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ABSTRACT

Prunus africana is a forest species much prized for the medicinal properties of its bark. Its
bark extracts are used for the treatment of prostatic hypertrophy and benign prostatic
hyperplasia. Global demand for bark is estimated at more than 4,000 t / year, for a value of
220 million Dollars. Furthermore, it was revealed that the phenolic compounds contained in
this species act against the free radicals, which would be responsible for the prevention and
treatment of cancer. Hence the objective of this work is to evaluate the efficacy of gibberellic
acid (GA3) on growth and salicylic acid on the phenolic content in P. africana. For this, the
seed germination rate was evaluated based on the storage period at 0; 3 and 16 days and the
dose of 0; 10; 50 and 100 UM GAZ3, and the effect of GA3 on plant growth of P. africana
non-conserved. Also, the evaluation of the effectiveness of different doses of salicylic acid on
the phenolic compounds content in the leaves and stems was performed after transplantation
of the seedlings which did not receive the GA3. The results revealed that the germination rate
decrease with the conservation of seeds and the doses of 10, 100 and 50 uM GA3 respectively
stimulated the germination rate of seeds to 76; 70 and 63%. Also, the dose of 10 uM GAS3 has
favored the better elongation of roots, stems and increased the leaf area. Furthermore, the
foliar application of 2 mM salicylic acid enhanced the total polyphenol content in the leaves

and stems. This study improved the phenolic content in P. africana.

Key words: Prunus africana, germination, gibberellic acid, salicylic acid, phenol compounds.
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CHAPITRE | : GENERALITES
INTRODUCTION
Contexte et justification

Prunus africana (Hook.f.) Kalman est un arbre de la famille des Rosaceae (Hall et al.
2000). C’est une espece récalcitrante (Ondigui 2001), endémique des foréts montagnardes
d’Afrique tropicale et de Madagascar (Kalkman 1965). P. africana est une essence forestiere
bien prisée pour les propriétés médicinales de son écorce. La demande mondiale en écorces de
P. africana est estimée a plus de 4000 tonnes par an pour une valeur financiére de 220
millions de Dollars (Cunningham et al. 2002). Cette forte demande est en grande partie
satisfaite par les populations naturelles de P. africana du Cameroun (Amougou et al. 2011).
En effet, cette grande attraction sur les utilisateurs est liée a la présence des phytostérols
comme beta-sitosterol qui a des vertus anti-inflammatoires. On note aussi la présence des
triterpenes pentacycliques (acides ursoliques et oléaniques) ayant des propriétés contre les
oedémes d’une part et d’autre part les ferulic acid nesters (ndocosalnol et tetracosanol) qui
réduisent le niveau de prolactine et bloquent 1’accumulation du cholestérol dans la prostate.
Par ailleurs, les travaux de Sung-jin et al. 2008 ont montré que les flavonoides sont efficaces
pour inhiber le cancer ou induire des mécanismes qui peuvent tuer les cellules cancéreuses et
qui inhibent I'invasion tumorale. Les extraits d'écorce de Prunus africana sont utilisés dans le
traitement de [I'hypertrophie de la prostate et de I'hyperplasie prostatique bénigne
(Cunningham et al. 2002 ; Tassé 2006 ; Njamnshi et Ekati 2008. Ces propriétés font que sa
demande sur le marché soit croissante et il en résulte une pression trés grande sur la ressource.
Au Cameroun, I’espéce P. africana est menacée de disparition. Cette menace trouve son
explication dans la forte pression exercée sur la ressource et a I'exploitation non durable de
I'écorce pour le commerce international de plantes médicinales (Cunningham et Mbenkum,
1993; Hall et al., 2000). Malheureusement, cette situation entraine une surexploitation de
I’espece. Dans I’optique de palier a cette situation, I’'UICN (Union Internationale pour la
Conservation de la Nature) a classé P. africana comme espéce vulnérable et 1’a inscrite a
I’annexe II du CITES (Convention on International Trade of Endangered Species) en 1995
(Cunningham et al. 1997). Par ailleurs, les gibbérellines sont des régulateurs de croissance
synthétisées au niveau des embryons, des jeunes feuilles et des méristemes (Antoun 2013).
Les gibbérellines régulent divers processus chez la plante tels la germination des graines,

I’¢longation des tiges, I’induction de la floraison, le développement des pollens et des fruits



(Sponsel et Hedden 2004), I’expansion foliaire, 1’induction de certaines enzymes
hydrolytiques (Matsuoka 2003). Des études ont montré que la gibbérelline influence la
croissance des plantes. L’on a observé que la gibbérelline endogéne contréle la croissance des
racines chez Lemna minor (Inada et Shimmen 2000; Inada et al. 2000) et Arabidopsis (Ubeda-
Tomas et al. 2008, 2009). Des études réalisées sur Ficus capensis, ont montré une
amélioration de la germination chez les graines traitées par GA3 (Getahun 2011). De plus,
(Bidadi et al. 2010) ont montré que 1’application de la gibberelline sur la tige améliore
I’élongation de la racine primaire chez Arabidopsis thaliana. En outre, (Leite et al. 2003), ont
obtenu une augmentation de la hauteur et du diameétre des tiges, de la surface foliaire et du
rendement en matiére seche suite a une application foliaire de GA3 chez le soja. Par ailleurs,
il a été révélé que les composés phénoliques agissent contre les radicaux libres (Lahouel
2005) ce qui serait a I’origine de la prévention et du traitement du cancer (Weiguang et al.,
2005), de la réduction de risques de développement de plusieurs pathologies comme les
maladies inflammatoires (Aruoma 1994 ). Des travaux portant sur les composés phénoliques
ont été réalisés chez plusieurs espéces telles Theobroma cacao (Niemenak et al. 2006),
Allium cepa (Amin et al. 2007), Zingiber officinale (Ghasemzadeh et Jaafar 2012). En outre,
I’effet de 1’acide salicylique sur la production de composés phénoliques a été démontré chez
les especes telles que Salvia miltiorhiza (Dong et al 2010), date palm (Dihazi et al. 2003),
Houttuynia cordata (Xu et al 2012). De nombreux travaux ont été réalisés en vue de la
domestication de cette espéce (Avana 2006; Tchoundjeu et al.2002; Stewart 2003; Noumi
2011, Tchiéchoua 2012, Nzweundji et al.2015). Cependant, aucune étude n’a été menée au
Cameroun en vue de I’amélioration de la production en composés phénoliques chez P

africana.

Objectifs

L’objectif général de ce travail est d’évaluer I’effet de I’acide gibbérellique sur la
croissance et de 1’acide salicylique sur la teneur en composés phénoliques en vue d’améliorer
la productivité de P.africana.
Plus spécifiquement, il s’agira de :
- Evaluer I’effet du temps de conservation et de I’acide gibbérellique sur la germination des
graines;
- Evaluer I’effet de 1’acide gibbérellique sur la croissance des plantules;
- Tester I’efficacité des différentes doses d’acide salicylique sur la teneur en COMPOSEs

phénoliques.



I. REVUE DE LA LITTERATURE

1.1. Prunus africana
1.1.1. Origine et distribution

Prunus africana (Hook.f.) Kalkman, communément appelé mérisier d’Afrique est une
espece végetale endémique des foréts afromontagneuses d’Afrique tropicale et de
Madagascar. Au Cameroun, on rencontre P. africana dans six régions: Adamaoua, Centre,
Littoral, Nord-Ouest, Ouest, Sud-ouest (Amougou et al. 2011).
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Figure 1. Distribution de Prunus africana en Afrique (A) (Nkeng 2010) et au Cameroun (B)
(Amougou et al. 2011).

1.1.2. Classification

P. africana (Hook. f.) Kalkman a été décrite pour la premiére fois par (Hooker 1864)
sous le nom de Pygeum africanum. (Kalkman 1965) découvre chez cette espéece de
nombreuses affinités phylogénétiques avec les especes du genre Prunus et suivant les regles
du Code International de Nomenclature Botanique (CINB), décide de la rattacher au sous-
genre Laurocerasus regroupant les espéces a feuilles persistantes du genre Prunus (Avana
2006). Cette espéce de la famille des Rosacees présente la classification systématique suivante
(Tableaul):



Tableau 1. Classification systématique de P. africana.

Classification

Regne Végeétal

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Rosales

Familles Rosacées

Sous-familles Amygdaloidées

Genre Prunus

Sous-genre Laurocerasus

Espéece Prunus africana (Hook. f.) Kalkman, 1965

1.1.3. Description

P. africana est un arbre sempervirent (Siyabulela 2006). Son fit est droit et
cylindrique. Pouvant mesurer 10 a 40 m de hauteur et 40 a 120 cm de diamétre a I’age adulte
(Njamnshi et Ekati 2008). P. africana présente parfois a la base des contreforts ou
empattements (Tassé 2006). L’écorce, de texture rugueuse, est brun foncé. Sa tranche épaisse
d’environ 1,5 cm, est fibreuse et présente une section rouge rosée virant rapidement au brun,
d’odeur caractéristique d’amande amére (Schippmann 2001). L’exsudat est un liquide dont
I’odeur, caractéristique du genre Prunus, rappelle fortement celle du cyanure (Hall et al.
2000). Le bois de couleur rouge-brun est lourd et dur, résistant au feu de brousse (Ondigui
2001). Ses feuilles pétiolées sont simples et alternes, de forme elliptique a oblong, parfois un
peu ovale, a phyllotaxie spiralée avec parfois un apex aigu et a marge crénelée (Tassé 2006).
La plantule de P. africana est facilement identifiable avec des feuilles opposées au niveau des
trois premiers nceuds et de forme ovales-lancéolées (Letouzey 1978).

C’est une plante hermaphrodite ayant des fleurs a pétales blancs. La reproduction a
lieu entre 15 et 20 ans lorsque ’arbre n’est pas exploité. Ses fruits bilobés sont de petites
drupes charnues indehiscents de dimension de 15X 5-10 mm. La couleur de 1’épicarpe change
avec la maturation, passant du vert fonce au rouge pourpre (Ondigui 2001; Tassé 2006). Le
fruit est une drupe amere de moins de 10 mm de diametre consommée par de nombreux
animaux. lls présentent un mésocarpe tres fin et un endocarpe ligneux (Ondigui 2001). Les

graines sont pourvues de cotylédons de couleur blanche. Deux modes de pollinisation sont
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observés: I’autogamie et 1’allogamie essentiellement entomophile (insecte). Les études sur la
biologie de la reproduction de P. africana sont peu nombreuses. Selon (Munjuga et al 2000)
I'espece est préférentiellement allogame. P. africana est une espéce barochore dont la
régenération est épisodique car limitée par une fructification irréguliére (Tonye et al. 2000).

La multiplication de cette espéce peut s’effectuer soit par voie sexuée (graines), soit par voie

asexuée ou végétative (rejets et boutures).

Figure 2. Morphologie d’un arbre de P. africana (A) et d’une branche portant les fruits(B).
(Siyabulela 2006)

1.1.4. Importance

P. africana est une essence forestiere bien prisée pour les propriétés médicinales de
son écorce. Les extraits décorce de P. africana sont utilisés dans le traitement de
I'nypertrophie de la prostate et de I'nyperplasie prostatique bénigne (Tassé 2006 ; Njamnshi et
Ekati 2008), les troubles de la sénescence et I’hirsutisme chez la femme (Hall et al. 2000).
L ecorce peut réguler la pression arterielle, renforcer le systeme immunitaire, traiter I asthme,
les troubles mentaux et purifier le plasma sanguin (Tonye et al. 2000). L’écorce de P.africana
aurait également des effets analgésique, cicatrisant, aphrodisiaque et tonifiant. Cette espece

aurait également des applications vétérinaires (coccidiose, cholra, diarrhée) (Stewart 2003).



Sur le plan cosmétique, I’extrait d'écorce sert a préparer un fortifiant pour les cheveux
(Cunningham et al 1997). Pour les populations locales, P. africana est une source de bois
d’ceuvre, de bois de chauffage (Hall et al. 2000). Son bois est également utilisé en
construction et surtout en artisanat (sculpture) (Orwa 2009).

En agroforesterie, P. africana est utilisé comme espéce ombragere et comme brise
vent. De plus I’espéce développe des symbioses mycorhizales importantes pour la nutrition
minérale. (Haselwandter 1997).

1.1.5. Ecologie

La distribution de P. africana est largement influencée par la présence des rayons
lumineux. La germination des graines ne nécessite pas la lumiére (Tassé 2006) bien que le
développement des plantules soit dépendant de la lumiere (Ndam 1998). C’est la raison pour
laquelle I’espéce est abondante dans les sites perturbés, les trouées. Aussi, cette distribution
est significativement influencée par I’altitude, la température, la précipitation, et la couverture
nuageuse (Hall et al. 2000). En effet, cette plante pousse entre 900 et 3000 m d altitude au-
dessus de la mer (Dorthe 2003). P. africana a besoin d'une température comprise entre 24 °C
et 29 °C et une pluviométrie moyenne annuelle autour de 1 500 m. C’est ’'une des rares
especes qui soit capable de s’adapter a la savane montagnarde et résister aux feux de brousse.
Par ailleurs elle pousse sur des sols a matériaux volcaniques évolués présentant un bon
drainage (Nkuinkeu 1999).

1.1.6. Méthodes de régénération

La multiplication de cette espéce peut s’effectuer soit par voie sexuée (graines), soit

par voie asexuée ou multiplication végétative par boutures et rejets.

1.1.6.1. Bouturage

Les études préliminaires mettant en ceuvre les techniques de multiplication végétative,
ont montré que 1’enracinement des boutures de P. africana était hautement influencé par le
milieu de culture, la surface foliaire et la présence des phytohormones tels que I’auxine
(Tchoundjeu et al. 2002). Par ailleurs, (Avana 2006) a obtenu un meilleur enracinement des

boutures (84 %) en utilisant la sciure comme substrat, associé a une phytohormone (auxine).



Au Cameroun (Mbalmayo) des plants de P. africana ont été produits dans des bacs de
propagation a partir des boutures. Sans utilisation d’hormones, 10 % des plants étaient ancrées

au bout de trois mois (Cunningham et Mbenkum 1993).

1.1.6.2. Rejets

Les jeunes arbres produisent des rejets lorsqu'ils sont broutés par les antilopes ou les
chévres. Les grands arbres par contre ont une faible capacité d'émission de rejets. La
production de rejets peut avoir lieu quand la surface des racines est endommagée (CITES
2006).

1.1.6.3. Germination

P. africana se reproduit principalement a partir des graines. Les graines sont
dispersées par les oiseaux et les primates et ont une germination épigée. Elles sont
récalcitrantes et perdent leur pouvoir germinatif au bout de trois semaines (Ondigui 2001). A
maturité, elles conservent une viabilité élevée pendant au moins trois mois, méme a
température ambiante comparativement aux graines immatures. Le temps de germination
varie entre 30-50 jours.
C’est une espéce héliophile bien que la lumiére soit un inhibiteur pour la germination (Tassé
2006) et pour le développement des plantules jusqu'a un certain ge (Sunderland et Nkefor,
1997). Le rayonnement incident direct constitue un inhibiteur car provoque une dessiccation
rapide (Sunderland et Nkefor 1997).

Les graines germent mieux lorsqu’elles sont fraiches et perdent rapidement leur
viabilité; peu de graines sont viables a plus de 6 mois. La germination peut atteindre 60-80 %
si les graines sont mises a germer dans les 50 jours (Mbuya et al 1994). La germination des
fruits mars est meilleure avec une lumiére solaire partielle aprés une courte période de
séchage (4 heures) dans un endroit aéré et ombragé. Les meilleurs résultats ont été obtenus
lorsque ces semences provenaient d'un fruit mdr et avaient été récoltées directement sur les
arbres et décortiquees immediatement apreés la récolte, puis entreposées, sans séchage, a 5 °C.
Toutefois, méme dans ces conditions, la germination n'était que de 35 % aprés 12 mois de
stockage. Le stockage a long terme des semences de P. africana, comme moyen de
conservation ex situ, n'est donc pas possible.

Les études sur le pouvoir germinatif des graines de P. africana montrent que le taux de
germination peut atteindre 90 % si les conditions tels, la maturité des graines, le retrait de la

pulpe et un substrat poreux et bien drainé sont réunies (Avana 2006).



1.2. Métabolites secondaires

L’une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire
des substances naturelles tres diversifiées (Dixon et Paiva 1995). En effet, a cOté des
métabolites primaires classiques (glucides, protides et lipides), les végétaux accumulent
fréqguemment des métabolites dits secondaires qui dérivent des métabolites primaires. Ce sont
des molécules organiques qui ne sont pas directement impliqués dans la croissance, le
développement ou la reproduction des plantes (Harborne 1984). Leur fonction physiologique
n’est pas toujours évidente. Toutefois, ils représentent une source importante de molécules
utilisables par I’homme dans des domaines aussi variés que la pharmacologie ou
I’agroalimentaire (Herbert 1989). Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes
chimiques trés variés tels les alcaloides, les terpénes, les composés phénoliques (Dixon et
Paiva 1995).

1.2.1. Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe important et structurellement diversifié de composés. Ils
ont des propriétés antibiotiques et sont ainsi impliqués dans la défense (Raghuveer et
al.2015).

1.2.2. Terpénoides

C’est une famille de composés naturels tres diversifiés. Ils sont classés en fonction du
nombre d’unités a cinq atomes de carbones qu'ils contiennent (Raghuveer et al., 2015). C’est
ainsi qu’on distingue les monoterpénes (C10), a deux unités isoprénes (C5), les sesquiterpenes
(C15), les diterpénes (C20), les sesterterpénes (C25), les triterpenes (C30), les tétraterpenes
ou caroténoides (C40) et les polyterpénes (plus de huit unités isoprenes). Les terpenoides ont
des propriétés antibiotiques (phytoalexines), les caroténoides, pigments végétal, jouent un role

essentiel dans la photosynthese (Rodney et al . 2000).

1.2.3. Composés phénoliques ou polyphénols

Les composés phénoliques constituent 1’un des groupes les plus importants et les plus
diversifiés des produits secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires. lls sont
essentiels dans l'interaction de la plante avec son environnement. Ils représentent une source
importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines tels que la pharmacologie
ou I’agroalimentaire (Herbert 1989). Bien qu’étant trés diversifiés, ces composes ont tous en
commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs

fonctions hydroxyles.



Tableau 2 : Principales classes des composés phénoliques (Macheix et al. 2006)

Squelette carboné Classe Exemple
Ce Phénols simples Catéchol
Ce-C, Acides p-hydroxybenzoique
hydroxybenzoiques
Ce-C3 Acides Acide caféique, acide
hydroxycinnamiques, férulique
Phenylpropenes Myristicin, eugénol
Coumarines Scopolétine
Isocoumarines Mpyristicine, eugénol
Chromones Eugenine
Co-Cs Naphtoquinones Juglone, plumbagine
polyphénols
Coe-C1-Ce Xanthones Mangiferine
Ce-C2-Ce Stilbénes Resvératrol
Anthraquinones Anthraquinones
Ce-C3-Co Flavonoides, Quercétine, cyanidine,
isoflavonoides daidzéine
(Ce-Cs)o Lignanes Pinorésinol
Neolignanes Eusiderine

(Ce-C3-Ce) Biflavonoides

(C6-C3)n Lignines

(C6-C3-Cé)n Tanins condensés

Amentoflavone

» Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques a 15 atomes de carbones, avec deux
noyaux aromatiques reliés par un pont a trois carbones C6 — C3 — C6. Les flavonoides sont
des piégeurs efficaces des radicaux libres (Cao et al. 1998). Les travaux de Sung-jin et al.
2008) ont montré que les flavonoides sont efficaces pour induire des mécanismes de défense
qui peuvent tuer les cellules cancéreuses et qui inhibent I'invasion tumorale. Les flavonoides
sont regroupés en cing sous-classes (Dixon et Paiva 1995; Medic-saric et al. 2004) :

-les anthocyanes, pigments rouge ou bleu,



-les flavones
-flavonols de couleur créme ou jaune clair,
-les flavanes dont les produits de condensation sont a I’origine d’un groupe important de
tanins;
-isoflavones qui jouent un role dans la santé humaine.

Les flavonoides sont contenus dans 1’écorce et le coeur du bois; les anthocyanes sont
plutdt localisés dans les parties extrémes des fruits, des fleurs et des feuilles. Les flavonoides
et les anthocyanes contribuent a la coloration des fleurs et des fruits. Ce qui attire les insectes

et les animaux facilitant ainsi la pollinisation.

1.2.4. Roles, intéréts et propriétés des polyphénols

Les polyphénols sont utilisés dans de nombreux domaine tels que la médecine,
I’alimentation et la fabrication des produits tels que 1'arome, les boissons, la teinture, les
répulsifs, les parfums, les cosmétiques (Djeridane et al. 2006).

Les composés phénoliques possédent des propriétés antioxydantes qui participent a la
prévention de diverses pathologies impliquant le stress oxydatif, le vieillissement cellulaire,
les maladies cardiovasculaires ou dégenératives, olstéoporose (Wang et Mazza 2002). En
outre ils agissent contre les radicaux libres (Lahouel 2005) ce qui serait a ’origine de la
prévention et du traitement du cancer (Weiguang et al. 2005), de la réduction de risques de
développement de plusieurs pathologies comme les maladies inflammatoires (Aruoma 1994)
et cardiovasculaires.

Les composes phénoliques interviennent aussi dans la protection contre des agents biotiques
et abiotiques.

1.2.5. Facteurs influencant la synthese des composés phénoliques

Plusieurs facteurs peuvent influencer la production des composés phénoliques.
L action des facteurs externes, qu’il soit d’origine biotique (attaque par des microorganismes)
ou abiotique (lumiere, température, traitements hormonaux, application de fertilisants,
irradiations (Dixon et Paiva 1995). Les éliciteurs sont des molécules produites en général par
des microorganismes et qui vont déclencher chez la plante I’expression de génes de défense
conduisant a la mise en place de molécules antibiotiqgues denommeées phytoalexines, parmi
lesquelles certains groupes de composés phénoliques sont bien représentés: coumarines,

stilbénes, isoflavonoides (Dixon et Paiva 1995). (Simo et al 2014) ont obtenus une
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amélioration de la synthése des composés phénoliques chez les plants de cacaoyer infectés par
Phytophthora megakarya. Aussi, les travaux de Wojdylo et al 2007 ont montré qu’il existe
une corrélation positive entre les propriétés antioxydantes et la composition en composes
phénoliques chez les especes de différentes familles, Labiatae et Compositae. Afin
d’améliorer la production de métabolites secondaires, des stratégies telles que le traitement
avec des éliciteurs ont été utilisées, ainsi, les études de (Heidi et al. 2012) montrent que les
éliciteurs (acide jasmonique (JA), acide salicilique(AS), ethephone et le précurseur acide
shicimique (SH) permettent 1’amélioration de la production des composés phénoliques chez
les suspensions cellulaires de Vitis vinifera. Les meétabolites secondaires majoritairement
présents dans les extraits au méthanol de Prunus africana sont les flavonoides et les terpénes,

on note I’absence des alcaloides (Bii et al. 2010).

1.3. Acide salicilique

L'acide salicylique (AS) ou acide 2-hydroxybenzoique (C7HeO3) est un composé
phénolique considéré comme un régulateur de croissance endogéne (Sakhabutdinova et al.
2003). Il joue un rdle clé dans la croissance, le développement et la défense des plantes. I
permet en outre I’amélioration de la tolérance au stress biotique et abiotique (Sawada et al.
2008). De plus, il joue un réle important dans la régulation des processus physiologiques de la
plante, tels que la stimulation des racines adventives et permet la résistante aux stress
biotiques et abiotiques (Noreen et al 2009). L’application exogéne de AS stimule
significativement la production de glucosinolates (Kiddle et al. 1994).

De nombreuses études ont montré I’effet de AS sur la production des métabolites
secondaires. Ainsi, (Ali et al. 2006) et (Shabani et al. 2009) ont montré que AS induit
I'accumulation de triterpénoides, ginsénosides dans le ginseng et la glycyrrhizine chez la
licorice respectivement, la production de sesquiterpénes, comme bilobalide dans ginkgo
(Kang et al 2006), crepidiaside, deoxylactucin et sonchuside dans la chicoré(Malarz et al,
2007) et l'artémisinine dans Artemisia annua (Pu et al . 2009) pourrait aussi étre stimulée par
AS. Bien qu'il n'y ait que peu dinformations sur les monoterpénes, AS accumule les
diterpénes y compris ginkgolides (Kang et al. 2006), et le taxol, et la biosynthése
monoterpene est supprimée chez les plantes transgéniques d'Arabidopsis SA-déficient (Wang
et al. 2007. L’application foliaire de I’AS a entrainé une accumulation marquée de
monoterpenes totaux chez Houttuynia cordata (Xu et al 2012). Dong et al. 2010 ont montrés

que l'acide salicylique (AS) permet une I'accumulation de composés phénoliques dans les
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cultures cellulaires Miltiorrhiza Salvia. Le déclenchement de I'accumulation de [I'acide
phénolique dépendant de la dose d'application et du temps écoulé aprés application.

L'effet de I'acide salicylique sur les processus physiologiques des plantes varie selon les
especes, le stade de développement, la concentration de AS et les conditions
environnementales (Shraiy et Hegazi. 2009).

L’application de I’AS entraine une stimulation de la synthése des acides phénoliques
(cinnamic acid, vanillic acid, ferulic acid and gallic acid) et une baisse de la teneur en
flavonoides (quercetin, catechin and kaempferol) chez deux variétés de ginger: Halia

Bentong et Halia Bara cultivés en serre. (Ghasemzadeh et Jaafar 2012 )

- H
_~._,/C00

) nh
A
a4

OH

Figure 3. Formule chimique de 1’acide salicylique.

1.4. Gibbérellines

Les gibbérellines sont des régulateurs de croissance appartenant a la classe des
diterpenoides. Elles ont été isolées a partir des produits des métabolites du champignon
pathogene du riz, Gibberella fujikuroi, en 1935, (Yamaguchi 2008). Les gibbérellines,
représentées principalement par la GA3 (Ci9H20e¢), sont synthétisées au niveau des
embryons, des jeunes feuilles et des méristemes des plantes (Antoun 2013). La structure des
GA s varie en fonction de la position de certains groupements (hydroxyle, méthyle, aldéhyde,
carboxyle, époxyde, ou encore cétone) sur le squelette du noyau gibbérellane. 136
gibbérellines différentes ont été identifiées et désignés de GALl a GA136. (Gallach 2015).
Cependant, les seules GA biologiquement actives sont GA1, GA3, GA4, GA5 GA6 et GA7
tandis que d’autres GAs sont soit précurseurs de GAs bioactive, soit des formes inactives
(Bidadi et al. 2010). La présence ou 1’absence d’un groupement hydroxyl en position C2, C3,
C13 détermine I’existence de ’activité biologique de la GA. Ainsi, I’hydroxylation en C3
semble étre crucial pour 1’activité biologique (Talon 2000). Les gibbérellines régulent divers
processus chez la plante tels la germination des graines, 1’¢longation des tiges, I’induction de
la floraison, le développement des pollens et des fruits (Sponsel et Hedden 2004), 1’expansion

foliaire, I’induction de certaines enzymes hydrolytiques (Matsuoka 2003). Des études ont
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montré que GAs endogéne contrble la croissance des racines chez Lemna minor (Inada et
Shimmen 2000, (Inada et al. 2000) et Arabidopsis (Ubeda-Tomas et al. 2008, 2009). Des
études réalisées sur Ficus capensis, espéce appartenant a I’ordre des Rosales ont montré une
amélioration de la germination chez les graines traitées par GA3 (Getahun 2011). En outre,
Leite et al. (2003) ont obtenu une augmentation de la hauteur et du diametre des tiges, de la
surface foliaire et du rendement en matiére séche suite a une application foliaire de GA3 chez
le soja.
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Les travaux ont été réalisés au laboratoire de Physiologie Végétale de I’Ecole Normale

Supérieure de I’Université de Yaoundé I.

11.1. Matériel

Le matériel végétal est constitué des graines fraiches de P. africana (Figure 4)
provenant du Centre International pour la Recherche en Agroforesterie (ICRAF) de Bamenda
(ville localisée dans la région du Nord-Ouest, Cameroun). Ces graines ont été décortiquées,

aseptisees et ensemenceées.

Figure 4. Graines de Prunus africana (A) et graines débarrassées de leur tégument séminal

(B).

11.2. Méthodes

11.2.1. Effet du temps de conservation et de ’acide gibbérellique sur la germination des

graines.

Les graines de P. africana ont été subdivisées en trois lots:
-le premier lot était constitué des graines mises a germer immédiatement (J0),
-le deuxieme lot a été conservé au réfrigérateur (4°C) pendant 3 jours (J3)
-le troisiéme lot a été conservé au réfrigérateur (4°C) pendant 16 jours (J16)
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Les graines de chacun des lots ont étée décortiquees, aseptisées et ensemencées, suivi de

I’application de I’acide gibbérellique.

11.2.1.1. Aseptisation du materiel végeétal

Les graines ont été aseptisées avant I’ensemencement selon le protocole Ci-

dessous (figure 5).

Graines décortiquées
de Prunus africana

Ringage eau
courante, 2 H

v

Graines rincées

Désinfection
eau de javel
30%, 20 min
+ HgCly,
0,1%,1a2
min

v

Graines désinfectées

Ringage 15, 10, 5 min,
eau désionisée
stérilisée

Graines prétes pour
ensemencement

Figure 5. Protocole d’aseptisation des graines de Prunus africana.

Le processus d’aseptisation permet d’obtenir des graines indemnes de
microorganismes et de favoriser ainsi la germination des graines.

Les graines sont au préalable rincées a I’eau courante pendant 2h afin d’éliminer les
microorganismes présents a la surface des graines. Ensuite celles —ci sont désinfectées a I’eau
de javel 30% pendant 20 minutes et au chlorure mercurique (HgCl2) 0,1% pendant 1 a 2
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minutes afin de tuer les microorganismes qui n’ont pas pu étre €liminés apres rincage a I’cau
courante du robinet.

Enfin, les trois ringages successifs de 15, 10 et 5 minutes a de I’eau désionisée sterile
ont permis d’éliminer 1’eau de javel et le chlorure mercurique utilisés pour la desinfection.

11.2.1.2. Préparation des solutions de gibbérelline et application.

Une masse de 86,59 mg de gibbérelline est pesée, solubilisée dans 1’éthanol 95 % et
complétée a ’eau distillée jusqu’au trait de jauge 250 ml. La solution stock de gibbérelline 1
mM ainsi préparée est conservée au réfrigérateur. Par la suite, des volumes de 1 ml, 5 ml et 10
ml de la solution stock d’acide gibbérellique 1 mM ont été prélevés a I’aide d’une pipette,
introduit dans une fiole jaugée de 100 ml et complétées a I’eau distillée afin de préparer 100

ml des différents traitements soit 10uM, 50 uM et 100 uM respectivement.

11.2.1.3. Ensemencement du matériel végétal

Les graines ont été mises en germination au laboratoire de Physiologie Végétale apres
0; 3 et 16 jours de conservation. Ces graines ont été ensemencées dans des boites de Pétri
suivant un dispositif en bloc non randomisé avec 10 répétitions par traitement (Figure 6). Ces
boites de Pétri contenaient du coton imbibé d’cau distillée et placées a 1’obscurité et a
température ambiante (25°C). L’arrosage a de 1’eau distillée a été effectué quotidiennement et
7 jours aprés semis, 100uL d’acide gibbérellique a été appliqué a différentes concentrations
dans chaque boite de Pétri contenant 10 graines chacune. Le témoin n’ayant recu que de 1’eau
distillée. 14 jours apres semis, le taux de germination (TG) a été évalué pour chacun des lots
en fonction de la durée de conservation et de la concentration en acide gibbérellique suivant la

formule:

TG = Nombre de graines ayant germées

Nombre total de graines mises a germer

x100

Lot 1 Lot 2 Lot 3

[ : I : o A \
Figure 6. Schéma du dispositif expérimental.

Lot 1: O jour de conservation; Lot 2: 3 jours de conservation ; Lo 3: 16 jours de conservation
TO= Eau distillée (témoin); GA3; T1=10 uM GA3; T2= 50 uM GA3; T3= 100 uM GA3
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11.2.2. Effet de ’acide gibbérellique sur la croissance des plantules.

L’effet de I’acide gibbérellique sur la croissance des plantules a été évalué apres
germination. En effet, apres apparition des premiéres folioles, les jeunes plantules ont été
exposeées a la lumiére solaire dans des boites en verre et les parametres de croissance ont été
mesurés a partir de 14 jours apres semis, uniquement sur les plantules du lot 1 (0O jour de
conservation) apres application de 1’acide gibbérellique.

Ce faisant, chaque plantule a regu 1 ml de I’acide gibbérellique tous les 7 jours et au total,
trois applications ont été effectuées. Les plants témoins n’ont regu que de ’eau distillée.
L’effet de différentes concentrations de gibbérelline sur la croissance a été évalué a
I’intervalle d’une semaine a partir de 14 JAS a travers la prise des variables morphologiques
telles que:

-longueur de la racine principale (cm), mesurée a 1’aide d’une régle graduée;

-La hauteur de la tige (cm): mesurée du collet jusqu’a la derniére feuille grace a la régle
graduée.

-La surface foliaire, calculée suivant la formule de (Mouton 1966): S = K x L x I, ou K
représente le coefficient de forme dépendant de la forme de la feuille (K= 0,676 pour les
feuilles ovale/ obovale); L, la longueur de la feuille et I, la largeur de la feuille mesurées a

I’aide de la régle graduée.

11.2.3. Effet de P’acide salicylique sur la teneur en composés phénoliques chez P.

africana.

L’évaluation des différentes concentrations d’acide salicylique sur la teneur en
composes phénoliques chez P. africana a été réalisée aprés transplantation des jeunes

plantules dans des bacs.

11.2.3.1. Préparation des solutions d’acide salicylique et application.

Une masse de 690 mg de poudre d’acide salicylique est pesée a 1’aide d’une balance
de marque KERN et trempée dans 1’éthanol 95% afin de permettre une bonne solubilité, puis
agitée a 1’aide d’un agitateur magnétique; le pH de la solution est ajusté a 7 a ’aide d’un pH-
meétre.et celle-ci est complétée a I’eau distillée jusqu’au trait de jauge 250 ml. La solution
stock 20mM ainsi préparée est conservée au refrigérateur. Ainsi 150 ml de chacun des
traitements soit 20 uM, 200 puM, 2 mM est préparé en prélevant respectivement 150 uL; 1,5

mL et 15 ml de solution stock d’acide salicylique 20 mM.

17



11.2.3.2. Transplantation et application de I’acide salicylique

Seuls les plants témoins (0 UM GA3) du lot 1 (0 jour de conservation) ont été
transplantés dans des bacs (40 cm x 30cm). En effet, la transplantation s’est effectuée 40 jours
apres semis, lorsque les plants avaient atteint une taille d’environ 8 a 13 cm au stade 2 & 3
feuilles. Ces bacs contenaient un substrat constitué du mélange terre- sciure dans les
proportions 1:1 v/v. Les plants ont été enterrés jusqu’au collet et bornés fortement. La terre,
bien tassée autour du plant pour permettre une bonne reprise. L’entretien a consisté en
I’arrosage a 1’eau du robinet (7h du matin et 18h le soir) et au désherbage manuel régulier.

A partir de 54 jours aprés semis, les plantules témoins du lot 1 transplantées ont été traitées a
différentes concentrations d’acide salicylique.

L’application foliaire des différentes doses d’acide salicylique (0 uM, 20 uM, 200
MM, 2 mM) s’est faite en matinée (7h) et a débuté au 54° jour apres semis et un volume de 3
ml a été pulvérisé par plant. Par la suite, elle s’est effectuée tous les 7 jours et au total, 3
applications ont été effectuées. Les plants témoins n’ont re¢u que de 1’eau de robinet. A partir
de 61 jours, les préléevements ont été effectues tous les 7jours. Au total trois prélevements ont
été effectués a raison de 10 plantules par traitement et par prélevement.

Pour I’évaluation de I’effet de 1’acide salicylique sur la teneur en composés phénoliques, 4

traitements au total et deux répétitions ont été considérés (Figure 7).

r N
T0 T0
\
-
Tl T1
. J
s ™
T2 T2
- J
s N
T3 T3
. /

Figure 7. Schéma du dispositif expérimental
TO= eau du robinet (témoin) ; T1=20 uM AS; T2: 200.uM AS ; T3=2 mM AS

Ainsi, 3 prélevements de tiges et feuilles ont été effectués pour chacun des quatre
traitements (3x8=24 échantillons). Les échantillons de feuilles et tiges des plants prélevés ont
été pesés et conservés au congélateur (0°C), afin d’évaluer ultérieurement I’effet des
differentes concentrations de AS sur la teneur en composes phénoliques par extraction et

dosage.
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11.2.3.3. Extraction des polyphénols totaux

L’extraction des polyphénols totaux a été faite suivant la méthode de (Hansen 1998)
modifiée. En effet, 100 mg de matériel végétal (feuille et tige) ont été broyés a 2 ml de
solution tampon constituée de méthanol et d’eau (80%) a 4 °C dans un mortier. Le mélange a
été homogénéisé a I’aide d’un vortex et centrifugé a 4500 g pendant 20 minutes. Le premier
surnageant a été recueilli dans des tubes d’eppendorfs stériles correspondants et le culot quant
a lui a été dilué avec 1 ml de méthanol, vortexé et centrifugé a nouveau a la méme vitesse afin
d’obtenir un volume important d’extrait brut. Le mélange des deux surnageants obtenus a
constitué 1’extrait brut de phénols totaux introduit dans les eppendorfs de 1,5ml préalablement
étiquetés. Les extraits ainsi obtenus ont été conservés a une température de —20 °C pour des
dosages ultérieurs (Figure8.).

100 mg de matériel végétal

v

Broyage a 4°C dans 2ml de tampon (méthanol-eau 80%)

l

Centrifugation a 4500 g pendant 20 mn

[

—  Surnageant (S1) recueilli  Culot (C1) + 1 ml de méthanol

Centrifugation a 4500 g pendant 20 mn

Extrait brut
de phénols | ] v
totaux

Surnageant (Sz) recueilli  Culot (Cy éliminé

—

Figure 8. Protocole d’extraction des polyphénols totaux (Hansen 1998).

11.2.3.4. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux

» Polypheénols totaux
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La teneur en composés phénoligues totaux dans les feuilles et tiges de Prunus africana
a été déterminée suivant la méthode modifiée de ( Singleton et Rossi 1965) qui utilise le
réactif de Folin et Ciocalteu (mélange des acides phosphomolybdique et phosphotungstique).
Cette méthode est basée sur la réduction d’un chromogéne phosphomolybdique-tungstenique
par un antioxydant. Cette réduction entraine la formation d’un complexe de coloration bleue
qui absorbe la lumiére a 725 nm. Le réactif est constitu¢ d’un mélange phosphotungsténique
et phosphomolybdique, en milieu alcalin (carbonate de sodium).

Un volume de 100 ul d’extrait phénolique est prélevé et introduit dans un tube a essai,
3,5 ml d’eau distillée, 1 ml de réactif de Folin-ciocalteu 0,2N et 1 ml de carbonate de sodium
Na2,COs a 20 % (m/v) sont additionnés et le mélange obtenu a été incubé au bain-Marie a 40
°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement, les densités optiques du complexe bleu formé
ont été lues a 725nm a I’aide d’un spectrophotométre contre un blanc dans lequel I’extrait
phénolique est remplacé par le méthanol 80%. Les essais ont été réalisés en triplicata et les
teneurs en phénols totaux ont été exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme
de matiére fraiche (mg d’EAG/g de MF) et sont déterminés a partir d’une droite d’étalonnage
de I’acide gallique (Figure 9).
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° R2=0.90
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0 50 100 150 200
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Figure 9. Droite d’étalonnage des polyphénols a partir de 1’acide gallique.

> Flavonoides totaux.

La teneur en flavonoides totaux contenus dans 1’extrait brut a été déterminée suivant le
protocole décrit par (kramling et singleton 1969). En présence de formaldéhyde, les
flavonoides contenus dans les extraits bruts précipitent et le surnageant obtenu constitue

I’extrait de composés non flavonoides dosé selon la méthode modifiée de (Singleton et Rossi
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1965) decrite précedemment. Les essais ont été realises en triplicata et les teneurs en
flavonoides totaux ont été exprimées en mg d’équivalent acide gallique par gramme de
matiere fraiche (mg d’EAG/g de MF) et sont déterminés a partir de la droite d’étalonnage de

I’acide gallique (Figure 9).

11.2.4. Analyses statistiques

Les données collectées ont été soumises a I’analyse de la variance en utilisant le
logiciel le logiciel SPSS, version 20. La comparaison des moyennes a été faite en utilisant le

test de Student Newmann Keul au seuil de significativité a 5%.
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CHAPITRE I11: RESULTATS ET DISCUSSION

111.1. RESULTATS

111.1.1. Effet de la durée de conservation et de la concentration de gibbérelline sur la

germination de Prunus africana.

L’évaluation de D’effet de la durée de conservation et de la concentration de
gibbérelline sur la germination chez P. africana a nécessité la mesure du taux de germination
des graines 14 jours apres semis. Les analyses ont montré de grandes variabilités du taux de
germination & 0; 3 et 16 jours de conservation (Figurell), relativement aux différentes

concentrations de GA3 utilisées (Figurel0).

Figure 10. Effet du temps de conservation sur la germination des graines de P. africana (35
jours apres sémis). A: 0 jour de conservation ; B: 3 jour de conservation ; C: 16 jours de conservation

A 0 jour de conservation, les valeurs de taux de germination obtenues ont variées de
58 (OuM GA3) a 76 % (10 uM GA3) avec une moyenne de 66.75 %. A 3 jours de
conservation, ces valeurs ont variées de 37 (OuM GA3) a 52.5 % (50 uM GA3), avec une
moyenne de 47.88 %, comparativement a 16 jours de conservation, ou ces valeurs ont variées
de 22 (OuM GA3) a 54 % (10 uM GA3), montrant une moyenne de 37 %.

De maniére générale, on note une diminution du taux de germination chez les graines
de P. africana, proportionnellement a la durée de conservation. En outre, I’application de
I’acide gibbérellique a stimulé la germination des graines de P. africana. Ce faisant, le
traitement [10uM] GA3 s’est montré le plus efficace a O jour et a 16 jours de conservation,

comparativement au traitement [5S0uM] GA3 qui a été meilleur a 3 jours de conservation.
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Figure 11. Effet du temps de conservation et de 1’acide gibbérellique sur la germination des

graines de P. africana

111.1.2. Effet de la gibbérelline sur la croissance des plantules de P. africana.

Afin d’évaluer I’effet de la gibbérelline sur la croissance des plantules de P. africana,

trois variables telles I’élongation racinaire, la taille de la tige et la surface foliaire ont été

mesurées.

Figure 12. Effet de 1’acide gibbérellique sur la croissance des plantules de P. africana.
TO=0 uM GA3; T1=10 pM GA3; T2= 50 pMGA3; T3= 100 uM GA3

L’analyse de la variance a montré des différences significatives entre les différentes

concentrations de GA3, pour toutes les variables évaluées en fonction du temps (Tableau 3).

23



Tableau 3. Carré moyen issu de I’analyse de la variance des paramétres évalués

Source de Variation ddl J14RAC J14TIG J21RAC J21TIG J28RAC J28TIG J35SFO

Traitements 3 0.892* 0.651* 1.758* 5.067* 4.292* 44.492*
Erreur 0.08 0.19 0.10 0.14 0.13 0.33

1.825*
0.12

SV: source de variation, ddl : degré de liberté; * : significatif a P < 0,05; J14RAC, J21RAC, J28RAC: élongation
racinaire respectivement a 14, 21 et 28 jours apres semis; J14TIG, J21TIG, J28TIG: taille de tige respectivement
a 14, 21 et 28 jours apres semis, J35SFO: Surface foliaire a 35 jours aprés semis.

111.1.2.1. Longueur des racines.

Les différentes concentrations de GA3 (T0= 0 uM GA3; T1=10 uM GA3; T2= 50
MUMGA3; T3= 100 uM GA3) ont présentées une importante variabilité pour 1’élongation
racinaire (Figure 13).

A 14 jours aprés semis (JAS), les résultats obtenus de la longueur des racines montrent
une variation des moyennes comprise entre 0,30 (T0) et 1,00 (T1). Malgré la différence de
moyenne observée, les résultats indiquent que les traitements TO (0,30), T2 (0,80) et T3 (0,60)
n’ont pas présenté de différence significative entre eux. De méme, aucune différence n’a été
observée entre les différentes doses d’acide gibbérellique testées (T1, T2 et T3). Toutefois,
une différence significative est observée entre TO et T1.

A 21 JAS, les données obtenues de la longueur des racines varient de 0,30 (T0), 1,30
(T1), 0,60 (T2) et 0,70 (T3). Aucune différence significative n’est observée entre le témoin et
les traitements a 1’exception de T1 chez qui on observe un meilleur développement des
racines.

A 28 JAS, on note une différence significative entre le témoin (0,40) et tous les autres
traitements, mais aucune différence entre les doses de GA testées soit T1 (1,80), T2 (1,60) et
T3 (1,70).

Les résultats obtenus de la longueur des racines en fonction du temps et des différentes doses
de gibbérelline montrent qu’il existe une différence significative au seuil de 5 % entre les
traitements comparativement au témoin, ceci se traduisant par les faibles valeurs obtenues

pour les plantes non traitées comparativement aux plantes traitées.
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Figurel3. Effet des différentes doses de gibbérelline sur la longueur des racines.

Chaque histogramme représente la moyenne obtenue pour 30 plantules et les comparaisons sont faites par
rapport au témoin

TO= Eau distillée (témoin); GA3; T1=10 uM GA3; T2= 50 uM GA3; T3= 100 uM GA3

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents (P <0,05)

111.1.2.2. Elongation de la tige.

Les résultats obtenus de 1’évolution de la taille en fonction du temps et en fonction des
différentes concentrations de GA3 montrent de maniere générale des valeurs faibles
enregistrées pour les plantes non traitées (TO) comparativement aux plantes traitées qui ont
montrées des valeurs élevées (Figure 14). Entre 14 et 28 JAS, la taille des plants de P.
africana évolue de maniére croissante.

A 14 JAS, la taille varie entre 1,17 (TO) et 2,00 (T2); toutefois, malgré la différence de
moyenne observée, 1’analyse des variances au seuil de 5 % indique qu’il n’existe aucune
différence significative entre les traitements T1 (1,80), T2 (2,00) et T3 (1,83) d’une part et le
témoin (1,17) d’autre part.

A 21 JAS, les valeurs de la taille des plantes chez les différents traitements sont 1,30
(TO) 2,70 (T1) 2,30 (T2) 2,90 (T3). Aucune différence significative n’a été observée entre les
traitements T1, T2 et T3 qui ont montré la méme efficacité sur le développement de la tige
indépendamment de la dose de gibbérelline appliquée. Cependant, une différence significative
est observée entre ces traitements d’une part et le traitement TO d’autre part.

A 28JAS, les valeurs obtenues sont 3,00 (TO) 7,10 (T1) 6,80 (T2) 7,60 (T3). Les
valeurs de taille les plus faibles ont été enregistrées chez le traitement TO. Tout comme a

21JAS, les analyses statistiques montrent une différence significative entre le témoin TO et les
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traitements T1, T2 et T3. Malgreé la différence de moyenne observée, I’analyse des variances
indique qu’il n’existe aucune différence entre les traitements T1, T2 et T3.
Ces résultats traduisent que les doses de gibbérelline testées contribuent a stimuler

I’augmentation de la taille des plantules.
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Figurel4. Effet des différentes doses de gibbérelline sur la taille des plants.

Chaque histogramme représente la moyenne obtenue pour 30 plantules et les comparaisons sont faites par
rapport au témoin

TO= Eau distillée (témoin); GA3; T1=10 UM GA3; T2=50 uM GA3; T3= 100 uM GA3

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents a (P <0,05)

111.1.2.3. Surface foliaire.

Les résultats obtenus de 1’évolution de la surface foliaire en fonction des différentes
doses testées montrent une tres grande variabilité (tableau 4).

Les valeurs de surface foliaire les plus faibles ont été obtenues pour les traitements T3
(100 uM), tandis que les valeurs les plus élevées ont été enregistrées chez les plants ayant
recus la dose de 10 uM (T1). Malgré les différences de moyenne observées les analyses
statistiques indiquent qu’il n’existe aucune différence significative entre le témoin (2,53) et le
traitement T2 soit 50 uM (3,39), cependant, une différence significative au seuil de 5% entre
TO (2,53), T1 (4,32) et T3 (1,44).

Tandis que T1 (10 pM) permet une amélioration de la surface foliaire
comparativement au témoin, on note plutét une diminution de la surface foliaire chez T3. Le
meilleur traitement est donc T1. On note des réponses différentes des plantules aux différentes

doses appliquées signifiant que la dose de gibbérelline influence le développement foliaire.
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Les résultats obtenus permettent d’affirmer que la gibbérelline améliore le développement
foliaire pour de faible dose (10puM), tandis que les doses élevées ont pour consequence une
inhibition du développement foliaire (100puM). Quant a la dose 50uM, elle est sans effet sur le
développement foliaire chez les plantules de Prunus africana. En définitive, le meilleur
traitement est T1 (10uM) en raison du bon développement foliaire observé.

Ainsi, de faibles valeurs de gibbérelline (T1) permettent un bon développement
foliaire; a contrario, les doses élevées (100 uM) inhibent le développement foliaire.

Tableau 4. Effet des traitements sur la surface foliaire.

Traitements code Surface foliaire (cm2)
Témoin T0 253+2.16b
[10pM] GA3 Tl 432+325¢
[50uM] GA3 T2 3.39+ 2.75bc
[100pM] GA3 T3 144+1.09a

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents a (P <0,05)

111.1.3. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides.

L’analyse des variances de 1’effet de ’acide salicylique sur la teneur en polyphénols et
en flavonoides totaux dans les feuilles et tiges de P. africana a montré une importante

variabilité entre les différents traitements (Tableau 5 et 6).

Tableau 5. Carre moyen issu de I’analyse de la variance des polyphénols totaux dans

les feuilles et tiges

PPTF61JAS PPTF68JAS PPTF75JAS PPTT61JAS PPTT68JAS PPTT75JAS
Source de Variation  ddl

Traitements 3 1* 1.889* 4.75% 0.667* 8.444* 7.778*
Erreur 0.15 0.23 0.35 0.21 0.50 0.43

ddl : degré de liberté; * : significatif a P < 0,05; PPTF61JAS, PPTF68JAS, PPTF75JAS: Teneur en polyphénol
totaux dans les feuilles respectivement a 61, 68 et 75 jours apres semis; PPTT61JAS, PPTT68JAS, PPTT75JAS:
Polyphénol totaux dans les tiges respectivement a 61, 68 et 75 jours aprés semis
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Tableau 6. Carre moyen issu de 1’analyse de la variance des flavonoides totaux dans

les feuilles et tiges

FLAF61JAS FLAF68JAS FLAF75JAS FLAT61JAS FLAT68JAS FLAT75JAS
Source de Variation ddl

Traitements 3 0.0833 0.889* 0.08 0.00 0.11 4. 556*
Erreur 0.08 0.17 0.08 0.00 0.11 0.34

ddl : degré de liberté; * : significatif a P < 0,05; FLAF61JAS, FLAF 68JAS, FLAF 75JAS: Teneur en flavonoide
totaux dans les feuilles respectivement a 61, 68 et 75 jours aprés semis; FLAT61JAS, FLAT 68JAS, FLAT
75JAS: flavonoide totaux dans les tiges respectivement a 61, 68 et 75 jours aprées semis.

L’effet de 1’acide salicylique sur la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

chez P. africana a été évalué dans les tiges et feuilles, & partir de 61 jours aprés semis lorsque

les plantules avaient été transplantées dans des bacs (Figure 15).

Figurel5. Plants de Prunus africana transplantés (40 JAS).

TO= Eau du robinet (ttmoin) ; T1= 20 uM AS; T2: 200.uM AS ; T3=2 mM AS

I11.1.3.1. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en polyphénols totaux dans les feuilles
de Prunus africana.
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Les resultats obtenus de la teneur en polyphénols totaux dans les feuilles des jeunes
plantules de P. africana montrent de maniere générale une augmentation de la teneur en
polyphénols totaux chez chacun des traitements au fil du temps (Figure 16).

A 61JAS les teneurs varient entre (2,87) et (3,86). De faibles valeurs sont observées
chez le témoin. De plus, les analyses statistiques montrent une différence entre le témoin et les
traitements a 1’exception de T1 (2,94). Ainsi, a 61JAS, avec I’augmentation de la
concentration de 1’acide salicylique de 20uM a 2 mM, on obtient une amélioration de la
teneur en composés phénoliques qui passe de 2,94 a 3,68mg/g PF. De fortes teneurs étant
obtenues pour de fortes concentrations. Ainsi, de fortes doses permettent une forte
accumulation des composés phénoliques au niveau des feuilles.

A 68JAS, teneurs obtenues sont de (3,33), (4,67), (3) et (2,87) respectivement pour TO,
T1, T2 et T3. Les plus faibles valeurs correspondent aux fortes concentrations; cependant, les
analyses statistiques indiquent qu’il n’existe aucune différence significative entre TO, T2 et
T3. Seule la plus faible dose (T1 (20uM) permet alors une amélioration de la teneur en
composés phénoliques. Lorsque la concentration d’acide salicylique augmente de 20 uM a
2mM, la teneur en phénols totaux baisse de 4,67 mg/g a 3mg/g.

A 75JAS, la tendance est contraire, car de fortes valeurs sont obtenues plutot chez les
plantules non traitées. De plus, il existe une difference significative entre le témoin et les
traitements. Les valeurs de teneurs en phénols totaux obtenus sont de (5,67), (2,67) et (4).
(4,67) respectivement pour TO, T1, T2 et T3.

La teneur en phénols totaux augmente avec I’augmentation de la concentration en AS.
L’application d’AS améliore 1’accumulation des composés phénoliques. Cependant, la
réponse de la plante dépend non seulement de la dose appliquée, mais aussi et surtout du stade
de croissance, ainsi, chez les plus jeunes plantules (agées de 61-68 jours), de fortes teneurs en
phénols totaux sont obtenues chez les plants traités. A 61JAS, les fortes doses se sont
montrées favorables (200uM et 2mM) tandis que a 68JAS, la dose (20uM) permet une
meilleure accumulation des phénols totaux. Par contre, chez les plantules plus agées,
(75jours), une meilleure accumulation est observée chez les plants non traités,. Ces résultats
traduiraient que la plante synthétise naturellement les composés phénoliques, cette synthéese
augmente graduellement au fil du temps. Toutefois, dans ses stades les plus jeunes, un apport

en AS favorise 1’accumulation rapide en composés phénoliques.
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Figurel6. Effet de 1’acide salicylique sur la teneur en polyphénols totaux dans les feuilles.

Chaque histogramme représente la teneur moyenne obtenue a I’issu de trois répétitions et les comparaisons sont
faites par rapport au témoin
TO= eau du robinet (témoin) ; T1=20 puM AS; T2: 200.uM AS ; T3=2 mM AS

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents a (P <0,05)

111.1.3.2. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en polyphénols totaux dans les tiges de
Prunus africana.

Les résultats obtenus de la teneur en phénols totaux dans les tiges des jeunes plantules
de Prunus africana montrent de maniére genérale une augmentation de la teneur en phénols
totaux chez chacun des traitements au fil du temps (figurel7).

A 61JAS les moyennes obtenues sont de 3,67 mg/g PF; 6,67 mg/g PF ; 6 mg/g PF et 3
mg/g PF respectivement pour TO, T1, T2 et T3. De faibles valeurs sont observées chez le
témoin. De plus, les analyses statistiques montrent une différence entre le témoin et les
traitements a I’exception de T3 (3). Ainsi, a 61JAS, avec I’augmentation de la concentration
de AS de 20uM a 2mM, la teneur en composés phénoliques baisse de 6,67 a 3 mg/g PF. De
fortes teneurs étant obtenues pour les concentrations les plus faibles (20 uM et 200 uM).

A 68JAS, teneurs obtenues sont de (3,33), (5,33), (2) et (5,33) respectivement pour TO,
T1, T2 et T3. Les plus faibles valeurs correspondent a TO et T2. Les analyses statistiques
indiquent qu’il n’existe aucune différence significative entre T1 et T3 qui ont permis une
augmentation significative de la teneur en phénols totaux.

A 75JAS, de fortes teneurs en phénols totaux sont obtenues chez les traitements TO
(8,33), T2 (9), et T3 (8). La plus faible valeur est obtenue chez le traitement T1. On note des
différences significative entre les diverses doses testées. La meilleure dose étant 200 uM. Les
analyses statistiques montrent qu’il n’existe pas de différence significative entre le témoin
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d’une part, et les traitements T2 et T3 d’autre part. On note en outre, une augmentation
significative de la teneur en phénol avec 1’augmentation de la concentration. Lorsque la
concentration d’acide salicylique augmente de 20 pM a 2mM, la teneur en phénols totaux
augmente de 5,33 mg/g a 8 mg/g.

La teneur en phénols totaux augmente avec lI’augmentation de la concentration en acide

salicylique.
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Figure 17. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en polyphénols totaux dans les tiges.

Chaqgue histogramme représente la teneur moyenne obtenue a I’issu de trois répétitions et les comparaisons sont
faites par rapport au témoin
TO= eau du robinet (témoin) ; T1=20 uM AS; T2: 200.uM AS ; T3=2 mM AS

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents a (P <0,05)

I11.1.3.3. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en flavonoides totaux dans les feuilles
de Prunus africana.

L augmentation de la teneur en flavonoides est flagrante chez les plantules au fil du
temps pour tous les traitements, au début et a la fin de I’expérimentation, on note des valeurs
Iégérement plus élevées chez le traitement témoin (Figure 18).

A 61JAS, les moyennes obtenues sont de 1,33mg/ g PF; 1 mg/ g PF; 1 mg/ g PF; 1mg/
g PF respectivement pour les traitements TO, T1, T2 et T3. Malgré la légere différence
observée, les résultats indiquent qu’il n’existe aucune différence significative entre le témoin
et les autres traitements.

A 68JAS, on note une baisse de la teneur en flavonoides chez le témoin qui passe de

1,33 a 0,33. Cependant celle-ci reste inchangée chez T1 et T2, et augmente chez T3 de 1 a
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1,67. Malgré les différences de moyennes observées, les analyses statistiques signalent qu’il
n’existe pas de différence significative entre le témoin et les traitements a I’exception de T3.
De méme, aucune différence entre les doses testées (T1, T2 et T3) n’a été observée. De faibles
teneurs en flavonoide ont été obtenues en To, tandis que T3 a présenté de fortes teneurs.
A 75JAS, aucune différence n’est observée entre les traitements, cependant on note, tout
comme a 61JAS, une teneur légerement élevée pour les plants non traités.

Les doses d’acide salicylique testées n’ont pas permis une amélioration de la teneur en

flavonoides dans les feuilles des jeunes plantules de P. africana.
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Figure 18. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en flavonoides totaux dans les feuilles.

Chaqgue histogramme représente la teneur moyenne obtenue a I’issu de trois répétitions et les comparaisons sont
faites par rapport au témoin
TO= eau du robinet (témoin) ; T1=20 uM AS; T2: 200.uM AS ; T3=2 mM AS

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents a (P <0,05)

I11.1.3.4. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en flavonoides totaux dans les tiges

L’effet de I’acide salicylique a montré une variabilité importante entre les différents
traitements pour la teneur en flavonoide dans les tiges de P. africana (Figure 19).

A 61 et 68JAS, malgré les différences de moyennes observées, les analyses statistiques
permettent d’affirmer qu’aucune différence significative n’est notée entre le témoin et les
différentes doses d’acide salicylique testées.

Cependant, a 75JAS, on note de forte teneur en flavonoides chez le traitement témoin
(4,33mg/g) tandis que les faibles doses sont observées chez les plants traitées a 1’acide
salicylique. De plus, les analyses statistiques confirment qu’il existe une différence

significative entre le témoin et les doses testées d’acide salicylique, toutefois aucune
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différence notable n’est signalée quant ’aux différentes doses testées, soit T1 (2 mg/g), T2

(1,67 mg/g) et T3 (2 mg/g).

6 -

Teneur en flavomoides
w
1

oTo
BTl
BT2
mT3

Figurel9. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en flavonoides totaux dans les tiges.

Chaqgue histogramme représente la teneur moyenne obtenue a I’issu de trois répétitions et les comparaisons sont

faites par rapport au témoin
TO= eau du robinet (témoin) ; T1=20 uM AS; T2: 200.uM AS ; T3=2 mM AS

Les traitements suivis des lettres différentes sont significativement différents a (P <0,05)
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I111.2. Discussion

A D’effet de contribuer a I’amélioration de la production des composes phéenoliques
chez P. africana, I’évaluation de I’effet du temps de conservation et de I’acide gibbérellique
(GA3) sur la germination des graines et la croissance des plantules a été premierement
effectuée. De plus, I’acide salicylique a été utilisé afin d’évaluer son effet sur la teneur en
composés phénoliques.

Les résultats montrent une diminution du taux de germination en fonction de la durée
de conservation. Ces résultats sont similaires aux données rapportées par (Ondigui 2001), qui
atteste que les graines de Prunus africana sont récalcitrantes et perdent rapidement leur
pouvoir germinatif lorsqu’elles sont conservées. Par ailleurs, la germination a été mieux
stimulée par la dose de 10 uM (GA3). De méme, (Getahun 2011) a étudié I’effet de
différentes concentrations de GA3 (100 uM. 10uM, 1 uM, et 0,1 uM) sur la germination des
graines de Ficus capensis et a obtenu un meilleur taux de germination a la dose de 10 uM.

En outre, les différentes concentrations de GA3 ont permis une amélioration de la croissance
des plants de Prunus africana. Ces résultats montrent une amélioration de 1’allongement des
racines suite a I’application de gibbérelline. En effet, I’appauvrissement en GA3 artificiel
provoque une dilatation anormale et une suppression de 1’allongement des racines (Tanimoto
2005). De plus, ces résultats obtenus sont similaires a ceux de (Bidadi et al. 2010) qui ont
montré que I’application de 5 a 10 pL au niveau de ’apex de la tige améliore 1’élongation de
la racine primaire chez les plants de Arabidopsis thaliana cultivés sur milieu Murashige et
Shook (MS).

Les résultats obtenus montrent que 1’application de gibbérelline permet une amélioration de la
taille des plantules de Prunus africana, ce résultat est conforme a ceux obtenus par (Leite et
al. 2003) qui ont étudié I’effet de GA sur la croissance végeétative du soja cultivé en pot et ont
montré que I’application de GA3 foliaire [100 mg/L] permet une augmentation de la hauteur
de la plante, hauteur des entrenceuds et diametre de la tige. Aussi il est a noter que
I’amélioration de la taille a été observée chez les plantules indépendamment de la dose testée.
A contrario, lors d’une étude menée par (Zalewska et Antkowlak 2013) sur les plants de
Ajania pacifica, la dose de GA3 [500mg /dm?] a permis un meilleur allongement des tiges
comparativement a [GA3 250mg/ dm?®]. On note également une élongation plus importante de
la tige chez les plants ayant recus trois applications de GA3, comparativement au témoin et a

ceux n’ayant regus qu’une seule application (Zalewska et Antkowlak 2013).
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En outre, un meilleur développement foliaire a été observé chez les plantules ayant
recues le traitement T1 (10 puM). Le traitement T2 (50 pM) s’est montré inefficace tandis que
la dose 100 uM (T3) a eu une action inhibitrice. Ce résultat est contradictoire a celui de (Leite
et al. 2003), qui ont obtenu une augmentation de la surface foliaire suite a I’application de
GA: foliaire [100 mg /L], contrairement & 1’application de GA [50mg /L] sur les semences de
soja qui a entrainé une diminution de la surface foliaire. Les résultats montrent un contraste
entre les doses testées, pouvant s’expliquer par le fait qu’en plus des doses appliquées, la
plante tout d’abord, produit naturellement et a faible dose de la gibbérelline dont elle a besoin.
La gibbérelline étant un régulateur de croissance agissant a faible dose, un apport en faible
quantité peut étre favorable. Cependant, de fortes doses de gibbérelline sont plutot néfastes
pour la plante et ne sont donc pas nécessaire, ou mieux encore inhibe le développement.

Par ailleurs, les phénols totaux s’accumulent plus au niveau de la tige
comparativement aux feuilles. L’acide salicylique (AS) améliore la synthése des composés
phénoliques chez P. africana dans les stades les plus jeunes de la plante (stade deux feuilles).
Or pour des plants plus agés (stade 3 a 4 feuilles), on note de forte teneur chez le témoin. De
maniere générale, lorsque la concentration en AS augmente de 20uM a 2mM, la teneur en
polyphénols totaux augmente également, sauf a 68JAS ou la teneur baisse avec
I’augmentation de la concentration. Ainsi, l'effet de I'acide salicylique dépend de la dose
testée et de I’age de la plante. De méme, (Shraiy et Hegazi 2009) ont démontré que I’effet de
I’acide salicylique sur les processus physiologiques des plantes varie selon les especes, le
stade de développement, la concentration de AS et les conditions environnementales.
Parallelement, ( Ghasemzadeh et Jaafar 2012), ont obtenu de fortes teneurs en polyphénols
totaux chez les plants traités, a contrario, lorsque la concentration en AS augmente la teneur
en phénols totaux diminue).

Par ailleurs, (Dong et al. 2010) ont montré que AS (3,125 a 50 mg/l) améliore la production
en composés phénoliques chez les cultures cellulaires de Salvia miltiorrhiza dépendamment
de la dose et de la durée apres traitement. De faibles doses permettent une amélioration tandis
que de fortes doses entrainent une baisse de la teneur en phénols totaux.

De plus, (Amin et al. 2007) ont montré que 1’application foliaire de concentrations faibles et
modérées de AS (50 et 100mg/l) sont plus efficaces que les fortes doses car permettent une
plus forte accumulation en phénols totaux chez les bulbes d’Allium cepa, comparativement
aux fortes concentrations (200mg/l).

Les résultats obtenus montrent que les différentes doses d’acide salicylique testées ne

permettent pas une amélioration de la teneur en flavonoides. On note bien au contraire au
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niveau des tiges une meilleure accumulation des flavonoides chez les plants témoin. De
méme, (Ghasemzadeh et Jaafar 2012) suite a I’application de I’acide salicylique (10 M et10
M) ont obtenus de forte teneur en flavonoides totaux chez Zingiber officinale chez les plants
témoin cultivés en serre. Par contre, (Ali et al. 2007) ont plutét obtenus de fortes teneurs en
flavonoides suite a ’application de AS (200uM) chez les suspensions cellulaires des racines
de Panax ginseng et une augmentation paralléle de la teneur en flavonoides et en phénols
totaux. L’augmentation de la teneur en phénols totaux due & AS (chez les plants traités)

résulterait de 1’augmentation non pas en flavonoides, mais en composés non flavonoides.
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CHAPITRE IV : IMPLICATION DU SUJET SUR LE SYSTEME EDUCATIF

IV.1. INTERET DIDACTIQUE

Prunus africana (Hook.f.) Kalman est une essence forestiere connue pour les
propriétés médicinales de son écorce ; qui est utilisée pour le traitement de I'hypertrophie de
la prostate et de I'hyperplasie prostatique bénigne. Au Cameroun, cette espece est menacée de
disparition. Cette menace trouve son explication dans la forte pression exercée sur la
ressource et I'exploitation non durable de I'écorce pour le commerce international de plantes
médicinales.

Les manipulations effectuées sont essentielles car permettent aux éléves des lycées et colleges
de I’enseignement général, d’apprendre a observer, a émettre des hypothéses, recueillir des
résultats, les confronter, les interpréter et de dégager des conclusions. Ceci correspondant aux
objectifs fixés en classes de seconde A et C, a savoir développer chez I’apprenant le
raisonnement scientifique, 1’exploitation des graphiques. Celui-Ci sera également capable de

gérer rationnellement son environnement et ce, de fagon responsable.

Le présent travail s’inscrit dans le programme officiel des classes de S" A et C et a permis de

mettre en exergue des notions développées dans les programmes officiels :

- Les biotechnologies qui permettent d’améliorer la production des composés utiles a

I’homme

-L’éducation environnementale : I’Homme doit apprendre a gérer ses ressources naturelles,
celles-ci n’étant pas inépuisables.

Ce document pourra également servir de support contenant des protocoles de
germination de Prunus africana, ainsi que pour I’extraction et le dosage des composés

phénoliques.

L’intérét pédagogique ayant été relevé, une fiche pédagogique de préparation de lecon a éeté

élaborée pour la classe de 2" de 1’enseignement secondaire général.

37



IV.2. FICHE PEDAGOGIQUE DE PREPARATION

ETABLISSEMENT:

Lycées et Colleges de I’Enseignement
Secondaire Général

ORGANISATION FONCTIONNELLE

Nom et Prénom de I’enseignant: TCHUINGUEM

TAMO Micheéle

THEME : DES VEGETAUX CHLOROPHYLLIENS : | Matricule: 07S357
CHAPITRE VI : RESULTATS DE L’ACTIVITE Date :
CHAPITRE : PHOTOSYNTHETIQUE : LA PRODUCTION VEGETALE

TITRE DE LA LECON :

BIOTECHNOLOGIE ET AMELIORATION DE LA TENEUR Classe : Snd
EN COMPOSES BIOCHIMIQUES DES PLANTES. Effectif - G:F-
Durée : 1h
Période :

Objectif(s) Pédagogique(s) Opérationnel(s) :

OPO : A I’issue de la lecon de SVTEEHB portant sur Biotechnologie et amélioration de la
production des composés biochimiques des plantes, chaque éléve de la classe de S™ sera

capable de:

-Dire comment peut-on obtenir des plants a partir des graines.
-Déterminer I’effet de I’acide salicylique sur la teneur en composés biochimiques chez les

plantes.

-Relever I’importance des composés phénoliques.

Domaine : Sciences de la Vie et de la Terre de I’Education a I’Environnement, Hygiéne et Biotechnologie

(SVTEEHB)
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teneur en composés biochimiques

m Objectifs Contenus Spécifiques aux Matériels ou Activités Evaluation de I’atteinte "
j_>| Pédagogique O.P.O.l Supports D’enseignement / apprentissage des OPOI IhI:J
= Intermédiaire Didactiques -)
v |  (0.P.O.) o
I | 1. Etablir le -Dire comment peut-on obtenir des -Ecriture du titre de la le¢on au tableau ;
N | contrat plants a partir des graines. -Communication des objectifs aux
T | professeur- -Déterminer I’effet de I’acide apprenants ;
R | éléves salicylique sur la teneur en -Prise de notes par les apprenants
@) composés biochimiques chez les
D plantes.
U -Relever I’importance des
C composés phénoliques
T
I
@]
N | 2. Vérifier les | -Biotechnologie : Ensemble de -Cours et -Pose les questions de 1’évaluation - 5
prérequis : techniques appliquées aux étres apprentissages | diagnostique. Définir 3
mobiliser les | vivants (animaux et végétaux) précédents réfléchir et répond aux questions -Biotechnologie g
ressources pour la production des biens et -vécu procéder a une évaluation diagnostique si -Agent stimulateur 3
(savoir-faire, | services guotidien nécessaire.
savoir-étre) -rémediation si necessaire.
-Agent stimulateur : substance
utilisée pour accroitre la
production.
3. déterminer | L’intérét de cette legon est de tavernier Brainstorming / échanges
I’intérét de la | prendre connaissance d’une -vécu
legon technique d’amélioration de la quotidien
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chez les plantes.

4. Formuler
le(s)
probleme(s)
scientifiques et
émettre les
hypotheses

Le bien- étre de ’homme nécessite
une bonne nutrition et une bonne
santé. Les plantes constituent la
matiere premiére dans 1’industrie
pharmaceutique.

De nombreuses plantes présentes
dans notre environnement
produisent des substances utiles
pour le traitement de nombreuses
maladies. Malheureusement leur
production naturelle par la plante
reste faible pour répondre a la
forte demande.

Probléme scientifique:
Comment améliorer la production
des substances utiles chez les
plantes ?

Hypothése:en stimulant la plante

Situation
contextualisée

-poser aux apprenants, des questions, qui les
ameénent a identifier et a formuler le probleme
scientifique

-identifient et formulent les problemes
scientifiques ainsi que des hypotheses
vérifiables

-Quel est le probléme
scientifique ?

-Quelles hypothéses
pouvons-nous formuler?
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-Dire comment
peut-on obtenir
des plants a
partir des
graines.

VI. 1 Obtention des plantes a
partir des graines
Pour optimiser la germination des
graines en condition de
laboratoire, il est important de
mimer les conditions naturelles de
germination de la graine. Les
graines de Prunus africana ont
besoin pour germer de :
-’eau
-obscurité,
-température ambiante (25°C),
-substrat (coton stérile)
Aseptisation (afin d’éliminer les
microorganismes présents a la
surface des graines.)

- Acide gibbérellique

- -ne doivent pas etre

conservées

Les graines de Prunus africana
conservées perdent leur pouvoir
germinatif
L’acide gibbérellique améliore la
germination des graines.

Documentl

Activité 1 :
-Observent les planches et répondent aux
questions.

1-Donner les conditions
favorables pour la
germination des graines?
-Pourquoi les graines sont-
elles désinfectées au
préalable ?

-Quel est le substrat

utilisé ?

2-Comparer les taux de
germination obtenus
-chez les graines
conservées et non
conservées

-chez les graines ayant
regues une application
d’acide gibbérellique
Dans quelle condition
obtient-on une meilleure
germination de Prunus
africana ?

3-Que pouvons-nous
conclure ?

aNuIWOY
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-Déterminer
I’effet de
I’acide
salicylique sur
la teneur en
COMpOosés
biochimiques

V1.2 Effet de I’acide salicylique
sur la teneur en composés
phénoliques

I’acide salicylique améliore la
teneur en composés phénoliques
chez Prunus africana

Document2

Activité 2 :
-Observent les planches et répondent aux
guestions

1- Identifier la substance
appliquée aux plantes ?

2- Comparer les teneurs en
composés biochimiques
obtenues chez les plantes
traités a 1’acide salicylique
et chez celles non traitées

3- Tirer une conclusion
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-Relever
I’importance
des composeés
phénoliques

V1.3. - Importance des composés
phénoliques

Les composés phénoliques ont des
propriétés anti oxydantes

-ils agissent contre les radicaux
libres

-sont utilisés pour la prévention et
le traitement de plusieurs maladies
(stress oxydatif, vieillissement
cellulaire, maladies
cardiovasculaires, cancer)

Ex : les écorces de Prunus
africana sont utilisées pour le
traitement de 1’hypertrophie et de
I’hyperplasie bénigne de la
prostate

-Les composés phénoliques
interviennent aussi dans la
protection des plantes contre des
agents biotiques et abiotiques

Document3

Activité 3
-Observent le document et répondent aux
questions

1- Donner I’importance
des composés
phénoliques ?
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Au vu de I’importance des composés produits par les plantes, ’amélioration de leur production est nécessaire et peut
alors étre réalisée par I'utilisation des substances stimulatrices.

1- Quelles sont les
conditions de germination
de Prunus africana ?

2- quel est I’effet de la
conservation sur la
germination des graines ?
3- quel est I’effet de
I’acide gibbérellique sur la
germination des graines ?
4- quel est I’effet de
I’acide salicylique sur la
teneur en composés
phénoliques ?

5-Quelle est I’importance
des composés
phénoliques ?

uIQT

Médiagraphie :

Programme officiel.
Livre de Sciences de la Vie et de la Terre Snd S, collection Bordas 1993.
Livre de Biologie Snd, collection Bordas 1987.
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Fig 1: De la graine a la plante.
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Figure2. Effet du temps de conservation et de I’acide gibbérellique sur la germination des graines de P. africana
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DOCUMENT 2:

Teneur en composés phénoliques
N
wv
1

61JAS

Temps

68JAS

gTo
BTl
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mT3

Teneur en composés phénoliques

N W U1 N
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FEUILLES

Figure 1. Effet de I’application de I’acide salicylique sur la teneur en composes phénoliques dans les feuilles (a gauche) et dans les tiges (a

droite) chez Prunus africana.

TIGES

TO: plantes non traitées a I’acide salicylique ; T1, T2 et T3 : plantes traitées a ’acide salicylique
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Document 3 : Importances de Prunus africana.

Importance des composés phénoliques

> Propriétés anti-oxydantes

> Agissent contre les radicaux libres

> Prévention et le traitement du stress oxydatif, maladies cardiovasculaires, cancer

> Protection de la plante contre des agents biotiques et abiotiques
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CONTENU DU COURS

CHAPITRE VI : RESULTATS DE L’ACTIVITE PHOTOSYNTHETIQUE : LA PRODUCTION
VEGETALE

Lecon : BIOTECHNOLOGIE ET AMELIORATION DE LA TENEUR EN
COMPOSES BIOCHIMIQUES DES PLANTES.

OPO : A I'issue de cette lecon, chaque éléve de la classe de S™ sera capable de :
-Dire comment peut-on obtenir des plants a partir des graines.
-Déterminer I’effet de I’acide salicylique sur la teneur en composés biochimiques chez les plantes.

Introduction

On appelle biotechnologies 1’ensemble des technigques appliquées aux étres vivants (animaux
et végétaux) pour la production des biens et services. Pour accroitre la productivité, I’Homme a
recours a plusieurs moyens parmi lesquels les substances stimulatrices.

VI. 1. Obtention des plantes a partir des graines
Pour qu’une graine arrivée a maturité germe, plusieurs conditions doivent étre reunies :

- Conditions de I’environnement favorable qui se traduit par une présence d’eau, d’oxygene, de
lumiére ou obscurité, substrat, température compatible avec la germination de la graine étudiée.

- Conditions internes favorables : la graine doit &tre arrivée a maturité et elle doit avoir conservé
son pouvoir germinatif qui est variable selon les espéces.

- Absence de dormanceset d’inhibitions tégumentaires: les téguments peuvent étre
imperméables a I’eau, imperméables a I’oxygéne ou encore résistants a la percée de la radicule. Ces
inhibitions sont levées dans les conditions artificielles par plusieurs méthodes dont les scarifications
chimiques et mécaniques.

Pour optimiser la germination des graines en condition de laboratoire, il est important de mimer
les conditions naturelles de germination. Les graines de Prunus africana ont besoin pour germer de :
-I’eau distillée
-obscurité,

-température ambiante (25°C),

-substrat (coton stérile)

-aseptisation (afin d’éliminer les microorganismes présents a la surface des graines.)
Les graines de Prunus africana conservées perdent leur pouvoir germinatif

L acide gibbérellique améliore la germination des graines.

VI1.2. Effet de I’acide salicylique sur la teneur en composés phénoliques

L’acide salicylique améliore la teneur en composés phénoliques chez Prunus africana

49



V1.3. Importance des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont des propriétés anti oxydantes
-ils agissent contre les radicaux libres

-sont utilisés pour la prévention et le traitement de plusieurs maladies (stress oxydatif, vieillissement

cellulaire, maladies cardiovasculaires, cancer

EX : les écorces de Prunus africana sont utilisées pour le traitement de I’hypertrophie et de
I’hyperplasie bénigne de la prostate

Les composés phénoliques interviennent aussi dans la protection contre des agents biotiques et
abiotiques

Conclusion

Au vu de I’importance des composés produits par les plantes, I’amélioration de leur

production est nécessaire et peut alors étre réalisée par 1’utilisation des substances stimulatrices.
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CHAPITRE IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
CONCLUSION

Au terme de cette étude dont I’objectif était d’évaluer 1’effet de 1’acide gibbérellique
sur la croissance et de 1’acide salicylique sur la teneur en composés phénoliques en vue
d’améliorer la productivité de P.africana, il en ressort que:

-le taux de germination de P. africana baisse avec la conservation;

-les doses 10 uM, 100 uM et 50 uM d’acide gibbérellique stimulent respectivement le taux de
germination des graines a 76, 70 et 63%.

-la dose de 10 uM d’acide gibbérellique a favorisé une meilleure croissance des plants de P.
africana.

-I’application foliaire de la dose de 2 mM d’acide salicylique & améliorer la teneur en
polyphénols totaux dans les feuilles et tiges.

-Les concentrations testées n’ont pas amélioré la teneur en flavonoides chez P. africana.

PERSPECTIVES

Cette étude a permis d’améliorer la teneur en composés phénoliques chez P. africana.
Pour des études futures, il serait judicieux de:
- Faire des analyses quantitative et qualitative en utilisant la méthode HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) ;
-Evaluer I’efficacité d’autres composés tels que ’acide jasmonique, BTH et chitosan sur la

production des composes phénoliques chez P africana.
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ANNEXES

Annexe2. Tube d’eppendorf contenant les extraits phénoliques
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Annexe 3. Tubes contenant les composés non flavonoides

Annexe 4. Graines de Prunus africana mises a germer a I’obscurité.

59



Tableau 6 : Principaux pays importateurs et exportateurs du Prunus (1995 - 2004)

Quantité Pays Quantité

Pays importateur | (tonne) % exportateurs (tonne) Yo

France 7585 61,17 Cameroun 4729 | 38,14
Espagne 3680,5 29,68 Kenya 3176,6 | 25,62
Madagascar 4549 3.67 R.D. Congo 16842 | 13,58
Belgique 160,5 1,29 Madagascar 1278,7 | 10,31
Inde 157.9 1,27 Guinée Equatorial 12546 | 10,12
Singapour 150 1,21 Burundi 120 | 0,97
Royaume Unie 100,1 0,81 Rép. Congo 80| 0,65
USA 71,5 0,58 Tanzanie 60,6 | 0,49
Chine 17.3 0,14 Espagne 87| 0,07
Autres pays 21,5 0,17 Autres pays 6.8 | 0,05
Total 12399.2 | 100,00 Total 12399.2 100

Source : Traffic Europe (2006)

Annexe 5. Principaux pays importateurs et exportateurs de P.africana (1995-2004)
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