%) a montré une variation
significative du taux de survie chez 38 populations tunisiennes de fenugrec utilisées pour
linduction de la polyploidie. Un taux moyen de 82% a été obtenu pour les populations
traitées par la colchicine comparé au témoin qui présentait 100% de survie (Marzougui et
al., 2011).

Chez les jeunes plantes du Lilas des Indes (Lagerstroemia indica L.), la solution de
0,5% de colchicine pendant 96h donne un taux de mortalité de 4,17%. Ce faible taux a été
expliqué par I'application localisée de I'agent antimitotique qui réduit les effets négatifs de la
colchicine sur le développement global de la plante, et de ce fait, augmente le taux de survie
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des jeunes plantes (Ye et al., 2010). Alors que les plantes de ginger (Zingiber officinale) ont
présenté un taux de mortalité supérieur a 89% lorsqu’elles sont traitées pendant 2h a une
concentration de colchicine de 0.5% comparé a 3% chez le témoin (Smith et al., 2004). Chez
le bananier traité dans les mémes conditions un taux de mortalité de 48% est enregistré
(Hamill et al., 1992). Par ailleurs, I'utilisation de la colchicine a la concentration de 0.1%
pour l'induction de la polyplodie sur les bourgeons apicaux de Dioscorea donne des taux
de mortalité de 16.7, 20.8 et 33.3% respectivement pendant 24, 36 et 48h (Zhang et al.,
2010). Cette concentration entraine aussi des taux de mortalité de I'ordre de 37.5% mais
pendant 60h chez Astragalus membranaceus (Chen et Gao, 2007) et 43% chez Eucalyptus
globulus (Lin et al., 2010).

Des effets semblables de la dose et du temps de traitement a la colchicine sur l'inhibition
de la croissance et la survie du matériel de base utilisé ont été aussi rapportés par d’autres
auteurs en traitant des cals de Citrus (Wu et Mooney, 2002), de Gossypium arboretum
(Saeed et al ., 2006) et de Pseudostellaria heterophylla (Ye et al ., 2009) . Le traitement
de cette derniére espéce par la colchicine pendant 4 et 6 jours a entrainé une mortalité de
6.7% et 43,3% respectivement, alors qu’aucun cal n’a survécu apres 8 jours de traitement.
Chez Paulownia tomentosa et Alocasia micholitziana, une solution de 0.1% pendant 3
jours conduit a une mortalité compléte des cals (Tang et al ., 2010).

Ce taux de mortalité qui augment avec 'augmentation de la concentration peut étre da
a la phytotoxicité de la colchicine.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par les différents auteurs notamment ceux de
Marzougui et al. (2011) pour la concentration de 0.5% avec 86,66% de survie et ceux
obtenus par Xu et al. (2010) avec 0.1% avec un taux de survie de 60 a 93,33%. Nos
résultas sont aussi en accord avec ceux obtenus par De Jesus-Gonzalez et Weathers (2003)
ou environ 25% des HRs d’ Artemisia  annua traités meurent, indépendamment de la
concentration utilisée.

Détermination du niveau de ploidie par étude cytogénétique

Selon Azhar et Mohd-Nazir (1991), la technique de prétraitement avec la 8-hydroxy-
quinoléine donne des chromosomes plus condensés et par conséquent peut augmenter leur
visibilité. Cependant, cette technique est trés laborieuse et son utilisation pour le criblage
des polyploides reste limitée (van Duren et al ., 1996).

Le niveau de ploidie peut étre détecté par un comptage chromosomique conventionnel
(Brutovska et al. 1998). Bien que, cette technique soit laborieuse aussi et demande
beaucoup de temps, particulierement quand le nombre d'individus a analyser est grand
(Roux et al. 2003), elle est plus précise car elle permet d’identifier les mixoploides et d’établir
le caryotype de I'espéce étudiée. Le comptage chromosomique est la méthode la plus
réaliste parce qu'elle détermine le nombre exacte de chromosomes (Dolezel et al., 2007).

L'examen cytologique des extrémités racinaires de notre lignée parentale Lpg a été

vérifié en tant que diploide avec 24 chromosomes comme précédemment déterminé par
d'autres auteurs qui ont étudié cytogénétiquement Datura stramonium L. Aird et al., (1988),
Baiza et al., (1999) et Berkov et al. (2003) rapportent que I'analyse cytogénétique des
lignées de HRs de D. stramonium L. montre qu’elles possédent un nombre de chromosomes
euploide de 2n=2x=24.

Le nombre élevé des mixoploides trouvé dans nos plagues métaphasiques dans
les mémes conditions de traitement pourrait étre di a I'état des cellules qui seraient
responsables de linitiation de nouvelles racines. Bien qu'un certain nombre de cellules
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dans le tissu méristématique puisse passer a I'état polyploide, beaucoup d'autres peuvent
rester diploide. Ainsi, il était possible de trouver des zones ou des cellules normales et
polyploidisés étaient entremélées (Dermen et Henry, 1944; Pryor et Frazier, 1968; Wan et
al., 1989).

Confirmation du niveau de ploidie par I'extraction de ’ADN

Biradar et al. (1993) indiquent que les quantités nucléaires d'ADN changent dans les tissus
somatiques a cause de I'endoréplication conduisant a la formation de noyaux polyploides.

L'autoploidie induit différents effets chez les organismes. L'un des effets remarquable
reste I'augmentation de la quantité de chromatine présente dans les noyaux du fait de
la multiplication du nombre de chromosomes (Bilquez, 1956). Ceci explique aussi le
dédoublement de la quantité d’ADN chez deux de nos lignées tétraploides aprés un
traitement a la colchicine.

Effet de la polyploidisation sur la biomasse (poids sec) et la teneur en hyoscyamine

La biomasse élevée liée aux plantes polyploides est une propriété recherchée chez les
espéces médicinales du fait que les tiges, les fleurs et les racines sont souvent la source
des composés actifs désirés (Liu et Gao., 2007). Il a été souvent observé que les plantes
tétraploides ont des racines, des tiges et des pousses plus grandes et une biomasse plus
élevée que les diploides (Gao et al. 2002 ; Tascan, 2007).

Ainsi le poids frais moyen de la racine des plantes tétraploides de Salvia miltiorrhiza
augmente considérablement (1.54-2.79 fois) comparé a celui de la plante témoin non traitée
(Gao et al.,, 1996). Une augmentation semblable de la biomasse a été rapportée chez
Panax ginseng C.A. Meuer ou les biomasses fraiches et séches des racines adventices
octaploides sont plus élevées (164,8 MF mg/racine et 13,8 MS mg/racine) comparées avec
les racines naturellement tétraploides (106,5 MF mg/racine et 11,7 MS mg/racine) (Kim et
al., 2004).

La comparaison entre les propriétés des plantes diploides et tétraploides indiquent que
'augmentation du niveau de ploidie chez la téte du dragon entraine une diminution de la
longueur des plantes mais une augmentation de leur masse fraiche et seche (Omidbaigi
et al. 2010a). De méme il a été rapporté que les HRs tétraploides de Hyoscyamus
muticusenregistrent une augmentation de 17% du poids sec comparés aux chevelus
diploides (Shahriari-Ahmadi et al., 2008). Ceci est aussi en accord avec les résultats obtenu
chez d'autres espéces d’Hyoscyamus telle que Hyoscyamus Niger (Lavania, 1986; Lavania
et Srivastava, 1991).

Omidbaigi et al. (2010a), rapportent que 'augmentation de la matiére fraiche et séche
est due al'augmentation de la surface foliaire et au changement de la qualité et de la quantité
des métabolites secondaires.

Nos résultats rejoignent ceux de la plupart des auteurs précités qui rapportent une
amélioration de la biomasse par polyploidisation. La polyploidisation (tétraploidisation) de
nos HRs a engendré aussi une augmentation de la biomasse (poids sec) par rapport a
la lignée diploide parentale. Par ailleurs, cette augmentation varie en fonction des lignées
tétraploides de HRs, elle est de 12% pour la lignée Lpga et de 22% pour l'autre (Lpsc).

La polyploidisation résulte généralement de I'endopolyploidisation (endoreduplication
ou endomitose) ou de la fusion nucléaire (Brutovska et al., 1998; Jain 2001; Chen et Gao
2007). La polyploidie est fréquemment accompagnée par des changements remarquables
de la morphologie, la taille des cellules et le métabolisme secondaire (Dhawania et Lavania
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1996 ; Gao et al ., 2002 ; Levin 2002 ; Lavania, 2005). La stimulation du métabolisme
secondaire chez les plantes médicinales est particulierement recherchée (Heping et al.,
2008).

Le profil alcaloidique montre une augmentation significative du contenu dans les
tétraploides développés a partir des diploides de plusieurs espéces (Berkov et al., 2003;
Kim et al., 2004). Cette différence quantitative a été rapportée dans des tétraploides
développés chez plusieurs espéces végétales telle que Chamomilla recutita, Petunia,
Salvia, Punica granatum, Lavandula angustifolia etc. dans lesquelles 'accumulation des
métabolites secondaires augmente par rapport a leurs témoins diploides (Gao et al., 1996 ;
Griesbach et Kamo, 1998; Svehlikova et Repcak, 2000; Shao et al., 2003; Urwin et al., 2007).

Les cultures de HRs de Datura stramonium L. pour la production d’hyoscyamine sont
considérées comme une approche alternative non négligeable en raison de leur niveau
de production et de leur stabilité génétique élevée (Baiza et al., 1999). Aprés une phase
d’optimisation, les lignées tétraploides des HRs de cette méme espéce accumulent une
teneur en hyoscyamine plus grande que la lignée diploide (Pavlov et al., 2009). Alors que
Rowson (1949) ; Berkow (2001) et Berkov et Philipov (2002), rapportent que les plantes
tétraploides de Datura stramonium et Datura innoxia contiennent des alcaloides en quantité
deux fois plus élevées par rapport aux plantes diploides. Ceci est aussi observé chez
des lignées tétraploides de Salvia miltiorrhiza ou une productivité beaucoup plus élevée
de tanshinone est enregistrée (Gao et al.,, 1996). De méme, il a été aussi rapporté que
les plantes tétraploide d’Atropa belladonna et d’Hyoscyamus muticus ont un potentiel de
production économique presque 1.5 fois plus élevée comparé a celui des diploides (Jackson
et Rowson, 1953 ; Lavania, 1986). Aussi, une production supérieure est obtenue chez
Artemisia annua L. ou les lignées tétraploides produisent 2-5 fois plus d'artemisinine que
les lignées diploides (De Jesus-Gonzalez et Weathers, 2003).

Selon Heping et al. (2008), le rendement en diosgenine dans une lignée tétraploide
de Dioscorea zingiberensis est 1.23 fois plus élevé par rapport au témoin, par contre les
tétraploides de Vetiveria zizanioides ont le potentiel de produire que 62.5% et 39,2% plus
d'huile par rapport au parent diploide et au témoin, respectivement (Lavania, 1988).

Un model commun a été développé pour expliquer les changements provenant de
l'induction de tétraploides. Ce model se base sur le fait que le faible rapport de la membrane
nucléaire sur la chromatine (le volume des cellules tétraploides est typiquement environ le
double et leur superficie est environ 1.5 fois supérieure aux cellules diploides), a comme
conséquence un excés de chromatine entrant en contact avec la membrane nucléaire, ce
qui , augmenterait I'activité des génes liés aux vois de biosynthése, le statut hormonale
et l'activité photosynthétique (Berkov et al., 2003; Kim et al., 2004 ; Albuzio et al., 2006 ;
Lavania, 2005 ; Mishra et al ., 2010). Couplés avec une taille agrandie de cellules, tous ces
facteurs peuvent avoir un impact positif sur le métabolisme secondaire et sur la production
de métabolites pharmaceutiquement actifs (Dhawania et Lavania, 1996 ; Lavania et al.,
2006 ; Shariari-Ahmadi et al., 2008). En outre, plus le nombre de ploidie augmente plus
le nombre de génes impliqués dans la biosynthése des métabolites secondaires (et par
conséquent les alcaloides) sera plus grand.

Dans notre cas, aussi bien la taille des cellules que la quantité de 'ADN ont été mises
en évidence chez les HRs tétraploides. Il reste a savoir si ces phénoménes interviennent
aussi d’'une maniére significativement positive dans la biosynthése de I'hyoscyamine.

Effets des éliciteurs sur la biomasse et le contenu en hyoscyamine
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En général, les cultures in vitro de cellules et d'organes de plantes pour la production de
différents métabolites secondaires ne présentent qu’un succes limité a cause de leurs faibles
rendements (Buitelaar et Tramper, 1992). Cependant, I'une des voies prometteuses visant
a augmenter la productivité, est I'utilisation d‘éliciteurs biotiques et/ou abiotiques (Mueller
et al., 1993 ; Pitta—Alvarez et al., 2000; Brader et al., 2001 ; Vasconsuelo et Boland, 2007 ).
Ces dernieres années, I'Acide salicylique a suscité une attention particuliére du fait qu'il
joue un rble important dans la signalisation cellulaire (Raskin, 1994 ; Bulgakov et al., 2002;
Sirvent et Gibson 2002 ; Kanga et al., 2004). En effet, il a été rapporté que I'acide salicylique
(AS) et ses dérivés exogénes induisent des effets significatifs sur le comportement de la
cellule végétale aux niveaux biologiques, physiologiques et biochimiques (Raskin, 1992 ;
Klessig et Malay, 1994 ; Rickauer et al., 1997 ;Robberts et Shuler, 1997). Manthe et al.
(1992) ont enregistré une réduction de 25% de la croissance de Vicia faba L. aprés 7 jours
de traitement avec 5 mM d’AS. Cependant, quand les racines transformées de la belladone

sont traitées avec 2 mM d’AS pendant 24 h, la biomasse au 148Me jour se trouve réduite
de 9% par rapport au témoin (Jaziri et al., 1994).

Harfi et al. (2009), estiment que le traitement pendant 12 jours de HRs de Datura tatula
par 'acide salicylique et I'acide acétylsalicylique entraine une amélioration de la biomasse

a la concentration de 10'8 M, et une inhibition aux concentrations de 10'4 M et plus. Le
méme résultat est obtenu par Deng (2005) ou il rapporte que le méthyle jasmonate (MeJA),
appliqué pendant 24 h, augmente la croissance racinaire des plantules chez D. stramonium

L. aux concentrations de 10 M et 1077 M, mais il I'inhibe a 10 M et plus. Ce type de
résultat a également été enregistré avec les HRs de cette méme espéce traités par une

solution de 10'4 M d’AS ou d’AAS (acide acétylsalicylique) ou une diminution de la biomasse
est aussi enregistrée (Belabbassi et Benouaret, 2009). Par ailleurs, I'élicitation d’une culture
de HRs d’Ocimum basilicum avec I'acide salicylique ou I'acide jasmonique pendant 7 jours a

partir du 21€Me jour de culture montre une diminution de la biomasse comparée au témoin
(Bais et al., 2002). Une étude similaire réalisée par Jeong et al. (2005), a montré que le
traitement des HRs de Panax ginsing par I'acide acétylsalicylique inhibe la production de

la biomasse a des concentrations comprises entre 10'4 a 10'3 M. Par ailleurs, I'AS n’'a
pas eu d’effets négatifs sur la croissance des cultures de racines adventives de Scopolia
parviflora pour toutes les concentrations utilisées, bien au contraire, il engendre une légére
augmentation de la croissance (Kanga et al., 2004).

Dans la présente étude I'Acide salicylique n’a pas induit d’effets négatifs sur la
croissance des HRs, ce qui rejoint les résultats obtenus par Kanga et al., (2004) ou une
légére augmentation du poids sec est obtenue. Ceci pourrait étre di au temps d'exposition
relativement court et au traitement avec I’Acide salicylique durant la phase active de la
croissance. Nos résultats corroborent aussi ceux de Jeong et al. (2005) et Harfi (2009) pour
I'acide acétylsalicylique. Nos résultats (aussi bien ceux de la lignée diploide que ceux des 2
lignées tétraploides) confirment ceux des auteurs précédents. Les 2 types de HRs diploides
et tétraploides, réagissent donc de la méme fagon et selon les reégles déja établies lorsqu'ils
sont traités a 'AS ou a 'AAS.

Les composés secondaires sont présents dans les plantes en quantités infimes et sont
souvent déclenchés en réponse aux changements environnementaux (Wu et al., 2005). Les
éliciteurs sont des outils utiles pour améliorer la production de ces composés par les plantes
(Zhao et al., 2001 ; Yu et al., 2002 ; Singh et al., 2010).
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I a été démontré que I'AS et ses dérivés chimiques (acide acétylsalicylique)
augmentent le rendement de quelques métabolites secondaires dans des cultures de
tissus/cellules de plantes (Raskin, 1992 ; Raskin, 1994 ; Draper, 1997 ; Baldwin, 1999 ;
Shah et Klessig 1999 ; Chotikadachanarong et al., 2011). Dans une culture de suspension

cellulaire de Hyoscyamus muticus traitée avec 40 uM (4.10'5 M) d’AS, la production de
lubimine augmente de 50%, alors que dans une culture de racines transformées de la
méme espéce, la production de solavetivone augmente de 48% par I'addition de 4 uM
(4.10'6 M) d’AS (Mehmetoglu et Curtis, 1997). En outre, une augmentation de la production
d'alcaloides totaux de 505% a été réalisée en ajoutant 1 mM (1 0'3 M) d’AAS a des lignées de
Catharanthus roseus cultivées in vitro (Gregorio et Victor, 1997) ou en ajoutant différentes

concentrations d’AAS (0,5 a 20 mM) sur cette méme espéce (Godoy et Loyola Vargas,
1997).

Selon Amdoun et al. (2009 et 2010), I'élicitation pendant 24 heures par l'utilisation de

0.06 mM (6.10'5 M) a 10 mM (10'3 M) d’acide jasmonique présente un effet trés positif
sur la teneur en hyoscyamine d’'une culture de HRs de Datura stramonium L. Avec ces
mémes conditions, I'acide acétylsalicylique induit une augmentation de la production de
glucotropaeoline de 300% chez Tropaeolum majus L. (Wielanek et Urbanek, 2006) et une
augmentation de 281% d’artemisinine chez les chevelus d’Artemisia annua L. (Baldi et

Dixit, 2008). Les plantes de cette derniére espece élicitées par 10'3M d’AS, présentent une
production totale dans les feuilles de 1.3, 1.5 et 1.8 fois plus élevée comparée aux témoins
apres 1, 2 et 4 jours aprés traitement respectivement (Pu et al. 2009).

L'effet inductif de 'AS dépend de la phase des cultures cellulaires (Cho et al., 2007),

le 20°M€ jour de culture est le meilleur temps pour I'addition de I'éliciteur pour affecter
le rendement en taxol chez Taxus yunnanensis (Zhang et al., 2002) et le contenu en
anthocyanine chez les cultures cellulaires de Daucus carota ou une amélioration de 1.68
fois est obtenue quand elles sont traitées par une solution de 0.01 mM de MeJA (Sudha
et Ravishankar, 2003). Alors que c’est au 7éme jour qu’un maximum de production de
ginsenoside est obtenu aprés le traitement des racines adventives de Panax ginseng avec

'AS et le MeJA (2. 10'4M) (Mohammad Babar et al., 2006). Par ailleurs, aprés un traitement
de 48 h, la quantité de 'ensemble des alcaloides augmente de plus de trois fois chez les
HRs de Catharanthus roseus élicités par 100 et 250 yM de MeJA (Ruiz-May et al., 2009).
Cependant, une amélioration de seulement 40% de scopolamine est enregistrée chez les
racines adventives de Scopolia parviflora traitées avec 0.01 mM de MeJA pendant 24 h
(Kanga et al., 2004).

Nos résultats corroborent ceux des auteurs précédents, en raison d’'une amélioration
de la production de I'hnyoscyamine des lignées de HRs aprés une phase d’élicitation a I'’Acide

salicylique ou a 'Acide acétylsalicylique a une concentration de 0.1 mM (10'5 M) pendant
24 heures. Nos meilleurs résultats sont obtenus avec I'AS appliqué a la lignée témoin
Lps.- Bien qu'ils ne représentent une amélioration que de 74,45% équivalent aux niveaux

d’amélioration enregistrés par Mehmetoglu et Curtis (1997) et par Kanga et al. (2004), ils
restent loin des niveaux (505%) obtenus par obtenus par Gregorio et Victor (1997) et par
Godoy et Loyola Vargas (1997).



Discussion

En outre, nos résultats montrent bien 'effet de la combinaison d’'une tétraploidisation
et de I'élicitation (soit 197,5% d’ameélioration avec I'AS sur la lignée Lpgc et de 82,6%

d’amélioration avec I'AS sur la lignée Lpsa)-
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Les alcaloides tropaniques (scopolamine et hyoscyamine) sont des agents
anticholinergiques utilisés dans la médecine. Puisque leur synthése chimique est difficile et
chére, ces composés sont encore extraits a partir des plantes qui appartiennent a plusieurs
espéces des Solanacées. L'obtention de ces deux substances par les techniques de culture
in vitro est une alternative intéressante, puisqu'elle garantirait un approvisionnement stable
et uniforme pendant toute I'année, indépendant des variations saisonniéres des plantes
cultivées aux champs. Les deux alcaloides sont synthétisés dans les racines de la plante;
par conséquent la culture des racines normales et transformées est le systéme in vitro le
plus approprié pour les produire (Spollansky, et al., 2000). De l'autre coté, le dédoublement
chromosomique est accompagné par des changements incluant 'augmentation globale de
I'activité enzymatique et I'altération dans les composés phytochimiques de la plante etc., qui
peuvent conduire a 'augmentation de la production et a certains changements qualitatifs
de la biosynthése des métabolites secondaires (Levin, 1983; Dhawania et Lavania, 1996;
Lavania 2005). Un tel potentiel a pu étre exploité par le recours aux manipulations
expérimentales pour réaliser des gains commerciaux en ce qui concerne la production de
métabolites secondaires utiles.

A cet effet, et dans la perspective d’augmenter la production en hyoscyamine, notre
travaille a porté sur I'induction des lignées de HRs tétraploides de Datura stramonium L.
par une polyploidisation artificielle a I'aide du traitement a la colchicine suivie de I'étude de
I'effet de I'élicitation par I'AS et 'AAS aussi bien sur la lignée de HR témoin que sur les 2
lignées HRS tétraploide.

Les résultats obtenus montrent que le taux de survie des HRs traités varie en fonction
de la concentration et de la durée d’exposition. La concentration de 0,5% semble étre plus
toxique par rapport a celle de 0,1% du fait qu’elle entraine des taux de survie inférieurs
surtout a des temps d’exposition élevés (11 jours).

L’étude cytogénétique de la lignée de HR de base montre que c’est une lignée diploide
avec un nombre de chromosomes égale a 2n=2x=24 et que le traitement de cette méme
lignée a donnée quelques lignées tétraploides.

Concernant la quantité de 'ADN au niveau des lignées polyploides il a été dédoublé
confirmant ainsi les observations cytologiques.

Par ailleurs, la polyploidisation a induit une augmentation du poids sec et de la teneur
en hyoscyamine chez les 2 lignées de HRs autotétraploides de D. stramonium L.. La lignée
LpsA semble étre la plus productrice en termes de poids sec alors que la lignée Lpsgc

produit plus d’hyoscyamine que les deux autres lignées.

Quant a la teneur en hyoscyamine induite par I'élicitation, la concentration de 10'4M
semble étre efficace pour 'amélioration de la production d’hyoscyamine aussi bien pour 'AS
que '’AAS. Cependant 'AAS présente une tendance a réduire la biomasse des HRs.

Une corrélation positive est obtenue entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine et
entre la quantité d’ADN et la teneur en hyoscyamine. Ceci confirme une fois de plus, I'intérét
de la polyploidisation pour I'amélioration de la teneur en hyoscyamine chez D. stramonium L.



Conclusion

Un bon effet conjugué de la polyploidisation et de I'élicitation sur 'amélioration de la
teneur en hyoscyamine des HRs de Datura stramonium surtout pour la lignée Lpgc.

Dans la perspective de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait judicieux de :

Tester d’autres types d’agents mitoclasiques comme I'oryzaline, amiprophos-methyl,
N2O car il existe une affinité de I'agent mitoclasique avec I'espéce a traiter.

Utiliser un autre type de matériel végétal tel que les graines et les cals par immersion,
et le méristéme apical par application du coton imbibé de I'agent mitoclasique pour
produire des polyploide qu’il va falloir en suite utiliser pour produire des HRs.

Utiliser le DMSO ou le Tween 20 pour augmenter la perméabilisation des cellules a la
colchicine ;

Comprendre le mécanisme génétique impliqué dans I'augmentation de la production
de I'hnyoscyamine.
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Annexes

Annexe 1 Composition chimique du milieu de culture
Murashige et Skoog (1962).

Elémendis Formule chinvigue Conceniration (mg/1)
MH, O, 1650
E WO, 1200
Macroélément Lz 504, TH.0 440
Ca Cly, 2H,0 370
E H,PO, 170
H;BO; f,20
Bln 500, 4HO 22,30
Zn 50y, 4HL0 a0
Microélments K1 0,23
Ma, 2o Oy 2H,0 0,25
Cu 30y SHLO 0,025
Ca Cly 6H,0 0,025
Fer EDTA Fe 50, TH,O 2TES
Ma, EDT A 3125
Fhacime 2,00
Yitamines Lieide nicotindgue 0,50
Prridosdne HCL 0,0
Lo inostol 1aa

Annexe 2 Composition chimique du milieu B5
(Gamborg et al., 1968)
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Composition chimique Concentration (mgl)
Macroikiments
EHO 2500
CaCl, 2H.0 150
Mg50, 7H.O 250
(HH4.50, 134
Ha HPO HO 150
Microelemenis
H EO 3
Ei 0,75
MnS0, H.O 10
ZnsS0, TH.O 2
Ha Mo, 2H.0 0,25
Cud0, 5H.O 0,025
CoCl 6H.O 0,00125
Ha EDTA 3725
FeS0,, 7(H.C0 2785
Vitamines
Myo-mostole 100
Acide micotinique 1
Pyridowme HiCl 1
Thiamine HCl 10

Annexe 3

Préparation d’'une solution de 0,002M de la 8-hydroxyquinoléine
—  Pour 100 ml d’eau distillée on met 0.03 g de la poudre de 8-
hydroxyquinoléine;
—  Mettre a ébullition de 70° C et plus jusqu’a ce que la coloration devient
jaune;
—  Laisser reposer et avant d’étre conservé dans le réfrigérateur.

Préparation d’une solution de 0,05% de colchicine
— Mélanger 50 mg de la poudre de colchicine avec 100 ml d’eau distillée;
— Agitation du mélange dans un agitateur pendant quelques minutes
jusqu'a obtention d’'une solution homogéne.
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Préparation du Carmin acétique a 0.5%

Faire bouillir 1 g de carmin en poudre avec 90 ml de I'acide acétique
glacial et 110 ml d’eau distillée pendant 1 heur tout en évitant
I'évaporation;

Laisser décanter jusqu’a refroidissement de la solution puis on la filtrer a
I'aide du papier filtre;

Ajouter 1 g d’acétate de fer, mélanger la solution puis filtrer si
nécessaire;

Conserver la solution dans un flacon en verre fumé pendant plusieurs
années.

Annexe 4 Effets de I'induction de la polyploidie Sur le
taux de survis
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Sormrne des carrés

ddl Dlovrenme des carrés

F Sigrafication

Drée
Cotwcerdration
Erreur
Total

1666333
1667,000

577,622
3910956

833,187

33,500
144 406

Lo B OO S R |

5,770 0,066
50,165 0,066

Sur la quantité d’ADN

Tahlean de 1" analyse de la varianee (ANOVA])

Sorarne des e
. ddl  Dlovere des carrés F Sigrafication
CAITES
Inter-groupes 0,04283 3 1,423E-02 14,841 0,001
Intra-groupes 00072 g 2 150E-04
Total 005063 11
Test de Tukey
Sous-ensembles pour « = 0,05
Lignées N
B
Lpz 3 0,14
L 3 0,22 0,22
Lo 3 0,28
L K 0,29

Tableau d’analyse de la variance (ANOVA 2)

Annexe 5 Effet de la polyploidisation sur la biomasse

(poids sec)
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Sormme des Ilcrrenme des e
ddl F Sigrafication

CAITES CATES
Inter-gronpes 2,511E-03 2 1,256E-03 4,020 0,110
Intra-groupes 1,249E-03 4 3,124E-04
Total 3.761E-03 &
Sur la #eneur en hyoscyamine

Tablean de I"analyse de la varance AHOVAE]

Somrne des carrés ddl Ivlowenne des carrés F Sigrafication

Inter-groupes 24,246 2 12,123 30876 0,004
Intra-groupes 1,571 4 0,393
Total 25,817 f
Test de Tukey
Sous-ensemhles pour « = 0,05
Lignées N
B &
Lp: 2 440550
Loz 3 5546687
Lo 2 5.07500

Tableau de I'analyse de la variance ANOVA1

Annexe 6 Effet de I’élicitation sur la biomasse (poids
sec)
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Sorare des carrés ddl Ioyenne des carrés F Signification
Lignées [A) 1,247E-02 2 6,233E-03 9,230 0,004
Elicitenms (5) 2,810E-03 ] 1,405E-03 2,080 0,168
A*B 3,227E-03 4 £,066E-04 1,194 0,363
Errenr 8,104E-03 12 6,753E-04
Total 2,797E-02 an
Test de Tukey
L Sous-ensemhbles pour o = 0.05
Lignées N
B A
Lo 9 0,20403
Lo [ 023280 0,23280
Loz, 9 026248
Sur la ieneur en hyoscyamine
Tahlean de I'analyse de la varlance ANOVAZ
Sorme des carrés ddl Woyenne des carrés F Signification
Lignées (&) 20,751 2 44,278 62,567 0,000
licitems (E) 31,305 2 15,652 23,916 0,000
AYB 2,383 4 0,506 0,910 0,489
Emeur 1854 12 0,634
Tatal 130,868 an
Test de Tukey
L Sous-ensembles pour o = 0.05
Lignées N
B A
Lp: 3 6,14400
Loz 9 6,52344
Lo ] 1093447
Test de Tukey
Sous-ensemhles pour « = 0.05
Eliciteurs N
c B A
SE 7 6,22871
AAS T 760114
A3 7 0,19429

Tableau de I'analyse de la variance ANOVA2

Annexes
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