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Introduction

En 1891, Kossel est le premier a employer le terme de ‘métabolite secondaire’. 1l a par la
suite établi une distinction entre ces deux types de métabolites, toujours valable aujourd'hui.
Les métabolites primaires sont des composes de faible poids moléculaire, communs a toutes
les plantes. Il en existe quelques centaines; tels les acides aminés ou les acides nucléiques. En
revanche plusieurs dizaines de milliers de métabolites secondaires ont pu étre identifiés, et

s'averent spécifiques d'une famille, voire d'une espece de plante (Rhodes M.J.C. ; 1994).

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une véritable banque de ces molécules
chimiques dites secondaires. Ces molécules qui appartiennent a des familles chimiques trés
diverses telles que les alcaloides, les polyphénols, et les terpénoides sont utilisées par
I’Homme comme ardmes, colorants, additifs alimentaires et comme principes actifs dans de
nombreux médicaments (Teixeira da Silva J. A. ; 2004).

Les plantes produisant ces molécules sont désormais recherchées et cultivées de maniére
intensive lorsque cela est possible. Cependant, de nombreuses contraintes, qu'elles soient
d'ordre climatique, ou liées a la complexité des procédés d'extraction, alterent la quantité et la
qualité de la production (Curtin M.E. ; 1983). La synthése chimique également, est souvent
trop onéreuse pour étre rentable et parfois méme, impossible. Compte tenu de la complexité
chimique de ces molécules. De plus, nous assistons depuis plusieurs années a un regain
d'intérét pour les molécules dites 'naturelles’. Dés lors, et compte tenu des enjeux
économiques, la production de métabolites secondaires par un matériel végétal cultivé in vitro

devient potentiellement intéressante (Bouque V. ; 1997).

Grace a la biotechnologie, de nombreux métabolites secondaires végétaux ont trouve une
application commerciale en tant que médicaments, colorants, arémes, parfums, insecticides,
etc, (Verpoorte R. et al., 2002). Cette biotechnologie qui est une science multidisciplinaire,
associe les potentialités d’une entité vivante ou une partie de cette entité a différentes
techniques et procédés dans un but, économique (Rahmani S. ; 2020). Plusieurs métabolites
secondaires sont produits avec la culture de cellules végetales, la culture d'organes et la
technologie de I'ADN recombinant (Eibl R. et al., 2009).

Dans cette etude, deux objectifs sont envisages : définir et réesumer les différents
métabolites secondaires d’intérét pharmaceutiques et alimentaires, et en vue d’éclaircir les
procédés de synthése biotechnologiques de ces molécules, quelques exemples de métabolites

secondaires sont traités.

<
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Chapitre | Les métabolites secondaires

1.1. Définition

Les plantes médicinales ont la capacité de produire des substances naturelles trés
diversifiées. A coté des meétabolites primaires, elles accumulent fréqguemment des métabolites
dites secondaires qui représentent une source importante de molécules utilisables par I'hnomme
(Marouf A. et Joél R. ; 2007).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités (Marouf A. et Joél R. ; 2007). Ces molécules sont plus
specifiques aux plantes, bactéries et champignons. Elles sont nombreuses, d’une variété
structurale extraordinaire, elles ne sont pas nécessaires et vitales pour la cellule. Elles
permettent parfois une taxonomie chimique, et sont souvent impliquées dans une écologie

chimique inter-espéces (Bruneton J. ; 1999).

1.2. Structure et Classification

Les métabolites secondaires sont des produits a structures chimiques souvent complexes,
tres dispersés et différentes selon les espéces, ils existent plus de 20 000 métabolites
secondaires classés selon leurs structures chimiques (Bouhmama A. ; 2013).

Nous pouvons classer les métabolites secondaires en trois groupes, chacun renferme une
tres grande diversité biologique (Bruneton J. ; 2009) :

> Les terpénes
> Les composeés phénoliques
> Les alcaloides

1.2.1. Terpénes

1.2.1.1. Définition

Les terpenes sont une classe d’hydrocarbures cycliques a chaine ouverte. Ce sont des
produits naturels largement répondus dans le regne végétal. Leur particularité structurale la
plus importante est la présence dans leur squelette d’unités isopréniques a 5 atomes de
carbone (CsHg) (Parisr R. et Moxse H. ; 1965). Les terpénoides sont isolés a partir des

feuilles, des fruits, des graines, des racines et des écorces (Bruneton J. ; 1993).
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1.2.1.2. Structure et classification

La structure carbonée de base des terpénoides reconnus par Wallach des 1887 est constituée
d’un assemblage d’un nombre variable d’unités 2-méthylbutane. Ces assemblages peuvent
étre modifiés par ajout/soustraction de groupes méthyles ou ajout d’atomes d’oxygene. La
diversité chimique des terpenoides végétaux provient alors de la complexité de leurs voies

biosynthétiques (Figure 1) (Bohlmann J. et Keeling C.1I. ; 2008).

CHy CH, H
-‘L CHy | -:lz"" )
we” e Hﬁ*ffc\ﬂai o
| | v
H H
Isoprens Isoprene actif
(2-methyl-1,3-butadiéne) diphosphate d’isopentényle
{a) (b)

Figure 1: Structure de I’isoprene et de I’isopréne actif (Lamarti A. et al., 1994).

Les terpénoides sont classés selon le nombre d’unités isopréne dans leur structure de

base comme illustré dans la figure 2 (McGarvey D.J. et Croteau R. ; 1995).

W

CLASSIFICATION }
n= n=3 n=4 n=5 n=6 n=8 n>38
Mono Sesqui Di Ses Tri Tétra Poly
C10 ‘ C15 C20 C25 | C30 l C40 | C>40
\ \

Figure 2: Classification des terpénoides (McGarvey D.J. et Croteau R. ; 1995).
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Les squelettes isopreniques peuvent étre disposés de maniere linéaire ou former des
anneaux, ce qui donne un spectre complet de composés terpéniques (Bruneton J. ; 1999),
présente dans le tableau 1.

Tableau 1: Les différentes sous classe des terpénes.

Sous-classe Exemple Références
Myrcéne :
Monoterpénes Rahal S. ; (2004)
Farnésol :
Sesquiterpenes Guignard J.L. ; (1996)

Diterpenes Guignard J.L. et al., (1985)

Phytostérols :

Triterpénes A A Guignard J.L. et al., (1985)

H
/\.}MV

Wi

Lycopéne :
Tetraterpénes Guignard J.L. et al., (1985)

4
MaAaa s\t
ﬁ |

Caoutchouc :

Polyterpénes Ralambomananad A. ; (1998)
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1.2.1.3. Voie de biosynthese

Les voies de base de la biosynthese de terpenoides ont été élucidées dans plusieurs
systemes biologiques. Les voies métaboliques des terpenoides végétaux sont toutes attachées
a la formation de seulement deux précurseurs isomeres a 5-carbones qui sont I’isopentenyl
diphosphate (IPP) et le dimethylallyl diphosphate (DMAPP) (Cane D.E. ; 1999). Deux voies
distinctes sont actuellement connues chez les organismes vivants pour la biosynthése de 1’IPP
et du DMAPP : la voie classique du mévalonate (MVA) et la voie indépendante récemment
découverte du 2-C-méthyl-D-érythritol phosphate (MEP) (Lichtenthaler H.K.; 1999 ;
Lange B.M. et al., 2000 ; Sapir-Mir M. et al., 2008).

La biosynthése des terpenoides implique 1’addition de 1’unité isopréne avec son isomere
pour former le geranyl diphosphate (GPP, Cio), condensé avec une autre unité IPP forment le
diphosphate de farnesyl (FPP, Cis) a I’origine des sesquiterpenes. Les précurseurs parentaux
compte tenu de la modification structurale par 1’oxydation, la réduction, 1’isomérisation,
I’hydratation, la conjugaison et/ou d’autres transformations donnent une variété de

terpénoides (Figure 3) (Dubey V.S. et al., 2003).

Isomerase

Isopememny] diphosphace Dimetiny ialhvl diphosphate
(IPP ; Cs) (DNAPEP ; Cs)
| Hemiige rplawes

{1 soprines )

CPP symthase . . . .
NMetabolites prényles ( ex: Cytokinines)

Geramy diphosphate ———=  NMonoterpéne

Phytostérols (GPP : Cho)
FPP symilerse = puile
T‘I'itélq-amirj:ﬂ P+ Essenticlle
: X .
Squalene -—— Famasyl diphosphate— s Seqquiterpines
(FPP3; Cys)

PP sanfherse
-+ TP

Saponines ¥

Geramylgernnyl diphosphate ———  Diterpénes
(GGPP 5 Cag)

“ TPP),

Polyterpenes

Figure 3: Synthése de différentes classes terpéniques chez les plantes. (Dubey V.S. et al., 2003).
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1.2.2. Composés phénoliques

1.2.2.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires (Macheix J.J. et al., 2005),
présents dans toutes les parties des vegétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits,
grains et bois) (Bruneton J.; 2009). Ils sont caractérisés par la présence d’un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides
(Macheix J.J. et al., 2005).

1.2.2.2. Structure et classification

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)
(Hennebelle T. et al., 2004). lls peuvent étre regroupés en dizaines de classes (Amaaechina
F.C. et al., 2007) qui se différencient par la complexité du squelette de base, le degré de
modification de ce squelette et par les liaisons possibles de ces molécules de base avec
d’autres molécules (Figure 4) (Macheix J.J. et al., 2006).

OH

A B

Figure 4: Structure de la molécule phénol (A) et celle d’un polyphénol (B) (Amaaechina F.C. et al.,
2007).

A. Acides phénoliques
Le terme acide phénolique peut étre utilisé pour tous les composés organiques ayant au

moins un groupe carboxyle et une fonction hydroxyphénol (Bruneton J. ; 2009).

Il existe deux classes des acides phénoliques (Amaaechina F.C. et al., 2007) : les dérivés
de I’acide benzoique ou acides hydroxy-benzoique qui ont une formule de base de type Ce —
Cy et leur diversité structurale est due aux hydroxylation et/ou meéthylation de noyau
aromatique en diverses position (2, 3 et 4) (Figure 5) (Fleuriet A. et al. ; 2006). Les dérivés

de I’acide cinnamique ou acides hydroxy cinnamiques dont la structure de base (Cs — Ca)
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dérive de celle de I’acide cinnamique grace a des substitutions au niveau du cycle aromatique
(Figure 6) (Macheix J.J. et al., 2006).

R2 RI1
R1=R2=R3=R4 =H : acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3=0OH : acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2=0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH : acide gallique

Figure 5: Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Fleuriet A. et al., 2006).

Ry N . _-COOH

S T - S,

il “‘*'( R;=H, R=H : acide p-coumarique

Ho S = R=H,R:=0H :acide caféique
R;=H, R;=0CH; : acide féerulique

R,= OCHj;, R;=0CHj; : acide sinapique
Figure 6: Quelques exemples d’acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3) (Amaechina
F.C.etal., 2007).

B. Flavonoides
Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés et qui représentent la plus grande partie des
composés phénoliques (Manach C. et al., 2004), ont une origine biosynthétique commune

dérivant de la voie de I’acide shikimique (Hennebelle T. ; 2004).

Ils possedent un squelette carboné de quinze atomes de carbone constitué de deux cycles
aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en Cz en formant ainsi
I'nétérocycle (C) (Figure 7) (Ignat I. et al., 2011).

Figure 7: Squelette de base des flavonoides (motif flavane) avec la numérotation adoptée (Merghem
R. ; 2000).
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Selon le squelette, les flavonoides sont divisés en différentes classes (Tableau 2)
(Bruneton J. ; 2009) :

Tableau 2: Quelques classes distinctes des flavonoides (Manach C. et al., 2004).

Classes Formule R3’ | R4’ | RS’ Exemple Source

O'\@@)@( H OH | H Apéginine Persil, thym, romarin

O‘-l @ OH | OH | OH | Myricetine Canneberge, vin rouge

Flavones

Flavonols

Flavanols

&

pomme

Flavanones T .
4
o H |OH |H Naringénine | Fruits des genres citrus
RS&'
Ié

o 9 @ OH |[OH | H Catéchine Thé vert, thé noir,

Anthocyanes T
° @ @ .. |OH |OH | H Cyanidine myrtille, cassis
Isoflavones | ~C Q__oH R5 | R7 | R4’
@ © OH | OH | OH | Genisteine Soja
RS °© R4’
C. Tannins

Les tanins sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles, de masse

moléculaire comprise entre 500 et 3000 (Frutos P. et al., 2004).

Deux grands groupes de tanins ont été distingués, différents a la fois par leur réactivité
chimique et par leur composition : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Figure 8)
(Macheix, J.J. et al., 2006).

e Tannins hydrolysables (THs) : Sont des oligo ou poly-esters d’un sucre, en général le

glucose, associés a des molécules d’acide phénol (Ignat I. et al., 2011).
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e Tannins condensés (TCs): Sont des polyphénols appartenant a la famille des
flavonoides (fleuriet A. et al., 2006).
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Figure 8: Exemple d’un tanin hydrolysable a gauche et un autre condensé droit (Merghem R. ;
2000).

D. Coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques cyclisés qui dérivent des acides t-
cinnamique et p-coumarique pour la majorité d’entre eux. Leur structure est donnée dans la
figure 9 (Khan M.A. et al., 2005). Ils sont des 2H- 1-benzopyran-2-ones que 1’on peut
considérer, en premier approximation, comme étant les lactones des acides 2- hydroxy-
7ecinnamiques (Bruneton J. ; 2009), distribués dans tous le regne végétal et possédent des

propriétés tres diverses (Ignat I. et al., 2011).

Dans la cellule, les coumarines sont principalement présentes sous forme glycosylée. Cette
glycosylation serait une forme de stockage permettant d’éviter les effets toxiques des

coumarines sur la cellule et la croissance (Hennebelle T. et al., 2004).

Figure 9: Structure de base des coumarines (Ford R.A. et al. ; 2001).

1.2.2.3. Voie de biosynthese
Les polyphénols sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques (Akroum S. ;
2011) :
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A. Voie de I’acide shikimique

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement (Macheix J.J. et al. ; 2006).

B. Voie de I’acide acétique

La voie acétate-malonate, rappelle que ¢’est la malonyl-CoA qui fournit par
décarboxylation, les unités C, pour allonger le complexe acyl CoA. L’acide polycétonique
formé se referme en un cycle portant une chaine latérale (Naczk M. et Shahidi F. ; 2004).
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Figure 10: Représentation des voies de biosyntheése des polyphénols (Akroum S. ; 2011).
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1.2.3. Alcaloides

1.2.3.1. Définition
Les alcaloides sont les principaux métabolites secondaires azotés, la plus part ont des
propriétés basiques (Badiaga M. ; 2011), genéralement hétérocyclique, d'origine végétale,
doués de propriétés physiologiques remarquables, telle que la morphine, la nicotine, la
cocaine et la quinine (Mohammedi Z. ; 2013). Environ 12000 composés sont synthétises a

partir des acides aminés (Meyer S. et al., 2008).

1.2.3.2. Structure
Selon l'origine biosynthétique, On divise les alcaloides en trois genres (Rakotonanahary
M. ; 2012) :

A. Alcaloides vrais : ce sont des dérivés d’acides aminés, dont 1’atome d’azote est inclus
dans le systeme hétérocyclique. Ils sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit

sous forme de sel, soit comme N-Oxyde. (Badiaga M. ; 2011).

B. Pseudo-alcaloides : ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. Dans la majorité des cas connus, ce sont
des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de [’acétate.

(Rakotonanahary M. ; 2012).

C. Proto-alcaloides : ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique. Ils ont un caractere basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides
aminés. lls sont souvent appelés « amines biologiques » et ils sont solubles dans 1I’eau
(Bruneton J. ; 2009).

1.2.3.3. Voie de biosynthese

La biosynthese des alcaloides chez les plantes implique de nombreuses étapes
métaboliques, catalysées par des enzymes appartenant a une large gamme de familles de
protéines; pour cette raison, les voies de biosynthése des alcaloides sont considérablement

complexes (Facchini P.J. ; 2001).

L’origine des alcaloides remontent aux acides aminés entre autres (Mauro N. M.; 2006) :

I’ornithine, la lysine, la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane, I’histidine et 1’acide
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anthranilique (Mamadou B. ; 2011). Il y a quelques branches principales dans la synthése

des alcaloides qui incluent :

e Biosynthese des alcaloides tropiques et nicotiniques

Dans ce groupe d'alcaloides, la biosynthese est réalisee a partir des composés L-Arginine et
Ornithine. Ils subissent un processus de décarboxylation par leurs enzymes respectives:

I'arginine décarboxylase et I'ornithine décarboxylase.

Le produit de ces réactions sont des molécules putrines. Apres d'autres étapes, qui incluent
le transfert de groupes méthyle, des dérivés nicotiniques (tels que la nicotine) et des tropiques

(tels que I'atropine et la scopolamine) sont produits (Facchini P.J. 2001).

e Biosynthese des alcaloides benzylisoquinoléines

La syntheése des alcaloides de ce groupe commence a partir de molécules de L-tyrosine, qui
sont decarboxylées par I'enzyme tyrosine décarboxylase pour donner naissance a des

molécules de tyramine.

L'enzyme norcoclaurine synthase utilise la tyramine produite a I'étape précédente et la L-
DOPA pour former des molécules de norcoclaurine; ils subissent une autre série de réactions
complexes pour donner naissance aux alcaloides berbérine, morphine et codéine (Ziegler J. et
Facchini P.J.;2008).

e Biosynthese d'alcaloides indoliques terpéniques

Ce groupe d'alcaloides est synthétisés a partir de deux voies: I'une partant du L-tryptophane
et l'autre du géraniol. Les produits de ces voies sont la tryptamine et la sécolaganine, ces
molécules sont le substrat de I'enzyme estrectosidina synthase, qui catalyse la synthese de la
strictosidine (De Luca V. et St Pierre B. ; 2000).

1.3. ROle des métabolites secondaires

1.3.1. Pour la plante
Les métabolites secondaires interviennent dans 1’adaptation de la plante a son

environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux
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(Judd W.S. et al., 2002), la défense contre les prédateurs et les pathogénes, comme agents
alléopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits (Bruneton J. ; 2009). Ces fonctions écologiques affectent énormément la survie de la
plante (Judd W.S. et al., 2002).

1.3.2. Pour PHomme
Les metabolites secondaires ont des intéréts qui peuvent s'avérer essentiels (Hennebelle
T. ; 2004) et dont on peut citer :

e Meétabolites secondaires d’intérét pharmaceutique

Les métabolites secondaires ont de nombreuses utilisations en milieu thérapeutique
(Chebili S. ; 2012). Les terpénes, non cycliques sont en grande partie responsables de 1’odeur
suave des plantes et des fleurs. Ces substances possédent des propriétés pharmacodynamiques
trés variées, en relation avec les différentes fonctions liées au squelette terpénique. Ils sont
pourvus de plusieurs propriétés thérapeutiques comme les propriétés anti-hypertensives, anti-
virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires et analgésiques, anti-oxydantes, et anti-
bactériennes vis-a-vis du MRSA (Staphylocoque doré résistant a la méticilline) (Parisr R. et
Moxse H. ; 1965).

Les composés phénoliques jouent un role important dans 1’utilisation en milieu thérapeutique
telle que les flavonoides comme anti-oxydants naturels, anti-cancéreuses, anti-histaminique,

anti-inflammatoire, et anti-septiques urinaires (Manach C. et al., 2004).

Les métabolites secondaires de type alcaloides sont utilisées dans plusieurs médicaments, ils
affectent chez 1’étre humain le systéme nerveux particuliérement les transmetteurs chimiques
tels 1’acétyl-choline, norepinephrine , acide y aminobutyrique (GABA), dopamine et la
serotonine (Badiaga M. ; 2011). Ils sont doués d’activité analgésique, anti- allergique,
antipyrétiques, anti-parasitaires, anti-tumorale (sur différents modéles de tumeurs humaines,
du poumon, du colon et des ovaires), et ils sont utilisés en ophtalmologie dans le traitement du

glaucome (Berkal G. et Bouchama S. ; 2016).
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e Métabolites secondaires d’intérét alimentaire

Dans les aliments, les métabolites secondaires peuvent contribuer a 1’amertume
(principalement les flavanones), 1’astringence, la couleur, la flaveur, I’odeur et la stabilité de

I’oxydation de I’aliment (Dih A. et Belguendouz A. ; 2017).

Parmi ces métabolites considérés comme condiments, linalol, myrcene, caryophyllene ou
B-caryophyllene (molécules terpénique), tanin (molécules phénolique), alcaloide tropanique et
aromates comme limonene (molécules terpénique), flavonoides, anthocyanine (molécules
phénolique), eucalyptol ou cinéol. Ces molécules ont été et reste tres liées a leurs propriétés
organoleptiques, mais également trouvent leur utilisation comme suppléments diététiques
(Mohammedi Z. ; 2006).
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I1.1. Généralités

11.1.1 Définition

C’est l'application des principes de la science et de I'ingénierie au traitement de matériaux
par des agents biologiques pour obtenir des produits et des services (Niosi J. ; 2006). Les
voies biotechnologiques sont toutes les méthodes ou technologies qui utilisent des éléments
du vivant (organismes, cellules, éléments subcellulaires ou moléculaires) pour trouver,
produire ou transformer des éléments ou organismes d'origine végétale ou animale (Arnold
L.D. ; 2000).

Le concept central de cette section est que la biotechnologie est de nos jours un domaine
tres large de la recherche scientifique et le terme «biotechnologie» englobe de nombreux
applications et spécialités qui abordent des thématiques différentes (Chevallier M. ; 1990),
y compris la biotechnologie rouge qui est destiné a la médecine (exp : production de vaccins
et d’antibiotiques), la biotechnologie verte pour 1’agriculture ( exp : production de variétés
végétales modifiées), la biotechnologie jaune liée a 1’environnement (exemple : entretien de la
biodiversité et la dépollution),la biotechnologie blanche qui correspond a I’industrie (exp :
développement de nouvelles sources d’énergies durables comme les biocarburants) et la
biotechnologie bleu accordé a la mer (exp: production de biomatériaux et agents

pharmaceutiques régénératifs) (Sinisterra J.V. ; 1992).

11.1.2 Techniques de base en biotechnologie
La biotechnologie est une science novatrice qui se base sur plusieurs techniques, parmi
elles (Trouvin J.H. ; 2003) :

11.1.2.1 Fermentation
La fermentation est une réaction biochimique de conversion de I'énergie chimique
contenue dans une source de carbone (souvent du glucose) en une autre forme d'énergie

directement utilisable par la cellule en I'absence de dioxygene (Baduel P. ; 2002) :

e Fermentation sur milieu solide : Les procédés de fermentation en milieu solide sont
appliqués pour la production d'antibiotiques, de métabolites secondaires, d’enzymes

industrielles, de produits alimentaires enrichis, de biocarburants, d’acides organiques,
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d’hormones  végetales (exp: champignons dépollueurs ou  comestible)
(Andriambololona T. ; 2010).

11.1.2.2 Culture cellulaire
Les cultures cellulaires ont pour but de maintenir en vie et d’assurer la prolifération des
cellules d’un tissu en dehors de 1’organisme animal ou végétal indépendamment des

influences qu’exerce I’organisme sur ces différents éléments (Chevallier M. ; 1990).

La culture in vitro de cellules, de tissus et d'organes offre une approche alternative
attrayante et une solution appropriée aux problemes associés a la production traditionnelle
pour fournir des phytoconstituants aussi importants a partir de diverses cultures médicinales
(Mulabagal V. et Tsay H.S. ; 2004).

De plus, des méthodes ont été développées pour la production de biomasse et de métabolites
bioactifs a partir de bioréacteurs industriels a grande échelle pour les cultures cellulaires
(Malik S. et al., 2011) et les cultures de racines de nombreuses plantes (Wu C.H. et al.,
2018).

11.1.2.3 ADN recombinant et génie génétique

La biologie moléculaire a permis la découverte de la biotechnologie : il est aujourd’hui
possible de séparer le géne responsable de la codification de la production de certaines
substances, de le transférer dans un autre organisme-h6te et de produire ainsi certaines

molécules utiles de maniére plus efficace (Trouvin J.H. ; 2003).

Au moyen de la technique de I’ADN recombinant, il est possible de modifier de fagon
sélective les génes qui codifient la synthése cellulaire des molécules. Par la suite, lors du
transfert du nouvel ADN dans un microorganisme-hdte, on peut obtenir une nouvelle souche

qui produira la substance souhaitée (Zha J. et al., 2019).

11.2. Production de métabolites secondaires d’intérét pharmaceutique
11.2.1. Production de flavonolignanes de Silybum marianum L. (chardon-Marie)

11.2.1.1. Généralités
La plante de chardon-Marie est considérée comme l'une des plantes medicinales

importantes pour protéger le foie et traiter une gamme de maladies hépatiques (Abenavoli L.
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et al., 2010 ; Abenavoli L. et Milic N. ; 2017). L'application thérapeutique de S. marianum
dans le traitement des maladies cardiovasculaires a été décrite dans le plus grand livre médical
officiel en Chine, Taiping Shenghui Fang, avant le Xéme siecle apres JC (Zhao Z. et al.,
2019). S. marianum est une plante médicinale herbacée annuelle/biennale de la famille des
astéracées. Cette plante est répandue dans le monde entier et cultivée depuis des siécles dans
toute I'Europe, I'Afrique, la Chine, I'Inde et I'Australie, mais indigéne de la région
méditerranéenne (Polyak S.J. et al., 2013).

Les fruits (akénes) de S. marianum contiennent un meélange de flavonolignanes (Figure
11), collectivement connus sous le nom de silymarine, un hépato-protecteur de haute valeur
(Elateeq A.A. et al., 2020).
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Figure 11: Mélange de flavonolignanes (Elateeq A.A. et al., 2020).

La silymarine et ses flavonolignanes sont disponibles dans le commerce dans diverses
formulations contenant des extraits de fruits tels que des extraits liquides, des capsules et des
comprimeés, et également en combinaison avec des médicaments chimiques synthétiques ou
d'autres matieres végétales (Elateeq A.A. et al., 2020). Les flavonolignanes du chardon-
Marie sont synthétisés par la voie des phénylpropanoides a partir des précurseurs d'un
flavonoide (principalement la taxifoline) et de l'alcool coniferylique par la radicalisation
oxydative de ces deux composes, suivie du couplage des deux radicaux (Dewick P.M.;
2002). Ces deux précurseurs entrainent la voie du phénylpropanoide a différentes branches
(Le Roy J. etal., 2017).
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11.2.1.2. Méthodes de production de silymarine par des techniques biotechnologiques
Etant donné que S. marianum se comporte comme une plante annuelle d'hiver, le cycle de
croissance prend des mois a un an pour produire les fruits secs permettant d'extraire la
silymarine. Par conséquent, pour atteindre une productivité elevée de la silymarine pour la
production commerciale, le développement de méthodes et de procédés de culture est
nécessaire. Il est a noter que le chardon-Marie est une plante épineuse. Les épines mesurent de
1 a 5 cm de longueur et se trouvent sur les tiges, les feuilles et les réceptacles, présentant
quelques difficultés lors de la récolte des fruits. Les fruits ont des pappus et sont dispersés au
stade de maturité. Par conséquent, la récolte doit étre effectuée lorsque 40 a 50 % des
inflorescences ont un pappus visible (Andrzejewska J. et Sadowska K. ; 2008), avant que
les fruits ne s'ouvrent (stade de déhiscence) et que les fruits s'envolent aprés maturation, car
ces fruits entierement desséchés avec la couleur brun foncé donne la plus forte teneur en

silymarine (Carrier D.J. et al., 2003).

Avec la forte demande de silymarine, il existe un besoin urgent d'utiliser la production
biotechnologique comme source potentielle (Mulabagal V. et Tsay H.S. ; 2004). Pour S.
marianum, la manipulation des milieux de culture tissulaire et des paramétres micro-
environnementaux, ainsi que la stratégie d'élicitation ont considérablement amélioré
I'accumulation de silymarine dans diverses cultures (Gabr A.M.M. et al., 2016 ; Younas M.
etal., 2018 ; Shah M. et al., 2019).

A. Production de silymarine in vitro chez S. marianum

e  Cultures de cals

- Le tissu de cals est obtenu a partir d'explants cultivés sur un milieu solide modifié dans des
conditions in vitro (Sharafzadeh S. ; 2012 ; Bosila H. et al., 2016).

- Des graines stériles de chardon-Marie sont germées sur un milieu de culture solide, elles
deviennent brun orangé aprés avoir été sterilisées avec de I'nypochlorite de sodium a 1%
pendant 20 min (Murashige T. et Skoog F. ; 1962).

- Des morceaux en uniforme sont préleves sur le cotylédon, I'hypocotyle et la racine, qui sont
excisés dans des semis in vitro, et transférés dans des milieux modifiés contenant des

régulateurs de croissance des plantes (PGR) pour I'induction de cals (Siwach P. et al., 2011).
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- Acide indole-3-acétique (IAA), acide indole-3-butyrique (IBA) et cytokinines Kinétine
(Kin), la 6-benzyl adénine (BA), lisopentényladénine (2ip) sont supplémentées selon
différentes combinaisons aux milieux de culture du chardon-Marie pour l'initiation des cals
(Gamborg O.L. et al., 1968).

e Cultures en suspension cellulaire

- La cal friable transférée dans des flacons contenant un milieu liquide et incubée a I'obscurité
sur un agitateur (90-130 tr/min). 1l est préférable d'établir des cultures en suspension cellulaire
a partir de cellules de cal friable nouvellement formées (Tamova L. et al., 2005 ; Cacho M.
et al., 2010).

- Les cellules de chardon-Marie dans les cultures en suspension sécrétent des composés de
silymarine et des flavonoides dans le milieu liquide des suspensions par un transport actif, en
particulier lors des traitements d'élicitation (Tamova L. et al., 2011 ; Corchete P. et BruR. ;
2013).

- Les enzymes phospholipase D et phospholipase A2 sont également connues pour médier la
sécrétion de silymarine dans le milieu de culture de S. marianum (0,3-0,6 mg / 50 ml)
(Madrid E. et Corchete P. ; 2010 ; Corchete P. et Fernandez-Tarrgo J. ; 2014).

e Cultures de racines adventives

- La régénération des racines a été obtenue avec succes a partir d'explants de feuilles (24
mm) cultivés sur un milieu MS (Murashige et Skoog) modifié avec 2 mg/L de NAA (acide 1-
naphtaleneacétique) et 0,2 mg/L de Kin (cytokinines Kinétine Kin) (John S.A. et
Koperuncholan M. ; 2012).

- Aprés 4 semaines d'incubation sous un cycle lumiere/obscurité de 16/8 h, environ 74 %
d'induction racinaire et 34 racines par explant ont été observés sur MS contenant 4 % de
saccharose et 1 mg/L de NAA (Khan M.A. et al., 2015).

e Cultures de racines velues

- Il y a des conditions a considérer lors de I'établissement d'un systéme racinaire velu, y

compris une souche bactérienne d'Agrobacterium rhizogenes, un explant approprié, un
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antibiotique approprié aprées la période de co-culture, des milieux de culture appropriés et des
conditions d'incubation (Hu Z.B. et Du M. ; 2006).

- Bien que les racines velues puissent pousser sans PGR (régulateurs de croissance des
plantes), I'ajout d'auxines au milieu de croissance peut améliorer les taux de croissance des
racines velues et leur capacité a synthétiser différents composés. La supplémentation en NAA
(0,2 mg/L) a la culture de racines velues de chardon-Marie a entrainé une production plus
élevée de silymarine (0,15 mg/g) et un taux de croissance plus élevé (3,04 g) (Hasanloo T. et
al., 2009).

B. Stimuler la production de silymarine dans les cultures in vitro de S. marianum

Aprés avoir établi divers types de cultures in vitro, d'autres applications de différents
traitements sont utilisées pour améliorer I'accumulation de constituants bioactifs en
augmentant la capacité de biosynthese des cals, des cellules, des racines et des pousses
cultivés. Différentes manieres, y compris la sélection de lignées a haut rendement,
I'optimisation des milieux de production et des conditions de culture, I'élicitation et
I'alimentation des précurseurs ont été utilisées pour améliorer I'accumulation de silymarine
dans les cultures de chardon-Marie en quantités allant de 0,45 a 18,67 mg/g dans les cultures
de cals (Younas M. et al., 2018 ; Hasanloo T. et al., 2008), 0,21 a 19,00 mg/g dans les
suspensions cellulaires (Elwekeel A. et al., 2012 ; Tamova L. et al., 2011), et 0,11-1,89
mg/g dans les cultures de racines velues (Rahnama H. et al., 2008 ; Khalili M. et al., 2009)

11.2.2. Production biotechnologique des flavonoides méthylés

11.2.2.1. Généralités

Naturellement, les flavonoides sont souvent sous forme glycosylée ou méthylée dans les
plantes. La glycosylation des flavonoides se réalise par un outil biologique, la
glycosyltransférase, dans lequel I'enzyme catalyse la fixation de la molécule de sucre dans
I'aglycone, ce qui donne des glycosides (Gantt R.W. et al., 2011 ; Thuan N.H. et al., 2013).
De la méme maniere, la méthylation du groupe hydroxyle dans les flavonoides se produit en
présence de méthyltransférase qui attache des fragments méthyle a I'aglycone pour former des
méthoxydes (Cao H. et al., 2013; Walle T. ; 2007).

La méthylation peut se produire via un atome d'oxygéne ou de carbone pour former des
composés O-méthylés ou C-méthylés (Cao H. et al., 2013; Walle T. ; 2007). Les dérivés O-
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méthylés sont formés via la fixation du groupe méthyle avec l'oxygene de la fraction

hydroxyle dans le squelette flavonoide (Kim D.H. et al., 2005).

La méthylation de ces flavonoides pharmaceutiqguement importants peut donner aux
composes un avantage concurrentiel. La méthylation des groupes hydroxyle libres dans les
flavonoides augmente considérablement leur stabilité métabolique et ameéliore leur transport
membranaire, facilitant I'absorption et une plus grande biodisponibilité orale (Wen X. et
Walle T. ; 2006 ; T. Walle et al., 2007). A I'appui de cela, Les flavones mono et diméthylées
ont montré une puissante activité antiproliférative (Murakami A. et al., 2002). lls ont inhibé
la transcription et les activités du cytochrome P450 (CYP) activateur de cancer (Morley K.L.
et al., 2007).

Les recherches actuelles suggerent que les formes méthylées ont une stabilité
métabolique, une biodisponibilité orale et une activité biologique plus élevées que les formes
non méthylées. L'accent est mis sur l'effet de la modification de la méthylation sur les
composes originaux, y compris I'augmentation de la stabilité métabolique et I'amélioration des

propriétés biologiques (Koirala N. et al., 2016).

Les bioactivités du flavonoide C-méthylé ont été vérifiées en tant qu'inhibiteurs de la
neuraminidase pour la nouvelle grippe HiN:1 (Dao T.T. et al., 2010), effet antioxydant
(Mathiesen L. et al., 1995 ; Malterud K.E. et al., 1996).

11.2.2.2. Progres biotechnologiques récents pour la méthylation des flavonoides

A. Méthyltransferases

- S-Adénosyl-I-méthionine (AdoMet) O-methyltransferases (OMT) dépendants fonctionne en
transférant le fragment méthyle a un groupe hydroxyle d'un composé accepteur a entraine la
formation de son dérivé d'éther méthylique et S-adénosyle-lI-homocystéine (Ibrahim R.K. et
al., 1998).

- Les classes | et Il des OMT fonctionnent dans la méthylation des résidus hydroxyles
phénoliques, tandis que les OMT de classe Ill fonctionnent sur les groupes carboxyle pour
obtenir des esters méthyliques (Kopycki J.G. et al., 2008 ; Qin J.C. et al., 2012).




Chapitre |1 Production biotechnologique de métabolites
secondaires

- Cing régions hautement conservées sont proposées comme signature pour les O-
méthyltransférases végétales, dont deux (régions I et 1V) seraient impliquées respectivement
dans la S-adénosyl-I-méthionine et la liaison aux métaux (Ibrahim R.K. et al., 1998).

B. Réaction enzymatique in vitro

De nombreuses O-méthyltransférases putatives ont été extraites de bactéries, de
champignons et de plantes pour caractériser leur substrat en tant que flavonoides (Poulton
J.E. et al., 1977). Par exemple, la lutéoline, la lutéoline 7-O-glucoside, ont éte utilisées
comme substrat pour une O-méthyltransférase apres purification a partir de culture cellulaire
en suspension de soja, puis ils ont été clonés et exprimés dans Escherichia coli (Cho M.H. et
al., 2012).

C. Synthese biotechnologique moderne

Les méthodes de biosynthese basées sur la reconstruction de plasmides recombinants
abritant des genes de diverses sources et utilisant E. coli génétiqguement modifié comme hote
conduisant a la génération de nombreux produits naturels et non naturels (Thuan N.H. et al.,
2013). Grace a la combinaison de conditions optimisées et de la production de cofacteur, le
rendement maximal de la 7-O-méthyl génistéine était de 164 M (46,74 mg/L) et celui de la 7-
O-méthyl daidzéine était de 382 M (102,75 mg/L) lorsque 200 M de génistéine et 400 M de
daidzéine ont été supplémentés dans la culture fed batch (Koirala N. et al., 2015). Pour
ajouter, une série de genes biosynthétiques de flavonoides a été clonée dans des plasmides
recombinants pour convertir lI'acide p-coumarique en naringénine et dihydrokaempférol. Les
auteurs peuvent générer du dihydrokaempférol en utilisant la naringénine comme substrat
avant de convertir ce composé en 7-0-méthyl-aromadendrine finale. Le rendement en 7-OMA
dépendait de la concentration d'acide p-coumarique dans l'alimentation et atteignait 30 mg/L
(99,2 M) apres 24 h (Malla S. et al., 2012). Sur le plan biochimique, la biosynthese de ces

composés est illustrée dans la figure 12 ci-dessous :
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Figure 12: Ingénierie métabolique pour la synthése biologique de divers flavonoides méthylés (Malla

S.etal., 2012).
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11.3. Méthodes de production de métabolite secondaire d’intérét
alimentaire

11.3.1. Voie d'ingénierie enzymatique pour la production de flavonoides chez les
microbes recombinants

Comme alternative, les cellules microbiennes peuvent étre utilisées pour synthétiser des
flavonoides de maniére durable et économique par des approches d'ingénierie métabolique
(Chemler J.A. et Koffas M.A.; 2008 ; Wang J. et al., 2016). Les usines de cellules
microbiennes présentent des avantages distincts par rapport a I'extraction de plantes et a la
synthese chimique en termes de production de flavonoides. Par exemple, cette stratégie est
respectueuse de l'environnement, & un traitement en aval facile et fournit une production
stable. Les souches microbiennes peuvent étre facilement cultivées et des outils d'ingénierie
métabolique sophistiqués sont disponibles pour des modifications d'ingénierie métabolique
élaborées. De plus, cette approche a également le potentiel de produire de nouveaux dérivés
flavonoides qui pourraient avoir de nouvelles applications pharmaceutiques ou nutraceutiques
comme des colorants et des ardmes naturelles (Fowler Z.L. et al., 2011 ; Leonard E. et al.,
2008).

11.3.2.1. Stratégies d'ingénierie appliquées pour améliorer la fonctionnalité enzymatique

La construction d'une plate-forme microbienne efficace pour produire divers flavonoides
dans les micro-organismes nécessite une compréhension approfondie des enzymes de la voie
métabolique chez leurs hétes naturels. Ces informations dépendent de I'exploration de la
cinétique de la réaction enzymatique, la préférence du substrat, la structure, I'évolution
enzymatique et des propriétés biochimiques, etc, (Zha J. et al., 2019). En outre, les stratégies
appliquees pour exprimer fonctionnellement ces enzymes dans des microbes recombinants

afin d'améliorer la production de flavonoides sont présenté ci-dessous :

A. Optimisation des codons pour une meilleure expression

En raison du biais de codons entre les hotes végétaux indigenes et les hotes microbiens
modifiés, I'expression des genes de la voie des flavonoides végétaux dans les microbes est
souvent difficile. En conséquence, l'optimisation des codons est généralement utilisée en
fonction de la préférence d'utilisation des codons dans I'espéce microbienne a utiliser (Figure
13.1) (Zha J. et al., 2019).
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B. Ingénierie de fusion pour une expression et une activité enzymatiques améliorées

La fusion traductionnelle de plusieurs enzymes par étapes successives est une autre
méthode efficace pour améliorer les performances enzymatiques. De telles fusions peuvent
maximiser les concentrations locales de substrats pour chaque enzyme dans le systeme de
fusion, permettant a plusieurs réactions de se dérouler efficacement tout en minimisant la
dégradation des intermédiaires instables ou en réduisant les effets négatifs des intermédiaires
toxiques (figure 13. 2) (Springob K. et al., 2003).

C. Assemblage d'enzymes de la voie par des échafaudages

La fusion des enzymes de la voie est une stratégie courante et utile, mais trés souvent une
telle fusion directe provoque un mauvais repliement et une perte de fonction. Alternativement,
I'échafaudage d’ADN ou de protéines fournit un moyen d'assembler des enzymes de voie avec

des activités catalytiques améliorées (Figure 13.3) (Conrado R.J. et al., 2011).

D. Suppression du peptide signal pour améliorer I'expression

L'expression hétérologue de certaines enzymes de la voie des flavonoides, telles que les
hydroxylases, chez les procaryotes est parfois difficile et, généralement, les genes doivent étre
modifiés avant leur expression fonctionnelle (Figure 13.4) (Zha J. et al., 2019). la version
tronquée de la flavone 6-hydroxylase de Scutellaria baicalensis a montré une activité 10 fois
plus élevée que la version pleine longueur dans la production de baicaléine dans E. coli, et la
fusion de I'enzyme tronquée avec une étiquette d'expression a élevé 1’activité par 2 fois (Li J.
et al., 2019). Une compréhension complete du processus de transfert d'électrons dans le
complexe enzymatique tronqué et la reconstruction d'un canal efficace pour le transfert
d'électrons donneront lieu a des hydroxylases plus efficaces et solubles pour une application

dans les souches procaryotes (Zha J. et al., 2019).
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Figure 13: Les approches fréquemment utilisées dans I'ingénierie des enzymes de la voie des
flavonoides (Conrado R.J. et al., 2011; Dueber J.E. et al., 2009).

11.3.2. Production d’alcaloides in vitro a partir de tissus de Datura stramonium L.

11.3.2.1. Généralité

Le datura stramoine, Datura stramonium L. est une plante annuelle de la famille des
Solanacées (Schmelzer G.H. et al., 2008), vigoureuse mesurant 1 a 2 métres de haut (Daniel
M. ; 2006) a tige robuste, creuse, simple, droite (Nelson L. et al., 2007). Les feuilles sont
alternes, simples, ovale et portées sur des petits pétioles. A 1’état frais, elles dégagent quand
on les écrase une odeur nettement désagréables (Masurel T.C.E. ; 2007). Elle est d’origine
mexicaines (Boullard B. ; 2001), pousse bien dans les endroits ouverts et ensoleillés et dans

les sols legers, riches en matieres organiques et bien drainés (Board N. ; 2004).

D. stramonium L. renferme des alcaloides de nature tropanique dont la teneur oscille
entre 0,2 et 0,6% de la plante seche (Gaillard Y. et al., 2001). Les deux principaux sont
I’hyoscyamine et la scopolamine (Figure 14), répartis en 1/3 de scopolamine et 2/3
1d’hyoscyamine ou atropine (Aroukou H. et al., 2003) sont utilisés principalement pour la
production d’huile. La nécessité de surveiller la présence d’alcaloides tropanique dans I’huile

de canola s’est imposée afin d’empécher une exposition accidentelle chez I’humain et de

.
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protéger la qualité des récoltes de cette plante pour la filiere canadienne de I’agriculture

(Mulder P.P. et al., 2016).

Les produits alimentaires a base de cette plante ou de leurs produits dérivés contiennent
plus souvent des alcaloides tropaniques : les céréales et leurs produits dérivés; les produits
sans gluten ; les compléments alimentaires ; le thé et les tisanes; les légumineuses (séchées)

et les graines oléagineuses (Gaillard Y. et al., 2001).

Figure 14: Structure de I’hyoscyamine (& gauche) et la scopolamine (a droite) (Bruneton J. ; 2016).

Ces alcaloides sont localisés dans toutes les parties de la plantes, mais avec des
concentrations diverses (Gaillard Y. et al., 2001). Les alcaloides de Datura sont formés dans
les racines et sont transportés aux feuilles, aux fleurs et finalement aux fruits (Schmelzer
G.H. et al., 2008). Ils apparaissent quelques heures apres la germination des graines (Milcent
R. et Chau F. ; 2003).

La germination des graines de Datura peut se faire in vitro (Rezine R. ; 2004), les meilleurs
germinations sont obtenues avec les graines scarifiées et non trempées dans 1’eau (Khelifi-
Slaoui M. et al., 2005). La régénération peut se faires soit directement a partir de morceaux
de plante mere tels que les feuilles, tiges, racines soit a partir de cals organogenéses (Kurian
A. et Sankar M.A. ; 2007).

11.3.2.2. Poduction d’alcaloides tropanique in vitro chez Datura stramonium L

La recherche sur la biosynthese des alcaloides tropaniques est considérablement facilités
par le développement des techniques de cultures in vitro .Celles-ci constituent une source
alternative pour la production des métabolites secondaires valables. Elles peuvent étre
devisées en deux classes principales, les cultures de tissus indifférenciés et les cultures de
tissus différenciés (Eckhart W. et Wink M. ; 2004).
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A. Culture de tissus indifférenciés (cals et suspensions cellulaires)

e Cals

Des travaux de production d’alcaloides a partie de divers explants de Datura sont menés
avec sucées par culture de cals. Les cals obtenus sur fragment d’entre nceuds du D.
stramonium, D. innoxia et D. oloranta contiennent de scopolamine et de 1’hyoscyamine dont
les teneurs sont variables en fonction de 1’apparence des cals (Lindsey K. et Yeomen M.M. ;
1993).

La présence d’atropine et de scopolamine dans les cals semi hyalins issus des parties
basales de feuilles de D. stramonium cultivés sous serre et sous une photopériode de 16h
(Iranbakhsh A. et al., 2006). Par contre, la meilleur teneur en scopolamine chez D. metel est

obtenu surtout dans les racines, que dans les feuilles et les tiges (Raoufa A. et al., 2008).

Des explants (fragment d’environ 0,5cm feuilles, racines) issus de vitro-semis agés de 2
mois de D. stramonium est réalisé sur milieu MS additionné de 0,02 mg/l d’NAA et de 0,2
mg/l de BAP (6-Benzyle Amino Purine) répéter 40 fois. La culture est conduite a une
température de 26 +1°C et sous une photopériode de 16h de lumiéres et 8h d’obscurité. Les
cals sont separées du milieu de culture puis séchés pendant 48h a 60°C, ils sont ensuite pesés
pour déterminer la biomasse séche (Eckhart W. et Wink M. ; 2004).

e Suspensions cellulaires

Chez le Datura, des protocoles d’établissement des suspensions cellulaires a partir de cals
sont mis au point et étudiés par plusieurs auteurs et ceci dans le but d’améliorer la production
d’alcaloides. Chez D. stramonium, les alcaloides tropanique peuvent étre biosynthétisés dans
des cultures de cellules en suspensions dans des flacons agitateurs et bioréacteurs (Schmelzer
G.H. et al., 2008).

Ballica R. et al., 1993 ont montré que la quantité d’alcaloides tropaniques dans une culture
de cellules en présence de la phénylalanine et de 1’ornithine est 5 fois plus élevée que celle de
la culture témoin. Par ailleurs, sur des suspensions cellulaires issues de cals de feuilles dans le
milieu MS contenant 0,5 mg/l de Kinetine et 2 mg/l d’ADN, I’addition de 30 a 40 g/l de
glucose et 20 a 40 g/l de saccharose conduit a un niveau plus éleve de la production
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d’alcaloides et de biomasse. Par contre I’augmentation de la concentration du nitrate entraine

la réduction de la teneur en alcaloides (Iranbakhsh A. et al., 2007).

B. Tissus différenciés (Chevelus racinaires)

Les chevelus racinaires cultivés in vitro ont la capacité d’accumuler des métabolites
secondaires qui sont normalement accumulées uniquement dans les parties aériennes de la
plante intacte (Kim Y. et al., 2002), peuvent egalement produire de nouveaux composes qui

ne peuvent pas étre synthétisé par les racines non transformés (HU Z.B. et Du M. ; 2006).

Chez les chevelus racinaires de D. stramonium, I’hyoscyamine est une composante majeur
de la fraction d’alcaloides et il représente au moins 0,3% de matiére seche, comparable aux
plantes de D. stramonium cultivées en pot a partir desquelles les cultures sont lancées (Payne
J.etal., 1987).

Le genre Datura est largement étudié pour la production des alcaloides a partir de chevelus
racinaires, les meilleures concentrations testées sont : 1,10 g/l KNOs, 0,17g/l KH2PO4 et 40
g/l de saccharose pour les diploidies et de 1,10 g/ KNOs, 0,179/l KH2PO4 et 50 g/l de
saccharose pour les tétraploides (Pavlov A.l. et al., 2009).
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Conclusion

Les métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qui sont explorés
pour des propriétés pharmaceutiques et alimentaires trés divers. Depuis des périodes trés
anciennes ces substances naturelles ont joué un réle important dans la découverte de

nouveaux agents thérapeutiques et leurs propriétés organoleptiques.

La demande en produits d’origine végétale est en forte croissance et la production de
métabolites secondaires par I’intermédiaire de cultures aux champs est parfois insuffisante a
cause de rendements limités. Les chercheurs se tournent donc vers de nouvelles voies de
production en faisant appel a la biotechnologie qui consiste a utiliser des microorganismes,
ainsi que des cellules végétales et animales afin de produire des matieres, notamment des

aliments, des médicaments et des produits chimiques utiles a I’humanité.

La biotechnologie se base sur plusieurs techniques parmi elles la fermentation, la culture
cellulaire et ’ADN recombinant. Ces derniéres sont utilisées dans la production des
métabolites secondaires d’intérét pharmaceutique tels que la production de flavonolignanes de
Silybum pmarianum L, et les flavonoides méthylés ainsi que des molécules d’interet
alimentaire tels que la production de flavonoides chez les microbes recombinants,et la

production d’alcaloides in vitro & partir de tissus de Datura stramonium L.

Bien que la biotechnologie a un impact positif sur les différents domaines d’utilisation,
mais d’un autre angle cette voie a des affections négatives, par exemple la stimulation de la
dépression agricole, des risques pour I’environnement et pour la santé (listériose, maladies
dues a l'alimentation animale, réactions allergiques aux aliments ), des pollutions de toutes
sortes et éventuel réchauffement de la terre, des erosion de la diversité génétique des especes
(restriction éventuelle de cultivars, variétés et écotypes) et la pollution par les transgénes

véhiculés par le pollen des plantes.
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Résumé

Les métabolites secondaires rentrent dans la composition chimique des plantes médicinales,
qui représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme, dans I’intérét
pharmaceutique, alimentaire, agroalimentaire,... etc. Dans le but de montrer 1’intérét que la
biotechnologie a apporter au domaine pharmacologique et alimentaire, nous avons réalisé
cette synthése qui est basée sur des études et des recherches déja faites dans ce domaines. Une
alternative a leur extraction directe a partir de pantes, consiste a les faire produire par des
cultures cellulaires in vitro, a savoir des flavonolignanes, des flavonoides méthylés, ou des
alcaloides. Bien que les cultures de cellules indifférenciées soient utilisées pour la production
de métabolites secondaires, de nombreux travaux ont mis en évidence la performance des
chevelus racinaires. Les activités et les méthodes de synthese biologique, nous permet
d'acquérir une compréhension approfondie de leur nature et de définir les nouvelles stratégies
pour exploiter leurs applications.

Abstract

Secondary metabolites are part of the chemical composition of medicinal plants, which
represent an important source of molecules that can be used by humans, for pharmaceutical,
food, agrifood, etc. interest. In order to show the interest that biotechnology brings to the
pharmacological and food field, we have produced this syntheses, which is based on studies
and research already carried out in this field. An alternative to their direct extraction from
plants consists in having them produced by cell cultures in vitro, namely flavonolignans,
methylated flavonoids, or alkaloids. Although cultures of undifferentiated cells are used for
the production of secondary metabolites, many studies have shown the performance of root
hairs. The activities and methods of biological synthesis allow us to gain a deep understanding
of their nature and to define new strategies to exploit their applications.
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