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ABSTRACT

Cette étude avait pour but d'évaluer la production d’alcaloides in vitro chez Balanites aegyptiaca Del. sous l'influence de deux phytohormones : I'Acide 3 Indole
Acétique (AlA) et la 6-Benzylaminopurine (BAP). Les graines, pré-germinées dans les boites de pétri, sont transférées dans des flacons contenant du milieu de
culture liquide Murashige et Skoog (MS) enrichi de ces deux phytohormones a une concentration de 1,5 mg/L. Les teneurs en alcaloides ont été évaluées dans
le milieu MS et au niveau des feuilles et racines des plants par la méthode gravimétrique. L'analyse des alcaloides a été réalisée par chromatographie sur
couche mince (CCM).L’analyse des extraits alcaloidiques par CCM a montré que I'apport de phytohormones (AIA/BAP) stimule la production d’alcaloides au
niveau des feuilles dés la premiére semaine de culture. Les résultats obtenus montrent une production d'alcaloides plus importante en moyenne au niveau des
feuilles (1,4%) qu'au niveau des racines (1,17%). D’'une maniere générale, les teneurs en alcaloides des feuilles et des racines issues du milieu supplémenté de
phytohormones sont plus importantes que celles obtenues avec les témoins (p-value < 0,05). Ces résultats indiquent aussi que les plants de Balanites
aegyptiaca exsudent des alcaloides dans le milieu de culture liquide aussi bien chez les témoins que chez les plants cultivés sur milieu enrichi de
phytohormones. Cette étude a montré par ailleurs qu'il est possible de produire, par culture in vitro, des alcaloides avec cette espéce. Cette potentialité pourrait
étre mise a profit pour mieux valoriser cette espéce médicinale trés prisée au Mali.
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INTRODUCTION

De nombreux composés naturels dérivent de plantes a croissance
lente et sont parfois difficiles & synthétiser par la méthode chimique.
Parmi ces composés, les alcaloides occupent une place importante
et interviennent dans la défense de la plante vis a vis des agressions
abiotiques et biotiques (Mauro, 2006). De nos jours, plus de quinze
milles alcaloides ont été isolés des plantes (Harborne& Herbert,
1995 ; Hesse, 2002). Les alcaloides figurent parmi les principes actifs
les plus importants en pharmacologie et en médecine. L'intérét
quon leur porte reposait traditionnellement sur leur action
physiologique et psychologique particulierement violente chez
'homme. Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs
structures, continuent a étre bénéfiques dans les traitements de
différentes maladies ou des dysfonctionnements de I'organisme
humain (Harborne et al., 1999 ; Badiaga, 2011). Les alcaloides
tropaniques ont des propriétés antispasmodiques dans le systéme
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 (Bhat et al., 2005). Ces produits
naturels fournissent un point de départ pour de nouveaux composés
synthétiques, avec diverses structures et mécanismes d’actions
(Koehn & Carter, 2005). Des études ont montré que Balanites
aegyptiaca Del., espece trés prisée par les populations locales au
Mali, est [lune des espéces riches en alcaloides
(Chothani&Vaghasiya, 2011 ; Sarker et al., 2000) et en antioxydants
(Konaré et al., 2019). Des saponines complexes ont été isolées
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de sesfruits (Staerk et al., 2006). Depuis longtemps, il a été démontré
que les hormones végétales ou phytohormones sont des substances
organiques qui jouent un réle régulateur de croissance et sont donc
impliqués dans les mécanismes physiologiques de la plante (Skoog &
Tsui, 1948). L'objectif de cette étude était de suivre I'évolution de la
production éventuelle d’alcaloides dans le milieu de culture et au
niveau des organes (feuilles et racines) de Balanites aegyptiaca suite
a un apport exogéne de phytohormones : I'Acide 3 Indole Acétique
(AIA) et la 6-Benzylaminopurine (BAP).

MATERIEL ET METHODES

Materiel

Les graines de Balanites aegyptiaca, récoltées en Mars 2012 dans la
commune de Tori / Cercle de Bankass / Région de Mopti au Mali, ont
été utilisées comme matériel végétal.

Méthodes
Préparation des plants

Les amandes provenant des graines ont été introduites dans des
boites de pétri contenant de I'eau distillée stérile. Aprés une semaine
de germination, elles sont transférées dans un pot contenant un
mélange de terreau et de sable & proportion égale. Aprés deux (2)
semaines de croissance sur le milieu solide, les plants sont
désinfectés & I'hypochlorite de sodium puis rincés avec de l'eau
distillée stérile. lls sont ensuite transférés dans un flacon de culture
(BD falcon tissue culture Flasks, canted Neck) de 275 mL contenant
du milieu nutritif MS dilué deux fois et enrichi de phytohormones (AlA
et BAP) a une concentration de 1,5 mg/mL chacune. Des plants
témoins ont été cultivés sur du milieu MS dilué deux fois.
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Extraction des alcaloides totaux

Les feuilles et racines des plants cultivés in vitro ont été cueillies et
séchées a la température ambiante. Cent grammes (100 mg) de
chaque échantillon sont finement broyés. Le broyat est introduit dans
un erlenmeyer contenant 5 mL de H2SO4 dilué a 5%. Le mélange est
hermétiquement fermé et mis en macération pendant 24 heures a la
température ambiante (30-35 °C). Le macéré est filtré a l'aide d’un
papier Whattman. Cent millilitres (100 mL) du milieu de culture sont
soumis au méme fraitement. Les différents filtrats obtenus sont
utilisés pour les analyses qualitatives (Sofowora, 1982).

Recherche des alcaloides totaux

Les alcaloides totaux ont été recherchés dans les organes (feuilles et
racines) et dans le milieu de culture MS des vitro-plants grace aux
réactions colorées en tube. L'apparition de précipités orangés (pour
Dragendorff) et blanchétres (pour (Mayer) indique la présence des
alcaloides (Sofowora, 1982 ; Harborne, 1973).

Evaluation quantitative des alcaloides totaux

La détermination de la teneur en alcaloides des extraits (organes et
milieu de culture liquide) a été réalisée en utilisant la méthode
gravimétrique basée sur la précipitation en milieu alcalin décrite par
Harborne (1973). Cing grammes (5g) de poudre de racines et feuilles
ou 5 mL du milieu MS ont été dissous dans 20 mL d’acide acétique a
10% dans de I'éthanol. Le mélange a été laissé pendant quatre (4)
heures a température ambiante (30 — 35°C). Apres filtration a travers
le papier Whattman (n° 42), le filtrat a été concentré par évaporation
sur un bain de vapeur. Pour précipiter les alcaloides, quelques
gouttes d’'une solution d'ammonium concentrée ont été ajoutées a
I'extrait jusqu'a ce qu'il soit en excés. Le précipité d'alcaloides
résultant a été récupéré par filtration a l'aide de papier filtre
préalablement pesé. Ce précipité a été lavé a I'aide d’'une solution
d'ammoniaque a 9% et séché dans le four a 60°C pendant 30

RESULTATS ET DISCUSSION
Résultats
Caractérisation

Le tableau 1 montre les résultats du screening phytochimique.

minutes puis refroidi dans un dessiccateur et pesé. Le taux
d'alcaloides (en %) a été déterminé par la différence de poids et
exprimé en pourcentage du poids du produit brut.

P2-P1

0 1 - —
% Alcaloides Prised'essai (g)

x 100 W)
P+ : Poids du papier filtre (g) ; P2 = Poids du papier filtre + précipités
d’alcaloides (g)

Analyse des extraits alcaloidiques par CCM

La technique chromatographique sur couche mince (CCM) a été
utilisée pour identifier les alcaloides présents dans nos extraits.

Dix microlitres (10pL) de chaque extrait ont été déposés & laide
d’'une micropipette sur une plaque de gel silice de 0,2 mm de couche.
Aprés séchage des dépdts, la plaque est placée dans une cuve de
migration contenant la phase mobile constituée de Chloroforme —
Méthanol - Acide acétique (30 : 70 : 3 v/v/v). Aprés une migration de
30 min, les plaques sont retirées et séchées. La révélation a été faite
par pulvérisation de la plaque avec le réactif de Dragendorff & 10%.
Le facteur de rétention ou rapport frontal (RF) de chaque spot est
calculé en utilisant la formule ci-apreés.

Distance parcourue (cm) (2)

Rapport frontal (RF) - Distance totale (cm)

Les résultats obtenus avec les rapports frontaux ont été confrontés
avec ceux de la littérature pour identifier les molécules d’alcaloides
correspondantes a nos spots.

Analyse des données

Les données quantitatives ont été exprimées en moyennes + SD
(déviation standard). Le logiciel Minitab 18.1 a été utilisé pour
lanalyse statistique. Les moyennes ont été comparées  avec
ANOVA & un seul facteur utilisant le test de Fischer au seuil de 0.05.
Elles sont considérées comme significatives lorsque p-value < 0.05.

Tableau 1. Screening phytochimique

Organes Milieu de culture
Réactifs Feuilles Racines Avec AIA/BAP Témoin
Dragendorff + + + +
Mayer + + + +

*(+): Présence des alcaloides

Les alcaloides ont été révélés dans les extraitsde feuilles, racines et le milieu de culture liquide.
Teneurs en alcaloides au niveau des feuilles et racines des plants
Le tableau 2 présente les quantités d’alcaloides obtenues par semaine et par organe végétal.

Tableau 2 : Taux d’alcaloides (mg/100mg d’extraits) par semaine et par organe végétal.

Quantités d’alcaloides (mg/100mg d’extraits)

Feuilles Racines
Semaines Milieu AIA/BAP Milieu témoin Milieu AIA/BAP Milieu témoin
1 1.50 £ 0.26bcd 0.93 + 0.06¢ 1.27+0.268 0.77+0.06PE
2 1.67+£0.110 1.37 £ 0.11cd 1.43+0.068¢ 1.20+0.10¢P
3 1.37 £ 0.06¢ 1.32 £0.03¢ 1.93+0.234 1.17£0.21¢0
4 1.57 £0.110¢ 2.00+0.102 0.80+0.00F 1.53+0.238
p-value 0,000002 0,000013

*Pour chaque organe, les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.
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Pour les Feuilles, les teneurs en alcaloides enregistrées dans le
milieu témoin augmentent progressivement de la premiére a la
quatrime semaine de culture. Concernant les feuilles du milieu
supplémenté en phytohormones, de la 1ér 3 la 4¢me semaine, le taux
d’alcaloides suit une évolution constante, exception faite a la 3eme
semaine ou ce taux chute significativement (1.37 mg/100mg). Au
niveau des racines, les teneurs en alcaloides augmentent
progressivement de la 1% & la 3%me semaine de 1.27 & 1.93
mg/100mg. Ainsi au niveau des racines et des feuilles, la production
d’alcaloides par les plants semble étre stimulée par la présence de la
combinaison hormonale AIA/BAP au cours des trois premiéres
semaines. Cependant, cet effet est plus marqué chez les racines que
chez les feuilles.

Teneurs en alcaloides dans le milieu de culture

Les quantités d'alcaloides produits et exsudés dans les milieux de
culture liquide sont indiquées ci-dessous (figure 1).

- B Milieu ATABAP Milieu témoin
E’ 025
E‘L o018
E 020 -
z 013
= 0.15 0.12
K 011 -
=
= 0.10 0.08
£ o104 008 L ;
£ { i 007
=]
g : i
& o005 e | ;
0.00 : ;
Semaina 1 Semaina2 Semaina 3 Semainad
Temps (Semaines)

*Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement
différentes.

Figure 1. Quantités d’alcaloides dans le milieu de culture liquide

Les teneurs en alcaloides dans le milieu de culture contenant les
phytohormones augmentent au cours des trois premiéres semaines
et chutent a la 4¢me  semaine. Cependant elles restent légérement
inférieures a celles du milieu témoin.

Analyse par CCM.

Les résultats des tests de Dragendorff et de Mayer utilisés ont été
confirmés par une analyse des extraits alcaloidiques de feuilles par
CCM. Aprés migration, la figure 2 indique la photographie de la
plaque de migration et le tableau 3 montre les rapports frontaux des
spots obtenus.

Table 3. Valeurs des rapports frontaux des différents spots
révélés.

Spots 1 2 3 4
Rapports
frontaux (RY) 0.64+0.01 072+002 084+0.03 0.92+0.03

Spot 4
Spot 3
Spot 2
Spot 1

Figure 2. Chromatogramme des alcaloides totaux

(Eluant : Chloroforme — Méthanol - Acide acétique : 30-70-3).
*HS4, HS2= 1¢re et 2¢me semaines de culture sur milieu hormonal
TS1, TSo= 1¢re et 2¢me semaines de culture sur milieu Témoin

L'analyse de la plaque aprés migration montre quatre (4) spots
excepté I'extrait du milieu témoin de la 1¢r semaine (TS1) qui laisse
apparaitre trois (3) spots.

Discussion

L'objectif de la présente étude était d'évaluer la production
d’alcaloides in vitro chez Balanites aegyptiaca sous linfluence de
deux phytohormones : I'Acide 3 Indole Acétique (AIA) et la 6-
Benzylaminopurine (BAP). Les réactions en tube ont révélé la
présence d'alcaloides dans les organes (feuilles et racines) et les
milieux de culture liquide. La caractérisation couplée a la CCM a
montré que les plants de Balanites aegyptiaca, cultivés in vitro en
présence ou en absence de phytohormones exsudent des alcaloides
dans le milieu de culture. Pendant les trois premiéres semaines, le
taux d'alcaloides est plus élevé dans les milieux supplémentés
d’hormones au niveau des feuilles (1,37 + 0,06 a 1,67 £ 0,26
mg/100mg d’extrait) et racines (1,27 + 0,26 a 1,93 + 0,23 mg/100mg
d’extrait) que dans les milieux témoins. Par contre dans les milieux
enrichis, on note une chute significative du taux d’alcaloides au cours
de la 4¢me semaine de culture. Cette diminution pourrait étre due a la
disparition de I'effet des phytohormones et/ou une réponse des plants
au stress qui s’en suit. Ces teneurs sont inférieures a celles obtenues
par Hassane et al, (2020) avec des teneurs maximales de
0,47+0,01% enregistrées au niveau des racines des vitro plants de
Balanites aegyptiaca. De méme des travaux similaires conduits par
Togola et al. (2019) sur une autre espéce (Datura innoxia) ont montré
des teneurs en alcaloides de 0,20% au niveau des feuilles ; ce qui est
supérieur aux notres. La production moyenne d’alcaloides est plus
importante au niveau des feuilles qu'au niveau des racines en
présence ou en absence de phytohormones (p-value < 0,05).
Cesdonnéesconfortentcellesobtenues par Togola et al. (2019). Le
taux le plus élevé en alcaloides a été obtenu au niveau des feuilles
issues des plants cultivés sur milieu supplémenté en phytohormones
(AIA/BAP) au bout de la deuxiéme semaine de culture. Nos données
corroborent celles de nombreux travaux. Miraldi et al. (2001) ont
montré que le taux d'alcaloides est plus élevé dans les feuilles que
les racines ; et ce quel que soit le milieu de culture. Des travaux
réalisés sur I'espece Hyoscyamus albus L., ont montré que le taux
d’alcaloides au niveau des feuilles issues des milieux (avec ou sans
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hormone) est plus élevé que celui des racines issues de ces deux
milieux de culture en présence de phytohormones (Kadi & Yahia,
2007). Ces mémes auteurs ont par ailleurs montré que certaines
phytohormones ont des effets positifs sur l'accumulation des
alcaloides dans les organes végétaux. Notre étude a montré que les
plants de Balanites aegyptiaca exsudent des quantités relativement
faibles d'alcaloides dans le milieu de culture. L'étude menée par
Togola et al. en 2019 avait déja signalé ce phénoméne d’exsudation
des alcaloides dans le milieu de culture MS. En plus, ces auteurs
avaient noté une production importante d’alcaloides par Datura
innoxia dans les feuilles et racines ainsi que dans le milieu de culture
liquide (MS). Par contre Konaré et al. (2019) n'ont pas observé ce
phénoméne d'exsudation de métabolites avec les vitro plants de
Zizyphus mauritiana en présence ou non de phytohormones. Cette
différence pourrait étre liée a la richesse de Balanites aegyptiaca en
alcaloides. L'analyse chromatographique des extraits alcaloidiques
des échantillons d’organes et de milieux de culture a révélé quatre
spots différents (figure 2). Ceci indique la présence de quatre types
d’alcaloides dans nos extraits. Les rapports frontaux des deux
premiers spots obtenus (0.64 et 0.72) sont similaires a ceux obtenus
par Togola et al. (2019) en utilisant le méme éluant. En effet ces
auteurs avaient indiqué que ces rapports frontaux correspondraient a
ceux de latropine (0.64) et de I'hyoscyamine (0.72). L'extrait
alcaloidique de I'échantillon témoin de la 1¢r semaine de culture sur
milieu liquide sans phytohormones ne montre pas le spot 1 (Rf =
0.64). Cette observation pourrait s'expliquer par le fait que la
production de cet alcaloide qui n'apparait qu'aprés la deuxiéme
semaine de culture dans les milieux témoins est stimulée par 'apport
de la combinaison hormonale AIA/BAP. Selon Mostafa &Alhamd
(2011), certaines phytohormones tels la gibbérelline et I'acide indole
acétique peuvent stimuler considérablement la  production
d'alcaloides dans les feuilles de B. aegyptiaca. Cette affirmation est
en accord avec nos résultats obtenus. Les plants de Balanites
aegyptiaca exsudent des alcaloides dans le milieu de culture liquide.
Les résultats obtenus avec le milieu liquide laissent entrevoir une
possible d'exploitation de ce systeme pour la production de
métabolites par cette espéce et d’'autres plantes ligneuses d'intérét
médicinal, cosmétiqueet alimentaire.

CONCLUSION

Les résultats de cette étude montrent que les phytohormones
(AIA/BAP) utilisées présentent des effets positifs sur la production
d'alcaloides chez Balanites aegyptiaca. Cette étude a montré par
ailleurs qu'il est possible de produire, par culture in vitro, des
alcaloides avec cette espéce. Pour une meilleure valorisation de
cette espéce, il serait intéressant doptimiser la production
d’alcaloides in vitro et d’étendre le temps de suivi des vitro plants.
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