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Résumé
Les alcaloïdes tropaniques présentent une grande valeur économique en particulier pour l’industrie
pharmaceutique. La culture de chevelus racinaires obtenus par inoculation d’explant de Datura sp
avec Agrobacterium rhizogenes offre des perspectives prometteuses pour leur production in-vitro.
L’objectif de ce travail est d’essayer d’optimiser cette production.

Sur l’ensemble des lignées racinaires obtenues, les lignées retenues sont DT10, DS18, DI3
et DF11 issues respectivement de la transformation génétique des espèces Datura tatula, D.
stramonium, D. innoxia et D. ferox.La lignée la plus performante est DT10.

Les résultas obtenus montrent que les milieux entiers (MS et B5) donnent les meilleures
biomasses, les milieux dilués (½MS, ¾MS, ½B5, ¾B5) sont plus intéressants pour la production
des alcaloïdes. Les concentrations 75 mM d’azote et 10 mM de calcium ont donné les poids secs

les plus importants. L’essais de l’élicitation de la biomasse révèle que la concentration 10-8 M
des acides salicylique (AS), acétylsalicylique (AAS) et jasmonique (AJ) donne les meilleurs poids

secs. Quant à l’élicitation de la production de hyoscyamine, c’est la concentration 10-4 M de l’AJ

et 10-6 M des AS et AAS qui donne les teneurs les plus élevées. A fin de perméabiliser les chevelus
racinaires, un tensioactif (tween20) et du peroxyde d’hydrogène sont utilisés, 1% de tween20 libère
dans la solution nutritive plus de 33 mg/l d’hyoscyamine. En utilisant cette dose dans un système
de culture semi-continu, la teneur en hyoscyamine obtenue pour la première semaine est de 33,9
mg/l elle chute au-delà de manière significative pour la suite de la culture.

Mots clés : Datura sp, Agrobacterium rhizogenes, chevelu racinaire, CPG, alcaloïdes
tropaniques, optimisation, élicitation, perméabilisation.
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Abstract
The tropane alkaloids present a great economic value in particular for pharmaceutical industry. The
culture of hairy root obtained by inoculation of Datura sp with Agrobacterium rhizogenes offers
promising prospects for their in-vitro production. The objective of this work is to try optimizing
this production.

On the whole of obtained lines, the lines selected are DT10, DS18, DI3 and DF11 resulting
respectively from the genetic transformation of Datura tatula, D. stramonium, D. innoxia and D.
ferox.The most effective line is DT10.

Resulted obtained show that the whole mediums (MS and B5) give the best biomass, the
diluted mediums (½MS, ¾MS, ½B5, ¾B5) are more interesting for the production of alkaloids.
The concentrations 75 mM of nitrogen and 10 mM of calcium gave the most significant dry

weights. The tests of elicitation of the biomass reveals that concentration 10-8 M of the salicylic
acid (SA), acetylsalicylic acid (ASA) and jasmonic acid (JA) give the best dry weights, as for the

elicitation of the production of hyoscyamine, it is the concentration 10-4 M of the JA and 10-6 M
of the SA and ASA which give the highest contents. Tween20 and hydrogen peroxide are used for
perméabilisation of hairy root, 1% of tween20 releases in the nutritive solution more than 33 mg/
l of hyoscyamine. By using this amount in a semi-continuous system, the content of hyoscyamine
obtained for the first week is of 33,9 mg/l, it falls significantly for the continuation of the culture.

Keywords : Datura sp, Agrobacterium rhizogenes, hairy root, CPG, tropane alkaloids,
optimisation, elicitation, permeabilisation.
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Introduction

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

Les alcaloïdes sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement
de plantes. Depuis l'identification du premier alcaloïde en 1806, plus de dix mille alcaloïdes
ont été isolés des plantes (Mauro, 2006). Ils forment une grande famille très hétérogène
de métabolites secondaires qui présentent plusieurs intérêts grâce à leurs propriétés
pharmacologiques et leurs applications en médecine (Hopkins, 2003).

On distingue trois familles d’alcaloïdes. Parmi elles, les alcaloïdes tropaniques dont
les plus importants sont la scopolamine, l’atropine et l’hyosyamine (Benhizia, 1989). Ces
substances sont extraites à partir de plantes de la famille des Solanaceae, dont le genre
Datura. Ces dernières ont été le centre de nombreuses investigations biologiques en raison
de leur contenu alcaloïdique (Ramadan   et al.  , 2007).

La production d’alcaloïdes par culture en plein champ qui dépend des facteurs
climatiques et la complexité de leur synthèse par voix chimique souvent trop onéreuse, fait
que leur production par biotechnologies constitue une alternative intéressante. En effet, la
culture in-vitro offre l’avantage d’un contrôle des conditions environnementales et donc, une
régularité de la production (Toivonen, 1993 ; Srivastava et Srivastava, 2007).

La possibilité de produire ces métabolites par des cultures cellulaires a été largement
étudiée (Toivonen, 1993). Cependant, les cultures cellulaires sont caractérisées par
une instabilité génétique et un faible rendement en métabolites secondaires (Toivonen,
1993 ; Giri et Narasu, 2000). La production des alcaloïdes tropaniques nécessite un
tissu spécialisé comme les chevelus racinaires induits par Agrobacterium rhizogenes, vu
leur croissance rapide, leur stabilité génétique et biosynthétique (Giri et Narasu, 2000 ;
Amdoun et   a   l.  , 2006).

Ces chevelus racinaires sont uniques avec un avantage additionnel comme source
continue de production de métabolites secondaires (Hamill   et    al.  , 1986 ; Mukundan
et    al.  , 1998).

Pour ses besoins pharmaceutiques, l’Algérie importe ces alcaloïdes et ce, malgré la
présence en Algérie, à l’état spontané, de nombreuses ressources génétiques de Datura
qui peuvent être valorisées (Houmani, 1999).

Ainsi, des espèces spontanées d’Algérie du genre Datura ont fait l’objet de notre étude
en vue de leur valorisation. A cet effet, nous nous sommes intéressés à :

∙ L’induction des chevelus racinaires chez quelques espèces du genre Datura à savoir :
Datura stramonium, D. innoxia, D. tatula et D. ferox par la souche A4 d’Agrobacterium
rhizogenes ;

∙ La sélection des lignées racinaires performantes ;
∙ L’optimisation de la production de chevelus racinaires sur milieu liquide ;
∙ L’élicitation de la production de biomasse et d’alcaloïdes sur milieu semi-solide ;
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∙ La perméabilisation des chevelus racinaires ;
∙ Le développement des chevelus racinaires en bioréacteur (culture en continu) ;
∙ L’extraction des alcaloïdes ;

Le dosage et l’identification des alcaloïdes par chromatographie en phase gazeuse.
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Synthèse bibliographique

Le Datura

Généralités sur les Datura
Les Datura sont des solanacées à alcaloïdes tropaniques, ayant des propriétés
thérapeutiques très recherchées en pharmacie (Bianchini et  Corbetta , 1975).

Le mot Datura viendrait du nom arabe « tatorah » dont la racine « tat » signifie piquer
(Bianchini et  Pantano , 1986). Selon d’autres auteurs, ce mot proviendrait de « dhatura »
qui est le nom indien de la plante et qui signifie « pomme épineuse » ou « pomme de la
mort » (Poletti, 1988). En Algérie, les espèces de Datura sont connues sous plusieurs noms
selon les régions, en Kabylie « bourandjouf  » et aux Aurès « netina » (Dambri, 1998).

1.1 Origine et distribution des Datura
Les Datura sont originaires de l’Europe méridionale, de la région tropicale d’Asie en Inde et
d’Amérique méridionale (Bianchini et  Pantano , 1986). Ils sont répandus dans les régions
chaudes, tempérées et tropicales (Paris et  Moyse , 1971). Les Datura sont cosmopolites
en Algérie (Quezel et Santa, 1962), ils poussent à l’état sauvage aux bords des routes,
dans les décombres et dans les cultures. Les Datura préfèrent les sols légèrement basiques,
humides et les expositions bien ensoleillées (Houmani   et    al  ., 1994).

Le genre Datura regroupe plusieurs espèces, dont cinq sont signalées à l’état spontané
en Algérie, il s’agit de : Datura ferox L., Datura innoxia Mill., Datura quercifolia H.B.K., Datura
stramonium L., Datura tatula L. (Houmani, 1999).

1.2 Datura stramonium L.
La stramoine (Fig. 1) est une plante annuelle vigoureuse dont la tige arrondie porte des
feuilles ovales aiguës profondément découpées en lobes inégaux pointus et marquées par
des nervures saillantes, axillaires, grandes. Les fleurs ont un calice à 5 sépales et une
corolle tubuleuse, plissée, blanche, évasée en entonnoir. Le fruit est une capsule fortement
épineuse, à 4 valves épaisses, contenant de nombreuses graines noires, réniformes, à
surface réticulée (Bruneton, 2005). Le Datura stramonium est une plante herbacée de port
puissant (Volak   et    al.  , 1983) de 0,3 à 1 m de hauteur (Cecchini, 1976). Le pétiole
mesure de 2 à 6 cm et le limbe de (5 à 13) x (3 à 15) cm (Amdoun   et    al  ., 2005). La
racine est fusiforme et ramifiée (Thurzova, 1981 ; Pelikan, 1986).
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Figure 1 : Datura stramonium (Csapody, 1961).
La teneur en hyoscyamine des parties aériennes du D. stramonium est de 0,67 ± 0,15

mg/g MS. Elle est environ 2,5 fois plus importante que celle de la scopolamine. Les racines
présentent des teneurs en hyoscyamine environ 4 fois plus faible que celles des parties
aériennes. Elles sont également dominées par l’hyoscyamine. La production moyenne
d’alcaloïdes (hyoscyamine + scopolamine) est de 105 mg / plante (Houmani et Cosson,
2000).

1.3 Datura tatula L.
Datura tatula (Fig. 2) est une plante annuelle, à saveur amère et à odeur légèrement vireuse,
elle peut atteindre 1,5 m de hauteur. La tige est dichotome, elle est mince plus au moins
ridée, de couleur brin pourpre. La feuille présente un limbe acuminé de 8 à 25 cm de long et
de 7 à 15 cm de large, de forme ovale dentelée, le pétiole est cylindrique de couleur violette.
La fleur est solitaire à l’aisselle de chaque ramification, elle présente un court pédoncule,
elle est pentagone à ovaire super, le calice est gamosépale, d’une couleur verte avec des
stries violacées. La corolle est infundibuliforme de couleur pourpre lavande. Les racines
sont de couleur pâle et portent de nombreuses radicelles. Le caryotype est de 2x=2n=24
chromosomes (Lebon, 1971).

Il y a souvent confusion entre D. stramonium et D. tatula. Adzet   et    al.  (1979)
signalent que D. tatula est considérée comme une espèce par Bernhardii et Wettstein
(1957) et comme une variété de D. stramonium par Koch et Torrey. D’autres auteurs les
considèrent comme deux espèces différentes (Lebon, 1971).
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Figure 2 : Datura tatula (Csapody, 1961).
Les parties aériennes du D. tatula renferment une teneur en hyoscyamine de 0,73 ± 0,19

mg/g MS. Celle-ci est environ 3,5 fois plus élevée que celle de scopolamine. Les racines sont
également dominées par l’hyoscyamine avec une teneur de 0,38 mg/g MS. La production
moyenne en alcaloïdes (hyoscyamine + scopolamine) est de 53 mg / plante MS (Houmani
et Cosson, 2000).

1.4 Datura innoxia Mill.
Le Datura innoxia (Fig. 3) est une plante annuelle, de port dressé, elle peut atteindre 2 m
de hauteur (Paris et  Moyse , 1971). La tige de Datura innoxia est duveté et violette. Ces
feuilles sont alternes, vertes et sinuées, légèrement duveteuses, leur pétiole mesure entre
2 et 7 cm, le limbe est à la base arrondie et mesure (4 à 12) x (2 à 8) cm. La plante porte une
fleur érigée de 8 à 15 cm, blanche ou violette. Le calice fait plus de la moitié de la largeur de
la corolle, cette dernière fait 10 cm environ de longueur. Le fruit est une capsule épineuse,

ovoïde ou globuleuse de (3 à 5) x (4 à 6) cm qui se torde vers le bas. Lors de la formation
à maturité le fruit s’ouvre de manière irrégulière pour libérer de grandes graines de 3 à 5
mm réniformes, rugueuses de couleur marron (Amdoun   et al.   ,   2005). Selon Ducrocq
(1994) l’espèce est autogame et présentant un caryotype de 2x = 2n = 24 chromosomes.
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Figure 3 : Datura innoxia (Csapody, 1961).
Les parties aériennes du D. innoxia renferment une teneur de 1,03 ± 0,24 mg/g MS

d’alcaloïdes (scopolamine + hyoscyamine), ayant un rapport de scopolamine / hyoscyamine
de 2,81. Ces organes sont dominés par la scopolamine ; contrairement aux racines qui
renferment 7 fois plus de hyoscyamine que de scopolamine. La production moyenne
d’alcaloïdes majeurs est de 109 mg par plante (Houmani et Cosson, 2000).

1.5 Datura ferox L.
Le D. ferox (Fig. 4) est une plante annuelle diploïde (2x = 2n = 24). La tige est verte, glabre,
mesurant 50 à 150 cm de longueur, ayant un diamètre de 1 à 1,5 cm. La fleur est composée
d’une corolle blanche mesurant 4,5 à 6 cm de longueur, glabre et pliée longitudinalement,
d’un calice de 2 à 2,5 cm, elle porte un style de 2,5 cm de longueur et une anthère de 3
mm. Le fruit est une capsule ovoïde très épineuse, à maturité elle s’ouvre en 4 valves d’où
s’échappe des graines noires très dures de 2,5 mm de largeur (Houmani, 1999 ; Houmani
et Cosson, 2000).

C’est une espèce spontanée en Chine du sud, mais elle est naturalisée dans les régions
chaudes du monde (Bhatt et Saratbabu, 1988). Ces mêmes auteurs signalent que d’après
Bhandari (1977) cette espèce se trouve dans les déserts du Rajasthan en Inde et qu’elle
est présente dans les régions semi-arides à sol non salé, ce qui représente un aspect
intéressant pour sa distribution géographique.
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Figure 4 : Datura ferox (Csapody, 1961).
La teneur en alcaloïdes (scopolamine + hyoscyamine) des parties aériennes est

de 1,16 ± 0,16 mg/g MS. A cause de sa faible teneur en hyoscyamine, le rapport
scopolamine/ hyoscyamine est très élevé (18,3). Les parties aériennes renferment 4,5 fois
plus d’alcaloïdes (scopolamine + hyoscyamine) que les racines, qui présentent une teneur
de 0,25 mg/g MS. La production moyenne d’alcaloïdes des parties aériennes est de 106
mg / plante (Houmani et Cosson, 2000).

2. Intérêts des Datura
Parmi les solanacées, les Datura sont particulièrement riches en alcaloïdes tropaniques
essentiellement en hyoscyamine et en scopolamine (Houmani, 1999), dont la teneur oscille
entre 0,2 et 0,6 % (Goullé   et al  ., 2004).

A faible dose, les alcaloïdes tropaniques peuvent avoir d'importantes applications
pharmaceutiques (Vallet, 1996 ; Hopkins, 2003). Les alcaloïdes tropaniques ou des
extraits qui en renferment sont utilisés comme médicaments, relaxants musculaires,
analgésiques, tranquillisants et psychotropes (Hopkins, 2003). Ils sont antispasmodiques,
sédatifs et antichollinergiques, les alcaloïdes sont également efficaces contre les douleurs
consécutives à une antrose du rein, de la vésicule biliaire, du colon et des organes
abdominaux (Verdrager, 1978).

Les Datura trouvent plusieurs autres applications dans de multiples domaines. Dans le
cadre de la lutte biologique, le D. stramonium figure parmi les plantes qui peuvent diminuer
les populations de nématodes à galle de la tomate, et même pour lutter contre le doryphore
de la pomme de terre (Adabio, 2004).

Dans le domaine de l’agriculture biologique, l’allélopathie des Datura pourrait être
utilisée pour le désherbage (Roberts et Winks, 1998). D’après Rolard (2002), les Datura
peuvent être aussi utilisés dans le domaine écologique, dans la bioremédiation des sols et
des eaux pollués par les métaux lourds. Ainsi, ces derniers seront concentrés sur les parois
cellulaires de la plante.
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De plus, les Datura sont de très belles plantes qui présentent un grand intérêt
ornemental (Abadio, 2004).

3. Toxicité des Datura
Selon Lapostolle (2006) La consommation de ces plantes dans un but addictif sous forme
de décoction ou d’ingestion de graines est actuellement le mode d’intoxication le plus
fréquent. Le nombre de graines ingérées peut varier de 7 à 200.

Toutes les parties de la plante sont toxiques et renferment des alcaloïdes tropaniques.
Le Datura est, comme la belladone, un parasympatholytique mais dont l’effet est plus
intense.

L’intoxication se traduit par un syndrome anticholinergique à symptomatologie
essentiellement neuropsychique avec excitation psychomotrice, propos incohérents,
hallucinations visuelles, angoisse, désorientation et agressivité. La présence d’une
mydriase bilatérale est constante alors que les autres signes anticholinergiques sont
inconstants : sécheresse buccale, tachycardie sinusale, hyperthermie, rétention urinaire et
vomissements. Dans les cas graves, on peut observer : coma, convulsions et détresse
respiratoire (Lapostolle, 2006).

II. La maladie du chevelu racinaire

1. Agrobacterium
Depuis sans doute des millions d’années, des bactéries du sol accomplissent des transferts
naturels de gènes dans les plantes. A l’occasion d’une blessure, elles introduisent, dans le
génome nucléaire des hôtes qui leur sont sensibles, une partie de leur ADN plasmidique qui
est ensuite capable de s’y exprimer (Chilton, 1983). Ces bactéries sont des Rhizobiacées
Gram- du genre Agrobactérium. Il s’agit d’A. rhizogenes et A. tumefaciens, proches parentes
l’une de l’autre et respectivement responsables des maladies du chevelu racinaire (hairy
root) et de la galle du collet (crown gall). Ces bactéries se présentent sous forme de bacilles
de 0,6 à 1 µm de largeur et de 1,5 à 3 µm de longueur. Elles sont mobiles grâce à 1
à 6 flagelles et ne font pas de spores. Elles vivent en aérobie, car elles possèdent un
métabolisme du type respiratoire avec l’oxygène comme dernier accepteur d’électrons. Elles
sont toutefois capables de croître sous de tensions réduites d’oxygène dans les tissus de la
plante. La température optimale de croissance est de 25°C à 28°C. En milieu solide, elles
forment des colonies convexes, circulaires, lisses et de couleur beige clair (Chriqui, 1998).

2. Plasmide Ri
Le plasmide Ri (Fig. 5) est caractérisé par sa grande taille (200 à 800 kb) et contient deux
régions nécessaires à l’infection, la région de l’ADN-T (ADN transféré) destinée pour être
transféré à la cellule végétale et la région vir (virulence). L’ADN-T est délimité par 24 pb de
séquences d’ADN répétées (Slightom   et    al.,   1986).
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Un certain nombre de groupes de plasmides Ri (pRi) ont été caractérisés. La
classification de ces plasmides dépend des types d'opines (Tableau 1) auxquels les ADN-
T orientent la synthèse de la plante infectée (Lahners   et    al  ., 1984).

Figure 5 : Structure du plasmide Ri (Veena et Taylor, 2007)
Les souches d’A. rhizogenes les plus fréquemment étudiés sont les souches à agropine

(A4 et 1855) et de type mannopine (8196). Les pRi de type agropine abritent deux fractions
d’ADN-T, TL (T-DNA left) et TR (T-DNA right). Les pRi de type mannopine et de type
cucumopine contiennent un seul fragment d’ADN-T, ce dernier est homologue au TL des
pRi de type agropine (Lahners   et    al  ., 1984).

Tableau 1 : Principales opines servant à la classification des plasmides Ri d’A. rhizogenes (Chriqui,
1998).

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

TRIOI. 2659. NIAES 1724.

Après transfert, l’ADN-T intègre l’ADN nucléaire végétal où ses gènes sont transcrits
par l’ARN polymérase II. L’ADN-T contient des gènes indiquant le phénotype rhizogène.
Il héberge des gènes qui orientent la production et la sécrétion des opines. Ces opines
peuvent être utilisées par des souches d’agrobactéries comme source de carbone (énergie)
et parfois

comme source d’azote. En outre, quelques opines peuvent induire le transfert conjugal
du pRi entre cellules bactériennes. La région vir du pRi contient de nombreux gènes
impliqués dans le traitement de l’ADN-T et de son transfert vers la cellule végétale
(Hooykaas, 1984).
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Les racines induites par A. rhizogenes peuvent être maintenues en tant que cultures
de chevelus racinaires, qui ont la capacité de produire des métabolites secondaires à un
niveau plus élevé que des cultures en suspension, et qui sont génétiquement beaucoup
plus stables (Primrose   et    al.  , 2003).

3.Base physiologique de la maladie du chevelu racinaire
En dépit des similitudes entre les gènes vir et les bordures de l’ADN-T des plasmides Ti et
Ri, qui reflètent très probablement des mécanismes identiques du transfert de l’ADN-T de la
bactérie (A.  tumefaciens, A. rhizogenes) aux cellules végétales, nous savons maintenant
que les bases physiologiques de la maladie de la galle du collet et du chevelu racinaire
diffèrent de manière significative. Dans une certaine mesure, ceci a pu avoir été prévisible
considérant les possibilités régénératrices des tissus incitées par ces deux bactéries. Les
tumeurs de la galle du collet régénèrent rarement des plantes capables de s'enraciner. Des
plantes régénérées de ces tumeurs ont été analysées, la majorité de l’ADN-T est abîmé
ou l’expression de la plupart des gènes de l’ADN-T est inactivée par méthylation de ces
derniers (Durand-Tardif   et    al.  , 1985 ; Tepfer, 1984).

Cependant, des plantes sont spontanément régénérées des chevelus racinaires,
quoique avec leur morphologie modifiée, contiennent et expriment toujours les gènes
de l’ADN-T du plasmide Ri (Durand-Tardif   et    al.  , 1985 ; Tepfer, 1984). Ces
plantes régénérées diffèrent des plantes normales dans plusieurs aspects : elles montrent
fréquemment des changements dans la pigmentation et la morphologie de la feuille, la
longueur des entre-noeuds, le géotropisme des racines, la morphologie de la fleur et le cycle
de la plante (Gelvin, 1990).

4. Relation Agrobacterium-cellule végétale
Solon Chriqui (1998), on peut considérer trois grandes étapes dans le mécanisme du
transfert de l’ADN-T des plasmides Ri vers les cellules végétales :

∙ La reconnaissance et l’attachement de la bactérie aux cellules végétales blessées. Il
s’agit des premiers événements du processus infectieux ;

∙ Le transfert et l’intégration de l’ADN-T ;
∙ L’expression des gènes portés par l’ADN-T après leur intégration dans le génome

nucléaire végétal, cette expression étant à l’origine des symptômes du chevelu
racinaire et du déterminisme de la relation parasitaire.

L’ensemble de ces événements est illustré dans la figure 6.
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Figure 6 : Relation Agrobacterium – cellule végétale (Wei-Ying, 2003).

4.1. Attachement de la bactérie aux cellules végétales
Le transfert de l’ADN-T dans la cellule végétale nécessite d'abord une reconnaissance de
la cellule par la bactérie qui s'attache à la paroi de celle-ci, les gènes responsables de
l'attachement sont portés par le chromosome bactérien (Scriban, 1999). Les loci chvA, chvB
et exoC sont responsables de la synthèse d'un polysaccharide, β1,2-glucane, qui serait
impliqué dans la capacité d'adhésion. Le locus cel serait responsable de la synthèse d'un
polysaccharide de type cellulose dont le rôle serait de stabiliser l'adhésion bactérie-plante
une fois qu'elle a été initiée. D'autres loci seraient indispensables pour le pouvoir d'adhésion
de la bactérie (miaA, chvD, ros) mais leur rôle reste inconnu (Tikhomiroff, 2002).

4.2.Transfert et intégration de l’ADN-T 
Les séquences bordures de l’A-DN-T ne sont pas transférées sous forme intacte dans le
génome de la plante mais elles sont impliquées dans le processus du transfert (Zambryski
et    al.,   1982). La délétion de la répétition droite de la séquence bordure empêche le
transfert de l’ADN-T (Shaw   et    al.  , 1984).

Les gènes responsables du transfert de l’ADN-T sont situés au niveau de la région vir.
Deux de ces gènes, virA et virG sont exprimés de façon permanente à un faible niveau et
ils contrôlent l’activation des autres gènes vir, induite par la plante. La protéine VirA est une
kinase qui traverse de part en part la membrane bactérienne interne et sert de récepteur
pour certaines molécules phénoliques (l’acétosyringone étant la plus utilisé en laboratoire)
qui sont relarguées par les cellules de la plante blessée (Stachel   et    al  ., 1985). Beaucoup
de sucres agissent en synergie avec les signaux phénoliques pour augmenter l’expression
des gènes vir (Shimada   et    al.  , 1990). La protéine VirA, une fois activée, phosphoryle
la protéine VirG, qui est un activateur transcriptionnel des autres gènes vir. En plus de
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virG, d’autres gènes situés sur le chromosome bactérien codent aussi pour des facteurs de
transcription régulant l’expression des gènes vir (Kado, 1998).

L’induction de l’expression des gènes vir entraîne la synthèse de protéines formant un
pilus conjugatif par lequel l’ADN-T est transféré dans la cellule végétale. Les composants du
pilus sont codés par des gènes de l’opéron virB (Lai et Kado, 2000). Le transfert de l’ADN-
T proprement dit est initié par une endonucléase formée des produits des gènes virD1 et
virD2. Elle effectue soit des coupures simple brin, soit une coupure double brin dans les
séquences bordures de l’ADN-T, ce processus est amplifié par les protéines des gènes
virC1 et virC2 (Steck, 1997). Les brins de l’ADN-T sont recouverts de VirE2, une protéine
de liaison à ADN simple brin, le complexe (ADN-T + VirE2) est ensuite transféré à la cellule
végétale à travers le pilus.

VirD2 s’attache de manière covalente sur l’extrémité 5’ du simple brin de l’ADN-T pour
l’exciser, ce dernier est protégé contre les nucléases de la cellule végétale par VirE2. Une
fois qu’il est dans le noyau, l’ADN-T s’intègre par un processus de recombinaison aléatoire
et non homologue (Casse et Breitler, 2001 ; Crété, 2006 ; Davet, 1996 ; Scriban, 1999).
Selon Chupeau (2001), il y’a resynthèse de la portion coupée entre les sites de coupure
et régénération d’un ADN-T double brin (Fig. 7). Scriban (1999) rapporte que la délétion
de l’ADN génomique se fait par des éléments de régulation de la transcription, Pol II, et le
complexe T.

L’intégration de l’ADN-T au sein du génome nucléaire se fait au hasard dans les parties
qui sont régulièrement transcrites, et plusieurs copies de l’ADN-T peuvent se retrouver dans
le génome de la cellule végétale (Tikhomiroff, 2002)

Figure 7 : Modèle d’intégration de l’ADN-T dans l’ADN végétal (Crété, 2006).
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A, B : recombinaison de l’ADN-T ; C : resynthèse d’un ADN-T double brin ; D : délétion
de l’ADN génomique ; E : intégration de l’ADN-T.

4.3. Expression des gènes portés par l’ADN-T
L'expression de l'ADN-T chez les plantes se traduit par, la formation d'un chevelu racinaire
abondant au site d'infection.Ce chevelu a la faculté de synthétiser des opines qui diffèrent
selon les souches de l’A. rhizogènes (Davet, 1996).

Quatre gènes sont responsables de l’apparition des chevelus racinaires et de leur
phénotype, les gènes rolA, rolB, rolC et rolD(Tikhomiroff, 2001). Selon Slightom   et
al.  (1986) les gens rol (root locus) correspondent à des orf (open reading frames)
spécifiques. L’expression de rolAest nécessaire pour l’établissement du phénotype des
chevelus racinires, celle du rolB détermine la densité du tissu des chevelus racinaires.
rolCest lié au métabolisme de l’acide gibbérellique. rolDn’est pas essentiel pour induire le
phénotype de la maladie, mais son absence retarde l’apparition des racines transformées
(Schmulling   et    al  ., 1988).

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

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

Ainsi, l’A. rhizogenes contribue à la transformation de plantes et à la production de
plantes transgéniques à usage biotechnologique (Veena, 2007).

III. Les alcaloïdes
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1. Définition
Les alcaloïdes sont une des classes des métabolites secondaires les plus importants. Le
terme alcaloïde ou « alkaly-like » (alkaly = soude ; like = qui a l’apparence) a été proposé
pour la première fois par le pharmacien Meissner en 1818.

Une substance d’alcaloïdes d’origine animale ou végétale peut être définie comme un
composant basique contenant dans sa structure moléculaire complexe un atome d’azote et
qui peut manifester une activité pharmacologique significative (Roberts et Wink, 1998).

Récemment, les alcaloïdes sont présentés comme des molécules organiques cycliques
avec un atome d’azote dans leur structure. Cette définition est proposée par Pelleter (
in   Santavy, 1970). Selon Cordell   et    al.  (2001), il est nécessaire de noter quelques
exceptions :

∙ Certains produits naturels contenant un atome d’azote dans leur structure ne
sont pas considérés comme des alcaloïdes, on peut citer la Colchicine et l’Acide
aristolochique.

∙ Une classe dites « Protoalcaloïdes » constituée de simples amines. Ce sont ce
qu’on appelle « Les amines biologiques » comme l’Ephédrine et la Mescaline. Et les
« Pseudoalcaloïdes ».

Les alcaloïdes sont considérés comme des composés organiques d’origine naturelles,
azotés, plus au moins basique, de distribution restreinte et doués, à faible dose, de
propriétés pharmacologiques marquées. Le regroupement d’un tel ensemble est confirmé
par des réactions de précipitation (Cordell   et    al.  ,    2001).

2.Classification
On estime qu’il y a plus de 10 000 alcaloïdes différents déjà isolés (ou détectés) à partir
de sources végétales, animales ou de micro-organismes. Proposer une classification pour
les alcaloïdes est une tâche difficile, en raison du grand nombre de composés connus et
surtout à cause de la diversité structurale (Mauro, 2006).

L’atome d’azote dans les alcaloïdes provient, en général, d’un acide aminé dont
la structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de l’alcaloïde. Une
façon raisonnable est alors de classer les alcaloïdes en groupes selon leur précurseur
biosynthétique. Ainsi, il existe des alcaloïdes 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’alcaloïdes qui n’ont pas forcément un acide
aminé comme précurseur. Dans ces cas-là, l’atome d’azote est incorporé à un stade avancé
de la biosynthèse par réactions d’amination sur des intermédiaires aldéhydes ou cétones
(Bhat, 2005).

3. Alcaloïdes dérivés de l’ornithine
Dans ce groupe, les pyrrolizidines et les tropanes sont les plus importants. Les
pyrrolizidines, très répandues dans la nature, sont présentes dans les plantes qui font
partie des familles botaniques Asteracea, Boraginaceae, Fabaceae et Orchidaceae. Très
toxiques, souvent hépatotoxiques (Hartmann, 1995).
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Parmi les pyrrolizidines naturelles, la rétronécine et la senécionine (Fig. 8) (isolées de
plantes de l’espèce Senecio et Heliotropium) sont les plus connues. On peut citer comme
exemple de pyrrolizidines, l’indicine N-oxide , isolée d’Heliotropium indicum, qui s’est révélé
être un agent antitumoral et antileucémique et fait objet d’une étude clinique à l’Institut
National du Cancer aux Etats-Unis (Dewick, 2001).

Dans la famille des tropanes, l’hyoscyamine, la scopolamine (ou hyoscine)
et l’atropine (Fig. 8) sont parmi les alcaloïdes les plus utilisés dans le domaine
médical. Ils sont présents dans les plantes de l’espèce Atropa belladonna, Hyoscyamus
niger, Mandragora officinarum et Datura sp (Mauro, 2006). Ces alcaloïdes ont des
propriétés antispasmodiques dans le système gastrointestinal et également des propriétés
antisécrétrices (utiles au cours des interventions chirurgicales). L’atropine est largement
utilisée dans le domaine de l’ophtalmologie en tant qu’agent mydriatique (pour dilater la
pupille) (Dewick, 2001 ; Bhat   et    al.,   2005).

La cocaïne (Fig. 8) est un alcaloïde peu abondant présent dans les plantes de l’espèce
Erythroxylum. La source la plus importante de ce composé est l’Erythroxylum coca, utilisé
depuis l’antiquité comme anesthésique local. Elle est beaucoup utilisée dans le domaine
de l’odontologie, mais aujourd’hui, en raison de ses propriétés neurotoxiques elle est
remplacée par d’autres drogues moins toxiques. Au cours des interventions chirurgicales
des yeux, de l’appareil auditif, du nez et de la gorge, la cocaïne est encore largement utilisée
(Bhat   et    al.,   2005).

Figure  8 : Quelques alcaloïdes dérivés de l’ornithine (Mauro, 2006)
1 : rétronécine ; 2 : senécionine ; 3 : hyoscyamine ; 4 : scopolamine ; 5 : atropine ;

6 : cocaïne
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4.Biosynthèse des alcaloïdes tropaniques
Les alcaloïdes tropaniques sont produits principalement chez les solanacées. Selon
Facchini (2001), la formation du cation N-méthyle-D1-pyrrolinium impliqué dans la
biosynthèse des alcaloïdes commence par la décarboxylation de l'ornithine et/ou de
l'arginine par une décarboxylase (OrnDC ou ArgD). Ces enzymes sont impliquées dans
la formation de la putrescine directement ou par l'intermédiaire de l'agmatine. En dépit de
l'existence de deux itinéraires à la putrescine, l'arginine est suggérée fournir la majeure
partie de la putrescine pour la biosynthèse des alcaloïdes tropaniques.

La première étape de la biosynthèse des alcaloïdes tropaniques est catalysée par une
putrescine N-méthyltransférase (PMT). La tropinone est le premier intermédiaire avec un
anneau tropane. Deux déshydrogénases, la tropinone réductase I (TR-I) et la tropinone
réductase II (TR-II) réduisent la tropinone en tropine et γ-tropine respectivement (Fig. 9).

L’hyoscyamine est produite par la condensation de la tropine et de l'acide tropique
(intermédiaire dérivé de la phénylalanine). L’hyoscyamine peut être convertie en
scopolamine par hydroxylation de l'anneau tropane (Facchini, 2001)
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Figure 9 : Biosynthèse des alcaloïdes tropaniques (Lee et al., 2004)

5.Extraction des alcaloïdes et préparation de l’échantillon

5.1.Extraction
La solubilité est décisive pour le choix de la méthode d'extraction. Tous les alcaloïdes
tropaniques, excepté l'apoatropine, la cocaïne et les truxillines, sont assez hydrosolubles, au
moins à pH acide. La solubilité dans l'eau des alcaloïdes tropaniques permet une extraction
sélective avec une solution aqueuse acide, à l'exclusion des composés lipophiles et fournit
ainsi aux extraits peu de contaminants. L'extraction à grande échelle de l’hyoscyamine et de
la scopolamine modifiée par l'addition du méthanol s'est avérée une alternative intéressante,
parce qu'elle est souple, reproductible et permet de récupérer le dissolvant organique
(Brachet   et    al.  , 1999).

Une extraction sélective est fortement recommandée en général, parce qu'elle peut
accélérer toute autre opération avec l'extrait, c-à-d simplifier la préparation de l’échantillon
et permettre l'analyse chromatographique directe dans beaucoup de cas. En pratique, on
examinera toujours la méthode d'extraction choisie en éluant le matériel plusieurs fois et
en examinant les extraits individuellement afin de savoir après combien de répétitions une
extraction est exhaustive (Drager, 2002).

5.2.Préparation de l'échantillon
La préparation de l’échantillon rapportée pour des alcaloïdes tropaniques est habituellement
faite par l'extraction liquide – liquide (ELL) avec des dissolvants non miscibles ou par
l'extraction en phase solide (EPS) (Drager, 2002).

La préparation de l'échantillon sans pertes est importante si une évaluation quantitative
de tous les alcaloïdes est exigée. Pour beaucoup d'alcaloïdes, le procédé de préparation
de l'échantillon est basé sur la différence de solubilité des sels d'alcaloïdes par rapport aux
bases libres. Un extrait aqueux acide doit être alcalinisé pour transférer les alcaloïdes en
forme de bases puis les extraire dans les dissolvants organiques non miscible avec l'eau.
Si une ELL est employée, il est recommandé de la pratiquer rapidement ou utiliser un soluté
modérément alcalin (par le carbonate de sodium ou l'ammoniac) (Drager, 2002).

Une alternative à l'ELL est l'EPS. Un choix large de matrices est disponible, des
cartouches prêtes à l'emploi et de plusieurs tailles. L'EPS à phase inversée C18 (PI18)
emploie le même principe qu'une ELL ; l'extrait aqueux est alcalinisé puis utilisé dans la
colonne d'extraction où tous les composés suffisamment lipophiles sont maintenus. L'élution
est habituellement faite avec du méthanol acide. Au lieu des cartouches PI, beaucoup
d'auteurs emploient particulièrement de la terre diatomée préparée (kieselgur). Quant une
analyse par HPLC est projetée, les échantillons peuvent être préparés en utilisant des
cartouches de laboratoire (préparées au laboratoire) avec du gel de silice pur, l'élution doit
se faire par la phase mobile de l'HPLC (Drager, 2002).

6.Dosage et identification des alcaloïdes
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase liquide à
haute performance (HPLC) conviennent bien à l’étude des alcaloïdes (Drâger, 2002).
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6.1.Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

6.1.1 Principe
En CPG, l’échantillon est vaporisé et injecté en tête de colonne. L’élution est assurée par
un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de l’analyte
entre une phase gazeuse mobile et une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface
d’un support inerte (Skoog   et    al.  , 2003).

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement
retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénomène appelé
« rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et
inférieure à celle de la phase mobile, ceci les conduit à sortir de la colonne les uns après les
autres. On enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul,
puis un pic au passage de chaque soluté séparé (Tranchant   et    al  ., 1995).

6.1.2 Appareillage de la CPG
a) Alimentation en gaz vecteur

Les gaz vecteurs ou gaz porteurs, doivent être chimiquement inertes, comme c’est le
cas de l’hélium, l’argon, l’azote et l’hydrogène. Le choix du gaz est souvent dicté par le
type de détecteur utilisé. A l’alimentation en gaz, sont associés des régulateurs de pression,
des jauges et des débitmètres, et souvent un tamis moléculaire qui élimine l’eau et d’autres
impuretés (Skoog   et    al.  , 2003).

b) Système d’injection de l’échantillon
La méthode la plus courante consiste à utiliser une micro-seringue avec laquelle on

injecte l’échantillon liquide ou gazeux à travers un diaphragme ou un septum en élastomère
dans une chambre à vaporisation instantanée située en tête de la colonne (Skoog   et    al.
, 2003).

c) Configuration des colonnes et de leurs fours
Il existe deux types de colonnes en CPG, les colonnes remplies et les colonnes

tubulaires ouvertes ou capillaires. La longueur des colonnes chromatographiques est
comprise entre 2 et 50 m, ou plus. Pour pouvoir être mises dans un four thermostatique,
elles sont usuellement constituées d’enroulement de 10 à 30 cm de diamètre (Skoog   et
al.  , 2003).

d) Système de détection
Le détecteur à ionisation de flamme (FID) est le plus utilisé. Dans un brûleur, l’effluent

de la colonne est mélangé avec de l’hydrogène et de l’air, et ce mélange est enflammé
électriquement (Skoog   et    al.  , 2003).

6.2.Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC)

6.2.1 Principe
L’HPLC (Fig. 10) et la CPG sont deux méthodes pouvant être décrites par des théories
communes (principe commun). Dans les deux cas, un fluide appelé phase mobile parcourt
la colonne. Dans les deux cas, la colonne est appelée phase stationnaire. A l'instant initial,
le mélange à séparer est injecté à l'entrée de la colonne où il se dilue dans la phase mobile
qui l'entraîne à travers la colonne (Skoog   et    al.  , 2003).
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6.2.2 Appareillage
Selon Skoog   et    al.   (2003), Un appareillage pour HPLC est généralement constitué de :

∙ Un réservoir de solvant (éluant)qui contient la phase mobile en quantité suffisante.
∙ Une pompe ;
∙ Vanne d'injection ;
∙ Une colonne ;
∙ Phase stationnaire ;
∙ Ordinaire, polaire et composée de gel de silice ;
∙ Inverse, apolaire et composée de silice greffée par des chaînes linéaires en atomes

de carbones (C8 et C18).

∙ Détecteurs (détecteur UV-visible : le plus utilisé) ;
∙ Enregistreur.

Figure 10 : Principe et appareillage de l’HPLC

IV. Système de culture en continu
Le grand potentiel des cultures de chevelus racinaires comme source stable de produits
chimiques biologiquement actifs a attiré l'attention de la communauté scientifique (Wilson
et    al  ., 1987). En même temps elles fournissent beaucoup de défis pour la culture à grande
échelle. Puisque les conditions de culture dans un bioréacteur sont totalement différentes

que celles des boites de Pétri (Kim   et    al  ., 2002  2 ). Dans un réacteur, le processus de
la culture est en continu pendant des périodes prolongées, le produit est récupéré avec le
milieu de culture épuisé de façon périodique (Giri et Narasu, 2000).

La capacité d'exploiter la culture des chevelus racinaires comme source de produits
chimiques bioactifs dépend du développement des systèmes appropriés de bioréacteurs où
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plusieurs paramètres physiques et chimiques doivent être pris en compte (Giri et Narasu,
2000).

1.Perméabilisation
Les cultures de chevelus racinaires des Solanacées sont les plus étudiées en raison de leur
capacité à synthétiser des quantités relativement stable d’alcaloïdes tropaniques (Avery   et
al  ., 1987   In   Boitel-Conti   et    al  ., 1995). Malheureusement, les composés désirés sont
généralement mal libérés dans le milieu de culture (Singh   et    al  ., 1988   In   Boitel-Conti
et    al  ., 1995) et leur accumulation dans la racine peut être limitée par une rétroaction
(feed-back) d’inhibition des enzymes (Pras  et    al  ., 1991   In   Boitel-Conti   et    al
., 1995). La libération des alcaloïdes avec la prolongation de l'activité biosynthétique des
racines transformées peut être une solution (Boitel-Conti   et    al  ., 1995).

Le traitement avec du peroxyde d'hydrogène de 5 mM (H2O2) induit un dégagement
passager des alcaloïdes sans affecter la viabilité des racines transformées (Lee   et    al.,
1998). Selon Boitel-Conti   et    al  . (1995), le tween 20 (polyoxyethylenesorbitane
monolaurate) peut être utilisé comme agent de perméabilisation.

2.Contraintes de la culture en bioréacteur
La morphologie des chevelus racinaires est tout à fait flexible ; les racines répondent aux
changements de l'environnement local. Les changements de la morphologie, y compris
des changements de la densité et de la longueur des racines. Ainsi, la conception de
bioréacteurs est contrainte à un compromis entre les besoins biologiques des tissus, sans
induire une réponse biologique additionnelle et indésirable. L'agitation mécanique cause
l’enroulement des racines et mène à la formation de cals (Giri et Narasu, 2000).

3.Bioréacteurs
Les réacteurs utilisés pour la culture des chevelus racinaires sont de trois types :
bioréacteurs à phase liquide, bioréacteur à phase gaz et bioréacteur hybride qui est une

combinaison des deux autres (Kim   et    al  ., 2002  2 ).

3.1.Bioréacteur à réservoir remué (STR : Stirred tank reactor)
Ce type de bioréacteur (Fig. 11) inclut une roue à aubes ou lames qui facilitent le transfert
de masse, et n'est pas habituellement approprié aux cultures de chevelus racinaires en
raison de la formation de cals au niveau des blessures provoquées par cisaillement de la
rotation de la roue à aubes (Taya   et    al  ., 1989 ; Hilton et Rhodes, 1990). Cependant,
récemment certains bioréacteurs à réservoir remué modifiés ont été développés. Ces STRs
modifiés ont de grandes roues à aubes et une cloison, ils sont agités à une vitesse réduite ;
alternativement, des chevelus racinaires peuvent être développés dans une cuve en acier
à l'intérieur du STR (Giri et Narasu, 2000).
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Figure 11 : Bioéacteur à réservoir remué (Kim et al., 20021)

3.2.Bioréacteurs submergés (Airlift ou submerged bioreactors)
Sont semblables aux STRs mais leur manque la roue à aubes. De l'air humidifié passe par
la grille de verre, fonctionne comme aérateurs. Ce type de bioréacteur (Fig. 12) s'est avéré
réussi pour la culture des chevelus racinaires (Taya   et    al  ., 1989 ; Tescione, 1997).

Figure 12 : Bioréacteur submergé (Kondo et al., 1989)

3.3.Bioréacteur à colonne aérée (Bubble column reactor)
Comme un bioréacteur submergé, dans une colonne, les bulles créent moins d'effet de
cisaillement, de sorte qu'il soit utile pour la culture des structures organisées telles que
les chevelus racinaires. Dans ce cas-ci, le taux de bouillonnement doit être graduellement
augmenté avec la croissance des chevelus racinaires. D'ailleurs, la division d'une colonne
en segments, et l'installation de multiples séparateurs augmente le transfert de masse
(Buitelaar   et    al  .,  1991).
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Figure 13 : Bioréacteur à colonne aérée (Kim et al., 2003)

3.4.Bioréacteur à turbine (Turbine blade reactor)
C'est une combinaison du réacteur à réservoir remué et du bioréacteur submergé. Ici
l'espace de culture est séparé de l'espace d'agitation par le filet d'acier inoxydable, de sorte
que les chevelus racinaires n'auront pas de contact avec la roue à aubes. L'air est introduit
du fond de réservoir et dispersé par une roue à aubes de huit lames qui remue le milieu.
C'est efficace pour la culture des chevelus racinaires (Kondo   et    al  ., 1989).

Figure 14 : Bioréacteur à turbine (Kondo et al., 1989)

3.5.Bioréacteur à brume (Mist bioreactor = trickle bed reactor)
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Ici le milieu s'écoule goutte à goutte au-dessus d'un papier filtre Whatman contenant la
biomasse, puis le milieu épuisé est écoulé, au fond du bioréacteur à un réservoir et il est
recyclé à un taux spécifique. Le degré de distribution du liquide change selon le mécanisme
de diffusion du liquide au dessus de la chambre du réacteur. Pour une meilleure dispersion,
la pulvérisation est faite en mélangeant l'air humidifié au milieu qui crée la brume (Dilorio
et    al  ., 1992 ; Whitney, 1992).

Figure 15 : Bioréacteur à brume (Srivastava et Srivastava, 2007)

3.6.Bioréacteur à phase gaz (Gas phase reactor)
De l'air humidifié est introduit du fond du réacteur par une plaque de verre agglomérée. C'est
utile pour le mélange et l'oxygénation (Giri et Narasu, 2000.).

Réacteurs en lesquels la phase liquide est dispersée et le gaz est la phase continue
(système de culture aeroponique), ils semblent offrir des conditions idéales pour la
croissance et la productivité des cultures de racines en raison du contenu élevé du gaz
disponible à la croissance de ces dernières (McKelvey   et    al  ., 1993).

Figure 16 : Bioréacteur à phase gaz (Kim et al., 20021)
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3.7.Bioréacteur à tambour rotatif (Rotating drum bioreactor)
Il est composé d'un récipient en forme de tambour monté sur des rouleaux pour l'appui et la
rotation. Le tambour tourne seulement à 2 – 6 rpm pour réduire au minimum la pression de
cisaillement sur les chevelus racinaires. Kondo   et    al  ., (1989) ont employé ce système
pour les chevelus racinaies de carotte. Les chevelus racinaires adhèrent aux surfaces du
réacteur et pendant que le tambour tourne les racines tendent à se déchirer. Pour surmonter
ce problème, une pellicule de mousse de polyuréthane allumée est fixée sur la surface du
tambour, auquel les chevelus racinaires obtenus sont fixés. Ceci a eu comme conséquence
une croissance plus élevée sans détachement.

Figure 17 : Bioréacteur à tambour rotatif (Kondo et al., 1989)

3.8.Bioréacteur convecteur de flux (Convective flow reactor)
Ce réacteur consiste principalement en un réservoir remué et une chambre tubulaire de
culture (Kim   et    al  ., 2002). Bien que le réacteur convecteur de flux ait montré une
performance améliorée comparé à un réacteur à colonne aérée, il ne peut être un système
à grande échelle réaliste, cela est dû à l’insuffisance de la pression exigée pour circuler le
milieu de culture à une vitesse assez élevée et surmonter la résistance d'écoulement au lit
de racine (Carvaiho et Curtis, 1998).

Figure 18 : Bioréacteur convecteur de flux (Kim et al., 20021)

3.9.Bioréacteurs à flux radial (Radial flow reactors)
Les conditions d'écoulement du liquide dans les bioréacteurs sont importantes pour la
croissance des chevelus racinaires (Yu et Doran, 1994). Le changement de l'écoulement
a une influence à la fois sur les facteurs du transfert d'oxygène au niveau des
entrecroisements des racines à l'intérieur du bloc et sur le stress hydrique des cellules du
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chevelu racinaire. La connaissance de ces facteurs a contribué dans le développement du
réacteur à flux radial. Il améliore l'approvisionnement en oxygène et favorise la culture à
haute densité des chevelus racinaires (Kino-Oka   et    al  ., 1999).

Figure 19 : Bioréacteurs à flux radial (Kim et al., 20021)

3.10.Bioréacteur à vapeur nutritive (Nutrient Mist Bioreactor)
Weathers et Giles (1988) sont à l'origine du concept d'approvisionnement par des vapeurs
nutritives. Des brumes peuvent être produites en employant des becs et l'air comprimé ou
des ultrasons (Weathers   et    al  ., 1997). Ce système évite les dommages causés par
les pulvérisateurs du liquide sur le chevelu racinaire, les brumes sont plus efficaces et le
besoin d'équipement de recyclage est limité. L'utilisation des brumes diminue également
l'épaisseur du film liquide sur la surface des racines, de ce fait, l’augmentation des transferts
d'éléments nutritifs et de gaz (O2, CO2 …) (Weathers   et    al  ., 1999).

Figure 20 : Bioréacteur à vapeur nutritive (Kim et al., 20021).
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Matériels et méthodes

I Objectif du travail
Les solanacées, particulièrement les espèces du genre Datura sont connues pour leur
contenu alcaloïdique (Houmani, 1999). Des Datura spontanés provenant de diverses
régions d’Algérie ont fait l’objet de notre étude en vue de leur valorisation. Pour cela, nous
nous sommes intéressés à :

∙ L’induction des chevelus racinaires chez quatre espèces du genre Datura à savoir :
Datura stramonium (DS), D. innoxia (DI), D. tatula (DT) et D. ferox (DF) par la souche
A4 d’Agrobacterium rhizogenes ;

∙ La sélection des lignées racinaires intéressantes ;
∙ L’optimisation du développement des chevelus racinaires sur milieu liquide en tenant

compte des paramètres suivants :

Milieu de culture (MS et B5) ;
Concentration en azote ;
Concentration en calcium.

∙ L’optimisation de l’élicitation de la biomasse et de la production d’alcaloïdes en
utilisant de :

L’acide salicylique (AS) ;
L’acide acétylsalicylique (AAS) ;
L’acide jasmonique (AJ).

∙ L’optimisation de la perméabilisation des chevelus racinaires avec :

Du Tween 20 ;
Du peroxyde d’hydrogène.

∙ Essai de développement des chevelus racinaires en système de culture continue ;
∙ L’extraction des alcaloïdes :

Intracellulaire ;
Extracellulaire (dans le milieu de culture).

∙ Le dosage et l’identification des alcaloïdes par chromatographie en phase gaz (CPG).

II Obtention des vitrosemis
Des vitrosemis obtenus à partir de graines matures de Datura sp sont utilisés pour prélever
les hypocotyles destinés à la transformation.
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1.Origine des graines de Datura
Les graines (Fig. 21) de Datura stramonium, D. tatula et D. innoxia sont obtenues à partir
de populations spontanées récoltées au niveau de la Mitidja, quant aux graines de D. ferox,
elles sont originaires de Ain Timouchent.

Figure 21: Graines matures des Datura utilisées pour l’obtention des vitrosemis
1 : DF ; 2 : DI ; 3 : DS ; 4 : DT.

2.Scarification
La scarification a lieu selon la méthode préconisée par Khelifi-Slaoui   et al  . (2005) qui
consiste à frotter les graines entre deux feuilles de papier verre (80 point).

3.Désinfection des graines
Les graines scarifiées ont été désinfectées par un passage dans l’éthanol à 70° pendant 30
secondes et un trempage dans de l’hypochlorite de sodium à 12° pendant 10 minutes, suivi
de trois rinçages à l’eau distillée stérile et un séchage sur du papier filtre stérile (Khelifi-
Slaoui   et al  ., 2005).

4.Mise en culture
Les graines sont ensemencées dans des tubes contenant environ 20 ml de milieu MS
(Murashige et Skoog, 1962) (Tableau 2) additionné de 7 g/l d’agar et 20 g/l de saccharose.
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Les cultures sont placées dans la chambre de culture à une température de 26 � 1°C et
une photopériode de 16 heures de lumière et 8 heures d’obscurité.

Le taux de germination de chaque espèce est calculé après six jours de culture.

Tableau 2 : Composition chimique du milieu MS (Murashige et Skoog, 1962)

III Obtention des chevelus racinaires

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

2.Préparation des suspensions bactériennes
La souche bactérienne est conservée à l’obscurité dans le milieu YEM (Vincent, 1970)
(Tableau 3), à une température de – 4°C.

Tableau 3 : Composition chimique du milieu YEM (Vincent, 1970)

2.1 Activation de la bactérie
L'activation consiste à ensemencer les bactéries sur un milieu de culture YEM neuf de pH
7 et les mettre en incubation à l'obscurité, à une température de 27 ± 1°C pendant 48 à 72
heures. Une partie des bactéries activées est utilisée pour la préparation des suspensions,
l'autre partie est remise en conservation pour les prochaines manipulations.

2.2 Mise en suspension de la souche bactérienne
Cette étape consiste à ensemencer la souche préalablement activée dans le milieu de

culture YEM liquide pendant 72 heures (environ 106 germes/ml). L’incubation des bactéries
en suspension est réalisée dans l’obscurité à 27 ± 1°C dans un incubateur-agitateur réglé
à 80 rpm.

3.Inoculation et co-culture plante-bacterie
Trois mois après le semis des graines de Datura sp, les vitrosemis sont suffisamment
développés. L’inoculation a lieu 72 heures après la mise en suspension des bactéries. Les
explants témoins subissent les mêmes traitements mais avec des milieux de culture sans
bactéries.

L’inoculation se fait par simple dépôt à l’aide d’une seringue au niveau de la section
basale des fragments d’hypocotyles de 0,5 à 1 cm de longueur. Ils sont ensuite déposés,
selon une polarité inversée, à raison de 4 explants par boite de pétri, sur milieu MS contenant
250 mg/l de céfotaxime (antibiotique). La co-culture est réalisée dans l’obscurité et à 26 ±
1°C (Amdoun   et    al  ., 2005).

La réponse du végétal (explant) est évaluée après 60 jours de l’inoculation et sur la
base des paramètres suivants :
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∙ Le taux de réactivité qui représente le pourcentage d’explants ayant formés un cal sur
le site d’infection ;

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

∙ Le temps moyen d’apparition de la première racine ;
∙ Le nombre moyen de racines par explant.

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

IV Isolement des racines transformées et
multiplication des chevelus racinaires

Les racines transformées qui apparaissent sur les explants inoculés sont excisées
lorsqu’elles atteignent environ 2 cm de longueur. Elles sont transférées sur milieu MS
solide additionné de 250 mg de céfotaxime afin d’éliminer les bactéries qui accompagnent
éventuellement ces racines. Des repiquages sur des milieux contenant de moins en moins
d’antibiotique sont nécessaires.

Ayant atteint une taille et un degré de ramification jugés suffisants, les racines sont
découpées en portions de 2 cm non ramifiées. Elles sont par la suite cultivées chacune sur
milieu MS solide sans antibiotique.

- Confirmation de la transformation
Le gène rolC provient de l’ADN-T transféré par A. rhizogenes dans la plante. La

vérification par PCR de la présence du gène rolC dans les cellules qui confirme la
transformation (Gelvin, 1990 ;  Amdoun   et al.  , 2006) n’a pas été réalisée. Dans nos
essais la confirmation se fait par simple comparaison des traitements aux témoins.

V Sélection des lignées racinaires
Chaque racine isolée peut être considérée comme une lignée unique. Chaque racine induite
par l’Agrobacterium est issue d’un évènement de transformation différent (Dhakulkar   et
al  ., 2005). Les racines isolées dans notre expérimentation sont donc considérées comme
des lignées distinctes.

Les racines qui présentent une forte croissance sont retenues, alors que celles qui
présentent une faible croissance ou qui sont callogènes, sont systématiquement éliminées.
Les lignées racinaires sont sélectionnées selon trois critères :

∙ Vitesse moyenne de croissance des racines (cm/jour) ;
∙ Longueur moyenne totale (cm) après 12 jours de culture ;
∙ Importance des ramifications.
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VI Optimisation de la composition de la fraction
minérale du milieu de culture

Les lignées racinaires sélectionnées à partir des différentes espèces étudiées sont mises en
culture dans un milieu liquide. L’optimisation est réalisée dans des ballons à fond plat de 250
ml contenant 20 ml de milieu de culture. Le poids frais de l’inoculum est d’environ 0,01 g, la
culture des chevelus racinaires est conduite dans les conditions suivantes : l’obscurité ; une
température de 26 ± 1°C ; une vitesse d’agitation de 100 rpm et pendant 12 jours seulement.

Les paramètres étudiés sont :
Milieu de culture : Deux milieux de culture sont utilisés à savoir :

∙ Milieu MS dont les macroéléments et microéléments sont dilués : 1 fois MS, ¾ MS et
½ MS.

∙ Milieu B5 (Tableau 4) dont les macroéléments et microéléments sont dilués : 1 fois
B5, ¾ B5 et ½ B5.

Concentration en azote : 100 mM, 75 mM et 50 mM. Le témoin étant le milieu B5 entier
(25 mM en azote).

Concentration en calcium : 15 mM, 10 mM et 5 mM. Le témoin étant le milieu B5 entier
(1 mM en calcium).

Le pH des milieux de culture utilisés est compris entre 5,6 et 5,8. Les milieux de culture
sont additionnés de 20 g/l de saccharose.

L’interprétation des résultats est fonction de la biomasse (poids frais et sec) des
chevelus racinaires et de leurs contenus alcaloïdiques. Le poids sec est obtenu après
séchage dans l’étuve à 60°C pendant 48 heures.



Induction de chevelus racinaires par Agrobacterium rhizogenes chez Datura sp :

42

Tableau 4 : Composition chimique du milieu B5 (Gamborg et al., 1968)

VII Essai d’optimisation de l’élicitation de la biomasse
et du contenu alcaloïdique

Des extrémités de racines non ramifiées d’environ 2 cm obtenues de la transformation de
l’espèce Datura tatula sont introduites dans des boites de Pétri contenant environ 20 ml de
milieu de culture B5 semi-solide (4 g/l d’agar) de pH entre 5,6 et 5,8 et additionné de 20
g/l de saccharose.

Les travaux de Sandoval-Yepiz (2004) sur l’effet de l’acide salicylique sur la biomasse
des racines de Tagetes erecta nous ont inspiré et nous avons testé, comme éliciteurs de
la biomasse et du contenu alcaloïdique des chevelus racinaires, trois acides avec quatre
concentrations différentes à savoir :
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∙ L’acide salicylique (AS) avec les concentrations : 10-4 M, 10-6 M, 10-8 M et 10-10 M ;
∙ L’acide acétylsalicylique (AAS) : 10-4 M, 10-6 M, 10-8 M et 10-10 M ;
∙ L’acide jasmonique (AJ) : 10-4 M, 10-6 M, 10-8 M et 10-10 M.

Le témoin étant le milieu de culture B5 semi-solide sans éliciteur. Les paramètres mesurés,
après 12 jours de culture dans l’obscurité, sont les poids frais et secs afin d’estimer l’effet des
éliciteurs sur la croissance des chevelus racinaires. La teneur en alcaloïdes des chevelus
racinaires nous informe de l’effet des éliciteurs sur leur biosynthèse.

VIII Essai d’optimisation de la perméabilisation des
chevelus racinaires

Afin d’inciter les chevelus racinaires à libérer les alcaloïdes dans le milieu de culture,
différentes concentrations de Tween 20 (Boitel-Conti   et al.  , 1995) et de peroxyde
d’hydrogène (H2O2) (Lee   et al.  , 1998) comme agents de perméabilisation ont été
utilisées.

Environ 0,05 g de chevelus racinaires sont introduits dans des Erlenmeyers de 250 ml,
contenant 50 ml de milieu de culture B5. La culture est conduite dans l’obscurité avec une
agitation à 100 rpm et à une température de 26 ± 1 °C.

Trois concentrations de Tween 20 (0,5%, 1% et 2%) et deux concentrations de peroxyde
d’hydrogène (5mM et 10mM) ont été utilisées.

Pour chaque concentration, nous avons testés deux lots d’Erlenmeyers. Nous avons
ajouté les agents de perméabilisation, pour le premier lot au moment de l’introduction du
milieu avec le chevelu racinaire, et 24 heures avant de récolter le milieu de culture pour le
deuxième lot.

Le témoin étant le milieu de culture B5 sans agent de perméabilisation. Après deux
semaines de culture, le milieu de culture est récupéré. L’effet du Tween 20 et du peroxyde
d’hydrogène sur la viabilité des chevelus racinaires est évalué par les poids frais et sec
de ces derniers. Les alcaloïdes libérés par les chevelus racinaires sont extraits à partir du
milieu de culture.

IX Essai de production d’alcaloïdes en système de
culture continu

Notre travail consiste à proposer un système de culture de chevelus racinaires en semi-

continu inspiré des bioréacteurs cités dans la littérature (Kim   et    al  ., 2002  1   ; Kim   et
al  ., 2003 ; Kondo   et    al  ., 1989 ;  Srivastava et Srivastava, 2007).

Afin d’inciter les chevelus racinaires à libérer les alcaloïdes dans le milieu de culture,
on ajoute au milieu de culture du tween 20 à 1% 24 heures avant de récupérer le milieu de
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culture épuisé. Le milieu de culture est renouvelé chaque semaine et pendant 5 semaines
successives à compter de la deuxième semaine de culture.

Notre système de culture est composé d’un bocal muni d’une grille posée au fond du
bocal pour supporter le chevelu racinaire. Le tout est placé sur un agitateur-incubateur (Fig.
22) réglé à 100 rpm.

Nous avons introduit dans 100 ml de milieu de culture B5 environ 0,2 g de chevelus
racinaires. Les conditions de culture sont l’obscurité et une température de 26 ± 1 °C.

Figure 22 : Système de culture en semi-continu (1 : Gr = 0,12 ; 2 : Gr = 0,42)

X Extraction des alcaloïdes tropaniques

1 Intracellulaire
Afin d’extraire les alcaloïdes intracellulaire nous avons adopté le protocole de Amdoun   et
al.  (2007) basé sur le principe que, les alcaloïdes sont sous forme de sels dans une solution
acide et sous forme organique dans une solution basique. Le protocole consiste en :

∙ Un broyage des chevelus racinaires (poids sec de 30 mg) dans une solution d’HCl 0,1
N (environ 15 ml y compris le rinçage du matériel du broyage) ;

∙ Agitation pendant 10 minutes ;
∙ Filtration suivie d’un rinçage avec la solution d’HCl ;
∙ Introduction du filtrat dans une ampoule à décanter après avoir alcalinisé jusqu’à pH

d’environ 10 par une solution d’ammoniac (NH3) ;
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∙ Addition du chloroforme (CHCl3) dans le rapport 1 : 1 en volume (solution alcaline :
chloroforme) ; agitation sans former d’émulsion, puis après décantation, récupération
de la phase organique ;

∙ Reprise de la dernière étape avec la phase aqueuse ;
∙ Mélanger les deux phases organiques puis séchage sur sulfate de sodium anhydre

(Na2SO4) ;
∙ Filtration et récupération de la phase organique dans une capsule ;
∙ Evaporation de la solution du chloroforme à l’aide d’un rotavapor.

2 Extracellulaire
Les alcaloïdes extracellulaires sont extraits par du chloroforme (20 ml de la solution nutritive
+ 40 ml du chloroforme). Ainsi, il faut successivement :

∙ Filtrer 20 ml de milieu de culture ;
∙ Alcaliniser jusqu’au pH 10 ;
∙ Epuiser la solution aqueuse deux fois par du chloroforme à volumes égaux ;
∙ Mélanger les deux phases organiques et les sécher sur sulfate de sodium anhydre ;
∙ Filtrer et récupérer la phase organique dans une capsule ;
∙ Evaporer la solution du chloroforme.

XI Dosage et identification des alcaloïdes
Le dosage et l’identification des alcaloïdes des lignées racinaires étudiées sont réalisés par
chromatographie phase gazeuse (CPG).

Le résidu sec est repris dans du dichlorométhane (CH2Cl2) puis filtré. Le filtrat est
ensuite analysé par CPG.L’identification et le dosage des différents constituants de l’extrait
sont effectués sur la base des caractéristiques des chromatogrammes obtenus (le temps
de rétention et la surface du pic) par rapport à ceux des courbes d’étalonnage (alcaloïdes
standards de la marque Fluka : Scopolamine hydrochloride (C17H21NO4.HCL) et Atropine
(C17H23NO3)). L’atropine étant un isomère de l’hyoscyamine, elle peut donc être utilisée
comme standard pour identifier cette dernière ( Cieri     et        al.,     2003 ). Les résultats
présentés correspondent à la moyenne de trois répétitions.

L’appareil de l’analyse est un CHROMPACK CP9002, muni d’un détecteur à ionisation
de flamme et équipé d’une colonne capillaire DB1 (L = 30 m, Ø = 0,32 mm externe et 0,25
mm interne). L’azote est le gaz vecteur et l’hydrogène le gaz de combustion. La température
de la colonne est réglée à 260 °C et celle du détecteur et de l’injecteur à 280°C.

XII Analyse statistique
L’analyse de la variance à un facteur (ANOVA1) et à deux facteurs (ANOVA2) ainsi que le
test de Tukey (classification en groupes homogènes) au seuil de 5% sont utilisés pour traiter
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les résultats obtenus à l’aide du logiciel SPSS version 10.0, quant à la comparaison des
pourcentages, elle est réalisée par le test de Khi-deux (X ²).

Pour chaque paramètre étudié, une analyse de la corrélation entre le poids sec et la
teneur en hyoscyamine est réalisée.

Les moyennes suivies de la même (ou les mêmes) lettre alphabétique ne sont pas
significativement différentes.

Tous les graphes sont réalisés à l’aide du logiciel STATISTICA version 6.0, les barres
sur les graphes représentent les écarts types au seuil de 5%. Les symboles * (5%), ** (1%),
*** (0,1%) représentent le niveau de signification : significatif, hautement significatif et très
hautement significatif respectivement.
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Résultats et interprétations

I Germination des graines de Datura
Après six jours de culture, les taux de germination obtenus pour les différentes espèces
de Datura étudiées sont regroupés dans le tableau 5. Ils varient de 69,87% à 97,59%
respectivement pour D. innoxia et Datura ferox.

Tableau 5 : Taux de germination des graines de Datura sp
Le test de Khi-deux indique une différence significative des taux de germination des

quatre espèces de Datura (annexe 1). La comparaison des moyennes révèle deux groupes
homogènes (A : D. tatula et D. ferox ; B : D. stramonium et D. innoxia).

Les vitrosemis (Fig. 23) obtenus après deux mois de culture sont destinés à prélever
les hypocotyles qui serviront à réaliser les transformations génétiques par l’Agrobacterium
rhizogenes
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Figure 23 : vitrosemis de Datura sp âgés de 60 jours (Gr = 0,94)
1 : Datura ferox ; 2 : D. innoxia ; 3 : D. tatula ; 4 : D. stramonium

II Obtention des chevelus racinaires

1.Taux de réactivité
Après 6 à 10 jours de l’inoculation par la souche A4 d’A. rhizogenes, tous les explants
forment un cal au niveau du site d’infection (Fig. 24). La réactivité est de 100 % pour les
quatre espèces. De même, tous les explants témoins montrent le développement de cals.

2.Taux d’induction racinaire
Le test de Khi-deux indique une différence significative des taux d’induction sur les quatre
espèces de Datura (annexe 1). La comparaison des moyennes révèle deux groupes
homogènes (A : D. tatula et D. stramonium   ; B : D. ferox et D. innoxia).

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Taux d’induction racinaire des explants de Datura sp

3.Temps moyens d’apparition de la première racine
Le temps moyen d’apparition de la première racine est de 26,3 jours pour Datura
stramonium, de 18 jours pour D. tatula, de 17,5 jours pour D. innoxia et de 11,7 jours pour
D. ferox.

L’analyse de la variance révèle un effet très hautement significatif de l’espèce pour le
temps moyen d’apparition de la première racine (p = 0,000 ; annexe1). La comparaison des
moyennes a permis de mettre en évidence trois groupes homogènes (A : Datura ferox ; B :
D. tatula et D. innoxia ; C : D. stramonium).

4.Nombre moyen de racines par explant
Le nombre moyen de racines par explant est de 1,1 racines/explant pour Datura
stramonium, 1,5 racines/explant pour D. tatula, 0,4 racines/explant pour D. innoxia et de 1,4
racines/explant pour D. ferox.

L’analyse de la variance montre un effet significatif de l’espèce pour ce paramètre
(p=0,012 ; annexe1). La comparaison des moyennes montre deux groupes homogènes qui
se chevauchent (A : Datura tatula et D. ferox ; AB : D. stramonium ; B  : D. innoxia).

La figure 24 illustre la réactivité et l’aspect des racines induites sur fragments
d’hypocotyles de vitrosemis de Datura sp par la souche A4 d’A. rhizogenes.

Figure 24 : Réactivité et aspects des racines induites sur Datura sp
par A. rhizogenes (1, 2 et 3 : Gr = 2,54 ; 4 : Gr = 8,9) 1 : cal formé sur

explant témoin ; 2 : cal formé sur explant induit par l’agrobactérie ; 3 : racine
émergeant du site d’inoculation ; 4 : morphologie du chevelu racinaire.
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III Sélection des lignées racinaires performantes
Les racines transformées présentent généralement une bonne croissance. Cependant une
partie d’entre elles sont caractérisées par une faible croissance et/ou par la formation de
cals. Les racines exprimant ce phénotype ne sont donc pas sélectionnées.

De l’ensemble des racines transformées obtenues, 13 racines sont sélectionnées. Elles
sont caractérisées par une bonne croissance sans formation de cals. Les résultats de la
longueur moyenne totale, de la vitesse de croissance moyenne et de la ramification des
chevelus racinaires ; après 12 jours de culture sur milieu MS semi-solide ont permis de
retenir 4 lignées racinaires, une de chaque espèce étudiée, pour la suite de notre travail
(Tableau 7).

Tableau 7 : Lignées racinaires sélectionnées après 12 jours de culture sur milieu MS.
Ainsi, les quatre lignées racinaires retenues (Fig. 25) pour la suite du travail sont : DF11,

DI3, DS18, et DT10.
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Figure 25 : Lignées racinaires retenues, après 12 jours de culture
sur milieu MS (Gr = 0,53). 1 : DF11  ; 2 : DI3  ; 3 : DS18  ; 4 : DT10

IV Effet de la composition du milieu de culture sur la
biomasse et le contenant alcaloïdique

1.Milieu MS
Le tableau 8 ci-dessous regroupe les résultats de la biomasse moyenne (poids frais et poids
sec) et de la teneur en alcaloïdes des chevelus racinaires obtenus après 12 jours de culture.
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Tableau 8 : Effet de la concentration du milieu MS sur la biomasse et la teneur
en alcaloïdes des chevelus racinaires produits par les quatre lignées sélectionnées.

Lettre en majuscule : classification en groupes homogènes des lignées racinaires
(colonne).

Lettre en minuscule : classification en groupes homogènes des concentrations du milieu
de culture (ligne).

P.F. : Poids frais exprimé en g/20ml de milieu de culture.
P.S. : Poids sec exprimé en g/20ml de milieu de culture.
T.H. : Teneur en hyoscyamine exprimée mg/g de matière sèche.
Apres 12 jours de culture sous agitation des quatre lignées racinaires retenues cultivées

dans le milieu MS à différentes concentrations (1 fois, ¾ et ½ MS), les poids secs les plus
importants sont obtenus avec le milieu MS entier (Planche : 1). La lignée DT10 donne le
poids sec le plus intéressant pour les trois concentrations du milieu MS (Fig. 26). En effet,
l’analyse de la variance à deux facteurs (annexe 2) révèle un effet très hautement significatif
de la concentration du milieu MS utilisées et la lignée racinaires.

Le test de Tukey (au seuil α = 5%) réalisé sur les résultats de la biomasse montre
trois groupes homogènes (A : DT10 ; B : DS18 et DI3 et C : DF11) pour chacune des
concentrations du milieu MS utilisées. Ce même test dévoile trois groupes homogènes (a :
1 fois MS ; b : ¾ MS et c : ½ MS) pour chacune des lignées racinaires sélectionnées.

Contrairement à la biomasse, la teneur en hyoscyamine (Fig. 27) la plus importante est
obtenue avec la lignée DS18 (groupe homogène A/a) dans le milieu ¾ MS. L’analyse de la
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variance à deux facteurs (annexe 2) confirme en effet cette observation et elle révèle
un effet très hautement significatif de la concentration du milieu MS et de la lignée racinaire.

Vue la faible biomasse obtenue, dans les différentes concentrations du milieu MS
pour la lignée DF11, le dosage de l’hyoscyamine n’est pas réalisé. Pour les trois autres
lignées retenues, le test de Tukey révèle, en considérant les lignées racinaires, les groupes
homogènes suivants :

∙ Pour la DT10 : Deux groupes homogènes ; a : ½ MS et b : 1 fois MS et ¾ MS ;
∙ DS18 : Deux groupes homogènes ; a : ¾ MS et b : 1 fois MS et ½ MS ;
∙ DI3 : Deux groupes homogènes qui se chevauchent à savoir : a : 1 fois MS et b : ½

MS et un groupe intermédiaire ab : ¾ MS.

La comparaison des moyennes des teneurs en alcaloïdes en utilisant le test de Tukey et
en tenant compte des trois concentrations du milieu MS montre les groupes homogènes
suivants :

∙ Pour le milieu MS entier : deux groupe homogènes ; A : DT10 et DS18 et B : DI3 ;
∙ ¾ MS : deux groupe homogènes ; A : DT10 et DS18 et B : DI3 ;
∙ ½ MS : deux groupe homogènes ; A : DT10 et DS18 et B : DI3.

La corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine est négative pour les deux
lignées DT10 et DS18, elle est positive pour la lignée DI3 (Fig. 28).

Figure 26 : Effet de la concentration du milieu
MS sur la biomasse des chevelus racinaires
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Figure 27 : Effet de la concentration du milieu MS
sur la teneur en hyoscyamine des chevelus racinaires
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Figure 28 : Corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine sur milieu MS.

2.Milieu B5
Les résultats de l’influence de concentration du milieu B5 sur les poids frais et secs
(Planche : 1) et sur la teneur moyenne en alcaloïdes des quatre lignées racinaires
sélectionnées sont consignés dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Effet de la concentration du milieu B5 sur la
biomasse et la teneur en alcaloïdes des chevelus racinaires.

Lettre en majuscule : classification en groupes homogènes des lignées racinaires
(colonne).

Lettre en minuscule : classification en groupes homogènes des concentrations du milieu
de culture (ligne).

P.F. : Poids frais exprimé en g/20ml de milieu de culture.
P.S. : Poids sec exprimé en g/20ml de milieu de culture.
T.H. : Teneur en hyoscyamine exprimée mg/g de matière sèche.
Les résultats montre qu’au bout de 12 jours de culture, pour les quatre lignées racinaires

retenues en présence de différentes concentrations du milieu B5 liquide (1fois, ¾ et ½ B5),
les poids secs les plus importants (Fig. 29) sont obtenus avec le milieu B5 entier. On a
obtenu avec la lignée racinaire DT10 les poids secs les plus intéressants pour les trois
concentrations du milieu B5 étudiées. En effet, l’analyse de la variance à deux facteurs
(annexe 2) révèle des effets très hautement significatifs de la concentration du milieu B5
et de la lignée racinaire.

Le test de Tukey concernant la biomasse révèle en considérant les concentrations du
milieu B5, trois groupes homogènes pour la lignée DT10 (a : 1 fois B5 ; b : ¾ B5 et c : ½ B5),
deux groupes homogènes pour la lignée DS18 (a : B5 entier et b : ¾ B5 et ½ B5) et trois
groupes homogènes pour les lignées DI3 et DF11. En tenant compte des lignées racinaires
sélectionnées, ce même test montre que la lignée DT10 est le groupe homogène le plus
intéressant (A) et ce quelque soit la concentration du milieu B5 (1 fois B5, ¾ B5 et ½ B5).
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L’analyse de la variance à deux facteurs (annexe 2) montre des effets très hautement
significatifs des deux facteurs testés (concentration du milieu B5 et lignée racinaire) sur la
teneur en alcaloïde (Fig. 30). La biomasse obtenue dans le milieu ½ B5 avec la lignée DT10
est significativement plus faible que celles obtenues dans les milieux B5 entier et ¾ B5,
mais la teneur en hyoscyamine enregistrée dans le milieu ½ B5 pour cette lignée est la plus
importante et elle correspond au groupe homogène le plus intéressant (A/a) toutes lignées
et toutes concentrations (1fois B5, ¾ B5 et ½ B5) confondues.

Vue la faible biomasse obtenue, avec les différentes concentrations du milieu B5,
pour la lignée DF11, le dosage de la hyoscyamine n’est pas réalisé. Pour les trois autres
lignées retenues, en considérant les lignées racinaires, le test de Tukey révèle, les groupes
homogènes suivants :

∙ Pour DT10 : trois groupes homogènes ; a : ½ B5, b : ¾ B5 et c ; 1 fois B5 ;
∙ DS18 : trois groupes homogènes ; a : ¾ B5, b : ½ B5 et c ; 1 fois B5 ;
∙ DI3 : Deux groupes homogènes à savoir : a : ¾ B5 et b : 1 fois B5 et ½ B5.

La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey et en tenant compte des
différentes concentrations du milieu B5 montre les groupes homogènes suivants :

∙ Pour le milieu B5 entier : deux groupes homogènes ; A : DT10 et DI3 et B : DS18 ;
∙ ¾ B5 : un groupe homogène ; A : DT10, DS18 et DI3 ;
∙ ½ B5 : trois groupes homogènes ; A : DT10, B : DI3 et C : DS18.

La corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine est négative pour l’ensemble
des lignées étudiées (DT10, DS18 et DI3) (Fig. 31).
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Figure 29 : Effet de la concentration du milieu
B5 sur la biomasse des chevelus racinaires

Figure 30 : Effet de la concentration du milieu B5
sur la teneur en hyoscyamine des chevelus racinaires
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Figure 31 : Corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine sur milieu B5.
1 : DT10, 2 : DS18, 3 : DI3 et 4 : DF11
A : développement des chevelus racinaires sur milieu MS.
B : développement des chevelus racinaires sur milieu B5

3.Effet de la concentration en azote
Le milieu B5 entier a servi pour l’étude de l’effet de la concentration de l’azote sur la
biomasse et la teneur en hyoscyamine des lignées racinaires sélectionnées.

Le tableau 10 regroupe les résultats de la biomasse et de la teneur en alcaloïde des
chevelus racinaires obtenus après 12 jours de culture.
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Tableau 10 : Effet de différentes concentrations en azote dans le milieu
B5 sur la biomasse et la teneur en alcaloïdes des chevelus racinaires.

Lettre en majuscule : classification en groupes homogènes des lignées racinaires
(verticale).

Lettre en minuscule : classification en groupes homogènes des concentrations en azote
du milieu de culture (horizontale).

P.F. : Poids frais exprimé en g/20ml de milieu de culture.
P.S. : Poids sec exprimé en g/20ml de milieu de culture.
T.H. : Teneur en hyoscyamine exprimée mg/g de matière sèche.
Au terme de la culture, l’analyse de la variance à deux facteurs (annexe 2) révèle un

effet très hautement significatif de la concentration de l’azote utilisé dans le milieu B5 sur la
biomasse des chevelus racinaires. Les poids secs les plus importants (Fig. 32) sont obtenus
avec la concentration 75 mM sauf pour la lignée DF11 où la concentration 100 mM c’est
révélée plus efficace.

Le test de Tukey (au seuil α = 5%) réalisé sur les moyennes de la biomasse montre,
considérant les concentrations de l’azote dans le milieu B5 les résultats suivants :

∙ Pour DT10 : trois groupes homogènes (a : 75mM, b : 100mM et c : 50mM) ;
∙ Pour DS18 : trois groupes homogènes (a : 75mM, b : 50mM et c : 100mM) ;
∙ Pour DI3 : deux groupes homogènes (a : 75mM, b : 50mM et 100mM) ;
∙ Pour DF11 : trois groupes homogènes (a : 100mM, b : 75mM et c : 50mM).

En tenant compte des lignées racinaires sélectionnées :
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∙ 50mM : quatre groupes homogènes (A : DT10, B : DS18, C:DI3 et D : DF11) ;
∙ 75mM : quatre groupes homogènes (A : DT10, B : DS18, C:DI3 et D : DF11) ;
∙ 100mM : quatre groupes homogènes (A : DT10, B:DI3, C:DS18 et D : DF11).

L’effet de la concentration de l’azote utilisé s’est révélé aussi très hautement significatif
(annexe 2) sur le contenu alcaloïdique des lignées racinaires retenues (Fig. 33). L’interaction
la plus intéressante (concentration d’azote * lignée racinaire) est obtenue avec la lignée
DT10 et la concentration 100mM.

La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey (au seuil α=5%) a révélé
les groupes homogènes suivants :

∙ Considérant les concentrations de l’azote dans le milieu B5 :
∙ Pour DT10 : deux groupes homogènes (a : 100mM et b : 75mM et 50mM) ;
∙ Pour DS18 : deux groupes homogènes (a : 75mM et 100mM et b : 50mM) ;
∙ Pour DI3 : un groupe homogène (a : 50mM, 75mM et 100mM) ;

En tenant compte des lignées racinaires sélectionnées :

∙ Pour 50mM : trois groupes homogènes (A : DI3, B : DT10 et C: DS18) ;
∙ Pour 75mM : deux groupes homogènes (A : DS18 et DI3 et B : DT10) ;
∙ Pour 100mM : deux groupes chevauchants (A : DT10, AB : DI3 et B: DS18).

La corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine est négative pour l’ensemble
des lignées étudiées (DT10, DS18 et DI3) (Fig. 34).

Figure 32 : Effet de la concentration en azote sur la biomasse des chevelus racinaires
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Figure 33 : Effet de la concentration en azote sur
la teneur en hyoscyamine des chevelus racinaires
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Figure 34 : Corrélation entre le poids sec et la teneur
en hyoscyamine en fonction de la concentration en azote.

4.Effet de la concentration en calcium
Le milieu B5 entier a servi pour l’étude de l’effet de la concentration du calcium sur la
biomasse et la teneur en hyoscyamine des lignées racinaires selectionnées.

Les résultats de l’influence de la concentration en calcium sur les poids frais et secs
et sur la teneur moyenne en alcaloïdes des quatre lignées racinaires sélectionnées sont
regroupés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Effet de la concentration en calcium sur la
biomasse et la teneur en alcaloïdes des chevelus racinaires.

Lettre en majuscule : classification en groupes homogènes des lignées racinaires
(colonne).

Lettre en minuscule : classification en groupes homogènes des concentrations en
calcium du milieu de culture (ligne).

P.F. : Poids frais exprimé en g/20ml de milieu de culture.
P.S. : Poids sec exprimé en g/20ml de milieu de culture.
T.H. : Teneur en hyoscyamine exprimée mg/g de matière sèche.
Les poids secs obtenus avec les lignées racinaires sélectionnées en fonction des

concentrations du calcium dans le milieu B5 (Fig. 35) varient de 0,015 g obtenu avec la
lignée DF11 à la concentration en calcium de 5mM (étant le résultat plus faible) à 0,163
g obtenu avec la lignée DT10 à la concentration en calcium de 10mM (étant le résultat le
plus intéressant). En effet, l’analyse de la variance à deux facteurs (annexe 2) révèle des
effets très hautement significatifs de la concentration du calcium utilisé dans le milieu et de
la lignée racinaire.

Le test de Tukey montre pour la biomasse en considérant les différentes concentrations
de calcium dans le milieu B5, deux groupes homogènes pour la lignée DT10 (a : 5 et 10mM
et b : 15mM), deux groupes homogènes pour la lignée DS18 (a : 10mM et b : 5 et 15 mM),
deux groupes homogènes pour la lignée DI3 (a : 15mM et b : 5 et 10 mM) et deux groupes
homogènes pour la lignée DF11 (a : 10 et 15mM et b : 5 mM). Cependant, En tenant compte
de la lignée racinaire, ce même test montre que la lignée DT10 est le groupe homogène le
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plus intéressant (A) et cela pour les concentrations du calcium de 5 et 10 mM. Par contre
pour la concentration du calcium de 15 mM dans le milieu B5, il n’existe pas de différence
significative de la biomasse entre les lignées DT10, DS18 et DI3, elles appartiennent au
même groupe homogène (A).

Vu la faible biomasse obtenue avec les différentes concentrations de calcium dans le
milieu B5 pour la lignée DF11, le dosage de la hyoscyamine n’est pas réalisé. L’analyse
de la variance à deux facteurs (annexe 2) révèle un effet très hautement significatif de la
lignée sur la teneur en hyoscyamine (Fig. 36). Le test de Tukey réalisé sur leur contenu
alcaloïdique révèle les groupes homogènes suivants :

∙ Pour DT10 : Deux groupes homogènes ; a : 5mM et b : 10 et 15mM ;
∙ Pour DS18 : Deux groupes homogènes ; a : 5 et 10mM et b : 15 mM ;
∙ Pour DI3 : trois groupes homogènes : a : 15 mM, b : 10mM et c : 5mM.

La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey et en considérant les différentes
concentrations de calcium dans le milieu B5 montre les groupes homogènes suivants :

∙ Pour 5mM : trois groupes homogènes ; A : DT10, B : DS18 et C : DI3 ;
∙ Pour 10 mM : deux groupes homogènes qui se chevauchent ; A : DS18, AB : DT10 et

B : DI3 ;
∙ Pour 15mM : un groupe homogène ; A : DT10, DS18 et DI3.

La corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine est positive pour l’ensemble
des lignées étudiées (DT10, DS18 et DI3) (Fig. 37).

Figure 35 : Effet de la concentration en
calcium sur la biomasse des chevelus racinaires
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Figure 36 : Effet de la concentration en calcium
sur la teneur en hyoscymine des chevelus racinaires
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Figure 37 : Corrélation entre le poids sec et la teneur
en hyoscyamine en fonction de la concentration en calcium.

5.Bilan
Il ressort des résultats obtenus de l’effet de la composition du milieu de culture sur la
biomasse et le contenu alcaloïdique des lignées racinaires retenues que :

∙ Le développement des chevelus racinaires est plus intense dans le milieu B5 que le
milieu MS ;

∙ Les poids secs obtenus, d’une manière générale, sont plus importants dans le milieu
B5 entier que dans les milieux ¾ B5 et ½ B5 ;

∙ La concentration de 75 mM de l’azote dans le milieu B5 montre une biomasse des
chevelus racinaires plus importante ;

∙ La concentration de 10 mM de calcium dans le milieu B5 manifeste l’effet le plus
important sur la biomasse des chevelus racinaires ;
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∙ La lignée DT10 est la plus performante si l’on considère l’ensemble des milieux et
concentrations étudiés ;

Par ailleurs et contrairement à la biomasse des chevelus racinaires, les teneurs en
alcaloïdes les plus importantes sont obtenues, d’une manière générale, dans les milieux
dilués (½ B5, ¾ B5, ½ MS et ¾ MS). La teneur la plus élevée en hyoscyamine est obtenue
dans le milieu ½ B5 et avec la lignée DT10.

L’effet des concentrations en calcium employées sur la teneur en hyoscyamine des
chevelus racinaires semble plus important que celui des concentrations en azotes.

Le type de corrélation obtenu entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine est négatif
pour l’ensemble des lignées étudiées et pour l’ensemble des milieux et des concentrations
testées excepté pour les concentrations en calcium où nous avons obtenu une corrélation
positive entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine des différentes lignées racinaires.

Et enfin, on constate un effet du génotype traduit par les différences de comportement
entre les lignées racinaires sélectionnées des différentes espèces pour les différents
facteurs étudiés.

V Effet des éliciteurs sur la biomasse et la teneur en
alcaloïdes

Des racines de la lignée DT10 sont introduites dans des boites de Pétri, contenant environ
20 ml de milieu de culture B5 semi-solide.

Le tableau 12 regroupe les résultats de la biomasse (Planche 2) et de la teneur en
hyoscyamine de la lignée DT10 obtenus après 12 jours de culture en utilisant trois éliciteurs
(AS : acide salicylique, AAS : acide acétylsalicylique et AJ : acide jasmonique).
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Tableau 12 : Effet des éliciteurs sur la biomasse
et le contenu alcaloïdique des racines transformées.
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Planche 2 : Aspect des chevelus racinaires obtenus avec
la lignée DT10 en présence des différents éliciteurs (Gr = 0,46).

T : témoin ; A : AAS ; B : AS et C : AJ.

1 : 10-4 M ; 2 : 10-6 M ; 3 : 10-8 M et 4 : 10-10 M.
- Biomasse
Les poids secs obtenus après 12 jours de culture de la lignée DT10 sur milieu B5

semi-solide en fonction des différents traitements (Fig. 38) varient de 0,014 à 0,049 g.
La biomasse passe de 0,025 g chez le témoin à 0,049 g en utilisant la concentration

10-8 M de l’acide acétylsalicylique (étant le résultat le plus important) et une augmentation

d’environ 200% est enregistrée. La concentration 10-4 M des deux acides salicylique et
acétylsalicylique semble inhibé le développement du chevelu racinaire.

L’analyse de la variance (annexe 3) a révèle un effet très hautement significatif de
l’éliciteur sur la biomasse du chevelu racinaire.
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La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey (au seuil α=5%) a montré
sept groupes homogènes qui se chevauchent.

∙ Groupe A : comporte les biomasses obtenues en traitant avec les concentrations 10-8

M de l’acide acétylsalicylique et avec 10-8 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe AB : représenté par la concentration 10-8 M de l’acide salicylique ;
∙ Groupe BC : représenté par la concentration 10-10 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe CD : représenté par la concentration 10-10 M de l’acide acétylsalicylique ;
∙ Groupe CDE : représenté par la concentration 10-6 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe DE : représenté par la concentration 10-10 M de l’acide salicylique ;
∙ Groupe EF : représenté par la concentration 10-6 M de l’acide acétylsalicylique et le

témoin ;
∙ Groupe FG : représenté par la concentration 10-4 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe G : représenté par la concentration 10-6 M de l’acide salicylique.

- Teneur en alcaloïdes
La teneur en hyoscyamine de la lignée DT10 après 12 jours de culture sur le milieu B5

semi-solide en fonction des différents traitements (Fig. 39) varie de 2,331 à 6,195 mg/g M.S.

Elle passe de 2,409 mg/g M.S. chez le témoin à 6,195 mg/g M.S. avec la concentration 10-6

M de l’acide salicylique (étant le résultat le plus intéressant) et une augmentation d’environ
260% est enregistrée.

L’analyse de la variance (annexe 3) révèle un effet très hautement significatif de
l’éliciteur sur la teneur en hyoscyamine du chevelu racinaire.

La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey (au seuil α=5%) montre
cinq groupes homogènes qui se chevauchent.

∙ Groupe A : représenté par la concentration 10-6 M de l’acide salicylique ;
∙ Groupe AB : représenté par la concentration 10-4 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe B : représenté par la concentration 10-6 M de l’acide acétylsalicylique ;
∙ Groupe C : représenté par la concentration 10-6 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe CD : représenté par la concentration 10-8 M de l’acide salicylique et la

concentration 10-8 M de l’acide acétylsalicylique;
∙ Groupe DE : représenté par la concentration 10-8 M de l’acide jasmonique ;
∙ Groupe E : représenté par la les concentrations 10-10 M de l’acide salicylique, 10-10

M de l’acide acétylsalicylique, 10-10 M de l’acide jasmonique et le témoin ;

La corrélation entre le poids sec et la teneur en hyoscyamine est significativement négative,

le coefficient de détermination R2 et de 0,344 (Fig. 40).
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Figure 38 : Effet des éliciteurs sur la biomasse des chevelus racinaires
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Figure 39 : Effet des éliciteurs sur la teneur en hyoscyamine des chevelus racinaires
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Figure 40 : Corrélation entre le poids sec et la teneur
en hyoscyamine en fonction de la concentration en éliciteur.

VI Effet des agents de perméabilisation des chevelus
racinaires

Afin d’inciter les chevelus racinaires à libérer les alcaloïdes dans le milieu de culture,
différentes concentrations de Tween 20 et de peroxyde d’hydrogène (H2O2) comme agents
de perméabilisation ont été utilisées.

Pour chaque concentration, nous avons testés deux lots d’Erlenmeyers. Nous avons
ajouté les agents de perméabilisation, pour le premier lot au moment de l’introduction du
chevelu racinaire dans le milieu, et 24 heures avant de récolter le milieu de culture pour
le deuxième lot.

Le tableau ci-dessous regroupe les résultats de la biomasse (Planche 3) et de la teneur
en hyoscyamine de la lignée DT10 obtenus après deux semaines de culture et en utilisant
différents traitements de perméabilisation.

Tableau 13 : Effet de la perméabilisation sur la biomasse
et le contenu alcaloïdique des racines transformées.
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Planche 3 : Effet de la perméabilisation sur
la biomasse du chevelu racinaire (Gr = 0,43).

T : témoin ; A : traitement au début de culture ; B : 24 heures avant de récupérer la
solution nutritive.

1 : 5mM H2O2 ; 2 : 10mM H2O2 ; 3 : 0,5% T20 ; 4 : 1% T20 et 5 : 2% T20.

- Biomasse
Les poids secs obtenus après deux semaines de culture de la lignée DT10 sur le milieu

B5 liquide en fonction des différents traitements varient de 0,008 g à 0,291 g (témoin).
Tous les traitements engendrent une diminution significative de la biomasse par rapport
au témoin. Les réductions de la biomasse les plus importantes sont obtenues avec les
traitements effectués en début de la culture (Planche 3).

L’analyse de la variance (annexe 4) révèle un effet très hautement significatif de l’agent
de perméabilisation sur la biomasse du chevelu racinaire (Fig. 41).
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La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey (au seuil α=5%) montre
cinq groupes qui se chevauchent.

∙ Groupe A : représenté par le témoin ;
∙ Groupe AB : représenté par le traitement avec 5mM de peroxyde d’hydrogène

(H2O2) 24 heures avant de récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe BC : regroupe les traitements avec 10mM d’H2O2, 0,5% de T20 (tween 20),
1% de T20 et 2% de T20, et ce, quand l’agent de perméabilisation est appliqué 24
heures avant de récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe CD : représenté par le traitement avec 5mM d’H2O2 ajouté au début de la
culture ;

∙ Groupe D : représenté par le traitement avec 10mM d’H2O2 ajouté au début de la
culture ;

∙ Groupe E : regroupe les traitements avec 0,5%, 1% et 2% de T20, et ce, quand
l’agent de perméabilisation est appliqué au début de la culture ;

∙ - Teneur en alcaloïdes

La teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive (Fig. 42) après deux semaines de culture
de la lignée DT10 dans le milieu B5 liquide en fonction des différents traitements varie de
0 à 33,678 mg/l de milieu de culture. Les teneurs en hyoscyamine dans la solution les plus
intéressantes sont obtenues avec les traitements appliqués 24 heures avant de récupérer

le milieu de culture, c'est-à-dire au 14ème jour de culture.
L’analyse de la variance (annexe 4) révèle un effet très hautement significatif des

différents traitements sur la teneur en hyoscyamine du chevelu racinaire.
La comparaison des moyennes en utilisant le test de Tukey (au seuil α=5%) montre

cinq groupes homogènes dont deux se chevauchent.

∙ Groupe A : représenté par le traitement avec 1% de T20, 24 heures avant de
récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe B : représenté par le traitement avec 0,5% de T20, 24 heures avant de
récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe C : représenté par le traitement avec 2% de T20, 24 heures avant de
récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe D : représenté par le traitement avec 10mM d’H2O2, 24 heures avant de
récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe DE : représenté par le traitement avec 5mM d’H2O2, 24 heures avant de
récupérer le milieu de la culture ;

∙ Groupe E : regroupe le témoin et les cinq traitements dont l’agent de perméabilisation
est appliqué au début de la culture ;
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Figure 41 : Effet des agents de perméabilisation sur la biomasse
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Figure 42 : Effet des agents de perméabilisation sur la teneur en hyoscyamine

VII Essai de production des alcaloïdes en continu
Notre système de culture est composé d’un bocal (contenant 100 ml de milieu de culture
B5) muni d’une grille posée au fond du bocal pour supporter le chevelu racinaire. Le tout
est placé sur un agitateur-incubateur.

Afin d’inciter les chevelus racinaires à libérer les alcaloïdes dans le milieu de culture,
on ajoute au milieu de culture du tween 20 à 1% 24 heures avant de le récupérer.

L’extraction des alcaloïdes extracellulaire est réalisée sur 20 ml de solution nutritive.
Le tableau ci-après regroupe les résultats de l’évolution de la teneur en hyoscyamine

dans la solution nutritive.
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Tableau 14 : Evolution de la teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive.
Au bout de 14 jours de culture de la lignée DT10 dans un bocal contenant le milieu B5,

nous avons traité avec 1% de T20, 24 heures plus tard (au 15ème jour), la solution nutritive
épuisée est récupérée puis remplacée par un milieu de culture frais. Nous avons répété

cette opération 7 jours plus tard, et ainsi jusqu’au 42ème jour. Les teneurs en hyoscyamine

enregistrées diminuent de semaine en semaine et passent de 33,885 mg/l au 15ème jour

à 0,901 mg/l au 43ème jour.
L’analyse de la variance (annexe 5) révèle un effet très hautement significatif des

différentes teneurs en hyoscyamine obtenues dans la solution en fonction du temps (Fig.
43).

Le test de Tukey (au seuil α = 5%) réalisé sur les moyennes de la teneur en
hyoscyamine dans le milieu de culture (M.C.) montre les résultats suivants :

∙ Groupe A : représenté par la teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive au

15ème jour ;
∙ Groupe B : représenté par la teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive au

22ème jour ;
∙ Groupe C : représenté par la teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive au

29ème jour ;
∙ Groupe D : représenté par la teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive au

36èmeet 43ème jour ;
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Figure 43 : Evolution de la teneur en hyoscyamine dans la solution nutritive
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Discussion

I Obtention des vitro-semis
Selon Khelifi-Slaoui   et    al.  (2005), les graines de Datura non scarifiées ne germent
pas. Ceci montre l’importance de la scarification pour la germination et le développement
des vitrosemis chez le Datura.

Nos résultats rejoignent ceux de nombreux auteurs qui ont obtenu des pourcentages
de germination semblables : 91,66 % (Khelifi-Slaoui   et    al.,   2005), et 88%, (Reischman-
Berman   et    al  . 1989) pour le Datura stramonium et 89,80% pour le D. tatula et
91,49% pour le D. stramonium (Laadra, 2006). Par ailleurs, sur les 332 tubes à essai
ensemencés, nous n’avons eu aucune contamination, ce qui démontre l’efficacité du
protocole de désinfection de Khelifi-Slaoui   et    al.  (2005).

II Obtention des chevelus racinaires
Nous avons eu des taux d’induction, selon l’espèce inoculée, allant de 15% pour le Datura
innoxia à 57,5% chez le D. tatula. De Cleen et De Ley (1981   in   Dhakulkar   et al  ., 2005)
expliquent que les taux d’induction des chevelus racinaires sont fortement influencés par le
génotype à infecter. De plus, pour la même espèce de différentes provenances on a obtenu
des réponses différentes à l’induction. En effet, d’après Ecran et Taskin (1999), quatre
populations de différentes provenances de Rubia tinctorium L. infectées par la souche 15834
ont présenté des taux d’induction de 75% pour la population Konya, suivie par Izmir avec
60%, Usak 34% et enfin Bademagaci avec 33%.

Selon Amdoun   et al   .  (2006), le nombre de racines transformées produites pour
l’ensemble des explants de D. innoxia et D. stramonium ne dépassent pas les trois racines
par explant. Ces résultats soutiennent ceux obtenus pour les quatre espèces de Datura de
notre étude.

Les racines transformées qui sont apparues sur les explants inoculés ont été excisées
et transférées sur un milieu de culture neuf. Elles ont été ainsi multipliées et maintenues
à un stade juvénile. La variation de la vitesse de croissance observée et les différences
morphologiques chez les lignées racinaires pourraient être attribuées d’une part, aux
différents sites d’insertion de l’ADN-T dans le génome des cellules végétales (Abhyankar
et al  ., 2005) et d’autre part, au nombre de copies de l’ADN-T insérées (Furze   et al  .,
1987   in   Dhakulkar   et al  ., 2005).

Mayonoa   et    al  . (1999), ont montré que les chevelus racinaires obtenus chez le
tabac, le Duboisia et le Datura metel et qui forment des cals après leur mise en culture sont
caractérisées par un faible taux de production d’alcaloïdes tropaniques, c’est pourquoi nous
avons éliminé toutes les lignées callogènes.

Sur l’ensemble des racines transformées obtenues et pour les quatre espèces de
Datura étudiées, nous avons retenu 13 lignées racinaires jugées performantes. Sur ces
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13 lignées, nous avons sélectionné la meilleure lignée de chaque espèce étudiée en se
basant sur des critères de croissance (longueur moyenne de croissance, vitesse moyenne
de croissance et importance de la ramification des chevelus racinaires). Les longueurs
moyennes enregistrées pour les lignées sélectionnées après 12 jours de culture ont varié
de 11,83 cm à 12,83 cm. Quant aux vitesses de croissances elles ont varié de 0,98 cm/jour
à 1,07 cm/jour. Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Amdoun   et al.  (2006), qui ont
obtenu des longueurs moyennes de croissance après 12 jours de culture, pour trois lignées
racinaires issues de la transformation du Datura tatula, de 11,22 cm, 11,40 cm et 19, 20 cm
respectivement pour les lignées LIG3, LIG2 et LIG1.

Néanmoins, selon Amdoun   et al.  (2006), la sélection et la caractérisation des lignées
racinaires en se basant seulement sur les critères de croissance restent insuffisantes.
Elles doivent intégrer d’autres paramètres, à savoir, la teneur en alcaloïdes tropaniques,
la biomasse, la réponse à l’élicitation, l’étude morphologique et la consommation en
nutriments.

III Culture sur milieu liquide

1. Effet des milieux MS et B5
Selon Sauerwein et Shimomura (1991), les chevelus racinaires induits sur pousses de
Hyoscyamus albus par la souche MAFF03-01724 de l’Agrobacterium rhizogenes évalués
pour leur croissance et leur contenu alcaloïdique sur les milieux ½ MS, MS et B5 ont révélé
que le milieu ½ MS est le plus intéressant du point de vu production d’alcaloïdes, suivi du
milieu B5 et enfin le milieu MS entier.Cependant, la croissance sur le milieu ½ MS est la
plus faible. La croissance la plus rapide est enregistrée dans le milieu WP (Woody Plant)
contenant 8% de saccharose, alors que la production des alcaloïdes tropaniques dans ce
dernier est relativement basse.

Au contraire, et selon Amdoun   et al.  (2006), c’est le milieu MS qui donne les
meilleurs résultats par rapport au milieu B5 concernant la cinétique de croissance des
lignées racinaires de Datura tatula issues de la transformation génétique avec la souche
A4 d’Agrobacterium rhizogenes.

Les résultats de notre étude rejoignent ceux obtenus par Sauerwein et Shimomura
(1991), puisque les milieux entiers (B5 et MS) ont donné les biomasses les plus élevées,
par contre les teneurs en alcaloïdes les plus intéressantes sont obtenues sur les milieux
dilués (1/2 MS, ¾ MS, 1/2 B5 et ¾ B5). Aussi, les biomasses obtenues sur milieux B5 pour
l’ensemble des lignées étudiées sont plus importantes que celles obtenues sur milieu MS.

Cette différence des résultats obtenus entre les deux milieux MS et B5 peut être
expliquée par la différence de la composition de la fraction minérale des deux milieux,
puisque la nature de la source d’azote dans le milieu MS est le NH4NO3 et le KNO3, alors
que dans le milieu B5 c’est le KNO3 et le (NH4)2.SO4, en plus, la concentration du KNO3
est plus importante dans le milieu B5. Les concentrations de l’acide nicotinique, pyridoxine
HCl et Thiamine HCl (vitamines) sont plus importantes dans le milieu B5.

2.Effet des concentrations en Azote
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Les facteurs nutritifs comme l’azote sont des paramètres importants influençant la
production de la biomasse et des alcaloïdes (Berlin   et al.  , 1985). La production des
alcaloïdes tropaniques et la croissance des chevelus racinaires de la belladone (Atropa
belladonna) sont influencées par la composition du milieu de culture (Aoki   et al.  , 1997).
Selon Dupraz   et al.  , (1993), dans les racines transformées du Datura quercifolia le
contenu alcaloïdique est diminué par des milieux fortement concentrés. La dilution des
milieux de culture et la réduction des concentrations en azote augmentent les teneurs en
alcaloïdes des cultures de chevelus racinaires des Solanaceae (Payne   et al.  , 1987 ;
Parr   et al.  , 1990). La concentration en azote et le rapport carbone/azote du milieu de
culture influence souvent la synthèse des alcaloïdes (Payne   et al.  , 1987 ; Sugimoto
et al.  , 1988).

Le milieu B5 ordinaire contient 25 mM d’azote. Contrairement aux effets positifs de
l’augmentation de la concentration de l’azote dans le milieu B5 sur la biomasse où nous
avons enregistré les meilleurs résultats avec la concentration de 75 mM, l’augmentation de
la concentration de l’azote dans le milieu B5 a fait chuter les teneurs en hyoscyamines des
lignées étudiées. Nos résultats corroborent ceux de Berlin   et al.  (1985), Dupraz   et al.
(1993), Payne   et al.  , 1987 et Parr  et   al.  (1990).

3.Effet des concentrations en Calcium
Des cultures de chevelus racinaires du Datura stramonium ont été établies après l'infection
des sections de tige avec la souche A4 d’Agrobacterium  rhizogenes, et cultivées dans
le milieu B5 contenant différentes concentrations en calcium afin d'étudier le rapport

entre l’activité d’une peroxydase Ca2+-dépendante et l’accumulation de hyoscyamine.
Bien que les concentrations en calcium (0,25 mM et 0,5 mM) ; en-dessous de celle
présente dans le milieu B5 (1,0 mM) ; n'aient pas affecté la croissance du chevelu
racinaire. Les faibles concentrations en calcium ont réduit les capacités de synthèse de
l’hyoscyamine des lignées racinaires (Pinol   et al.,   1999). Cette perte de production en
hyoscyamine est généralement concourante avec la perte d'activité de la Putrescine : SAM
N-methyltransferase (PMT), cette perte d’activité de la PMT est confirmée par l'analyse
« Northern blot » réalisée sur toute la fraction d'ARNm en utilisant l’ADNc correspondant
à la PMT du tabac comme sonde (Pinol   et al.,   1999). Selon Robins   et al.  (1991), il
semblerait que la synthèse de la PMT cesse ou diminue en réponse à n'importe quel stress
qui peut induire un changement du métabolisme de polyamine.

Dans notre travail, nous avons utilisé des concentrations en calcium (5mM, 10mM et
15mM) supérieures à celle présente dans le milieu B5, et nous avons obtenu un maximum
de biomasse avec la concentration de 10 mM pour les quatre lignées testées.

Concernant les teneurs en hyoscyamine des lignées sélectionnées, nous avons
enregistré une augmentation de la teneur en hyoscyamine par rapport au milieu B5 entier.
Cette augmentation peut être expliquée par une augmentation de l’activité de la PMT.
Néanmoins, la teneur en hyoscyamine la plus importante des lignées DT10 et DS18 est
obtenue avec la concentration de 5 mM de calcium dans le milieu B5, ces teneurs diminuent
avec l’augmentation de la concentration du calcium dans le milieu. Par contre, pour la
lignée DI3, la teneur en hyoscyamine augmente avec l’augmentation de la concentration en
calcium pour passer de 1,16 mg/g pour la concentration de 5 mM en calcium à 3,12 mg/
g pour la concentration de 15 mM en calcium dans le milieu B5. Ceci serait dû à un effet
génotypique.
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IV Elicitation de la biomasse et du contenu
alcaloïdique

Un model théorique a été proposé pour démontrer que des récepteurs de la sécheresse
puissent être localisés dans la membrane. Afin de vérifier ceci, des composés, tel que l’acide
acétylsalicylique (aspirine), ont été examinés (Larqué-Saavedra, 1979). Cependant, les
essais biologiques conduits ont montré que l’aspirine affecte l'ouverture stomacale (Larqué-
Saavedra, 1979). Cet effet inattendu a été suivi d'une série d'autres analyses qui ont fourni
la base fondamentale pour considérer que les salicylates affectent la physiologie et la
bioproductivité de la plante (Hayat et Ahmad, 2006).

Dans une étude réalisée en 1996 il a été signalé que l'application de l’acide salicylique
(AS) sur de jeunes pousses de soja affecte de manière significative la taille de la racine
(Gutierrez-Coronado   et al,   1998). D’autres travaux ont reproduit des résultats
semblables avec Tagetus erecta en utilisant de très faibles concentrations en AS (Sandoval-
Yepiz, 2004). Ce même auteur a obtenu respectivement pour le témoin et les traitements

avec les concentrations de 10-6 M, 10-8 M et 10-10 M d’AS, les poids secs des racines de
Tagetus erecta suivants : 0,5g, 1g, 1,4g et 1,2g. Le groupe homogène le plus important est

celui où la plante est traitée avec 10-8 M d’AS.
Les résultats de notre expérimentation de l’effet de l’acides salicylique sur la biomasse

des chevelus racinaires (meilleurs résultats avec 10-8 M d’AS) rejoignent ceux de
Sandoval-Yepiz (2004) obtenus en traitant des racines de plantes entières (Tagetus erecta)
non transformées par l’agrobactérie.

Quant aux deux autres éliciteurs, l’AAS et l’AJ, c’est toujours la concentration 10-8 M qui
a permis l’obtention des meilleurs résultats concernant la biomasse des chevelus racinaires.

Par ailleurs, les acides salicylique, acétylsalicylique et jasmonique sont utilisés pour
l’élicitation des alcaloïdes tropaniques des chevelus racinaires (Pitta-Alvarez   et al.  , 2000 ;
Spollansky   et al.  , 2000 ; Zabetakis   et al.  , 1999 ; Zayed et Wink, 2004). Dans la
plupart des travaux, les chevelus racinaires sont exposés aux agents éliciteurs après une
période de cultures sans élicitation correspondant à la phase exponentielle de croissance
(varie de 7 à 19 jours) et pendant une durée de 24 à 72 heures (Pitta-Alvarez   et al.  , 2000 ;
Spollansky   et al.  , 2000 ; Zabetakis   et al.  , 1999 ; Zayed et Wink, 2004). Les teneurs
en alcaloïdes tropaniques les plus intéressantes sont obtenues avec des concentrations

de l’éliciteur (AS) de l’ordre de 25mg/l (correspond à environ 0,5.10-3 M), elles atteignent
1200%la teneur en alcaloïdes du témoin (Zayed et Wink, 2004).

Dans notre travail, les chevelus racinaires issus de la transformation de l’espèce Datura
tatula par Agrobacterium rhizogenes (souche A4) ont été exposés aux éliciteurs étudiés
pendant toute la période de culture (12 jours) mais à des concentrations plus faibles. Même
si l’effet de l’élicitation est hautement significatif, notre résultat le plus intéressant correspond

à une amélioration d’environ 260% par rapport au témoin enregistrée avec 10-6 M de
l’AS chez la lignée DT10. Néaumoins, cela reste loin d’être égale aux 1200% obtenus par

Spollansky   et al.  (2000). A la concentration de 10-4 M de l’AS et l’AAS, la croissance des
racines transformées est fortement inhibée. Cependant, pour l’AJ c’est la concentration de

10-4 M qui entraine une augmentation d’environ 230%.
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V Perméabilisation des chevelus racinaires
Solon Boitel-Conti   et al.  (1995), les effets du tween20 en tant qu'agent de perméabilisation
du chevelu racinaire issu de la transformation des Datura pour libérer les alcaloïdes
tropaniques a été étudié. Pour diverses concentrations de tween20, les teneurs en
hyoscyamine et en scopolamine accumulées dans le milieu de culture et la viabilité des
racines transformées ont été mesurés. La viabilité du chevelu racinaire est préservée après
24 heures de traitement avec du tween20 à 2% ; alors que, l’accroissement de la biomasse
s’anulle. Boitel-Conti   et al.  (1995) ont obtenu un maximum de perméabilisation des
chevelus racinaires après un contact de 20 heurs avec le tween20. A ce moment, une
concentration en hyoscyamine supérieure à 25 mg/l a été détectée dans la solution nutritive.

Les résultats de notre travail sur la perméabilisation des chevelus racinaires de Datura
tatula avec le tween20 sont cohérents avec ceux obtenus par Boitel-Conti   et al.  (1995).

Ainsi, dans notre cas, le meilleur résultat a été obtenu en traitant les lignées racinaires
avec du tween20 à 1% et pendant 24 heures. Dans ces conditions, une concentration en
hyoscyamine dans la solution nutritive de 33,678 mg/l a été enregistrée.

Selon Lee   et    al.  (1998), le traitement avec 5 mM de peroxyde d'hydrogène (H2O2)
induit une libération passagère des alcaloïdes tropaniques par les racines transformées,
dans le milieu de culture, sans affecter leur viabilité. Ce résultat n’est pas vérifié dans
notre essai de perméabilisation des racines transformées de Datura tatula avec de l’H2O2,
puisque nous avons enregistré une différence significative de la biomasse en faveur du
témoin comparativement au traitement avec 5 mM d’H2O2.

Par ailleurs, dans notre essai de production d’alcaloïdes tropaniques en système de
culture semi-continu, une chute de la concentration en hyoscyamine dans le milieu de
culture après le premier traitement de perméabilisation a été observée. Charlos   et al.
(1990), notent que suite à des traitements de perméabilisation, le rétablissement de la
biosynthèse des métabolites secondaires et l’accroissement de la biomasse ne sont pas
toujours obtenus. Ainsi, la possibilité d’arranger une culture en continue ou en semi-continue
pour la production de métabolites secondaires semble être limitée par les techniques de
perméabilisation. Selon Boitel-Conti   et al.  (1995), plusieurs de ces techniques ont été
déjà décrites mais aucune d'entre-elles n'a donné un résultat complètement positif.
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Conclusion

Les cultures cellulaires sont considérées comme une alternative aux procédés agricoles
pour produire des substances chimiques actives. Cependant, certains facteurs influencent
leur rendement. Plusieurs métabolites secondaires sont obtenus par extraction directe à
partir de plantes cultivées. Les cultures organisées, et particulièrement les cultures de
racines, peuvent apporter une contribution significative à la production de ces métabolites
secondaires. Les racines neoplasiques produites suite à l’infection par Agrobacterium
rhizogenes sont caractérisées par un taux de croissance élevé, une stabilité génétique et un
développent continu dans des milieux de cultures sans hormones. Les cultures de chevelus
racinaires offrent la promesse d’améliorer la production et la productivité des métabolites
secondaires utilisés en pharmacologie (Srivastava et Srivastava, 2007).

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, notre travail a porté
sur la transformation génétique de quatre espèces du genre Datura par l’ Agrobacterium
rhizogenes et à l’optimisation de la production des alcaloïdes tropaniques.

Les résultats obtenus montrent que Datura ferox et D. tatula présentent non seulement
des taux de germination les plus intéressants mais aussi une meilleure réactivité vis-à-vis
de la transformation par l’Agrobacterium rhizogenes.

Concernant l’optimisation de la composition de la fraction minérale du milieu de culture,
les milieux entiers (MS et B5) donnent les meilleures biomasses et les milieux dilués (½ MS,
¾MS, ½ B5 et ¾ B4) donnent les teneurs en hyoscyamine les plus intéressantes. La teneur
en hyoscyamine la plus importante est obtenue dans le milieu ½ B5 avec la lignée DT10.
De même, les concentrations 75 mM d’azote et 10 mM de calcium dans le milieu de culture
B5 donnent les biomasses les plus intéressantes.

La culture des quatre lignées sélectionnées dans les différents milieux de culture
(entiers, dilués et avec différentes concentrations d’azotes ou de calcium) montre que la
lignée DT10 issue de la transformation de D. tatula est la plus performante.

A propos de l’optimisation de l’élicitation de la biomasse et du contenu alcaloïdique,

la concentration 10-8 M des acides salicylique (AS), acétylsalicylique (AAS) et jasmonique

(AJ) donne les meilleurs poids secs. Les concentrations 10-4 M pour l’AJ et 10-6 M pour l’AS
et l’AAS, donnent les teneurs en hyoscyamine les plus élevées respectivement de 5,585
mg/g M.S., 6,195 mg/g M.S. et 5,118 mg/g M.S.

La corrélation entre le poids sec et la teneur en alcaloïdes de l’ensemble des
paramètres étudiés est négative sauf pour la concentration en calcium.

Les différentes concentrations des deux agents de perméabilisation étudiés affectent
la viabilité des chevelus racinaires, et celle qui donne la meilleure teneur en hyoscyamine
dans la solution nutritive est 1% de Tween20.

L’essai de production d’alcaloïdes en système de culture continu et en utilisant la
concentration de 1% de Tween20 comme agent de perméabilisation montre que la teneur
en hyoscyamine chute avec le temps, pour passer de plus de 33 mg/l à la première
perméabilisation à une teneur inférieure à 1 mg/l à la cinquième perméabilisation.
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Dans la perspective de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait judicieux de :

∙ Combiner l’élicitation de la production des alcaloïdes avec la perméabilisation des
chevelus racinaires,

∙ Etudier la consommation en nutriments des lignées jugées performantes,

Déterminer l’âge optimal pour la production d’alcaloïdes à partir des lignées sélectionnées.
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