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Résumé

Ce travail de these s'inscrit dans un projet régional, initié par le Parc du Lubéron et en collaboration avec le
Laboratoire de Pharmacognosie et d'Ethnopharmacologie de I’Université de Marseille. 11 avait pour objectif d'étudier
la possibilité de domestiquer une plante sauvage, Inula montana L. (Asteraceae) connue dans la pharmacopée
provencale pour ses effets anti traumatiques semblables a ceux d'Arnica montana L. et de la proposer comme
nouvelle production agricole. Inula montana produit notamment des lactones sesquiterpenes, identifiées comme les
métabolites secondaires responsables de ses aptitudes biologiques anti inflammatoires. Il s’est agit dans cette étude
1) de déterminer les caractéristiques de croissance et de développement de la plante sauvage largement inconnue et
d’identifier en conditions naturelles les facteurs les plus favorables a la production de métabolites secondaires, 2)
d’étudier sa capacité a se multiplier végétativement in vitro et a former des cultures cellulaires aptes a synthétiser les
molécules d’intérét 3), de proposer un itinéraire technique applicable agronomiquement et 4) de tester les effets de
divers facteurs environnementaux (fertilisation, apport de NaCl, modification du rythme circadien de 1’éclairement,
rayonnement UVB, ablation de feuilles, application de méthyl jasmonate ) sur la production qualitative et
quantitative des lactones sesquiterpenes et des composés phénoliques. Les traits phénologiques de la plante sauvage
sont impactés par 1’altitude qui induit un retard dans la croissance végétative et la phase reproductrice ainsi que des
modifications physiologiques et morphologiques. Les teneurs en métabolites secondaires (certaines lactones
sesquiterpenes, les polyphénols totaux et flavonoides) varient en fonction de la saison et sont plus importantes dans
le site qui présente les conditions climatiques les plus contraignantes du point de vue hydrique (sol drainant,
température plus élevée et présence d’une période séche en été). L’observation microscopique a indiqué la présence
de deux types de trichomes : glandulaires (bisériés) et non glandulaires (des poils) qui sont potentiellement les
structures porteuses des molécules d’intérét. I. montana est apte a former des cals in vitro a partir d’explants
racinaires, foliaires et caulinaires sur lesquels des pousses feuillées se forment. La domestication d’Inula a été réussie
a partir de semences issues des plantes sauvages et en conditions agronomiques, les teneurs en lactones
sesquiterpenes (costunolide, artémorine, eldarine et hydrocostunolide) et en composés phénoliques sont
généralement plus élevées que chez les plantes sauvages. Les différentes contraintes appliquées pour tester les effets
des facteurs environnementaux sur la production des métabolites ont montré : 1) qu’il ne peut pas étre établi de
corrélation entre la présence d’un stress oxydatif et une augmentation des teneurs en métabolites chez Inula 2) que
I’accumulation des lactones et composés phénoliques semblent principalement favorisée lorsque la plante dispose
d’un surplus de squelettes carbonés, non utilisés pour la croissance 3) enfin, les deux conditions les plus favorables a
I’accumulation des métabolites chez Inula, sont : dans les feuilles, une alternance rapide de lumiére et d’obscurité
durant la photopériode et dans les capitules, 1’application de méthyl jasmonate. Ce travail augure de bonnes
perspectives en termes de valorisation d’Inula dans le secteur pharmaco-cosmétologique. Il reste a poursuivre la
description du profil phytochimique de la plante et a localiser précisément les organes et/ou sous structures
anatomiques concentrant les composés considérés. Ayant démontré que cette plante présente une bonne réponse a la
domestication, il est également proposé de poursuivre 1’étude des leviers environnementaux susceptibles d’influencer

positivement et significativement le profil chimique d’Inula.
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Introduction générale

Ce travail de these s'inscrit dans un projet régional initiative par le Parc du Lubéron et en
collaboration avec le laboratoire de pharmacognosie et d'Ethnopharmacologie de la Faculté de
pharmacie de I’Université de Marseille. Ce projet avait pour objectif d'étudier la possibilité de
domestiquer une plante sauvage «lInula montana » et de la proposer comme nouvelle
production agricole.

I. montana ou « Arnica de Provenge » est connue dans la pharmacopée provencale pour
ses effets antitraumatiques semblables a celle d’Arnica montana. Elle produit notamment des
lactones sesquiterpenes identifiées comme les métabolites secondaires responsables de ses
aptitudes biologiques antitraumatiques et antiinflamatoires.

Les objectifs de ce travail ont été :
d’étudier les caractéristiques de croissance et de développement d’l. montana pendant les
phases végétatives et reproductrices en conditions naturelles, ainsi que les conditions de
production de métabolites secondaires ;
de domestiquer Inula montana et de proposer un itinéraire technique ;
d’étudier la capacité de cette plante a se multiplier in vitro ;
de tester les effets de divers facteurs environnementaux (alimentation en eau, éclairement
visible et UV, stress mécanique, ... ect) sur la production de métabolites secondaires.

Toutes les analyses des teneurs en composés secondaires, lactones sesquiterpenes et
composés phénoliques ont été réalisées par le Laboratoire de pharmacognosie et

d'’Ethnopharmacologie de I’Université de Marseille.

Le manuscrit compose :

une synthese bibliographique (chapitre I) ;
un chapitre matériels et méthodes (chapitre II) ;

les chapitres des résultats présentés sous forme de publications :

. Inula montana : étude phénologique et biologique (chapitre III).

Ecophysiological and phytochemical characterization of wild populations of Inula montana L.

(Asteraceae) in southeastern France (chapitre IV).

. Multiplication d’I. montana en culture in vitro (chapitre V).

Effet de facteurs environnementaux sur la production des métabolites secondaires chez I.

montana (chapitre VI).
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Chapitre I Synthese bibliographique

1. Asteraceae et genre Inula
Inula, de la famille Compositae (Asteraceae), est le plus grand genre dans la tribu
Inuleae qui regroupe environ une centaine d’especes. Ce genre est présent principalement en
Afrique, en Asie et dans la région Méditerranéenne de I’Europe (Kaur and Chahal, 2014).
Plusieurs Inula spp ont été largement utilisées dans la médicine traditionnelle partout dans le
monde, du fait des diverses activités biologiques qui leur sont attribuées telles que : anti-
cancer, antibactérienne, hépato protectrice, cytotoxique, et anti-inflammatoire (Zhao et al.,

2000).

L’utilisation comme plante médicinale est particuliecrement décrite en Asie, de la Chine
au Pakistan, et concerne les especes : Inula racemosa Hook.f, Inula britannica L, Inula
helenium L, et Inula japonica. Toutes ces plantes ont ét€ utilis€es dans des préparations
commerciales en phytothérapie, ou comme complément des traitements médicaux. Le genre
Inula est également retrouvé et officiellement représenté dans divers pharmacopées

européennes (Stojakowska et al, 2006 ; Trendafilova et al., 2010; Ghedira et al., 2011).

1. Distribution géographique et taxonomie
1.1. Asteraceae et genre Inula

Asteraceae, du taxon dicotylédone, est la deuxieme plus grande famille de plantes a fleurs
avec environ 11000 genres et 23000 especes, (Bremer et al., 1994 ; Funk et al., 2005).

Le genre Inula L., placé sous la sous-famille Asteroideae, tribu Inuleae, a été signalé pour
la premiere fois par Linnaeus en 1753, lequel a identifié et décrit treize especes sous ce genre
(Linnaeus, 1753). Actuellement Inuleae, en tant que tribu, comprend environ 60 genres et
600 especes (Beentje, 2000). Les trois principaux genres de cette tribu sont Inula (environ
100 especes), Pulicaria (environ 85 especes) et Blumea (environ 100 especes). Ils sont tous
largement représentés dans les régions tempérées et froides de I’ Asie, 1’ Australie, I’Europe, et
I’ Afrique (Willis and Shaw, 1973; Anderberg, 1991).

En ce qui concerne les aspects botaniques, le genre Inula comprend des herbes vivaces
ou non, annuelles ou bisannuelles et des arbustes ou des sous-arbrisseaux. Ces derniers ont
des tailles tres variables, allant de quelques centimétres de hauteur jusqu’a trois meétres pour

certaines plantes vivaces (Seca et al., 2014).
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Chapitre I Synthese bibliographique

Leurs tiges sont bien développées, souvent ramifiées, rarement simples. Les feuilles sont
herbacées, membraneuses, alternées, simples et généralement sessiles. Les plantes sont
caractérisées par des capitules terminaux solitaires, hétérogames, discoidales. Le réceptacle
est poilu et lisse. Les plantes portent des bractées en plusieurs séries (3 -7). Les ligules des
radiées ont 3 dents. De plus, les fleurs du centre sont soit hermaphrodites (fleurons tubulés a
5 dents), soit femelles, alors que les fleurs de la périphérie (des fleurons ligulées) sont soit
des fleurs males, soit des fleurons stériles (2-3 dents) (Figure 1). Le fruit est un akéne avec
un sommet nu ou couronné par une aigrette de poils (pappus) qui représente le calice
accrescent (Abid and Qaiser, 2003; Seca et al., 2014).

La morphologie diversifiée des cypseles (des akeénes) a souvent conduit les botanistes a
décrire de nouvelles especes et méme de nouveaux genres. Le genre Inula est ainsi divisé en
deux groupes distincts, le groupe (A) qui présente des caracteres relativement primitives, tels
que la présence de cypseles plus grandes et de pappus, et le groupe (B) chez lequel

concernées des especes ont des cypseles moins grandes et moins de pappus (Dawar, 1998).

Figure 2.1-1: Structure du capitule du genre /nula. (Br) bractées, (R€) réceptacle pileux, (Lig) fleurons
périphériques males ligulés, (Tub) fleurons du centre hermaphrodites tubulés, (Ov) Ovaire, (Pa) Pappus.
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Chapitre I Synthese bibliographique

1.2. Inula montana
1.2.1. Ecologie et distribution géographique

I. montana 1, est une plante polymorphe, rhizomateuse, et herbacée vivace
« hemicryptophyte », qui se trouve dans la région méditerranéenne de I’Europe occidentale a
I’ouest et au centre de la France; a 1’est de 1’Italie; au sud du Portugal et au nord, au centre et
a D’est de I’Espagne (Gonzalez Romero et al., 2001). Elle est distribuée aussi au nord de
I’ Afrique en Algérie, Tunisie et au Maroc (Quézel and Santa, 1963).

En France, cette plante est bien distribuée sur les terrains calcaires de la moitié¢ sud du
territoire : Languedoc- Roussillon, Provence-Alpes-Cote-D’azur, Aquitaine ainsi que dans les
Alpes et les Pyrénées et remonte vers le nord jusque dans le centre le Berry, le Lyonnais et la
Bourgogne. La limite nord de son aire de distribution et en Bourgogne et en Haute-Sadne
(Figure 2) (Barde et al., 2008).

Dans le Parc régional du Luberon, la trés grande majorité des populations d’ 1. montana
est localisée dans les zones garrigues de chéne vert (Quercus ilex) et de chénes rouvres
(Quercus faginea) autour de Lagarde d'Apt (au nord-est) jusqu’au Col du Murs (au sud-ouest)
dans les massifs du Vaucluse, avec une présence légere dans les massifs du Petit Luberon au
sud du Parc surtout dans les zones ouvertes et bien ensoleillées de la forét de cedre de
Bonnieux.

1. montana peut €tre trouvée sur les sols calcaires secs et arides dans des zones a climat
méditerranéen correspondant a un ambrotype sec a subhumide de 700 a 1300 m (Tutin,

1972 ; Francoise and Magali, 1998; Gonzdlez-Romero et al., 2000).
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Chapitre I Synthese bibliographique

I:I Présence

I:I Précence confirmée

Figure 2.1-2 : carte de la distribution naturelle d’l. montana L. en France. Source : Tela botanica
http://www.tela-botanica.org.

1.2.2. Caractéristiques morphologiques

1. montana est une plante vivace, a tige souterraine (rhizomateuse) plus ou moins
ligneuse, dont les ramifications portent a leur sommet les débris des vieilles gaines
desséchées et noiratres, provenant des feuilles basilaires de la saison précédente (Figure
3, A). Elle est remarquable par sa forme de rosette avec une tige florale dressée, simple,
blanchatre et laineuse d’une taille de 10 a 35 cm (Figure 3, B). Elle porte des feuilles
espacées, obtuses, entieres ou a peine denticulées sur les bords, couvertes en-dessous de
longs poils soyeux et, en-dessus, de poils plus courts. Les feuilles inferieures sont

atténuées en pétioles entre S a 12 cm de longueur et entre 1 a 1.5 cm de largeur. Les
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feuilles moyennes sont plus étroites et n’embrassent pas la tige par leur base (Figure 3,
(). La tige florale se termine par un seul capitule du 3 a 5 cm de diametre. On trouve,
moins souvent, un ou deux autres capitules a I’extrémité des rameaux supérieurs. Les
capitules de fleurs jaunes dont les fleurs ligulés sont étroites, bien plus longues que
l'involucre et étalées-rayonnantes, se montrent en juin et juillet (Figure 3, B).
L’involucre est composé de bractées tres inégales, les extérieures €tant plus grandes et
blanches-laineuses (6-7 x 1- 1.2 mm), les intérieures presque membraneuses, jaunatres et

couvertes de poils courts (Figure 3, D). Les akénes sont velus, d’une taille de 2 a 3 mm.

Figure 2.1-3: Caractéristiques morphologiques d’l. montana. A- la tige souterraine (le rhizome)
montre des feuilles vieilles desséchées ; B- 1a rosette ; C- les feuilles soyeuses lancéolées et
denticulées ; D- le développement du capitule avec I’involucre des bractées.
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1. Variabilité phénotypique

La plasticité phénotypique est une propriété fondamentale des especes végétales (Miner et
al., 2005 ; Valladares et al., 2007). Les caractéristiques morphologiques des plantes sont
affectées a la fois par des facteurs abiotiques tels que la lumiere, la température, la
disponibilité de I'eau et des nutriments ainsi que par des facteurs biotiques, y compris le role
des compétiteurs, des prédateurs et des pollinisateurs (Stachurska-Swakon and Kuz, 2011).
Dans I'habitat naturel, les caracteres morphologiques ne sont donc pas seulement influencés
par les facteurs génétiques de l'espece, mais aussi par les facteurs environnementaux. Cette
variation intra-spécifique est généralement considérée comme un mécanisme principal
d'adaptation a différents environnements (Mal and Lovett-Doust, 2005). Des études sur les
variations morphologiques des especes végétales en fonction des différences d'habitat sont
d’ailleurs utilisées pour comprendre les mécanismes et les facteurs qui influent 1'adaptation

des plantes et leur évolution (Yang, 1991).

La famille Asteraceae est un taxon extrémement naturel, avec son theme floral unique et
ses caractéristiques micro-morphologiques. Weber et Schmid (1998) ont étudié Ia
différenciation latitudinale de la population dans deux especes de Solidago (Asteraceae) dans
I'environnement européen. Ils ont signalé que les especes different significativement dans
tous les caracteres mesurés « la hauteur et diametre de la tige, la taille des feuilles et des
inflorescences ». Ces variations ont été trouvées a la fois entre et intra-populations. Les
résultats indiquent une base génétique pour les variations phénotypiques entre les populations
des deux especes que l'auteur interprete comme étant le résultat de processus adaptatifs qui
peuvent étre des facteurs fondamentaux qui favorisent leur établissement et leur propagation

(Weber and Schmid, 1998).

Walck et al, (1999) ont comparé la croissance de Solidago shortii avec S. altissima
(Asteraceae) pendant toute une saison dans une serre a température ambiante. Les auteurs
caractérisent S. altissima comme un meilleur compétiteur que S. shortii, en raison de sa
grande taille et donc de sa plus grand interception de la lumiére et d’une production
photosynthétique plus importante. Cependant, les plantes de S. Shortii, qui sont caractérisées
par une petite surface foliaire, ont un plus grand pourcentage d’allocation aux racines. Les

auteurs ont conclu que les traits morphologiques de S. shortii lui permettent de tolérer des
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habitats plus secs. Tandis que dans les habitats humides, S. shortii serait facilement

surmontée et ombragée par S. altissima. (Walck et al., 1999).

Yanuwiadi et al. (2015) ont étudié la variabilité phénotypique de trois especes de la
famille Asteraceae « Pluchea indica, Ageratum conyzoides, et Elephantopus scaber » dans
trois sites d’altitude différentes en Indonésie. Les résultats montrent qu'il existe des
corrélations entre l'altitude et les facteurs environnementaux (climat et sol) et les
caractéristiques morphologiques, en particulier la hauteur des tiges et la largeur des feuilles
des trois especes d'Asteraceae €tudi¢es. L’espece qui pousse a l'altitude intermédiaire a les
plus hautes tiges, tandis que les especes a basse altitude ont de plus largee feuilles

(Yanuwiadi et al., 2015).

Leiss et Muller-Scharer (2001) ont étudié 1'adaptation de Senecio vulgaris (Asteraceae)
aux habitats rudéraux et agricoles et ont observé que les caracteres végétatifs et
reproducteurs, different significativement d'un habitat a l'autre et aprés enrichissement en
composés nutritifs. Les caracteres touchés comprennent la surface foliaire, le nombre de
capitules et la biomasse reproductrice. Les plantes des habitats agricoles ont été décrites
comme ayant une plus grande surface foliaire par rapport a l'habitat rudéral, celle-ci étant

encore augmentée avec l'addition d’éléments nutritifs (Leiss and Miiller-Schdrer, 2001).

Chaves et al. (2010) ont étudié quatre populations sauvages de Baccharis crispa
(Asteraceae) en Argentine et signalé une variabilité phénotypique significative parmi les
populations. Ils supposent que les différences pourraient étre liées aux variables des
parametres du sol des habitats de ces populations. Les caracteres qui different de maniere
significative entre les populations sont la taille, le diametre des entre-nceuds, et le nombre

d'akenes par capitule (Chaves et al., 2010).

La variabilit¢ des traits le long du gradient environnemental est particulicrement
intéressante chez les plantes dont les populations sont isolées. Dans le cas d'especes rares ou
protégées, la connaissance de leur réponse phénotypique peut fournir des informations
biologiques utiles pour les stratégies de conservation et de gestion (Kostrakiewicz and others,

2009).

Inula .sp comme les autres especes peut croitre dans différents habitats, ses

caractéristiques morphologiques et physiologiques dépendant des facteurs environnementaux
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ou elles se trouvent. Les Inules sont capables d'exprimer leur potentiel de survie sous des

différents facteurs biotiques/et abiotiques, indiquant une grande variabilité phénotypique.

IL. Place des plantes médicinales dans la vie moderne

L’utilisation des plantes comme source d'agents thérapeutiques se fait selon quatre axes
principaux : i- isolement des composés bioactifs et utilisation directe comme médicaments
tels que la digitoxine, la morphine, et le taxol, ii- production de composés naturelles
structurés de composés bioactifs, ou production de composées semi-synthétiques caractérisés
par une activité plus élevée et/ou une toxicité plus faible comme la metformine, la nabilone
(cesamet) et le taxotere, iii- utilisation comme outils pharmacologiques tels que ’acide
lysergique, la mescaline, et le dithylamide, iv- utilisation de la plante entiere ou d’une partie
de plante comme médicament tels que par exemple le cranberry, I’échinacés, la grande
camomille, I’ail, le ginkgo biloba, le millepertuis perforé et le saw palmetto (Rout et al.,
2009).

Les plantes ont fourni durant des siecles et contiennent a fournir la majeure partie des
molécules utilisées en thérapeutique. Actuellement 100000 molécules différentes sont
connues et 4000 nouvelles molécules sont découvertes chaque année. Ces composés sont a
I’origine de 75% des médicaments. Cragg et al 1997, indiquent que la plupart des
antibiotiques et antitumouraux, sont des produits naturels, directement issus des plantes.
(Cragg et al, 1997).

En parallele, la phytothérapie, délaiss€ée quelque temps suscite un intérét nouveau qui
s'inscrit dans le cadre de l'engouement plus général des consommateurs pour les produits
naturels et dans le courant écologique des vingt dernicres années.

De plus en plus de personnes ont recours aux médecines dites complémentaires ou
alternatives et tout particulierement a la phytothérapie. Le plus souvent, une automédication
par la consultation de sites internet est a 1’origine de la consommation. L’acces aux conseils
de professionnels spécialisés et sensibilisés a la phytothérapie, médecins, pharmaciens,
contribue également, de plus en plus fréquemment, a ’utilisation de plantes médicinales en
association avec des traitements allopathiques. Méme s’il est difficile de quantifier ce
phénomeéne de société, quelques études récentes confirment 1’engouement d’une approche de
prévention et de soin par les plantes.

A titre d’exemple, une étude menée en Ecosse auprés de patients consultant les services

d’otorhinolaryngologie montre que 35% des 1789 patients ayant répondu a 1’enquéte ont eu
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recours a des pratiques complémentaires au cours des 12 derniers mois. La phytothérapie
arrive en premiere place devant les massages, I’acupuncture et I’aromathérapie (Shakeel et
al., 2010). De méme, une autre enquéte récente en provenance des Etats-Unis montre que
30% des étudiants participant a ’enquéte (305 personnes) ont consommé, en automédication
dans 60% des cas, des plantes, principalement, pour des troubles émotionnels. Treize pour
cent d’entre eux utilisaient, de plus, de facon concomitante des médicaments allopathiques
(McCrea and Pritchard, 2011).

Par ailleurs, les rapports de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) indiquent
qu’environ 80% de la population mondiale comptent encore sur les médicaments botaniques
(Sakarkar and Deshmukh, 2011; Seca et al., 2014). Dans les pays en développement, la
plupart des populations dépendent de la médecine traditionnelle pour leurs besoins primaires
en soins de santé.

III. Utilisation ethno-pharmacologique du genre Inula

Bien qu'il y ait environ 100 especes du genre Inula distribuées principalement en Asie de
I'Est, la plupart d'entre elles croissent dans les régions alpines et subalpines de I'Himalaya
occidental. En raison de la présence de ces especes dans des zones inaccessibles, seules
quelques especes ont été caractérisées chimiquement. Les especes étudiées indiquent
clairement que ce genre est une grande source potentielle d'une variété de composés
chimiques, tels que les lactones sesquiterpenes, les acides sesquiterpenes, les triterpenes, les
stérols, les alantolactones, les isoalantolactones, et les flavonoides. Grace a la présence de ces
composés, les plantes du genre Inula agissent contre différentes maladies comme 1'hépatite,

l'allergie, les tumeurs, les ulceres, la tuberculose, la toux, les rhumes, le diabete etc.

Dans la pharmacopée chinoise, trois préparations médicinales traditionnelles sont a base

d’Inula : (I. britannica/l. japonica), (I. japonica/l. linariifolia), et (I. helenium/I. racemosa)

(Seca et al., 2014).

Inula royleana DC est une plante médicinale vivace, originaire de 1'Himalaya occidental
ou elle est appelée « Gugle Phool » ou « Elecampane ». Elle n’est pas trés connue car elle se
trouve dans des zones difficiles d’acces a une altitude de 2800 a 3400 m (Stojakowska and
Malarz, 2004; Khuroo et al., 2007). Les composés lactones sesquiterpeéniques trouvés dans
les racines de cette plante ont des activités biologiques diverses tells qu’insecticide (Ulubelen

et al., 2001; Kaur and Chahal, 2014), antimicrobienne (Yang et al., 2001), anti-
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inflammatoire (Dirsch et al., 2000) et antiproliférative contre différentes cellules cancéreuses
(Konishi et al., 2002). Dans la région du Cachemire, la tige d’l. royleana est utilisée pour
traiter la dermatite (Kaul, 1997; Amin et al., 2013) et ses fleurs seéches bouillies dans 1'eau
une demi-heure en présence de quelques gouttes d'huile, sont utilisées pour traiter les plaies
de la gorge et les plaies et l'inflammation des sabots (Khuroo et al., 2007). Au Pakistan, la
plante entiere est utilisée pour guérir les problémes intestinaux (Khan and Khatoon, 2008).
Les composés alcaloides trouvés dans des racines d’l. royleana sont utilisées contre

I'hypertension (Hagq et al., 2011).

Inula racemosa Hook. F est une herbe de I’Himalaya (Wani et al., 2006). Elle est
présente a partir des altitudes tempérées a alpines du Cachemire (Shabir et al., 2010), en tant
qu’expectorant et bronchodilateur. Elle est capable aussi de traiter la tuberculose et
topiquement les maladies de la peau (Shishodia et al., 2008). Dans la région indienne, I.
racemosa est tres utilisée dans la médicine traditionnelle sous forme de poudre de racine
comme traitement de l'asthme (Vadnere et al., 2009) du cholestérol de la circulation
sanguine, de 1'angine et de la dyspnée (Mahmood et al., 2010). Elle est également utilisée
pour la prise en charge du diabete et de I'hypocholestérolémie (Krishnaraju et al., 2005).
D'autre part, dans la médecine traditionnelle chinoise, I. racemosa a été utilisée depuis
longtemps pour réguler la fonction de l'estomac, soulager la douleur et en tant qu'agent
antimicrobien (Xu and Shi, 2011). Elle est également recommandée comme plante

aphrodisiaque (Goetz, 2006).

L’espece la plus utilisée dans la médicine traditionnelle parmi Inula sp, est Inula
helenium, « Elecampane ». Elle est déja citée dans la Bible comme ayant soigné le Prophete
Job d'une plaie chronique. Hippocrate 1'a décrite comme un bon et efficace remede contre les
éruptions cutanées chroniques et les démangeaisons (Al-Gammal, 1998). Les racines
d’Lhelenium ont été utilisées en médicine traditionnelle contre plusieurs maladies, comme
I’asthme, la toux, la bronchite, les troubles pulmonaires, la tuberculose, l’indigestion,

I’entérogastrite chronique, et les maladies infectieuses (Grimaud, 2009; Huo et al., 2010).

La plupart des références recommandent 1’utilisation des racines d’l helenium.
Certaines études précisent l'utilisation des parties aériennes comme par exemple l'huile

essentielle pour traiter les maladies respiratoires et digestives en ethnomédecine hongroise
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(Babulka, 2011). 11 est aussi indiqué que les racines et les fleurs ont été utilisées ensembles

pour traiter I’emphyseéme, la bronchite, et I’asthme bronchique (Ram et al., 2011).

Dans les montagnes de Prokletije (Monténégro), les racines d’l. helenium sont
également utilisées dans le bain pour traiter le psoriasis (Menkovié¢ et al., 2011). En Bosnie-
Herzégovine, ou l'espece est une plante sauvage, le thé fait a partir de ses racines est utilisé
pour réguler les menstruations (Sari¢-Kundalié et al., 2010). Les racines et les rhizomes d’1.
helenium ont été utilisés dans la médecine traditionnelle azerbaidjanaise pour traiter les
maladies pédiatriques, telles que les maladies gastro-intestinales, gastriques et de l'intestin

gréle, le rhume et la bronchite et comme agents antitussifs (Ibadullayeva et al., 2010).

Dans la région Méditerranéenne, Inula viscosa (Dittrichia viscosa), a été utilisée en
médicine traditionnelle depuis longtemps grace a ses caractéristiques anti-inflammatoires,
antipyrétiques, antiseptiques, antiphlogistiques, balsamiques, anti-gale et pour traiter les
troubles gastroduodénaux (Lauro et Rolih, 1990; Fontana et al., 2007; Askin Celik et
Aslantiirk, 2010).

Les Arabes, en Palestine, ont considéré 1. viscosa comme l'une des plantes médicinales
les plus importantes pour traiter 40 maladies différentes (Palevits et Yaniv, 2000). Dans la
médecine traditionnelle gréco-arabe, les racines d’l. viscosa (Tayon), ont été aussi utilisées
contre la toux et le catarrhe, en tant qu'agent antiseptique et expectorant (Saad et Said, 2011).
Elle est aussi utilisée en médicine traditionnelle marocaine comme anthelminthique,
diurétique, antianémique et comme cataplasme pour la douleur rhumatismale, la tuberculose
et pour le traitement de la bronchite et de I'hypertension (Tahraoui et al., 2007). En Jordanie,
la médecine traditionnelle décrit plusieurs usages d’I. viscosa comme le traitement du cancer,
comme relaxant musculaire, expectorant, diurétique et aussi pour traiter la bronchite, la
tuberculose, 1'anémie et comme cataplasme pour la douleur rhumatismale (Afifi-Yazar et al.,
2011). Dans certaines zones de Calabre (Italie du sud), la décoction des racines d’I. viscosa a
été rapportée dans le traitement des irritations cutanées d'origine allergique. Spécifiquement,
les parties aériennes ont été utilisées pour arréter les coupures hémorragiques (Passalacqua et

al., 2007).

Inula britannica est une plante sauvage qui se trouve en Europe, en Amérique du Nord

et en Asie de 1'Est, y compris la Chine et la Corée. Elle est appelée parfois « British
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yellowhead » ou « Prairie fleabane », et est utilisée en médicine traditionnelle chinoise pour
traiter plusieurs maladies, notamment l'asthme, la bronchite chronique et la pleurésie aigué.
En combinaison avec d'autres plantes, elle est un remede contre les nausées, le hoquet et
l'expectoration excessive (Khan et al., 2012). Les fleurs d’l britannica et 1. japonica ont été
utilisées pour traiter les troubles digestifs, la bronchite et I'inflammation, les infections
bactériennes et virales y compris 1'hépatite, ainsi que certaines tumeurs (Liu et al., 2004;

Zhao et al., 2006).

. muntana est une plante bien distribuée dans la région méditerranéenne. A notre
connaissance, cette plante n'est pas utilisée dans la médecine traditionnelle largement dans le
monde. Il a également été décrit une activité antiparasitaire, en particulier due a la présence
de lactones sesquiterpeniques. Dans un test biologique préliminaire, I'extrait chloroforme de
la partie aérienne d’l. montana a montré une activité contre Leishmania infante (Martin et al.,
1998). En France elle est appelée « le faux » Arnica de Provence ou « Inule des montagnes »
et est utilisée traditionnellement a la place d’Arnica montana L (Reynaud and Lussignol,

1999).

IV. Métabolites secondaires bioactifs isolés de genre Inula
Chez Inula, pres de 120 composés chimiques ont été identifiés, parmi lesquels des

sesquiterpenes, des diterpenes, des flavonoides et un glycolipide (Seca et al., 2015). Connus
pour avoir des activités biologiques importantes, les sesquiterpenes cycliques se sont avérés
étre les constituants prédominants (Zhao et al., 2006). Parmi eux, des sesquiterpénoides de
type eudesmane ont été mis en évidence pour leurs activités biologiques et leur occurrence
naturelle dans les especes d’Inula (Wu et al., 2006). L’ensemble des métabolites secondaires

isolés chez le genre Inula, présent en annexe 1.

1. Lactones sesquiterpenes
Les lactones sesquiterpenes sont un grand groupe de métabolites secondaires naturels qui
ont été identifiés chez plusieurs plantes, presque exclusivement issues de la famille des
Asteraceae. La plupart des références ont indiqué que les lactones sesquiterpenes de type
eudesmanoloides sont le principal groupe de métabolites secondaires trouvés dans le genre

Inula spp. L’activité pharmacologique du genre Inula peut étre expliquée par la large gamme
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des propriétés biologiques de ces sesquiterpenes (Ghantous et al., 2010; Kreuger et al.,
2012)
2. Flavonoides
Les flavonoides sont des composés importants qui présentent des propriétés
biologiques intéressantes (Verma and Pratap, 2010), telles que les activités
anticancéreuses (Cdrdenas et al., 2006), anti-inflammatoires (Beyer and Melzig, 2003) et
antioxydantes (Vaya et al., 2003). Les plupart des flavonoides isolés d’l. viscosa ont des
propriétés anti-tumorales, antibactériennes et anti-inflammatoires. Ces activités sont en
accord avec la large utilisation de cette plante dans plusieurs systtmes de médecine
traditionnelle (Herndndez et al., 2007; Zhang et al., 2010; Talib et al., 2012).
3. Autres composés isolés du genre Inula
En plus de toutes les classes de composés mentionnés ci-dessus, plusieurs autres
métabolites secondaires ont ét€ isolés a partir d'Inula spp. Par exemple, l'activité anti-
oxydante d’l. cappa est supposée €tre due a sa teneur en acide chlorogénique (Geng et al.,
2007). Ce composé a été isolé également a partir d'autres especes d'Inula, telles que I
viscosa (Danino et al., 2009), 1. ensifolia (Stojakowska et al., 2010) et 1. helenium (Jaiswal
et al., 2011). Plusieurs de ces composés phénoliques, avec un ou plusieurs groupements
caffeoyle, ont été isolés a partir des especes mentionnées ci-dessus et d'autres Inula (Seca et
al., 2015).
4. Meétabolites secondaires isolés d’I. montana
L’utilisation d’l. montana dans la médicine traditionnelle comme antioxydant, anti-
protozoocide, et pour traiter les hématomes, a été décrit dans la littérature (Martin et al.,
1998 ; Amir and Lieutaghi, 1998). Par contre, sa composition phytochimique a été rarement
étudiée. Seulement six lactones sesquiterpéniques et quatre aglycones flavonoides ont été
décrits chez I. montana (Reynaud and Lussignol, 1999 ; Gonzalez Romero et al., 2001).
Une étude phytochimique récente, en 2017, sur I'extrait a 1'éthanol de feuilles et de fleurs d'I.
montana L. a conduit a l'isolement d'un nouvel acide sesquiterpénique I’Eldarine et des
quatre nouveaux dérivés de l'inositol. Dans cette méme étude, onze composés ont été décrits
pour la premiere fois chez I montana tels que le Nébétine (une flavonoide), et la 1B-
Hydroxyarbusculine A, I’ Artemorine, la Costunolide, et le 9B-Hydroxycostunolide comme

composés sesquiterpenes (Garayevy et al., 2017).
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IV. Toxicité du genre Inula

La toxicité potentielle du genre Inula n'a pas été bien traitée, mais certaines études
indiquent plusieurs effets toxiques qui ne peuvent étre négligés (Seca et al, 2015).
L'utilisation externe d’I. helenium est associée a un risque de dermatite de contact et aussi a
des réactions immunologiques plus répandues telles que des éruptions érythémateuses de
type multiforme (Paulsen, 2002). La présence des lactones sesquiterpénoides, telles que
lI'alantolactone (2), et l'isoalantolactone (3) (Figure 4) est considérée comme responsable de
la dermatite allergique de contact (Nelly et al., 2008).

Cependant la toxicité des lactones sesquiterpénoides, qui sont la classe la plus
représentative de composés identifiés sur Inula spp, n'a jamais été completement évaluée.
Une récente étude a porté sur ce sujet et a conclu qu'avec l'augmentation de 1'utilisation
médicale de ces composés, d’autres études sur le potentiel toxique sont nécessaires, en
particulier celles qui mettent 1'accent sur les déterminants structurels de la génotoxicité et de
I'embryotoxicité. (Amorim et al., 2013).

V. Effet des facteurs environnementaux sur la biosynthese des métabolites secondaires

1. Les métabolites secondaires

Un métabolite secondaire est une substance présente chez un organisme qui ne participe

pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Chez les végétaux, ces composés
regroupent plusieurs dizaines de milliers de molécules différentes présents en faible
concentration (a2 I’exception de la lignine). Ils sont classés en trois groupes principaux : les
terpenes (ou les isoprénoides), les composés phénoliques (phénylpropanoides et les
flavonoides), et les composés contenant de l'azote (alcaloides, glucosinolates et glycosides
cyanogenes) (Fang et al., 2011). Les métabolites secondaires exercent un rdle majeur dans
I’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils participent a la résistance aux contraintes
biotiques (phytopathogenes, insectes, herbivores, etc.) et abiotiques (température, lumiere,
UV, etc.).

2. La biosynthese des métabolites secondaires

2.1. Composés terpénoides

Les voies métaboliques des terpénoides végétaux sont toutes attachées a la formation de
seulement deux précurseurs isomeres a S-carbones, véritables "blocs de construction" que
sont ’isopentényl diphosphate (IPP) et le dimethylallyl diphosphate (DMAPP) (Wise and

Croteau, 1999). Deux voies distinctes sont actuellement connues chez les organismes
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vivants pour la biosynthese de I’IPP et du DMAPP : la voie classique du mévalonate (MVA)
et la voie indépendante du 2-C-méthyl-D-érythritol phosphate (MEP) (Lichtenthaler, 1999 ;
Lange et al., 2000 ; Sapir-Mir et al., 2008).

2.1.1. Formation des blocs de construction, IPP et DMAPP

La voie MAV (Figure 1), est initiée par la condensation de deux molécules d’acétyle-
CoA en acétoacétyle-CoA par [’acétoacétyle-CoA thiolase (AACT) (Agranoff et al.,
1960), aprés quoi un supplément d’acétyle-CoA est ajouté pour former le (S)-3-hydroxy-3-
méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA) via une action de condensation de type aldol catalysée
par la HMG-CoA synthase (HMGS). La réduction de HMG-CoA en MAV est réalisée par
la HMG-CoA réductase (HMGR) (Bochar et al., 1999). Les dernicres étapes de la
synthése de I'IPP, qui est ensuite isoméris¢ en DMAPP, nécessitent une série de
phosphorylations du MV A par les actions consécutives de la mévalonate kinase (MK), la
mévalonate-5-phosphate kinase (PCM) puis une décarboxylation par la mévalonate-5-
diphosphate décarboxylase (Newman and Chappell, 1999).

Avant 1993, la voie MV A était la seule origine biosynthétique connue des terpénoides.
Apres les études de marquage isotopique de Rohmer et al (1993), il a démontré qu’il
existe, chez certains organismes, une voie alternative qui ne découle pas de I’acétyle-CoA,
la voie complete a été définitivement élucidée en 2002 (Rohdich et al., 2002).

La voie MEP (Figure 1), connue aussi sous nom de voie des 1-déoxy-D-xylulose-5-
phosphate (DXP), est initiée par une réaction de condensation de type transcétolase des
deux précurseurs, le pyruvate et le glycéraldéhyde-3-phosphate, catalysée par la 1-désoxy-
D-xylulose-5-phosphate synthase (DXS) conduisant a la synthese du désoxy-D-xylulose-5-
phosphate (DXP). La seconde étape consiste en la formation de 1’intermédiaire clé, le 2-
méthyl-D-érythritol-4-phosphate (MEP), suite a des réactions d’isomérisation et de
réaction effectuées par 1’enzyme 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase
(DXR). L’IPP est finalement isomérisé en DMAPP par I’IPP isomérase (IPI), une enzyme
présente chez tous les organismes vivants (Ashour et al., 2010).

La voie MVA prend ses racines dans la glycolyse pour son précurseur 1’acétyle-CoA.

La voie MEP est étroitement liée aux réactions de fixation du CO, lors de la
photosynthese a travers le pyruvate et le glycéraldéhyde-3-phosphate. Les organismes
utilisent une seule ou les deux voies pour synthétiser 1’ IPP. Chez les animaux, et les

champignons seule la voie MVA est utilisée (Lichtenthaler et al., 1997). Inversement,
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seule la voie MEP existe chez d’autres phyllabactériens, les eubactéries, les algues vertes,
et les diatomées (Grauvogel and Petersen, 2007) ; Eoh et al., 2007). Chez les plantes
supérieures, les deux voies sont actives (Rohmer, 1999). La voie MV A est active dans le
cytoplasme et la voie MEP dans le chloroplaste.
2.1.2. Formation des prényl diphosphates, GPP, FPP et GGPP

La premiere étape de diversification des squelettes carbonés des terpenes consiste en
la condensation «téte-queue » (attachement du carbone fixant le groupement
pyrophosphate d’un des substrats avec le carbone opposé a celui fixant le groupement
pyrophosphate de 1’autre substrat) de quantités variables d’IPP et de DMAPP pour
produire les prényl diphosphates suivants, le géranyl diphosphate (GPP), le farnésyl
diphosphate (FPP) et le géranyl géranyl diphosphate (GGPP) (Bohlmann et al.,
1998) ;Christianson, 2006 ; Tholl, 2006). Ces réactions de condensation sont catalysées
par des prényltransférases (PT) ayant comme substrat des prényl-PP a courte chaine, la
GPP synthase, la FPP synthase et la GGPP synthase (Gershenzon and Croteau, 1993). La
GPP synthase catalyse la réaction de la condensation de I’IPP avec le DMAPP pour former
le GPP, précurseur diphosphate C10 des monoterpenes (Figure 8). La FPP synthase ajoute
deux molécules dTPP au DMAPP pour former le FPP, précurseur diphosphate C15 des
sesquiterpenes et des triterpenes (Figure 8). Finalement, la GGPP synthase condense trois
molécules d'IPP au DMAPP pour former le précurseur diphosphate C20 des diterpenes et
tétraterpenes (Figure 8) (Takahashi and Koyama, 2006).
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Figure 2.1-1: Schéma de la voie métabolique des terpénoides selon Jean Francois Ginglinger
(2010). Le carré gris représente la voie métabolique commune au cytosol et au plaste. L’isopréne,
le GPP, le GGPP, et le phytoene sont synthétisés dans le plaste ; le FPP et le squaléne sont
synthétisés dans le cytosol. Les fleches en pointillés représentent des étapes multiples. DXS : 1-
désoxy-D-xylulose 5-phosphate ; DXR : 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate réductoisomerase ;
HMGR : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase ; TPS : terpene synthase.
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2.2. Composés phénoliques

La biosynthese des composés phénoliques, dérive de la voie du shikimate et de la voie
des poly-B-cétoesters (trois unités malonyl-CoA) pour 1’¢laboration de I’unité phloroglucinol
(Hoffmann et al., 2004; He et al, 2008 ; Fowler et Koffas, 2009).

La phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la tyrosine ammonia-lyase (TAL) catalysent
la désamination non-oxydative de la phénylalanine et de la tyrosine pour donner
respectivement ’acide cinnamique et 1’acide p-coumarique (Figure 9). L’addition d’un
groupement hydroxyle en position 4 du noyau aromatique de I’acide cinnamique par la
cinnamate 4-hydroxylase (C4H) permet également de former ’acide p-coumarique. Sous
I’action de la 4-coumarate-CoA ligase (4CL), ’acide p-coumarique peut former le p-
coumaroyl-CoA, précurseur des voies de biosyntheése des flavonoides, isoflavonoides, acides
hydroxycinnamiques, dihydrochalcones, lignines et tanins.

Sous I’action de la shikimate O-hydroxycinnamoyltransférase (HCT), le p-coumaroyl-
CoA peut donner soit le p-coumaroylshikimate soit le p-coumaroylquinate par addition
d’une unité shikimate ou quinate respectivement. Ces deux acides peuvent ensuite étre
oxydés en caféoylshikimate ou en caféoylquinate par action de la p-coumarate 3-hydroxylase
(C3’H). Les groupements shikimate et quinate peuvent ensuite étre retirés par I’HCT pour
donner [Dentité¢ caféoyl-CoA. Les acides caféoylquiniques peuvent également é&tre
directement synthétisés a partir du caféoyl-CoA sous D’action de la quinate O-
hydroxycinnamoltransferase (HQT) (Hoffmann et al., 2004).

2.3. Composés flavonoides

Les flavonoides sont des composés mixtes impliquant non seulement la voie du
shikimate mais également celle des poly-B-cétoesters. Ils sont synthétisés a partir du
coumaroyl-CoA suivant une chaine de réactions générant de nombreuses sous-classes
chimiques apparentées de composés phénoliques telles que les chalcones (Figure 9), les
flavonols, les anthocyanes ou encore les tanins. En premier lieu, les chalcones synthétases
(CHS) permettent la formation des chalcones en condensant 3 molécules de malonyl-CoA
avec le 4-coumaroyl-CoA. Les chalcones servent ensuite de substrat aux chalcones
isomérases (CHI) pour former les flavanones. Ces dernieres, principalement représentées par
la naringénine et 1’ériodictyol, peuvent servir de substrat aux flavones synthétases (FNS)

pour la synthése des flavones et aux flavanones 3-hydroxylases (FHT) pour la synthese des
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dihydroflavonols. Les dihydroflavonols peuvent ensuite étre oxydés en flavonols par les

flavonols synthétases (FLS)
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Figure 2.1-2: Voie de biosynthese des composés phénoliques. PAL « Phénylalanine ammonia
lyase ». TAL «tyrosine ammonia lyase ». CH4 «cinnamate 4-hydroxylase ». C3’H «P-
coumarate 3’-hydroxylase ». 4CL «4 coumarate-CoA ligase ». HCT « shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase ». HQT «quinate O—hydroxycinnamoyltransferase. CHS
« chalcone synthase ». CHI « chalcone isomerase ». F3’H « flavonoide 3 hydroxylase/flavonoide
3’-monooxygenase ». FNS «flavonoide synthase ». IFS «isoflavanone synthase ».
DFR « dihydroflavanol 4-reductase ». ANS « anthocyanidine synthase ». UFGT « UDP-glucose :
anthocyanidin/flafonoide 3-glucosyltransferase ». D’apres (Hoffmann et al., 2004; He, et al,
2008; Fowler & Koffas, 2009).
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3. Role des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent un role principal chez les plantes pour les protéger dans
des conditions défavorables, contre des pathogenes et les stress environnementaux. Certain
terpenes tels que les gibbérellines (diterpenes), les stérols (triterpenes), les caroténoides
(tetraterpenes), et I’acide acétique (sesquiterpenes) jouent un réle important dans la croissance
et le devéloppement des plantes. Plus généralement les terpeénes jouent un rdle essentiel dans
la défense des plantes, car ils présentent une toxicité pour les insectes et les mammiferes. Les
pyréthroides du chrysantheme qui agissent comme des insecticides en sont un bon exemple

(Lincoln et Zeiger, 2006).

Les composés phénoliques sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
chez les plantes, tels que la reproduction, la croissance et la défense contre les différentes
facteurs biotiques et abiotiques (Achakzai et al., 2009). 1ls ont une activité antioxydante en
raison de leurs propriétés a réduire de l'oxygene singulet (Huang et al., 2009 ; Naghiloo et
al., 2012). 1ls peuvent étre utilisés comme indicateur de stress, leurs teneur étant géneralement
augmentée suite a 1'exposition a des substances chimiques toxiques ou autres facteurs de stress
(Achakzai et al., 2009). Les principaux composés phénoliques sont des composés flavonoides
(les anthocyanes, les flavones, et les isoflavones). Certains flavonoides comme les
anthocyanines sont resonsables du développement de la couleur des pétales pour attirer les
pollinisateurs (Khatiwora et al., 2010). 1ls ont également une activité allélopathique par

laquelle ils réduisent la croissance des plantes voisines (Lincoln & Zeiger, 2006).

4. Effet des facteurs environnementaux sur les métabolites secondaires
Les plantes interagissent avec l'environnement pour leur survie, et sont influencées par les

facteurs environnementaux incluant des stimulants biotiques et abiotiques qui régulent la
biosynthese des métabolites secondaires (Zhi-lin et al., 2007). Les plantes de la méme
espece qui se développent dans des environnements différents peuvent avoir des
concentrations en métabolites secondaires différentes (Radusiené et al., 2012). Les facteurs
abiotiques et biotiques pour des contraintes auxquells les plantes répondent en produisant des
métabolites secondaires spécifiques. On peut dire que les facteurs environnementaux sont

des facteurs décisifs dans la biosynthese des métabolites secondaires.
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4.1. Facteurs biotiques

Les plantes sont physiquement attaquées par de nombreux agents biologiques comme les
insectes, les champignons, les virus, les bactéries, les nématodes, ...etc. Certains métabolites
secondaires (phytoalexines) ont des activités antimicrobiennes qui fonctionnent comme un
systeme défensif chez les plantes contre les agents pathogenes (Lincoln et Zeiger, 2006).
Les molécules synthétisées en réponse a une attaque par des agents pathogenes peuvent Etre
des éliciteurs qui ont un rdle d’activation de genes. L’acide jasmonique est un éliciteur qui
stimule la production des métabolites secondaires. C’est ainsi que la production des
composés phénoliques est stimulée chez solanum tuberosum par un extrait de
phytopathogéne et que la production d’ hyoscyamine et de scopolamine est augmentée chez
Datura stramonium en présence d’acide jasmonique (Zabetakis et al., 1999).

4.2. Facteurs abiotiques

Au cours de leur croissance, les plantes interagissent avec leur environnement, et les
différents composants abiotiques tels que l'eau, la lumiere, la température, le sol et les
éléments minéraux. Une disponibilit¢é plus ou moins importante de ces composants
abiotiques a une influence directe ou indirecte sur [’accumulation des métabolites
secondaires.

Si de tres nombreux travaux décrivent les effets positifs des €liciteurs sur la synthese des
métabolites secondaires, la réponse aux stress abiotiques est plus contrastée. Elle implique en
effet les relations nombreuses et parfois complexes entre les métabolites primaires et les
métabolites secondaires.

Les plantes ne résistent pas de la méme fagon a des stress biotique et abiotique, pour
expliquer ces différentes capacités de défense des plantes, relatives a leurs teneurs en
métabolites secondaires, plusieurs théories ont été élaborées. La théorie de la défense
optimale (ODT), la théorie de I’équilibre de la nutrition carbonée (CNB), la théorie du taux
de croissance (GR), et la théorie de 1’équilibre entre les mécanismes de différenciation et de
croissance (GDBH).

La GDBH inclut et complete la CNB en prenant en considération davantage de
parametres environnementaux (Loomis, 1932). Elle pose 1’hypothese que la croissance de la
plante et la synthése des composés de structure sont corrélées négativement avec la
production des métabolites secondaires, et le processus de différenciation. En fonction des

conditions du milieu de culture, la plante fait donc un compromis pour répartir son carbone
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entre ces deux processus. En cas de ressources tres faibles, la plante est en condition de
carence (Figure 10, zone 1), les mécanismes de croissance et de photosyntheése sont limités,
donc peu de métabolites secondaires et de biomasse sont produits. En cas de ressources
intermédiaires (zone 2), la croissance serait plus limitée que la photosynthese, ainsi un exces
de carbone serait disponible pour la production de composés secondaires carbonés dont les
polyphénols (Figurel0). Enfin en cas de ressources pléthoriques, ni la croissance ni la
photosynthese ne seraient limitées, et les composés carbonés seraient principalement alloués

a la production de biomasse (Herms and Mattson, 1992; Wilkens et al., 1996).

Zone de carence Zone des pratiques agricoles
A Tiiix
aux net
/:\cuil d’assimilation
Jimiting RGR
A non-limiting RG Taux de

croissance relatif

\\
S~—_____ Meétabolisme
secondaire
yone 3
Faible Disponibilit€ en Azote Elevé

Figure 2.1-3: représentation théorique selon la GDBH du taux d’assimilation du CO2, du taux de
croissance relatif, et du taux de synthese des métabolites secondaires, en fonction de la nutrition azotée.
Selon de Stamp, 2004.
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4.2.1. Stress hydrique
L'eau est une molécule clé dans les activités physiologiques des plantes, le stress

hydrique est causé par une disponibilité insuffisante en eau qui affecte de nombreuses
fonctions physiologiques en particulier la croissance et la photosynthese. Le stress hydrique
a des effets contraints sur la croissance et les teneurs en métabolites primaires selon sa
durée, son intensité et son apparition au cours du développement de la plante. Au-dessus
d'un certain seuil de stress hydrique, le métabolisme praimiere n'est pas suffisamment
réduit pour impacter la production des métabolites secondaires, mais au conduire le
stimule. C’est le cas de nombreux travaux par exemple chez Artemisia annua et Hypericum
brasiliense, 1a teneur en composés phénoliques (acide betulinique, quercétine, et rutine) ont
augmenté chez cette plantes en cas de stress hydrique (de Abreu & Mazzafera, 2005).
Dans d’autre cas, la teneur en métabolites secondaires chez la Camomille (Matricaria
chamomilla) a été réduite sous I’effet du stress hydrique (Razmjoo et al, 2008). Chez
Glechoma longituba, la teneur en flavonoides totaux est maximale a la capacité au champ
et réduite en cas de stress hydrique (L. Zhang et al., 2012), de méme chez Ocimum
basilicum et Ocimum americanum (Khalid, 2006).

4.2.2.Stress salin

Le stress salin est, pour les plantes, un stress hydrique auquel se surajoute I’effet
toxique de fortes concentrations en sodium dans les tissus végétaux. Comme pour le stress
hydrique, il est importent de noter que le stress salin peut affecter a la fin la croissance et
la photosynthese et donc modifier la disponibilité en carbone pour la synthese des
métabolites secondaires. En effet, une concentration élevée en ions Na®, dans le sol
diminue l'absorption de I'eau, la croissance, et le niveau de photosynthese chez les plantes.
(Tippmann et al, 2006).

Donc, selon la raison de réduction des métabolites primaires le stress ionique et
osmotique créé par le stress salin, peut augmenter ou diminuer la teneur en métabolites
secondaires chez les plantes. La concentration en réserpine et la vincristine chez
Rauvolfia tetraphylla augmente sous stress salin (Anitha and Kumari, 2006). La quantité
de ricinine augmente dans les tiges alors qu’elle diminue dans les racines chez Ricinus
communis (Said-Al Ahl and Omer, 2011). On observe une réponse également mitigée du
stress salin sur la production d'huiles essentielles. Certaines plantes comme Mentha

piperita, Thymus maroccanus, Origanum vulgare, Majorana hortensis, M. chamomilla,
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Salvia officinalis, et Mentha suaveolens voient leur teneur en huiles essentielles diminuer
sous condition de stress salin, tandis que certaines plantes comme Matricaria recutita,
Satureja Hortensis et S. officinalis ont des teneurs en huiles essentielles plus élevées
(Said-Al Ahl and Omer, 2011). Le contenu en jamaicaine chez Catharanthus.roseus
(alcaloide antihypertenseur) dans les racines et également le potentiel antioxydant
augmente avec une augmentation de la salinité (Jaleel, 2009). La teneur en flavonoides et
en saponines chez Plantago ovata augmente en présence d’un stress salin (Haghighi et
al., 2012).

De méme, la teneur en acides phénoliques chez Achillea fragrantissima a augmenté
avec la salinité (Abd et al., 2009). Des résultats comparables ont été obtenus chez
Matricaria chamomilla (Kovacik et al., 2009), chez Nigella sativa (Bourgou et al., 2009),
et chez Mentha pulegium (Oueslati et al., 2010).

Globalement, les travaux réalisés, décrivent un effet positif plus est du stress salin sur
la synthese des métabolites secondaires que ce qui a été décrit en présence de stress
hydrique. Cela pourrait sous-tendre 1'hypothése selon laquelle, le sodium, serait 1’agent
stimulateur de la synthese des métabolites secondaires. Il semble cependant que
I’hypothese la plus probable est que I’affiliation d’un stress salin est plus facilement
contrdlable que celle d’un stress hydrique. Les probabilités d’affecter a la fois la
croissance et la photosynthése ou seulement I'un ou 1’autre dans une méme expérience,
est beaucoup plus faible en présence d’un stress salin que d’un stress hydrique.

4.2.3. Température

Des températures plus élevées et plus basses que la température optimale ont un
effet négatif sur la croissance et le devéloppement des plantes (Yadav, 2010).

Une température elevée ou trop basse (dont I’optimum de fonctionnement est autour
de 20°C a 25°C) diminue la photosynthese et la croissance des plantes. Plusieurs études
ont montré une augmentation de la biosynthese des métabolites secondaires en réponse a
une température élevée, alors que montrent une diminution. Par exemple le contenu en
ginsénosides de la racine augmente avec I'élévation de la température chez Panax
quinquefolius (Jochum et al., 2007). Au contraire, une diminution de température se
traduit par augmentation de la teneur en composés phénoliques totaux chez C. annuum

(Esra et al, 2010).
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4.2.4. Effet du rayonnement solaire

La lumiere est un composant abiotique essentiel requis par les plantes pour la
photosynthese et donc la fourniture des squelettes carbonés et de 1’énergie nécessaire a
la synthese des métabolites secondaires. Lorsque 'intensité lumineuse est supérieure a
la capacité de fixation du carbone dans le chloroplaste, il se forme des radicaux libres
et on parle de stress photo-oxydatif, si le syst¢eme antioxydant ne pourraient pas a les
éliminer. Parmi les métabolites secondaires, un certain nombre d’entre aux sont
directement impliques dans les mécanismes de protection contre le stress photo-
oxydatif. Il s’agit des caroténoides, des anthocyanes et d’un certain nombre de
flavonoides. Les composés phénoliques jouent également un effet antioxydant directe
et leur réle dans la protection contre le stress oxydant est bien documenté.

La croissance et l'accumulation d'artémisinine chez Artemisia annua L
augmentaient en améliorant les conditions d'irradiation par la lumiere, ce qui affectait
ostensiblement la formation de métabolites (Liu et al., 2002). Une période de lumiere
plus courte diminue le niveau de coumarine dans les feuilles et les tiges des plantes,
tandis qu'une période de lumiere plus longue augmente considérablement le niveau de
coumarine. La teneur en coumarine a été significativement influencée par la
photopériode dans des feuilles et des tiges ( Castro et al., 2007). Parmi les longueurs
d'onde émises par le rayonnemnt solaire, les UV-B ont une place principale en tant que
stimulant la synthese des métabolites secondaires. La biosynthese des terpénoides chez
Mentha piperita L. a été augmentée par I’exposition au rayonnement UV-B (7.1 kJm’
*jours” (Dolzhenko et al., 2010). Les auteurs ont décrit que la synthése de composés
phénoliques tels que I’eriocitrine, I'hespéridine et le kaempferol 7-O-rutinoside a été
augmentée chez les plantes traitées aux UV-B.

Les rayonnements UV-B ont un effet stress oxydant et les métabolites
secondaires, y compris les flavonoides et les terpénoides, sont importants pour protéger
des plantes contre les effets des UV-B. Izaguirre et al (2007), ont rapporté que les UV-
B induisent 1'accumulation d'acide chlorogénique et de caffeoyl spermidine chez les
feuilles de Nicotiana attenuata et N. longiflora. Chez Pinus sylvestris une dose de (4.3
kI m? jour') a amélioré l'accumulation de flavonols (dicoumaroyl-trifoline,
dicoumaroylisanthamnetin, dicoumaroyl-astragaline et dicoumaroyl-isoquercitine). De

méme le profil global des métabolites a montré que les métabolites liés au
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phénylpropanoide, a l'acide shikimique, a l'acide quinique et la phénylalanine ont été
augmentés chez Melissa officinalis exposée pendant 2 heures a l'irradiation d’'UV-B
(Kim et al., 2012).
Les principaux effets des rayonnements UV -B sont sur la voie de conversion de la
dihydroflavonol aux flavonoides (Lavola et al., 2003).
VL. Conservation des plantes médicinales
La plupart des plantes médicinales, méme aujourd'hui, sont collectées a partir de la
nature. L'exploitation commerciale continue de ces plantes peut donc conduire a dégrader
leurs populations dans leur habitat naturel (Joy et al, 1998). 1l peut, de ce fait, étre
nécessaire de mettre en place des programmes de sauvegarde, de mettre en culture les
plantes pour d’une part : i. protéger les habitats naturels, ii. obtenir de grandes quantités de
humane, iii. sélectionner des plantes qui ont un potentiel important de production de
métabolites secondaires.
Dans cette optique, il est important d’améliorer les connaissances sur les effets des
conditions aptitudes a la domestication des especes sauvages, de culture, et sur les modes

de eégeneration des plantes en lien avec la production des métabolites secondaires.

1. Multiplication végétative
Les approches expérimentales utilisées pour la propagation des plantes médicinales par

culture in vitro peuvent €tre divisées en trois grandes catégories, la régénération de plantes
médicinales par organogenese directe « micro-propagation » et indirecte « nouvelle pousse
foliaire a partir de cals » et par embryogenese somatique a partir de divers types d'explants.
L’importance de ces techniques est de faciliter la production de nouvelles pousses de la
plante ciblée en un temps court. Certaines especes d’Inula ont été multipliées in vitro avec

succes.

Inula viscosa (Dittrichia viscosa) : une méthode de micro-propagation efficace a été
développée en utilisant des segments nodaux comme explants, plus de 10 000 plantules ont
été produites en seulement quatre mois (Boone et al., 1991). Romano (1997), a également
développé une méthode de micro-propagation en utilisant des bourgeons apicaux comme
explants et le 6-benzylaminopurine (BAP) comme hormone (Romano, 1997).

Inula racemosa Hook.f : Des bourgeons auxiliaires obtenus a partir de semis de dix

jours, ont été utilisés comme explants, et la régénération des plantules a été obtenue-par
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un effet combiné de la kinetin, de 1’acide indole 3-acétique et de 1'extrait de malt comme
substances de croissance (Kaloo and Shah, 1997). Neelofar et al (2007), ont induit de
nouvelles pousses foliaires en utilisant des segments foliaires et nodaux comme explants
et de la benzylammino purine (BAP) comme hormone (Neelofar et al., 2007 Kaur et al.,
2010).

Inula royleana DC : Stojakowska et Malarz (2004), ont développé une technique de
micro-propagation par prolifération des bourgeons axillaires en utilisant a la fois des
explants primaires (nceuds cotylédonaires) et des explants secondaires (explants nodaux
de pousses régénérées in vitro), et le milieu Murashing et Skoog (MS) complété par
I’acide 1-naphtaleneacétique (NAA) et la kinétin (Stojakowska and Malarz, 2004).

Inula japonica : Bian et al (2008), ont utilis¢ des rhizomes d’l. japonica pour
induire des fragments de cals en présence de l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-
D), la différenciation des bourgeons est induite par NAA et BA, et l'enracinement par

NAA seul (Bian et al. 2008).

L'accumulation de métabolites secondaires dans des cultures de tissus végétaux a été
obtenue a partir de quelques plantes médicinales. La production dhyoscyamine et de
scopolamine a été réalisés a partir de cultures de cals de Datura metel L (Solanaceae)
(El-Rahman et al. 2008). La production in vitro d'alcaloides indoliques a partir de
culture de tissus de Catharanthus roseus (Apocynaceae) a également été rapportée
(Ataei-Azimi et al., 2008). D’apres Stojakowska et al, (2016), les cultures in vitro des

cals d’I. helenium sont riches en composées phénoliques (Stojakowska et al., 2016).

La synthese des métabolites secondaires peut tre améliorée in vitro par le controle
de la composition du milieu de culture et de I'environnement, ou encore l'initialisation de
éliciteurs (Ajungla et al., 2009). Al-Jibouri et al, (2012), ont indiqué que ’addition de
proline a favorisé 1'accumulation du thymol dans des cals produits a partir d’explants
d'Origanum vulgare. Par contre, D’apport de NaCl a eu un effet négatif sur

I’accumulation de ce composé (Al-Jibouri et al., 2012).

2. Effets des conditions de culture sur la synthese des composées secondaires
La biosynthese des métabolites secondaires, bien que controlée génétiquement, est
fortement affectée par les facteurs climatiques et environnementaux, car un grand nombre de

métabolites secondaires bioactifs produits, jouent un role écologique dans la promotion de la
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survie des plantes dans diverses conditions environnementales (Briskin, 2000). 11 est logique
que la production puisse étre stimulée ou modifiée en utilisant des déclencheurs
environnementaux, y compris les changements nutritionnels. Un certain nombre d'études a
rapporté les effets des pratiques agricoles sur les métabolites secondaires dans les plantes
médicinales et aromatiques. L'application du taux le plus élevé d'azote (1,2 g N dans 10 kg'1
de sol) a produit les meilleurs effets ce qui concerne le rendement et la production d'huile
essentielle chez Origanum vulgare L. (Said-Al Ahl et al., 2009). Selon une étude sur
Catharanthus roseus, la teneur en alcaloide chez cette plante a affecté positivement par les
engrais azotés, (Sreevalli et al., 2004). Egalement, une autre étude sur I’effet de différentes
doses d'azote sur le rendement, les composantes du rendement et la teneur en artémisinine
chez Artemisia annua L (Asteraceae), a indiqué que les doses d’azote appliquées n'avaient
aucun effet sur les caracteres étudiés, a l'exception de la teneur en artémisinine qui était
significativement augmenté (Ozgiiven et al., 2008).

L'azote appliqué peut également modifier la composition chimique de l'huile essentielle
chez les plantes médicinales. Zheljazkov et al. (2008), ont rapporté que le rendement
maximal d'huile de basilic (Ocimum basilicum L) est obtenu avec 50-60 kg d'azote par
hectare. L'azote modifie alors de maniere significative, le pourcentage de linalol, d'eugénol,
d'acétate de bornyle, et d'eucalyptol (Zheljazkov et al., 2008). Une augmentation du taux
d’engrais (NPK) dans la culture de camomille (Chamaemelum nobile 1) se traduit par une
augmentation de la teneur en huile essentielle, en germacrene D (un composé
sesquiterpinique), en o-bisabolol (un alcool sesquiterpene monocyclique) dans l'huile
(Hendawy and Khalid, 2011). Egalement, I'application d'azote et de phosphore contribue aux
changements quantitatifs de l'huile essentielle d'Artemisia pallens, mais ne modifie pas sa

composition (Kumar et al., 2009).
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1. Parc du Luberon et sites de I’étude

Les populations naturelles étudiées d’l. montana se situent dans le « Parc Naturel Régional
du Luberon » localisé dans le sud-est de la France (Figure I). Le parc se caractérise par des
montagnes de moyenne altitude, qui s’étend d'ouest en est entre les régions "Vaucluse" et
"Alpes-de-Haute-Provence". Le parc a une superficie de 185 000 hectares et regroupe 77
communes. Il comprend quatre massifs: le "Petit" et le "Grand Luberon", les "Monts de
Vaucluse" et le "Luberon Oriental".

Bien que la couverture végétale globale du parc du Luberon soit de la garrigue, les
influences climatiques sur le Parc du Luberon sont doubles. L’ubac, versant d’une vallée de
montagne qui bénéficie de la plus courte exposition au soleil, un climat froid et humide qui
favorise le développement d’espéces a feuilles caduques comme le chéne blanc (Quercus
alba). L’adret, versant d’une vallée de montagne qui bénéficie de la plus longue exposition au
soleil, au sud du Luberon a une végétation typiquement méditerranéene, avec une majorité de
chénes verts (Quercus ilex), de pin Alp (Pinus halepensis), de chéne Kermes (Quercus
coccifera), et de Rosmarin (Rosmarinus officinalis). Les crétes des versants, subissent des
variations climatiques importantes et souvent extrémes « vent en toute saisons, grand soleil en
été, et grand froid en hiver » cela ne permet qu’a certaines especes trés résistantes de croitre
comme le genievre (Juniperus communis) et le buis (Buxus) (Gressot, 2010).

Trois sites naturels d'intérét pour cette étude « Murs, Bonnieux et Apt » (Figure 1), dans
lesquels apparait une forte présence d’l. montana, ont été sélectionnés. Ces trois peuplements
ont également été choisis car ils présentent des caractéristiques typologiques différentes. La

distance linéaire entre les 3 peuplements est de 21,4 £ 2 km.
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Alpes-de-Haute-Provence

Vaucluse

N
Tkm
Inula Habitats Real name (map) Geographic coordinates Altitude (m) \\J
A | Murs Col de Murs 43°58'38.5"N, 5°13'2.8"E | 600
B | Bonnieux Forétdes cédres de Bonnieux = 43°48'04.0"N, 5°16'20.2"E | 700
C | Apt Lagarde d’Apt 43°59'17,5”N, 5°27'10.4°E | 1200

Figure 1: Carte décrivant le parc régional du Luberon et montrant les noms, les emplacements et les
altitudes des trois peuplements d'Inula (A, B, C: Murs, Bonnieux, Apt).
2. Matériel végétal
2.1. Inula montana en milieu naturel
Les plantes d’l. montana ont été collectées dans les trois sites, a quatre périodes
consécutives au cours de l'année 2014: début avril (début du printemps), mi-mai (fin de
printemps), mi-juin (été), et fin octobre (automne). Mi-juin correspond a la période de
floraison de la plante.
Les échantillons d'Inula récoltés dans les trois habitats, ont été identifiés par un expert
botanique du Plant Garden de la Faculté de Médecine de 1'Université de Montpellier. Les
échantillons ont été comparés a un herbier historique selon les descriptions de (Lemée, 1929;

Coste, 1990, Tison, et al., 2014). Toutes les plantes d’Inula considérées dans cette étude ont

été strictement identifiées comme étant /nula montana L.
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2.2. Inula montana cultivée
2.2.1. Culture en serre et au champ

Des Akenes d'l. montana ont été cultivés sur terreau stérilisé dans une petite barquette
pendant deux semaines. Les plantules obtenues ont ensuite été déplacées en serre pendant
4 mois, puis 100 plantes ont été cultivées dans une petite parcelle de 1’Université
d’Avignon, et 800 plantes dans un champ a Mérindol « N. 43,7606 / E. 5,1837, 2 170 m »
dans le Parc du Luberon. Les plantes au champ ont été divisées en deux parties, 400
plantes ont été cultivées sur un sol fertilisé, et 400 plantes sur le sol non fertilisé (Figure
2). La surface de chaque parcelle est de 102 m?.

Lertilisation a été apportée par un amendement organique sous forme de tourteau de
ricin associé a un engrais organique complémentaire, et appliquée a raison d’1t/ha, soit
pour la surface considérée de 100 m 2, 10 kg tourteau de ricin et 10 kg d’engrais. La
composition du tourteau de ricin, pour un volume de 10 kg est la suivent : azote organique
: 5% (soit 50kg/ha) ; anhydride phosphorique : 2% ; oxyde de potassium : 1% ; matiere
organique : 85% dont 21.5% d’acide humique.

60 m
|

(

-

"""" Parcelle-haute « non-fertilisée »
1.7 m | oo

.

4

"""""" Parcelle-basse « fertilisée » |
1.7m| |- o

.

Tourteau de ricin
400 plantes

Figure 2 : Plantation des semis d’[. montana au champ a Mérindol. Deux parcelles ; haute non-fertilisée ;
basse fertilisée « tourteau de ricin+ engrais organique ».
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2.2.2. Culture in vitro
Des essais de culture in vitro d’I. montana ont été réalisés en utilisant diffeérents types
d’explants et différents milieux de culture. Le développement des cals et des organes a été
suivi et complété par une étude histologique.
2.2.2.1. Matériel végétal
Des explants de feuilles, de tiges et de racines de plantules agées de 60 jours ont été
mis en culture. Ces plantules ont été obtenues a partir d’akeénes d’/. montana fournis par
le Parc du Luberon et provenant du site de Bonnieux. Les akenes ont été stérilisés avec
de I'éthanol a 70% pendant 1 min et une solution a 15% dhypochlorite de sodium
pendant 20 min, puis ils ont été lavés dans de l'eau distillée stérile 5 a 7 fois
(Stojakowska & Malarz, 2004).
Les akenes stérilisés ont été mis a germer sur le milieu MS/2 (Murashige and
Skoog) diluée de moitié, additionné de 25 g/l de saccharose et solidifiée avec 7 g/l
d’agar-agar dans des boites de Pétri a I’obscurité pendant une semaine a 25°C. Les
plantules germées ont ét€ exposées a 16h de photopériode (50 pmol.m'z.s'1 de la
lumiere) a 25° C en chambre de culture (Panasonic MLLR-352 Plant Growth Chambers;
Japan) pendant 60 jours. Les semis stérilisés obtenus ont été utilis€és comme sources
d'explants.
2.2.2.2. Milieux et conditions de culture

Le milieu MS contenant 30 g/l de saccharose et solidifié par 7 g/l d’agar-agar a été
utilis€ comme milieu de culture dans toutes les expériences pour l'induction de
l'organogenese et de la callogénes. Le pH est ajusté a 5.8 avant 1’autoclavage (20 min a
121° C).

Les explants (fragments de racines, tiges, et feuilles) ont été cultivés dans des boites
de Pétri, en présence de différentes concentrations en phytohormones (Tableau 1). Toutes
les cultures ont été placées a  25° C et 16h de photopériode avec 50 pumol. mZs! de
lumiere. Tous les produis chimiques qui ont été utilisés pour préparer les milieux sont

obtenus de Sigma—Aldrich, USA.
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Tableau 1 : Milieux de culture utilisés pour I’induction des cals et I’organogenése d’/. montana. Les
milieux ont été complétés avec de 1’acide indole-3-acétique (AIA), de la 6-benzylaminopurine (BAP), et

de I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique acide (2,4-D).

Les milieux Les phytohormones concentration mg/ |
AlA BAP 2,4-D

MS1 0,1 0,5

MS 2 0,1 1

MS 3 0,1 3

MS 4 1 0,5

MS 5 0,22

MS 6 1

MS 7 3

MS 8 0,5 1

3. Méthodes utilisées
3.1. Détermination des données climatiques et édaphiques
Les mesures des parametres climatiques des sites naturels, température, humidité de 1'air,
précipitation et vitesse du vent ont été enregistrées a partir des stations météorologiques
agronomiques a proximité de chaque site sur la base de données climate-data.org,
Allemagne. Les données de rayonnement solaire ont été obtenues par le service de données
soda-pro.com, MINES ParisTech (France).

La mesure dela texture et des caractéristiques chimiques du sol pH, matieres
organiques totales, teneur en azote nitrique et azote ammoniacal) la teneur en éléments
minéraux (phosphore, potassium, magnésium, calcium, fer, cuivre, zinc, manganese, bore) a
été effectuée par le laboratoire Teyssier (Bordeaux, France) a la demande du Parc du

Luberon.
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3.2. Détermination des parametres de croissance et de la teneur en eau
La croissance des plantes, pour chaque période considérée, a été déterminée par la
mesure des poids frais et sec, et de la surface foliaire. Au stade floraison, la longueur de la
tige florale, le diametre du capitule et la densité des trichomes glandulaires ont également été
déterminés.
3.2.1. Surface foliaire, poids frais et sec, et teneur en eau
Le poids frais a ét€ mesuré immédiatement apres la récolte, puis les feuilles ont été
scannées pour mesurer leur surface foliaire avec le logiciel image-J (Instituts nationaux de
santé, Etats-Unis). Les plantes collectées ont ensuite été séchées a 80° C pendant 24 h
pour déterminer la masse seche, puis la teneur en eau a partir de 1’équation suivante :
Teneur en eau % = ((PF-PS)/PF)* 100
3.2.2. Diametre du capitule, longueur de la tige florale, densité des trichomes glandulaires
La longueur de la tige florale et le diametre des capitules ont été mesurés
immédiatement apres la récolte. La densité des trichomes glandulaires a été déterminée sur
la face supérieure des feuilles et des bractées. Trois observations a la base, au milieu et a
Iextrémité des feuilles, ont été effectuées en utilisant un stéréo-microscope (Nikon ZX
100, Canagawa, Japon) équipé de fluorescence (excitation 382 nm, émission 536 nm) et
d'un appareil photo numérique (Leica DFC 300 FX, Wetzlar, Allemagne). Les images ont
servi a quantifier les trichomes glandulaires a l'aide du logiciel 1'image-J.
3.3. Détermination de la fluorescence de chlorophylle-a (chl-a)
Les réactions photosynthétiques chez les plantes supérieures se déroulent grace a la
collaboration de deux photosystemes, PSI et PSII, dans la membrane des thylakoides (Hill
& Bendall, 1960 ; Harris, 1978). L'énergie lumineuse est collectée par les antennes et elle
est acheminée vers les centres réactionnels (CRs) de chaque photosysteme, ol une
séparation de charge se produit le complexe dégageant de 'oxygene (OEC) passe a travers
quatre étapes d'oxydation successives (appelés états S stables) afin de réduire la
phéophytine de I’eau et de produire O, (Harris, 1978 ; Dekker, Ghanotakis, Plijter, Van
Gorkom, & Babcock, 1984). Deux quinones sont situées dans le PSII : Qa recoit les
électrons de la réduction de la phéophytine (Pheo-) (l'accepteur d'électrons primaire).

Ensuite 1'€lectron est transféré vers l'accepteur secondaire Qg, le plastoquinol (PQH2) est
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formé par double réduction de Qp. PQH2 est ensuite échangé contre une molécule PQ dans
la membrane des thylakoides (Petrouleas & Crofts, 2005).

La fluorescence de chlorophylle-a peut fournir des informations détaillées sur le
fonctionnement de D’appareil photosynthétique, en particulier sur le PSII (Strasser,
Tsimilli-Michael, & Srivastava, 2004). La fluorescence peut donner un apercu de la
capacité d'une plante a tolérer des conditions environnementales dans la mesure ou des
contraintes ont endommagé 1'appareil photosynthétique, (Maxwell & Johnson, 2000), il
peut étre un excellent outil pour étudier les changements induits par les stress (Naumann,
Young, & Anderson, 2008).

Le test OJEP est basé sur un modele, décrit comment 1'énergie des photons absorbés
par les pigments photosynthétiques dans I'antenne du PSII (ABS), est dissipée sous forme
de chaleur et de fluorescence (DI) (Figure 3), et transmise deux centres réactionnels du
PSII (CR;) (conduisant a la réduction QA), et ensuite converti flux d’¢lectrons (ET)
(Strasser et al., 2004; Stirbet & Govindjee, 2011).

Lumiere

Fluorescence _J_|_

\._\-‘v/\ » ABS/RC
DIO/RC < ) |
- TRO/ABS = (Fv/Fm
» TRO/RC -ETO/ABS = (Fy/Fm)(1-Vj)
P ETO/TRO=(1-Vj)
:I » ETO/RC -

| EE ) Vers PSI

Flux d"énergie spécifique Les rendements
ABS/RC : Absorption par centres réactionnels actifs

TRO/ABS ; I'efficacité photochimigue maximale du PEI

RTO/RC : photons utilisés povr 1a réduction des QA ETO/TRO : I'efficacité svec laguelle une exction pigge

ETO/RC : Electrons transportés par centres deplace un électron plus loin que QA
reactionnels El:tlfs. .. i ETO/ABS : |2 probabilité qu'un photon absorbé
DIO/RC: la quantitéd’ énergie dissipée sous déplace un électron dans Iz chaine de tranzport

forme de chaleur d'électrons

Figure 3: Cascade d’énergie de la lumiere solaire au photosynthétique transport photosynthétique
d'électrons dans le photosystéme II, d’aprés Strasser et al., (2004).
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Les parametres de fluorescence ont été calculés automatiquement a partir du test
OJIP, ®p0 = Fv / Fm = (Fm-F0) / Fm qui représente la efficacité photochimique
maximale du PSIIL. Le flux d'énergie spécifique exprimé par le centre réactionnel (RC) : le
taux d'absorption des photons ABS/RC = (TRO/RC) / [(Fm — F0) /Fm], le taux
d’¢lectrons transféré (ETy) au-dela de Qn~ ETO0/RC = (TRO/RC) (1 - Vj) = (TRO/RC)
(ETO / TRO), le taux de dissipation de chaleur DIO/RC = (ABS/RC) - (TRO/RC) et
I’indice de performance [RC/ABS] [(TR0/ABS)/(F0/Fm)] [(ET0/TR0)/Vj].

3.4. Détermination de la teneur en flavonoides, polyphénols et lactones sesquiterpenes
Les analyses des teneurs en flavonoides, polyphénols et lactones sesquiterpenes ont été
effectuées par Laboratoire de Pharmacognosie-Ethnopharmacologie (UMR-MD3), de la
Faculté de la Pharmacie, de 1’Université d’ Aix-Marseille.
3.4.1.Dosage des flavonoides totaux
La teneur totale en flavonoides a été déterminée selon la méthode colorimétrique.
3.4.1.1. Préparation des solutions a analyser
Pour préparer la solution témoin, 10 mg de lutéoléine (Lot: 0052, Extra synthese)
sont pesés et transvasés a I’aide d’éthanol a 50% (environ 20 ml) dans une fiole jaugée
ambrée de 50 ml. Puis, ils sont homogénéisés avec des ultrasons pendant 5 min, puis
ajustés et homogénéisés au trait de jauge avec le méme solvant EtOH (50%).
Les extraits ont été préparés en mélangeant 2 g de matiere seche avec 20 ml d'EtOH
(50%) puis ils ont été mis a macérer pendant 96 heures. Ils sont ensuite agités avec des
ultrasons pendant 30 minutes et filtrés sous vide sur un filtre 0,45um.
3.4.1.2. Dosage et calcul
0,5 ml de I’extrait ont ét¢ mélangés avec 1 ml de réactif au chlorure d’aluminium,
dans une fiole jaugée de 25 ml. Le mélange est ajusté au trait de jauge avec une solution
d’acide acétique glacial a (5%) dans du méthanol. Le mélange est alors homogénéisé
puis laissé reposer 30 minutes a l'abri de la lumiere. La mesure a été effectuée a
l'absorbance A=396 nm.
La solution de compensation a été préparée en ajoutant 1 ml de solution témoin a 1
ml de méthanol et ajustée avec une solution d’acide acétique glacial a 5% dans du
méthanol. La teneur en flavonoides totaux est exprimée en lutéoléine a partir de

I’équation suivante :
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0,4 A4bs

Teneur en % (g/100g de matiere végétale) = 0.418

3.4.2. Dosage des polyphénols totaux

34.2.1.

3.4.2.2.

La teneur phénolique totale a été déterminée avec le dosage de Folin-Ciocalteu.
Préparation des solutions a analyser

La solution témoin a été préparée en ajoutant 10 mg de pyrogallol (Lot: 23530 -
Riedel-de-Haén) dans une fiole jaugée de 100 ml avec de 1'é€thanol a 50% complétée
jusqu'au trait de jauge avec le méme solvant.

Les extraits sont préparés en mélangeant 2 g d’échantillon secs avec 20 ml d'EtOH
(50%). 1Is sont mis a macérer pendant 96 heures. Ils sont ensuite agité avec des ultrasons
pendant 30 minutes, puis filtrés sous vide sur 0,45um avant analyse et dilués au 1/25
avec de I'EtOH (50%).

Dosage et calcul

5 ml de la solution témoin ou de I’extrait dilu¢ est introduit dans une fiole jaugée de
100 ml. 1,0 ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 4,0 ml de solution de carbonate de
sodium a 7,5% (m/v) ont été€ ajoutés au mélange, puis complées au trait de jauge avec de
l'eau R. Le mélange est laissé pendant 2h30 a 1'étuve a 30°C a l'abri de la lumiere. La
mesure est effectuée a l'absorbance A=760 nm. La solution de compensation a été
préparée avec de 1’eau R. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en pyrogallol (dont
I'absorbance a 0,1 mg/ml est a 0,528)

Abs
0,528 x 0,4

Teneur en % (g/100g de matiére séches) =

3.5. Analyse qualitative et quantitative par CLHP des constituants majeurs d’l. montana

3.5.1. Les appareillages et les conditions chromatographiques

Un systeme Agilent liquide de chromatographie 1200 séries (Agilent Technologies

Deutschland, Waldbronn, Allemagne), équipé d’une pompe quaternaire (G1311A), d’un
dégazeur (G1379A), d’un injecteur automatique (G1329A), d’un détecteur UV486-

détecteur a barrettes de diodes (996 G1315B), et d’une station de travail Agilent et

systtmes de données chromatographiques (B.02.01), a été utilis€ pour l'analyse

quantitative des lactones sesquiterpenique et des autres constituants majeurs dans les

feuilles et les capitules d’l. montana. L'analyse quantitative a été effectuée sur une

colonne Agilent Zorbax XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm, 3 um). La phase mobile est
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constituée de 52% de MeOH RS pour CLHP (Carlo Erba) et 48% d'eau ultra-pure.
L’absorption UV a été contrdlée a 210 nm. La température de la colonne a été réglée a 25 °
C. Le débit est de1.0 ml / min et le volume d'injection d'échantillon de 20 pl.
3.5.2. Préparation de l'extrait dans le dichlorométhane et de la solution d'essai

10 g de feuilles ou de capitules secs ont ét€ mélangés avec 100 ml de CH2CI2. Le
mélange est introduit dans une colonne en verre. Aprés 18 heures de macération, 100 ml
de percolat sont recueillis et une évaporation a sec est réalisée sous pression réduite. 10
mg de l'extrait de dichlorométhane ont été pesés et transférés dans une fiole jaugée de 10
ml ajusté avec 5 ml de méthanol et complétés avec de l'eau distillée. Le surnageant de la
solution a été filtré a travers une membrane de 0,45 um avant I'analyse par HPLC.

Les parties ariennes des plantes cultivées a Mérindol ont été récoltées au début de la
manip (JO), juste apreés ’ombrage (J14), et a la fin de la manip (J28) pour I’expérience
variation d’éclairement. Alors que deux prélevements ont été réalisés au début de la
manip et a la fin pour le stress salin, et le traitement d’UV-B. Toutes les échantillonnes
ont été séchés a l'air sur du papier absorbant dans des conditions ambiantes.

4. Etude histologique

Une étude histologique a été réalisée sur des échantillonnes récoltés dans 1’habitat
naturel d’1. montana et sur des échantillons de tissus cultivés in vitro. Inmédiatement apres
le prélevement, les échantillons ont été immergés dans une solution froide de fixation
constituée de 4% de glutaraldéhyde et 4% de paraformaldehyde , dans 0,2 M tampon
phosphate (pH 7,2) (El Madtaoui & Pichot, 1999). Pour favoriser la pénétration des produits
fixants, les échantillons ont été soumis a un vide pendant 20 min. Au bout de 48 h de fixation
a 4° C, les échantillons ont été rincés dans de 1'eau distillée et stockés dans de 1'éthanol 70%
a 4°C jusqu'a utilisation. Ils ont ensuite été¢ déshydratés dans une série d'éthanol de gradient
80 a100% et noyés dans une résine de méthacrylate (Kit Technovit 7100, Heraeus Kulzer-
GmbH, Wehrheim, Allemagne) selon les instructions du fabricant. Des sections de 3 um
d'épaisseur ont été coupées en série a l'aide d'un microtome de rétraction (Supercut 2065,
Reichert-Young, Wien, Autriche) et recueillies sur des lames de microscope. Ils ont ensuite
été colorés pour visualiser les polysaccharides et les protéines en utilisant le réactif PAS et
naphtol de l'acide périodique Schiff respectivement, voir (El Madtaoui and Pichot 1999)

pour plus de détails.
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Les observations ont été effectuées en utilisant un photo-microscope Leica DMR équipé
pour le champ lumineux, le champ sombre, le contraste de phase et éclairement UV. Les
images ont €t¢ obtenues a l'aide d’un appareil photo numérique Leica DFC 300 FX et
traitées en utilisant le logiciel LAS (Leica, Wetzlar, Allemagne).

5. Effet des leviers environnementaux sur la teneur en métabolites secondaires
5.1. Stress salin

Au champ a Mérindol, le stress salin a été appliqué selon deux modalités. Dans la
premiere, chaque plante a été arrosée avec un litre de solution de NaCl a la concentration de
50 mM pendant 9 jours. Les arrosages ont été effectués tous les deux jours (Figure 4). Les
plantes ont ensuite été laissées sans irrigation pendant une semaine, puis ré arrosés avec une
solution de NaCl a la concentration de 150 mM pendant 9 jours.

Dans la deuxieme modalité, les durées de traitement sont identiques, les concentrations
en Nacl sont de 100 mM pendant les 9 premiers jours et de 200 mM pendant la deuxieme

période de traitement.

0 mM
l 1
© © © © @ Tonon © © © © ©
50 mM 150 mM

b..l.‘Traitl“.l.‘

Jo J2 )4 J7 J9 J17 J19 J21  J23  J26
| Fréquence de I'arrosage | l |
| |
100 mM 200 mM

Figure 4 : Protocole d’application du stress salin sur les plantes d’l. montana cultivées au
champ a Mérindol.
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5.2. Variation d’éclairement

Des variations d’éclairement ont €t¢ mise en place au champ a Mérindol. Un filet
d’ombrage en plastique a été installé pendant deux semaines (de 1°° au 14 mai) (Figure 5).
Puis ’ombrage a été enlevé pendant deux semaines. Il limitait I’éclairement de 80% (PAR)
les rayonnements UV-A et UV-B ont ét€ réduits de 90% et 80% respectivement.

L’expérimentation a été réalisée sur un lot de 20 plantes cultivées dans la parcelle fertilisée et

20 plantes dans la parcelle non fertilisée.

4
Bl
oL

% réduction 81 91 86

Parcelle non fertilisé

e

i Parcelle fertilisé

Ombrage

Figure 5 : Protocole d’application de I’ombrage sur les plantes d’l. montana cultivées au champ

a Mérindol.

x
oty

5.3. Traitement par un rayonnement UV-B

Les plantes ont été exposées a une dose journaliere de 4.8 KJ/m? de rayonnement UV -B
pendant 10 jours. Ceci a été obtenu en placant les plantes cultivées en pots, pendant 4

minutes sous deux lampes UV-B tubulaires large bande de 20W (290-320 nm; UV-B
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médicale Phillips TL UV-B G13 T12). Les pots ont été tournés chaque jour sur chaque banc,
afin de minimiser les effets de bord et de position.

Trente plantes cultivées dans la parcelle non fertilisée a Mérindol ont été collectées au
hasard et replantées dans des pots. Apres trois semaines d'acclimatation dans la serre a
'Université d’ Avignon, 'exposition aux rayonnements d’UV-B a été effectuée.

5.4. Alternance de cycles lumiere/obscurité durant la photopériode

Les plantes sont exposées pendant 3 jours a un cycle court d’alternance de
lumiére/obscurité (30 min de lumicre suivies de 15 min d’obscurité) pendant les 16 heures de
photopériode (Figure 6). Cette phase d’alternance est suivie d’une phase d’obscurité de 8
heures. L’expérience a été mise en place dans une chambre de culture, la température est de
25°C, Dintensité de 1’éclairement de 400 pumol. m2. s (lampe 600 watts, Hydrofactory,
France). Les plantes témoins sont exposées a un cycle de photopériode de 16 h de lumiere et

8 heures d’obscurité.

Pendant 13 jours

16h (30/15 min) 8h
A I
Jo 3 J13
B I
10 3 J13
\ J\ J
f
Pendant 3 iours Pendant 10 jours

- Obscurité
I:I Lumiere

Figure 6 : Protocole d’application un cycle courte d’alternance (30/15 min lumiére/obscurité) sur
1. montana transplantée dans une chambre de culture. A- représente la modalité des plantes
alternée. B- représente la modalité de plantes témoin.
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5.5.

5.6.

Défoliation mécanique

Cette défoliation vise a simuler 1’attaque des herbivores sur les feuilles de la plante. La
défoliation a été effectuée en coupant des feuilles a I’aide de ciseaux. Le traitement a été
appliqué une fois, chaque trois jour, pendant une semaine. La plante perd 25% de son
volume foliaire apres chaque traitement.
Application de méthyle jasmonate (MejA)

Le traitement est effectué par aspersion sur les feuilles de 50 ml d’une solution de MeJA
(10 mM). Les plantes sont ensuite isolées sous des baches plastiques transparentes
individuelles pendant 90 minutes aprés I’application de la solution (Figure 6). Les plantes
témoins sont conditionnées de la méme maniére et regoivent par aspersion S0ml d’eau

distillée. Le traitement a été réalisé chaque trois jour pendant une semaine.

6. Analyses statistiques

L'analyse des composants principaux (ACP) et le test non paramétrique ont été réalisés
avec le logiciel statistique R (R Foundation, Autriche). Pour une comparaison multiple, on a
utilisé le test post-hoc Kruskal-Wallis-Dunn avec la méthode d'ajustement de Bonferroni. Les
bibliothéques R utilisées sont I’actomineR, le PMCMR, et le multcompView. Les données
sont affichées comme moyen * erreur standard ou écarte type, selon les expérimentations. Ils

sont considérées comme significatives a p <0,05.
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Résumé
L’importance médicinale des especes de genre Inula a été largement étudiée a cause de sa

richesse en métabolites secondaires. Par contre il est rare de trouver des études qui décrivent
les aspects de la phénologie et la biologie reproductive des especes de ce genre. Dans cette
étude, les principales étapes de la phénologie et de la biologie reproductive chez I. montana
ont été étudiées dans les trois différents sites a partir d’observations réalisées tout le long de
deux cycles consécutifs du développement de cette plante. Nos résultats ont montré que les
traits phénologiques sont impactés par I’altitude qui induit un retard dans la croissance
végétative et la phase reproductrice. L’observation microscopique a indiqué la présence de
deux types de trichomes : glandulaires (bisériés) et non glandulaires (des poils), elle a aussi
confirmé qu’une grande quantité de grains de pollen sont inactifs ou vides, ce qui peut poser
un probléme au niveau de la reproduction de la plante dans son milieu naturel. De plus, cette
plante est ciblée par plusieurs especes d'insectes comme des pollinisateurs potentiels tels que
les coléopteres, et les hyménopteres grace a sa grande production de grains de pollen. Dans le
cadre de nos objectifs, les résultats de ce travail sont importants pour la récolte de plante en

tant que plante médicinale pour sa domestication.
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1. Introduction
La phénologie d'une plante en général et la phénologie de la reproduction en particulier

est un trait critique et important car elle caractérise la croissance, le profil de développement et
joue un rdle dans la formulation de stratégies pour la conservation (Gross et al., 2003 ;
Tandon et al., 2003).

Elles sont des éléments essentiels dans la dynamique des communautés végétales : car
elles exercent une forte influence sur les ressources disponibles pour de nombreux organismes.
La pollinisation et la dispersion permettent a la plante d’établir de nouvelles populations sur de
nouveaux sites (Conceigdo et al., 2007).

Les études réalisées sur des plantes dans des habitats a différentes altitudes fournissent
des informations pratiques sur leurs changements phénologiques en réponse aux conditions. A
haute altitude, la saison de croissance commence en retard et se termine plus tot, alors qu'a
basse altitude, elle commence plus tot et se termine plus tard (Haggerty and Galloway, 2011).

Les fleurs constituent une source essentielle d'alimentation pour les pollinisateurs et les
autres visiteurs, ce qui donne par conséquence une importance écologique et évolutive pour les
études phénologiques de la floraison. Le nombre de fleurs visitées par les pollinisateurs
détermine la quantité et la qualité de graines produites et affectera par conséquent le succes
reproducteur (Palmer et al., 1988 ; Campbell and Waser, 1989). Les caracteres qui pourraient
influencer la dispersion du pollen comprennent sa morphologie et 'agglutination des grains de
pollen en unités plus grandes (Tonsor, 1985), le taux de production de nectar (Galen and
Plowright, 1985), la taille de l'inflorescence (Tonsor 1985), le temps de floraison (Schmitt,

1980) et la variation de la longueur des étamines et des styles (Waser and Price, 1984).

Inula montana L. (Asteraceae) est décrite dans les ouvrages de botanique comme une
plante qui croit entre 50 a 1300 m d'altitude, de 1'est de 1'Italie au sud du Portugal, et elle est
fréquente dans le sud-est de la France. Cette plante xérophile peut étre localement abondante,
en particulier dans les garrigues (Gonzalez Romero et al., 2001 ; Girerd and Roux, 2011). En
France du Sud, cette espece a été incorrectement appelée « Arnica », car elle a été utilisée dans
la médecine traditionnelle comme un médicament alternatif a 1’Arnica montana (Reynaud and

Lussignol, 1999).

Les épisodes phénologiques d'une communauté des plantes sont régis par les conditions

pédoclimatiques dans lesquelles elles se développent, et refletent directement ou indirectement
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les stratégies des plantes. Les structures de ces communautés déterminent donc le
comportement et le fonctionnement d’une espece particuliere dans un habitat particulier (Wani
et al. 2006). La compréhension de la biologie, de la reproduction, et de la phénologie d’une
plante médicinale est considérée comme un élément central avant son utilisation (Primack,
1980 ; Chadha, 2005).

Peu d'informations sur la phénologie et la biologie de la reproduction des especes du
genre Inula sont disponibles dans la littérature. Seuls quelques travaux ont été consacrés a I.
racemosa (Wani et al., 2006 ; Shabir et al., 2013a). L’ objectif de ce chapitre est de présenter
les principales étapes de la phénologie et de la biologie reproductive chez I. montana. L’étude
a été conduite dans les trois sites étudiés et est basée sur des observations réalisées tout le long

de deux cycles consécutifs du développement de cette plante.

2. Matériels et méthodes

2.1. Phénologie

Les épisodes phénologiques, depuis le repos végétatif jusqu’a la fin de la floraison ont
¢té ¢tudiés sur des plantes choisies au hasard dans les trois sites étudiés (Lagarde d’Apt,
Bonnieux, et Murs). Ont été observées : la phase végétative (activation du rhizome, initiation
et durée de la phase végétative), la phase sexuelle (initiation et durée de la formation des
bourgeons floraux, inflorescence) et la sénescence des parties aériennes. Ces observations

ont été réalisées durant deux années consécutives de croissance (2014 et 2015).

2.2. Biologie de la reproduction
2.2.1.Morphologie florale
Les observations des structures reproductrices ont été effectuées sur plusieurs capitules
collectés dans les trois sites étudiés pendant la phase florale. Les capitules ont été examinés
pour déterminer la disposition des organes sexuels méales et femelles dans les fleurs ligulées
et tubulées. Les différentes étapes phénologiques florales ont été identifiées selon le
développement et la localisation des fleurs dans le capitule.
2.2.2. Morphologie du pollen
Les grains de pollen montés dans 1’eau glycérinée ont été étudiés en microscopie
optique pour déterminer leur structure et leur diametre.

2.2.3. Mécanisme de pollinisation
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Pour élucider le mécanisme de pollinisation, le comportement des divers insectes
visitant les capitules a été étudié. La fréquence des visites des insectes a été enregistrée
pendant différentes périodes d'une journée dans les trois sites étudiés. Une visite a été
enregistrée chaque fois qu'un insecte atterrit sur un capitule. Les spécimens d'insectes ont
été collectés et identifiés au laboratoire.

2.3. Observations microscopiques
2.3.1. Microscopie optique

L’observation microscopique a été réalisée sur les feuilles de plantes récoltées sur le
site de Bonnieux. Immédiatement apres le prélevement, les échantillons (5x5 mm) ont été
immergés dans une solution de fixation constituée de 4% de glutaraldéhyde et 4% de
paraformaldéhyde, dans 0,2 M tampon phosphate (pH 7,2). Ils ont été ensuite soumis a un
vide pendant 20 min. Au bout de 48 h de fixation a 4° C, les échantillons ont été rincés
dans de l'eau distillée et stockés dans de I'éthanol 70% a 4°C jusqu'a utilisation. Ils ont
ensuite été déshydratés dans une série d'éthanol de gradient 80 a 100% et inclus dans une
résine de méthacrylate (Kit Technovit 7100, Heraeus Kulzer-GmbH, Wehrheim,
Allemagne). Des sections de 3 um d'épaisseur ont été coupées en série a l'aide d'un
microtome a rétraction (Supercut 2065, Reichert-Young, Wien, Autriche). Les sections
ont été colorées pour visualiser les polysaccharides et les protéines en utilisant le test PAS
(acide périodique/réactif de Schiff) et le naphtol respectivement (voir El Maataoui and
Pichot 1999 pour plus de détails). Les observations ont été effectuées en utilisant un
microscope Leica DMR. Les images ont été obtenues a l'aide d’une caméra numérique
Leica DFC 300 FX et traitées en utilisant le logiciel LAS (Leica, Wetzlar, Allemagne).

2.3.2. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les fragments de feuille séchés ont été fixés sur les plots avant d’étre couvert avec
une couche d’or (Balzer SCD 004Sputter Coeter, Balzes, Beltec. AG, Furstertum,
Lichtenstein) avant d’étre analysés avec le microscope Philips XL30 (FEI/Philips,
Eindhouver, Netherlands) sous 10 KV.

60



Chapitre III Inula montana « étude phénologique »

3. Résultats
3.1. Phénologie
La Figure 1 résume le calendrier phénologique pour différents caracteres de croissance.
On note des changements dans le calendrier des différentes phénophases le long du gradient
altitudinal. Les observations réalisées incluent la durée d’activation des rhizomes, la phase
végétative, l'initiation florale, la période de floraison, et la sénescence des parties aériennes.
3.1.1. Activation des rhizomes et phénophase végétative

Inula montana est une plante herbacée vivace, qui se développe dans les zones a
climat méditerranéen correspondant a un ambrotype sec a sous humide. La plante reste
dormante sous la forme de rhizomes souterrains tout au long des mois d'hiver (de novembre
a mars). Avec l'avenement des conditions climatiques favorables, les rhizomes reprennent
leur croissance (Figure 2, A) avec la mise en place de feuilles en rosette.

Les populations naturelles a haute altitude (Lagarde d’Apt) commencent a se
développer pendant la 3°™ semaine de mars et continuent jusqua la 2™ semaine d’avril
(Tableau 1). Tandis que pour les plantes qui poussent aux altitudes moyennes et basses
(Bonnieux et Murs, respectivement), 1’activation commence pendant la 2 semaine de
mars et se poursuit jusqu'a la 1°® semaine d'avril. Cet épisode débute par le débourrement
des bourgeons végétatifs du rhizome qui forment des feuilles petites, a indumentum dense
(Figure 2, A). La formation des feuilles continue jusqu’a la fin du stade végétatif,
lorsqu’une tige florale apparait. Pendant cet épisode on peut distinguer deux types de
feuilles : feuilles basales en rosette, lancéolés, alternes, a fort indumentum, et des feuilles
petites, sessiles, étroites et soyeuses, qui apparaissent sur la tige florale (Figure 2, B,).

L’étude en microscopies électronique a balayage et optique montre que I’indumentum
est constitué de trichomes glandulaires et non glandulaires (Figure 3). Les trichomes
glandulaires les plus fréquents sont de type bisériés (Figure 3, A, et B) a 5 cellules par série
terminées par une vésicule formée par la cuticule. Les trichomes non glandulaires (Figure

3, C et D), fortement attachés a 1’épiderme sont constitués de 2 a 5 cellules.
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Figure 2 : Phénologie d’lnula montana. A- pousse
foliaire ; B- formation des bourgeons floraux ; C-
phase floraison, (1- Phase précoce, 2- Ouverture du
capitule) ; D- Anthéese ; E- Fin de la phase floraison ;
F- Sénescence des parties aériennes ; G- Feuilles
d’automne en rosettes.
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Figure 3 : Différents types de trichomes sur les feuilles d’/nula montana. A,B- Trichomes
glandulaires biserieés (MEB et microscopie photonique respectivement) ; C,D- Trichomes
non glandulaires (MEB).
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Tableau 1 : Comportement phénologique d 'Inula montana dans des conditions naturelles. I : Initiation de

la phase ; C : Accomplissement de la phase ; D : Durée de la phase. Les nombres entre parentheses

indiquent les semaines.

aérienne

Phénophase Population
Apt Bonnieux Murs
Stade Activation (1) Mars (3) Mars (3) Mars
végétatif | rhizome _ . .
(3) Avril (1) Avril (1) Avril
30 jours 28 jours 26 jours
Phénophase (1) Avril (3) Avril (3) Avril
végétative _ . _
(2) Mai (1) Mai (1) Mai
23 jours 21 jours 21 jours
Stade bourgeons (2) Mai (3) Mai (3) Mai
floraison | floraux . (1) Juin (1) Juin
(2) Juin
30 jours 28 jours
30 jours
inflorescence (1) Juin (3) Juin (3) Juin
(4) Juillet (1) Juillet (1) Juillet
42 jours 35 jours 35 jours
Sénescence des parties (4) Septembre | (2) Aot (4) Aot
aériennes (2) Octobre (3) Septembre (1) septembre
42 jours 35 jours 35 jours
Durée de la prise de vue 167 jours 149 jours 145 jours
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3.1.2.Phase sexuelle et formation des bourgeons floraux
La phase végétative est suivie d'une phase sexuelle hautement asynchrone. Parmi les
différentes populations étudiées, les plantes qui poussent a une altitude basse sont les

zéme

premieres a entrer dans la phase sexuelle a partir de la semaine de mai (Tableau 1), et

continuent la formation de bourgeons floraux jusqua la 1°° semaine de juin. Les

populations 4 haute altitude entrent dans la phase sexuelle plus tard, a partir de la 3°™

eme

semaine de mai jusqud la 1% ou 2°™ semaine de juin. Pendant cet épisode chaque
bourgeon floral donne une tige simple, dressée, soyeuse, se terminant par un capitule
fermé, vert, entouré par plusieurs séries des bractées qui forment I’involucre (Figure 2, B).
3.1.3. Période de floraison
L'espece montre un grand asynchronisme dans la floraison entre plantes et entre
populations se développant dans différents habitats. La période d’ouverture des capitules
commence la 1 ou la 2°™ semaine de juin et se poursuit jusqu'a la 2°™ ou la 3*™ semaine
de juillet (Tableau 1). Le début de la floraison se signale par I’épanouissement des fleurs
ligulées périphériques et se poursuit par celui des fleurs tubulées (Figure 2, C). Ces
derniéres s’épanouissement de manicre centripéte formant plusieurs hélices convergeant
vers le centre du capitule (Figure 2, D).
3.1.4. Sénescence des parties aériennes
Apres la maturation des akenes, les plantes montrent une sénescence asynchrone des
parties aériennes (Figure 2, E, F). Dans les altitudes moyennes et basses, la sénescence
des populations commence a partir de la 3% ou la 4™ semaine d'aofit et se poursuit
jusqu'a la 2°™ semaine de septembre. A altitude élevée elle commence plus tard pendant la
1°® semaine de septembre et se poursuit jusqu’a la 2°™ ou 3™ semaine d'octobre (Tableau
I). Pendant ce stade toutes les parties aériennes se dessechent et les akénes sont dispersés.
Il est ¢galement noté¢ qu’avant la rentrée de la plante en repos végétatif, de nouvelles
feuilles, petites, ovales, moins soyeuses que les feuilles de printemps, se forment a la base
de la rosette pendant I’automne (Figure 2, G).
3.2. Biologie de la reproduction
3.2.1.0Organisation florale
Le capitule, généralement solitaire, est légérement aplati avec un diametre d’a peu pres

45 mm. Les bractées de 1’involucre, disposées en plusieurs séries, sont lancéolées, avec une

partie glabre et scarieuse appliquée contre le capitule et une partie verte, foliacée et tres
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velue sur les deux faces. Elles mesurent 7-10 mm de long. Le réceptacle, d’a peu prés 9 mm
de diametre, 1égerement convexe, porte une quarantaine de fleurs ligulées en position
périphérique, sur un seul rang et mesurant en moyenne 21 mm. Elles sont zygomorphes,
strictement pistillées, a corolle en languettes tridentées de couleur jaune (Figure 4, B). La
partie interne est occupée par un grand nombre de fleurs tubulées (actinomorphes) d’a peu
pres 11 mm de long, bisexuées (hermaphrodites), avec une corolle constituée de 5 pétales
soudées également jaunes (Figure 4, C). Pour les deux types de fleurs, ’ovaire (Figure 4,
B, C) est infere, bicarpellé, uniloculaire, uniovulé, mesurant 3-4 mm de long. Il est
pubescent avec une forme sub-cylindrique et est surmonté d’un pappus (calice). Celui-ci
mesure a peu pres 7 mm de long et est constitué de plusieurs soies légerement translucides
(Figure 4, C). L’androcée est formé de 5 étamines a filets libres portant des antheres
soudées en un cylindre autour du style qui se termine par un stigmate bifide (Figure 4, B,

0).

Figure 4 : Organisation florale d’Inula montana. A- Capitule; B- fleur ligulée; C- Fleur tubulée. « s-
Stigmate, c- Corolle, p- Pappus, o- Ovaire ».
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3.2.2.Le pollen

A TP’anthése, les étamines d’L. montana libérent une grande quantité de pollen.
L’observation microscopique montre que celui-ci est composé de grains sphéroidaux,
triporés, échinulés, agglomérés avec des gouttelettes jaunes de pollen kit d’aspect huileux
(Figure 5). Les mesures de taille révelent que les grains les plus fréquents présentent un

diametre moyen de 30 pm. D’autres, moins fréquents, mesurent en moyenne 20 pm ou 30

um (jumbo pollen) (Figure 5, A).

Figure 5 : Structure du pollen d’I. montana ; A- Trois type des pollens : Grain de taille normale (n), Grain
de pollen a petite taille (p), Grain géant (g) ; B- Vue équatoriale montrant les épines ; C- Vue polaire
montrant les trois pores ; D- gouttelettes jaunes de pollen kit.
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3.2.3.La pollinisation
Pendant la période de floraison, plusieurs especes d'insectes ont été observées sur les

capitules d’l. montana. La capture et [D’identification montre que ces insectes
appartiennent en majorité a quatre groupes : des coléopteres, des hyménopteres, des
dipteres et des 1épidopteres (Tableau 2). Parmi les Coléopteres observés les especes
Trichodes alvearius (Figure 6, A), Acmaeodera degener (Figure 6, B), et Anthaxia
hungarica (Figure 6, C) ont été identifiées. Les Lépidopteres sont représentés par les
Polyommatus sp. (Figure 6, D) et Clossiana euphrosyne (Figure 6, E). Les Dipteres sont
représentés par Sphaerophoria scripta (Figure 6, F). Les Hyménopteres sont représentés
par Apis mellifera (Figure 6, G). Le suivi sur le terrain montre que les capitules
terminaux recoivent plus de visites que les capitules axillaires et que la période d'activité

des insectes visiteurs se situe entre 10h et 16h. Les coléopteres ont représenté les visiteurs

les plus fréquents dans les sites étudiés (Tableau 2).

Tableau 2 : Activité des pollinisateurs potentiels d 'Inula montana. +++ Fréquence forte ; ++

Fréquence moyenne ; + Fréquence faible ; nb : non observé.

Ordre Especes Population
Apt | Bonnieux | Murs
Coléopteres Anthaxia hungarica + +++ ++
Trichodes alvearius +++ | ++ ++
Acmaeodera degener + +++ ++
Cryptocephalus hypochaeridis | + ++ ++
Clytra espanoli ++ + +
Dipteres Sphaerophoria scripta + nb nb
Hyménopteéres Apis mellifera it N b
Lépidopteres Polyommatus sp. ++ + nb
Clossiana euphrosyne ++ + nb
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Figure 6 : Exemples d’insectes visitant les capitules d’Inula montana. Coléopteres (A- Trichode sp., B-
Acmaeodera sp., C- Anthaxia sp.); Lépidopteres (D- Polyommatus sp., E- Clossiana) ; Dipteres (F-
Sphaerophoria sp.) ; Hyménopteres (G- Apis mellifera).

3.2.4.Développement post pollinisation

Apres pollinisation les corolles sechent et les ovaires commencent a évoluer en akenes.
A maturité (Aofit) ces derniers prennent une couleur brune mesurent 3-4 mm de long, et se
terminent par les pappus responsables de leur dispersion (anémochorie). L’observation de
ces akénes montre qu’ils sont en grande majorité vides. Les parties aériennes se dessechent

marquant ainsi la fin de cycle de la plante.

4. Discussion
4.1. Phénologie
Les caractéristiques de la phénologie d’une espéce médicinale sont un préalable
nécessaire pour mieux comprendre sa biologie en rapport avec les conditions
pédoclimatiques et sa capacité a €tre introduite dans un systeme de culture. Ceci est d'autant
plus marqué quand il s'agit d'une plante médicinale dont la récolte s'adresse a des populations
naturelles et qu'il faut domestiquer pour une meilleure utilisation. C'est le cas de notre plante

modele, 1. montana, dont la phénologie est_analysée pour la premiere fois_dans cette étude.
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Il ressort qu’l. montana est une plante vivace grace a la présence d’un rhizome qui
assure la pérennité de la plante, lui conférant un caractere cryptophyte. Ce rhizome présente
un développement cyclique, rythmé par les conditions microclimatiques et donc les
bourgeons produisent plusieurs vagues de feuilles.

Le suivi des populations d’/. montana dans les trois sites étudiés montre que 1’altitude
affecte la phénologie en particulier au niveau de I’initiation et la durée des différents phases.
Par exemple pour I’initiation de la phase végétative il ressort que les rhizomes des plantes a
haute altitude (Lagard d’Apt) ont une activation retardée de 12 jours par rapport a ceux des
autres sites (Bonnieux, Murs). Il ressort aussi que la phénologie reproductrice se caractérise
par un asynchronisme tres marqué. Ceci assure la disponibilité a long terme du pollen pour
la pollinisation (Wyatt, 1982 ; Hertweck and Pires, 2014). LLe moment de la floraison par
rapport aux plantes voisines peut potentiellement affecter le rendement en graines par fleurs
individuelles (Allen, 1986 ; Shabir, et al, 2013), la qualité des graines (Schmitt, 1983 ;
Khanduri et al., 2013 ; Okusanya et al., 2016), et leur dispersion (Lacey and Pace, 1983 ;
Gairola et al., 2010). La floraison asynchrone dans les populations peut également
contribuer a réduire la compétition intra spécifique pour les pollinisateurs et favoriser le
croisement (Ollerton and Lack, 1998 ; Pang and Saunders, 2015).

Les parties aériennes de 20 a 30% des plantes vasculaires sont couvertes par les
trichomes glandulaires, qui sont représentés par plus de 300 formes morphologiques
différentes (Wagner, 1991 ; Sulborska, 2013). Dans cette étude, deux types de trichomes ont
été distingués, trichomes glandulaires et trichomes non glandulaires. Les trichomes
glandulaires les plus fréquents chez I. montana sont en forme bisériée. Ceci est en accord
avec des études précédentes qui indiquent la présence des deux types des trichomes chez
plusieurs especes d’Asteraceae (Fahn, 1988 ;Tateo et al., 2001 ; Fahn, 2000 ; Sulborska,
2011).

En plus des trichomes glandulaires, de nombreux trichomes non glandulaires ont
également été observés. Ils sont unicellulaires, de 2 a 5 cellules allongées. Les
caractéristiques générales des trichomes non glandulaires ont été décrites par Kromer et al.
(2016) chez Arnica montana. lls ont été classés en poiles avec une tige unicellulaire ou

multicellulaire avec une cellule apicale allongée en forme de fouet (Kromer et al, 2016).
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4.2.

Les trichomes non glandulaires semblent avoir un role important pour protéger la plante

contre les bioagresseurs et autres facteurs abiotiques défavorables. Alors que les trichomes
glandulaires généralement accumulent des composés volatiles tel que les lactones
sesquiterpenes. Chez des especes d’ Asteraceae les trichomes glandulaires accumulent une
variété de substances, tels que des tanins, des flavonoides, des phénols (Appezzato-da-Gloria
et al, 2012), des terpénoides (Redonda-Martinez et al., 2012), des lipides et des
polysaccharides (Parolin et al., 2014).

Biologie de la reproduction

Les Asteraceae, I'une des plus grandes familles de plantes a fleurs, utilise une extréme

diversité¢ de stratégies reproductives, a I’origine du grand succes de cette famille dans la

colonisation d’importantes zones géographiques (Hiscock, 2000).

4.2.1.Organisation florale

La fleur est directement impliquée dans l'attrait des pollinisateurs, et ses traits
morphologiques et fonctionnels affectent le succes reproducteur de la plante. Donc, les
caractéristiques florales peuvent avoir une grande importance pour les especes endémiques
(Navarro and Guitian, 2002).

La morphologie florale d'l. montana est particuliecrement adaptée pour l'attraction des
insectes car elle possede 1-2 capitules par chaque tiges florales, chacun a des fleurs
ligulées jaunes a I’extérieur « comme des pétales » qui attirent visuellement les insectes, et
des fleurs tubulées au centre (pseudanthe). Cette structure morphologique est également
présenté sur les capitules d'autres genres Asteraceae tels que Helianthus, Parthenium,
Senecio, Coreopsis, Galinsoga et Gaillardia (Mani et al., 1999 ; Wist and Davis, 2013).
Les stigmates d’l. montana ont une double fonction, pendant la phase staminée :
présentateur secondaire du pollen et surface réceptrice du pollen. Ce type de présentation

de pollen actif est typique chez Asteraceae (Ladd, 1994).

4.2.2.La morphologie du pollen

Les grains de pollen d’l. montana sont échinés avec des épines, ce qui est
caractéristique des Asteraceae (Qaiser et Perveen 2002). Ils sont décrits comme sphériques
ou légerement, aplatis, principalement tricolporés, avec une grande variation en taille et
nombre (Skvarla et al., 1977). Dans cette étude, on a distingué trois types des grains de

pollen, des grains normaux viables avec un diametre d’a peu prés 30,6 um, des grains a
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grand diametre de plus 40 um (jumbo pollens) et des grains avec une petite taille (moins
de 20 pum du diametre) qui sont le plus souvent vides. Ceci est en accord avec la taille des
grains de pollen d’I. racemosa (Dawar, 1998).

4.2.3.Mécanisme de la pollinisation

Chez les Asteraceae la majorité des fleurons dans le capitule sont hermaphrodites,
par conséquent, la présence d'un moyen pour effectuer la pollinisation est nécessaire (De
Nettancourt, 2013). Les fleurs d'Asteraceae sont typiquement pollinisées par des insectes
(entomophiles), donc il était probable que le type entomogamie soit dominant dans le cas
d’l. montana. L’aspect important chez les plantes pollinisées par des insectes est la
variation dans les especes de pollinisateurs et dans leur activité (Schemske and Lande,
1985). Egalement, plusieurs visiteurs peuvent montrer des variations dans leur stratégie de
recherche de nourriture « collecteurs de nectar ou de pollen », I'élimination et/ou dépot de
pollen et le taux de visites. Ces caractéristiques affecteront les composantes quantitatives et
qualitatives de la pollinisation, reflétant finalement différents niveaux d'efficacité et donc
des contributions spécifiques au succes reproducteur.

Au cours de la présente étude, tous les visiteurs floraux n'ont pas été enregistrés
comme pollinisateurs, et plusieurs especes d'insectes ont été exclues parce qu'ils n'ont pas
les caractéristiques typiques du pollinisateur. Les visiteurs omis ont inclus des sauterelles
« Orthoptere: Acrididae », des fourmis « Hyménoptere: Formicidae » et des araignées
« Araneae: Thomisidae ».

Les familles d'insectes documentés comme pollinisateurs dans la présente étude
comprennent des espéces d’Hyménopteres, Lépidoptéres, Dipteres, et Coléopteres.
Plusieurs espéces d’Hyménoptéres (des abeilles, des guépes), de Lépidopteres
« Polyommatus, clossiana » et de dipteres (des Syrphidés) ont été observées sur les
capitules d’l. montana mais moins fréquemment par rapport aux Coléopteres (Trichode,
Acmaeodera, Anthaxia) qui ont montré généralement une fréquence élevée de visites et
une présence constante tout au long de la journée. Beaucoup de Dipteres Syrphidés, de
Lépidopteres et d’Hyménopteres sont considérés comme des pollinisateurs importants des
Asteraceae car ils ont tendance a collecter simultanément le pollen et le nectar
(Grombone-Guaratini et al., 2004). La considération des coléopteres comme

pollinisateurs potentiels pour les Asteraceae a été précédemment mentionnée par Maria
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Cerana (2004). Elle a indiqué que les capitules de Mikania urticifolia sont visités par

différents Coléopteres au cours de la troisieme phase florale (Cerana, 2004).

4.2.4. Sénescence et dispersion d’akenes
A la fin du stade floraison, les parties aériennes de la plante entrent en sénescence et les
capitules libérent de grandes quantités d’akénes qui sont dispersés par le vent grace au
pappus (anémochorie). Il faut signaler que lors de nos prospections, nous n’avons pas

observé de nouvelles germinations dans les trois sites étudiés.
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Les caractéristiques €co-physiologiques et phytochimiques des

populations naturelles d'Inula montana L. (Asteraceae) dans le

sud-est de la France
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Résumé

Inula montana est un membre de la famille des Astéraceae et est présente en quantité
relativement importante dans les régions de garrigue calcaires méditerranéennes. Cette espece a
été traditionnellement utilisée pour ses propriétés anti-inflammatoires comparables a celles
d’Arnica montana. Dans cette étude, les parametres pédoclimatiques et les caractéristiques
morpho-physiologiques qui en découlent, ont ét€ comparés dans trois habitats dans le Parc du
Luberon. Les observations montrent que I. montana se développe sur des sols pauvres et qu’elle
tolere de grandes variations d’altitude et de température. Les teneurs des feuilles en polyphénols
totaux et en flavonoides varient en fonction de la saison et sont plus importantes dans le site qui

présente les conditions climatiques les plus contraignantes du point de vue hydrique (sol drainant,

température plus élevée et présence d’une période séche en été).
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Abstract

Inula montana is a member of the family Asteraceae and is present in substantial numbers in
Garrigue country (calcareous Mediterranean ecoregion). This species has traditionally been used
for its anti-inflammatory properties as well as Arnica montana. In this study, three habitats within
Luberon Park (southern France) were compared regarding their pedoclimatic parameters and the
resulting morpho-physiological response of the plants. The data showed that I. montana grows in
south-facing poor soils and tolerates large altitudinal and temperature gradients. The habitat
conditions at high elevation appear to affect mostly the morphology of the plant (organ
shortening). Although the leaf contents of total polyphenols and flavonoids subclass essentially
followed a seasonal pattern, many sesquiterpene lactones were shown to accumulate first at the
low-elevation growing sites that suffered drought stress (draining topsoil, higher temperatures
and presence of a drought period during the summer). This work highlights the biological
variability of 1. montana related to the variation of its natural habitats which is promising for the
future domestication of this plant. The manipulation of environmental factors during cultivation
is of great interest due to its innovative perspective for modulating and exploiting the

phytochemical production of I. montana.
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Chapitre IV

1. Introduction

The sessile living strategy of terrestrial plants,
anchored to the ground, forces them to face
environmental variations. Plants have developed
complex responses to modify their morpho-
physiological characteristics to counteract both
biotic and abiotic factors (Suzuki et al.,2014;
Rouached et al., 2015). Altitude is described as
an integrative environmental parameter that
influences phytocoenoses in terms of species
distribution, morphology and physiology (Liu et
al., 2016). It reflects, at minimum, a mixed
combination of temperature, humidity, solar
radiation and soil type (Korner, 1999). In
addition, the plant age, season, microorganism
attacks, competition, soil texture and nutrient
availability have been proven to strongly
influence the morphology and the secondary
metabolite profile of plants (Seigler, 1998).
Altitudinal gradients are attractive for eco-
physiological studies to decipher the mechanisms
by which abiotic factors affect plant biological
characteristics and how those factors influence
species distribution (Graves and Taylor, 1988).
For instance, a summer increase of nearlyl0% in
solar irradiance per 1000 m in elevation has been
demonstrated in the European Alps. This increase
was also characterized by an 18% increase in UV
radiation (Blumthaler et al., 1997). Considering
the reliefs of the Mediterranean basin, plants
must confront both altitude and specific climate,
namely high summer temperatures, infrequent
but abundant precipitation, and wind (Bolle,
2012). Moreover, plants that live at higher
elevation must also survive winter conditions
characterized by low temperatures and high
irradiance. All together, these factors force the

plants to develop dedicated short- and long-term
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phenological, morphological and physiological
adaptations (Kofidis et al., 2007). Many of these
adjustments are protective mechanisms against
photoinhibition of photosynthesis (Guidi and
Calatayud, 2014; Sperlich et al, 2015), and
most of them involve the synthesis of secondary
metabolites (Ramakrishna and Ravishankar,
2011, Bartwal et al., 2012).

The genus Inula (Asteraceae) includes more
than 100 species that are widely distributed in
Africa and Asia and throughout the
Mediterranean region. These plants have long
been collected or cultivated around the world for
their ethnomedicinal uses. They synthesize and
accumulate significant amounts of specific
terpenoids and flavonoids.

Secondary metabolites (including
sesquiterpene lactones) from [Inula spp. have
shown interesting biological activities such as
antitumor, anti-inflammatory, antidiabetic,
bactericidal, antimicrobial and antifungal
activities, and these plants have also been used
for tonics or diuretics (Reynaud and Lussignol,
1999; Seca et al., 2014).

The species [Inula montana is a hairy
rhizomatous perennial (hemicryptophyte) herb
with a 1040 cm circumference and solitary
capitulum (5-8 cm diameter) of yellow florets
(long ligules) positioned at the top of a =20 cm
floral stem. It grows at altitudes of 50-1300 m
from eastern Italy to southern Portugal and is
frequent in Southeast France. This calcicolous
and xerophilous plant can be locally abundant,
particularly in the Garrigue-type lands (Gonzalez
Romero et al., 2001; Girerd and Roux, 2011,
Tela Botanica, 2016). In the south of France, I

montana was incorrectly called “Arnica” because

78



Chapitre IV

it was used in old traditional medicine as an
alternative drug to the well-known Arnica
montana (Reynaud and Lussignol, 1999). Due to
herbivory pressure, loss of habitat and the fact
that it is mainly harvested from the wild, A.
montana is cited in the Red List of Threatened
Species (IUCN). In Europe, more than 50 t of
dried flowers are traded each year (Sugier et al.,
2013). Although many efforts are currently
underway to domesticate A. montana and to
correctly manage its habitats, the opportunity to
find an alternative plant would therefore be of
considerable interest.

In this context, we have developed a scientific
program that aims to rehabilitate, domesticate
and test /. montana as an efficient pharmaceutical
substitute to A. montana. We have recently
published a phytochemical investigation of the
contents of leaves and flowers of 1. montana
(Garayev et al., 2017). Those data showed new
compounds with associated anti-inflammatory
activity. Here, we present the results of an
ecophysiological study of I. montana that aimed
to analyze the putative correlations between its
morphology, its phytochemical production (with
a focus on sesquiterpene lactones) and the
characteristics (edaphic and climatic) of its
natural habitats. It was expected that I.montana
would face various abiotic stresses according to
the large altitude gradient of its habitats.
Assessing the response of the plant to its natural
growing conditions will be helpful for its future
domestication. In addition, a successful
identification of environmental levers that could

modulate the phytochemical production of this

medicinal plant would be of great interest.

2. Material and methods
2.1. Luberon park

2.2.

Caractéristiques éco-physiologiques et biochimique d’l. montana

The present study was focused on I. montana
populations growing in the French “Parc Naturel
Régional du Luberon” (Luberon Park) that is
located in southeastern France. The park
(185,000 ha) is characterized by medium-sized
mountains (from 110 to 1125 m high; mean
altitude ~680 m) that stretch from west to east
over the “Vaucluse” and the “Alpes-de-Haute-
Provence” regions (Supplemental file). Although
the overall plant coverage of Luberon Park
belongs to the land type “Garrigue” (calcareous
low scrubland ecoregion), there are two
significant climatic influences: first, the north-
facing shady side is characterized by a cold and
humid climate that supports the development of
deciduous species such as the dominant white
oak (Quercus pubescens). Second, the sunny
south-facing side receives eight to ten times more
solar radiation. On this side, the vegetation is
typically Mediterranean with a majority of green
oak (Quercus ilex), Aleppo pine (Pinus
halepensis), kermes oak (Quercus coccifera) and
rosemary (Rosmarinus officinalis). The ridges of
the Luberon Park suffer from extreme climatic
variations: windy during all seasons, intense
summer sun, cold during the winter, dry
atmosphere and spontaneous and intense rains.
These conditions limit the spectrum of plant
resistant to these

species to those most

conditions, such as the common juniper
(Juniperus communis) and boxwood (Buxus sp.)
(Gressot, 2010).
Sites of interest and sampling

Inula montana is present in highly variable
amounts over Luberon Park. By exploring the
south-facing sides we selected three sites of

interest: Murs, Bonnieux and Apt (Supplemental

file). At these locations, I. montana forms several
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small, sparse and heterogeneous groups of tens of
plants per hectare. These sites were also selected
for their similar presentation as grassy clearings
(area from 4 to 9 ha) and for their uniform
flatness and slight inclination (=7%). The linear
distance between the 3 sites is 21.4 + 2 km. The
Apt site is 500600 m higher than both other
sites. A preliminary phenological survey showed
that the vegetative growth of I. montana extended
from early April to late October, consistent with
the hemicryptophytic strategy of the plant. Mid-
June corresponded to the flowering period, which
lasted ~10 days. Accordingly, samples were
synchronously collected from the three habitats at
four consecutive periods during 2014: early April
(early spring), mid-May (late spring), mid-June
(summer) and late October (autumn).
Climatic and edaphic data

The measurements of climate characteristics
(standard weather stations, 1.5 m height above
soil surface) were accessed from the French
weather data provider (meteofrance.fr, 2014,
France) and supplemented with agronomic

weather  station data near each  site
(climatedata.org, 2014, Germany). The satellite-
based solar radiation measurements (Copernicus
Atmosphere Monitoring Service (CAMS)) were
obtained from the solar radiation data service
(soda-pro.com, 2014, MINES ParisTech,
France). The measurements of the physical
properties of the soils and of the chemical content
of the aqueous extracts (cf. Table 1) were
subcontracted to an ISO certified laboratory
(Teyssier, Bordeaux, France) according to
standards. Briefly, 10 g of raw soil were milled,
dried (12 h at 45 °C, except for nitrogen
determination) and sifted (2 mm grid). Samples

were then stirred into 50 ml of demineralized

2.4.

2.5.

water for 30 min at 20 °C and filtered. Organic
matter was measured after oxidation in potassium
dichromate and sulfuric acid. NH4 and NO3 were
extracted with 1 M KCI. Organic matter, NH4,
NO3 and water-extractable PO4 were then
determined by colorimetric methods. K, Mg, Ca,
Fe, Cu, Mn, Zn and Bo were determined by
atomic absorption spectroscopy.
Determination of growth parameters

Plant growth for each period evaluated was
determined by using several parameters: fresh
and dry weight, water content, leaf area, and
height of floral stem at the flowering stage. For
each period, ten plants were collected randomly
from each of the three sites (Luberon Park). The
fresh weight was measured immediately after
harvest, and the leaves were scanned to measure
their area with the Image] software (National
Institutes of Health, USA). The collected plants
were subsequently dried (80 °C, 24 h) to
calculate the water content. Glandular trichome
density was assessed on 10 leaves randomly
collected at the flowering period from 10
different plants per site. This assessment was
performed using a stereomicroscope (Nikon ZX
100, Canagawa, Japan) equipped with
fluorescence (excitation 382 nm, emission 536
nm) and digital camera (Leica DFC 300 FX,
Wetzlar, Germany). The captured images
allowed the quantification of glandular trichomes

using Imagel

Chlorophyll-a fluorescence measurements
Chlorophyll-a fluorescence was measured in
vivo using a portable Handy-PEA meter
(Hansatech, Kings Lynn, UK) on 20 plants
arbitrarily selected three times per day: in the

morning (10:00), at midday (12:00) and in the
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afternoon (14:00). This was done for each
considered time period (season) and for each of
the three I. montana habitats. The fluorescence
parameters calculated were the maximum
quantum yield of primary photosystem II
photochemistry (Fv/Fm) and the performance
index (PI) according to the OJIP test (Strasser et
al., 2000). Both parameters are plant stress
indicators and provide indications of the overall
plant fitness. The ratio (Fv/Fm) between variable
chlorophyll fluorescence (Fv = Fm — F0) and
maximum fluorescence (Fm) is the most used
parameter to assess plant stress. Initial
fluorescence (FO) is obtained from dark adapted
samples and maximum fluorescence (Fm) is
measured under a saturation pulse (Maxwell and
Johnson, 2000; Rohacek, 2002). PI is an
integrative ~ parameter  that reflects the
contribution to photosynthesis of the density of
reaction centers and both the light and the dark
reactions (Poiroux-Gonord et al., 2013). All of
the parameters were calculated from the
measured fluorescence of leaves under saturating
pulsed light (1 s at 3500 umol m s ') after 20
min adaptation to the dark.
Total polyphenol and flavonoid contents
Harvested leaves were air dried on absorbent
paper at room temperature for 3 weeks. The
samples were prepared by maceration at room
temperature for 96 h in 20 ml of 50% ethanol
(v/v) (Carlo Erba, Italy). This step was followed
by ultrasonic extraction for 30 min. The samples
were then filtered into a 20 ml volumetric flask
and adjusted to volume with the same solvent.
The total polyphenol content was determined
according to paragraph 2.8.14 of the current
European Pharmacopoeia (Ph. Eur, 2017): the

absorbance was measured at 760 nm (Shimadzu

2.7.

1650pc, Japan), and the results are expressed as

pyrogallol (Riedel-de-Haén, Germany)
equivalents in percent (g/100 g of dried plant
sample). The total flavonoid content was
determined according to the aluminum chloride
colorimetric method of monograph number 2386
(safflower flower) from the current European
Pharmacopoeia. The absorbance was measured at
396 nm (Shimadzu 1650pc), and the results are
expressed as the percentage of total flavonoids
relative to luteoline (C15H1006; Mr 286.2).
High-performance liquid chromatography
(HPLC) analyses

The extraction was performed by mixing 10
g of dried leaves with 100 ml of CH2CI2 (Carlo
Erba, Italy) and introducing the mixture into a
glass column in order to extract compounds by
percolation with dichloromethane. After 18 h of
maceration, 100 ml of dichloromethane extract
was collected and evaporated to dryness. Next,
10 mg of dried extract were dissolved in 5 ml of
methanol (Carlo Erba) and centrifuged. Then, 4
ml of the supernatant was brought to a final
volume of 10 ml with distilled water. The
solution was filtered through a 0.45-um
membrane. The analyses were performed using
an Agilent 1200 (G1379A

G1313A GI311A

series apparatus
degasser, autosampler,
quaternary pump, G1316A column thermostat
and G1315 B diode array detector (DAD))
(Agilent, Germany) with a Luna C18 adsorbent
(3 um, 150 mm x 4.6 mm) (Phenomenex, USA)
and a SecurityGuard C18 column (3 mm ID x 4
mm cartridge) (Phenomenex). Instrument control,
data acquisition and calculation were performed
with ChemStation B.02.01. (Agilent). The mobile
phase consisted of 52% MeOH (Carlo Erba) and

48% water (Millipore, Germany), and the pH of
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the mobile phase was 5.5. The flow rate was 1.0
ml/min. The detector was operated at 210 nm
(sesquiterpene lactones absorption wavelength),
and peaks were identified according to Garayev
et al. (2017). The injection volume was 20 pl.
Statistical analysis

The principal component analysis (PCA) and
non-parametric test were performed using R (R
Foundation, Austria). For multiple comparisons,
the post hoc Kruskal-Wallis-Dunn test with the
Bonferroni adjustment method was used. The R
libraries used were factomineR, PMCMR, and
multcompView. The data are displayed as the
means + standard error of the mean and were

considered significant at p < 0.05.

3. Results

3.1.

Pedoclimatic characterization of 1. montana
habitats

Among the three Luberon Park sites assessed,
Murs and Bonnieux showed a similar climatic
pattern in terms of temperature and precipitation
(Fig. 1). In addition, the 20-year-data suggested
that both of these I. montana habitats experienced
a drought period centered on July (1-2 months
long). The Apt habitat, which is 500-600 m
higher than the two other sites (Supplemental
file), showed a lower mean temperature and
higher precipitation. In addition, Apt notably
displayed the absence of a drought period,
according to the averaged data (Fig. I), but it
showed drier air throughout the year (Table I).
The  3-year  (2013-2015)  satellite-based
measurement of the global solar irradiation on
the horizontal plane at ground level (GHI) (Fig.
2) showed a strong increase in irradiance from
January to June, a stable amount of radiation

from June to July and then a strong decrease until

December. When investigating the irradiance in

detail for the 3 I montana populations, no
difference was observed (GHI). However, when
irradiance was estimated under clear sky, namely
by virtually removing the clouds (Clear-Sky
GHI), it appeared that the Apt site received =3%
higher solar irradiation from May to July. Taken
together, these results indicate that the cloudier
Apt weather compensates on average for the
higher solar irradiation at this altitude.
Considering the physical characteristics of the
topsoil, Apt appeared clayey and loamy, whereas
Murs and Bonnieux were much richer (612
times) in sand (Table 1I). Concerning the
chemical characteristics, the analysis of the
topsoil aqueous extracts showed that all three
growing sites appeared equally poor (Table 1).
The Apt topsoil showed slightly lower levels of
NH4, NO3, K, Ca, Mn and Zn than either of the

other sites and also showed the lowest pH.

Table 1
Pedoclimatic characterization of Inula montana habitats. Exp. A: expected theoretical
range of element concentrations for a standard agricultural parcel.

Murs Bonnieux Apt
Climate
Mean temperature ('C) 11.0 12.1 7
Air moisture (%) 66.5 69.7 54.4
Annual precipitation (mm) 774 702 928
Topsoil
Composition (%) & texture Sandy loam Sandy clayey Clayey loam

loam

Organic matter (from aqueous 5.01 4.98 5.00
extract)

Clay 6.4 16.1 18.0

Sand 37:3 20.4 3.1

Silt 56.3 63.5 78.8

Macro- and microelements (mg/kg from aqueous extract) Exp. A

pH 8.3 7.8 7.7

NH4 3.96 2.56 2.09 4.0-8.0

NOs 3.79 3.14 1.29 4.0-8.0

K 5.4 5.4 27 40-80

PO, 0.2 0.2 0.2 15-25

Mg 25 25 33 20-40

Ca 96.2 71.8 68.7 100-200

Fe 0.33 0.07 0.14 8.0-12.0

Cu 0.01 0.01 0.01 0.30-0.50

Mn 0.13 0.14 0.08 0.30-0.50

Zn 0.09 0.08 0.07 0.30-0.50

Bo 0.51 0.49 0.53 1.0-2.0
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Fig. 1 : Annual climographs (20 years of averaged
data) of the three Inula montana study sites. The black
line represents the mean temperature, and the hatched
area represents the mean precipitation per month
(rainfall or snow). Drought periods are symbolized by
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Fig. 2 : Monthly means of satellite-based global solar

irradiation as measured on the horizontal plane at

ground level (GHI). The solid lines (GHI) represent
the actual terrestrial solar radiation; the dashed lines

(Clear-Sky GHI) estimate the irradiation under a

cloudless sky. The data represent the means of 3 years

of records (2013-2015) for the 3 Inula montana
populations (spatial resolution was 3-8 km). The
asterisks indicate significant differences between sites

at p < 0.05.

3.2. Impact of the geographic location and seasonal
progress on I montana morphology and
physiology

Until autumn, /. montana plants from the Apt
population showed less leaf blade surface area
than leaves from the other sites (Fig. 3A4). All
three habitats displayed an intensive early-spring
growth period, but during late spring, the leaf
surface area was 45% lower at the Apt site than
at the other sites. However, at Apt, the leaf area
was quite stable after this time and for the
remaining period, but the leaf surface decreased
progressively from late spring to autumn at the

two lower-altitude sites (Murs and Bonnieux).

There was no significant variation in the number

83



Chapitre IV Caractéristiques éco-physiologiques et biochimique d’/. montana

of leaves during the season, with the exception of Table 2
Impact of the geographic location on Inula montana morphology at the flowering stage.
a Shght difference during summer between The data represent the mean values of 10 plants + standard error. The lowercase letters

represent significant differencesatp < 0.05.

Bonnieux and the two other habitats (Fig. 3B). In

I. montana Floral stem length (cm) Glandular trichomes per leaf area

addition, the geographic location of I. montana uabitats (0.60 mm®)

. . Murs 2272 * 058a 19.25 = 1.33a
habitats seemed to influence both the length of - 3ot 2 BAn G s 1i0a

. Apt 20.06 £ 036b 1475 £ 056 b

the flowering stem and the number of glandular L >
trichomes per leaf (Table 2). It appeared that I.
montana plants from the Apt habitat showed a 6 A

significantly shortened floral stem (=—12%) and

fewer leaf glandular trichomes (=23%) in

Leaf area (cm?)

comparison with the other sites (Murs and

Bonnieux). Dry and fresh weights increased from !

spring to summer and then decreased until Farly spring Late spring Summer Autwn

—4—Apt —l—Bonnieux Murs

autumn (Fig. 4A, B). When comparing the three

1. montana habitats in terms of plant dry weight,

they showed no difference during the overall

season (Fig. 4A). Similarly, all plants showed a ‘ C
essentially the same water content until late

spring (Fig. 4C). Then, Apt plants displayed a

Numbre of leaves

water content of over 70% during the remaining

seasons, while plants from the two low-elevation

. . Early spring Late spring Summer Autunmmn
locations stayed below 65% (Bonnieux showed it B, i
the lowest value in the summer : 55%). Both
indicators from chlorophyll a fluorescence Fig. 3 : Mean leaf blade surface area (A) and number

of leaves (B) of Inula montana plants according to the
geographic location and seasonal progress. The data
represent the mean values of 10 plants + standard
performance index) showed slight decreases error. The lowercase letters represent significant

measurements (the maximum quantum yield of

primary photosystem II photochemistry and the

during the summer regardless of the geographic differences at p < 0.05
location of the plants (Fig. 5). The overall values
then increased until autumn, but they did not
return to their initial levels. In addition, 1.
montana plants from the Apt population showed
higher Fv/Fm and PI values during the whole
growing period than did plants in the two low-

altitude habitats.
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seasonal progression. The water content (C) is
expressed relative to the fresh weight. The data
represent the mean values of 10 plants + standard
error. The lowercase letters represent significant
differences at p < 0.05.
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Fig. 5 : Effect of the geographic location on Inula
montana photosystem II fluorescence. The data
represent the mean Fv/Fm (A) and mean PI (B) values
of 10 plants * standard error. The lowercase letters

represent significant differences at p < 0.05.

3.3. Phytochemical contents of I. montana according
to geographic location
The amounts of total polyphenols and
their flavonoid subclass during the overall period
did not differ among the three habitats, with the
exception of a lower level of polyphenols during
late-spring for the plants in Bonnieux (Fig. 6A).
For the three habitats, the total polyphenol level
was 49% lower in autumn than in the early
spring. The total flavonoids (Fig. 6B) showed an
average increase of 56% from early spring to
summer (higher level) but then decreased
drastically thereafter (-68%). We conducted high-
performance liquid chromatography analysis on

the leaves of the I montana plants. The
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chromatograms (Fig. 7) showed 10 major peaks, £ 35 A
in which we recently identified (by the external g 3.0
standard method) 5 sesquiterpene lactones 5:]92;
(Garayev et al., 2017) respectively artemorin E 1:5

=)
(p1), 9B-hydroxycostunolide (p2), reynosin (p3), *E L0
santamarine (p5) and costunolide (p10). Other E Z;
peaks were determined to be a mix of two " Earlysprine  Late-spring  Summer Autumne
flavonoids  (Chrysosplenol C  and  6- —+—Apt ——Bomniewx ——Murs
hydroxykaempferol 3,7-dimethyl ether; p4) and
four inositol derivatives (myoinositol-1,5- E Z’Z R
diangelate-4,6-diacetate, myoinositol-1,6- g 0:5 }/\
diangelate-4,5-diacetate, myoinositol-1-angelate- g 0.4 4 .
4,5-diacetate-6-(2-methylbutyrate), myoinositol- § 2; e B
1-angelate-4,5-diacetate-6-isovalerate; p6 to p9). g 0:1
The cross-location and cross-time relative 2 0.0

Early-spring  Late-spring ~ Summer  Autumne

quantification of the 5 sesquiterpene lactones e Apt —e—Bonnieux —o—Murs
(Table 3) suggested that 1. montana plants from
the low-altitude Murs and Bonnieux populations Fig. 6 : Effect of the geographic location on Inula
contained approximately three times more montana phytochemical contents. The data represent

the contents of total polyphenols (A) and total
flavonoids (B). The data represent the mean values of
also showed that pl, p3 and p5 tended to 10 plants + standard error. The lowercase letters

accumulate throughout the seasons, unlike p2 and represent significant differences at p < 0.05.

phytochemicals than plants from Apt. The data

p10, which decreased. Lastly, p10 appeared to be
the most abundant compound (roughly 50% more
than the other lactones) regardless of the location

Or se€ason
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according to Garayev et al. (2017)
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4. Discussion

4.1.

Inula montana morphology

1. montana plants exhibited shorter floral
stem length and reduced leaf surface at high
altitude (Apt; Table 2 and Fig. 3A). This is
consistent with the tendency of many plants to
shorten their organs during winter (Astrom et al.,
2015) or at high elevation due to low
temperatures and strong wind speeds, as shown
previously in three Asteraceae species (Yuliani et
al., 2015). This behavior allows for limiting
dehydration and ameliorate the photosynthetic
conditions by setting plant organs closer to the
warmer soil surface (Cabrera et al., 1998). The
seasonal modification of the leaf morphology has

also been shown to optimize photosynthetic

4.2.

capacity (Astrom et al., 2015). The slightly lower
nutrient availability at Apt (Table 1) may also
contribute to the smaller organ sizes. In addition,
the leaf surface of I. montana remained stable
during the hot period at Apt, whereas it decreased
at low altitude (Fig. 3B). This result is correlated
with both the higher temperature and the drought
period present at the low-elevation sites. Taken
together, the data suggest that the plant
morphological response is clearly adapted to both
the climate and the location. Inula montana
displays two different trichome types on its
leaves: hairy and glandular. Trichomes are well
described as being plastic and efficient plant
weapons against herbivory, notably through their
high contents of protective secondary
metabolites. Insect feeding can modify both the
density and the content of trichomes (Tian et al.,
2012). Abiotic factors also strongly influence
plant hairs; for example dry conditions, high
temperatures or high irradiation can increase the
number of trichomes per unit leaf area (Pérez-
Estrada et al, 2000). Conversely, trichome
density decreases in the shade or in well-irrigated
plants. In this context, water availability in the
plant environment is an integrative factor (Picotte
et al., 2007). Our data are consistent with this
model, since plants from the Apt habitat
(showing the highest altitude and precipitation
but the lowest temperatures) displayed fewer
glandular trichomes on their leaves than either of
the other growing sites that suffered from
drought periods (Table 2). These results also
indicate that 1. montana undergoes a stronger or
at least a different type of stress at low altitude.
Inula montana physiology

It appeared that I. montana biomass increased

from early spring to summer but then decreased,
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consistent with the hemicryptophytic strategy of
this plant (dry weight, Fig. 4A). The location of
the I. montana habitats had no effect on the dry
weight but significantly in- fluenced the plant
water content, which markedly decreased during
the summer at low elevation (Murs and
Bonnieux; Fig. 4C). This is consistent with the
expectation that low-elevation regions in the
Mediterranean area would be hotter and drier
than high-altitude regions, leading to more
stressful conditions for plants (Kofidis et al.,
2007; Wolfe and Tonsor, 2014). The absence of
an effect on the dry weight of 1. montana here
illustrates the strong variability of this
xerophilous plant, namely its capacity to grow in
various habitats and its ability to resist drought.
Chlorophyll a fluorescence has been
described as an accurate indicator of the plant
response to environmental fluctuations and biotic
stress (Murchie and Lawson, 2013; Guidi and
Calatayud, 2014) and has gained interest in
ecophysiological studies (Astrom et al., 2015;
PereraCastro et al, 2017). The maximum
photochemical quantum yield of PSII (Fv/Fm)
and the performance index (PI) reflect
photooxidative stress and plant fitness (Strasser
et al., 2000). Fv/Fm values usually vary from
0.75 to 0.85 for non-stressed plants. Any
decrease indicates a stressful situation, reducing
the photosynthetic potential (Maxwell and
Johnson, 2000). In the Mediterranean climate,
plant photoinhibition frequently occurs (Guidi
and Calatayud, 2014). Below a certain limit of
solar radiation, this protective mechanism allows
the dissipation of excessive photosynthetic
energy as heat (dos Santos et al., 2013). Here,
both of the indicators (Fv/Fm and PI) displayed

lower values at the lowelevation sites (Murs and

4.3.
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Bonnieux; Fig. 5), confirming that I. montana
was subjected to greater stress there. These
results are in agreement with the observed
drought periods at those sites and reflect the
adaptive response of the plants to avoid

photodamage under high temperature and

drought stress in order to preserve their
photosynthetic apparatus (Poiroux-Gonord et al.,
2013). 1t is not possible to easily correlate these
results to the solar radiation because no
difference was observed among the 3 habitats, as
described above (Fig. 2). However, a similar
study that focused on the combined effects of
altitude and season on Clinopodium vulgare
highlighted a decrease in Fv/Fm values in
lowland populations at the beginning of a
drought period (Kofidis et al., 2007).
Secondary metabolites

Plant secondary metabolites are well known
for accumulating in response to environmental
conditions that induce oxidative stress. Many
studies have proposed that polyphenols might
play a protective anti-oxidative role in plants
(Bartwal et al., 2012; Bautista et al.,, 2015).
Consequently, phenolics and other secondary
metabolites usually accumulate under drought
stress, salt stress (Adnan et al., 2016), high or
low temperatures and at high altitude; this is
exacerbated in Mediterranean plants (Kofidis et
al., 2007; Scognamiglio et al., 2015). Phenology
and plant development also strongly influence the

concentrations of

(Radusiené et al., 2013). Our data showed that

phenolic ~ compounds

the I. montana leaf total polyphenol and
flavonoid contents both varied over the season
and reached their maximum value during

latespring and summer (Fig. 6). This

physiological behavior follows the seasonal solar
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radiation profile (Fig. 2) and is consistent with
the welldescribed photoprotective role of
polyphenols (Agati and Tattini, 2010). 1t has
long been known that the quantity of solar
radiation increases with altitude (Spitaler et al.,
2006). Accordingly, we expected a higher
content of phenolics at high elevation due to the
higher irradiance, including UV. However, the
cloudier weather at the Apt site appeared to
compensate for the theoretical 3% difference in
sunshine between that site and the 2 other L
montana habitats (Fig. 2). As such, our results
cannot explain the low polyphenol content
observed in latespring at Bonnieux. Either way, it
appears that the stress perceived by I. montana
plants at low altitude is not due to the simple
variation in solar radiation but rather to a
significant susceptibility to drought stress and/ or
high temperatures

Sesquiterpenes are an important group of
organic compounds released by plants and are
characteristic of the family Asteraceae. Most of
them are volatile molecules used as hormones
and for functions such as communication and
defense against herbivory (Rodriguez-Saona et
al., 2013; Chadwick et al., 2013). In this work
we have identified 5 sesquiterpene lactones that
tend to accumulate in higher amounts in
lowelevation  habitats (Table 3). These
compounds also showed quantities that were
positively or negatively correlated with the
seasonal progression. Sesquiterpene lactones are
well described to follow a seasonal pattern and to
accumulate in response to biotic and abiotic

stresses (Chadwick et al., 2013; Sampaio et al.,
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with the carbon balance theory, which states that
the investment in plant defense increases in
response to a growth limitation (Mooney, 1991).
However, in Arnica montana, no positive
correlation between the production of these
molecules and altitude was found (Spitaler et al.,
2006). In addition, plant terpenoid release has
been reported to be modulated by temperature,
drought and UV radiation (Loreto and
Schnitzler, 2010). The topsoil at the low altitude
sites (Murs and Bonnieux) was significantly
richer in sand than that at Apt (Table I). This
confers a high draining capacity to the low-
elevation sites that would inevitably increase the
water deficiency and contribute to the drought
stress perceived by the plants. Last, our data from
aqueous extracts highlighted a slightly lower
topsoil nutrient content at the Apt site (Table 1).
Although the literature on this topic is scarce, and
no information is available concerning N and K,
some soil nutrients (namely P, Cu and Ca) can
influence the plant sesquiterpene lactone content
(Foster et al., 2006; Sampaio et al., 2016). More
broadly, deficiencies in nitrogen have been
described to induce the accumulation of plant
phenylpropanoids (Ramakrishna and
Ravishankar, 2011). Apt also showed the lowest
Ca content and pH. Although the values were
only slightly higher at the two other sites, they
may globally contribute to decreasing the
availability of topsoil cations. We cannot exclude
the possibility that this would also contribute to
the stress on the plants at these locations, but it is
not easy to make a connection with the plant

phytochemical production

2016). Since these compounds play essential 5. Conclusion

roles in the plant defense response, their The morpho-physiological characteristics of 1.

accumulation under abiotic stress is consistent montana showed that the plant undergoes higher
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stress at its lower-altitude growing sites (Murs and
Bonnieux). Four plant and environmental variables
(chlorophyll fluorescence, plant water content,
climate and topsoil draining capacity) specially
converged to highlight the site water availability as
the primary source of stress. In addition, the
sesquiterpene lactone production by I. montana
was higher at these low-elevation stress-inducing
habitats.

The overall data are summarized in the
principal component analysis (Fig. §). The I
montana growing location (dimension 1) and the
seasons (dimension 2) encompass more than 76%
of the total variability, and the location itself
exceeds 50%. The map confirms that plant stress
(expressed as water content or Fv/Fm) and the
subsequent release of sesquiterpene lactones
(including 4 of the 5 compounds) are correlated to
the integrative altitude parameter. The individual
factor map (B) clearly discriminates the 1. montana
growing locations from the seasons and highlights
the interaction of these two factors.

Dissecting the manner in which molecules of
interest fluctuate in plants (in response to biotic
and abiotic stress) is of great interest scientifically
and economically (Pavarini et al., 2012). The
present study shows that growing habitats that
induce plant stress, particularly drought stress, can
significantly  enhance the production of
sesquiterpene lactones by I. montana. Similar
approaches have been conducted with A. montana
(Spitaler et al., 2006; Perry et al., 2009; Clauser
et al, 2014) and have provided valuable
information and cultivation guidelines that helped
with its domestication (Jurkiewicz et al., 2010;
Sugier et al, 2013). Appropriate cultivation
techniques driven by the ecophysiological study of

A. montana have succeeded in influencing its

Dim 2 (29.59 %)
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sesquiterpene lactone content for medicinal use
(Todorova et al, 2016). The manipulation of
environmental stress has also been described to
significantly promote the phytochemical (phenolic)
content of lettuce (Oh et al., 2009) and halophytes
(Slama et al., 2015; Adnan et al., 2016). Literature
regarding I. montana is very sparse. The present
results bode well for our ongoing field-work that
aims to simulate and test environmental levers to
augment the secondary metabolism and to develop
innovative culture methods for 1. montana.

Our data also illustrate the high morpho-
physiological variability of this calcicolous plant.
High-altitude habitat appears to primarly impact
the morphology of the plant, while low-elevation
sites mostly induce physiological responses to
stress (chlorophyll fluorescence, phytochemicals
synthesis). I. montana appears to grow well on
south-facing sites possessing poor topsoil and low
nutrient availability. It is also able to face high
temperature and altitude gradients and to grow well
on draining soil under a climate that induces

drought stress.

o

-0.5

Dim 1 (50.29 %)
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B

Dim 2 (29.25%)

Dim 1 (50.29%)

Fig. 8 : Principal component analysis of the variables
assessed in the present work. The first and second
components (Dim 1 and Dim 2) explained 76.10% of
the total variance. Dim 1 and 2 represent the
qualitative variables “I. montana locations” (R2 :
0.890) and “Seasons” (R2 : 0.800), respectively. A:
Variable factor map. The bold lines and squares show
sesquiterpene lactones; B: Individual factor map with
confidence ellipses (95%) around the descriptive
variables.
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Secondary metabolites localization and in vitro morphogenesis in Inula
montana L. (Asteraceae), a Mediterranean medicinal plant

(Article a soumettre)

Résumé

Inula montana L. (Asteraceae) est mentionnée en région méditerranéenne comme plante de
la médicinale traditionnelle dans les mémes indications que Arnica montana L. Dans le but de
caractériser cette espece et fournir des informations en vue d’exploiter ses putatives propriétés
thérapeutiques nous avons étudié : (1) la présence de métabolites secondaires dans les organes
végétatifs par microscopie en fluorescence sur coupes semi fines, (2) son comportement
morphogénétique en culture in vitro. Les observations microscopiques sous éclairage UV dans
des longueurs d’ondes spécifiques des métabolites secondaires (SMs) (450-490 nm) ont montré
que tous les organes analysé€s contiennent des structures autofluorescentes. Les feuilles et les
tiges ont montré une intense fluorescence au niveau des cellules parenchymateuses et
particulierement au niveau des trichomes glandulaires suggérant une importante accumulation de
SMs. Par contre, les racines et les rhizomes ont montré de faibles émissions de fluorescence. La
culture in vitro sur milieu MS supplémenté avec soit 1’acide 2,4-dichlorophenoxyacetique (2,4-D)
seul soit différentes combinaisons de 1’acide indol-3-acetique (IAA) et de 6-benzylaminopurine
(BAP) a révélé que les différents explants testés présentent des aptitudes morphogénétiques sous
forme de callogenése et/ou d’organogenése. Les analyses microscopiques ont montré que les cals
issus des explants racinaires présentent une structure friable et sont riches en SMs alors que ceux
issues des explants foliaires et caulinaires sont compacts et pauvres en SMs. Seuls ces derniers
ont régénéré des pousses feuillées capables de donner naissance a des plantes entieres sur milieu
MS sans phytohormones. Les résultats sont discutés en termes de sites d’accumulation des SMs

et en termes de capacités morphogénétiques d’I. montana.

96



Chapitre V Culture in vitro

Abstract

In Mediterranean traditional medicine Inula montana L. (Asteraceae) is mentioned as a
substitute for Arnica montana L. In order to characterize this species and provide information to
explore and exploit its putative pharmacological properties we investigated here: (1) the presence
of secondary metabolites in vegetative organs by fluorescence microscopy on semi thin tissue
sections, and (2) its behaviour in in vitro culture using leaf, stem and root explants from
seedlings. Microscopical observations showed that all the analyzed organs exhibited
autofluorescing structures under 450-490 nm UV wavelength that reveals secondary metabolites
(SMs). Leaves, and stems displayed intensive fluorescence in parenchyma cells and particularly
in glandular trichomes suggesting important accumulation of SMs. In contrast, roots and
rhizomes showed less intense and localized fluorescence. The in vitro experiments on MS
medium supplemented either with 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) or different
combinations of indol-3-acetic acid (IAA) and 6-benzylaminopurine (BAP) showed that both
callogenesis and shoot organogenesis could be induced from the tested explants. Microscopic
analyses revealed that root explants-derived calluses were friable and rich in SMs while those
produced by leaf and stem explants were compact and poor in SMs.. The regenerated shoots
produced whole plants when transferred to appropriate (phytohormones-free) media. The results
are discussed with regards to SMs sites of production and accumulation and to the morphogenetic

potential in 1. montana.
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1. Introduction
Inula montana L. (Asteraceae) is a perennial rhizomatous herb, growing on poor

calcareous soils from 100 to 1200 m altitude in Mediterranean regions of the North Africa and
south Europe (Quézel and Santa, 1963; Reynaud and Lussignol, 1999). During its vegetative
growth, this drought adapted species forms dense groups of rosetted plants with oblong leaves
covered with (bearing) an abundant indumentum. The flowering occurs from May to July
depending on environmental (figure I).conditions leading to the formation of large, yellow-
flowered heads or capitula (4-5 cm diameter) on top of the stem. The flowers (yellow to orange)
are organized according to the radiate model i.e. a series of ray florets surrounding numerous disc

florets.

Figure 1: Flowering Inula montana growing in natural habitat (La Garde d’ Apt).

In France, I. montana is sometimes called “arnica” and its dried aerial parts (leaves, stems
and capitula) were used in folk medicine for its vulnerary activity (Lieutaghi, 2009). However,
its therapeutic properties have not been scientifically proved (to our knowledge). But it is likely
that this could be due to the presence of bioactive secondary metabolites (SMs) as in other Inula

species (reviewed in: Zhao et al. 2006, Amin et al. 2013, Seca et al. 2014). Indeed, many species
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of this genus, particularly from Asiatic flora have been studied for their biochemical constituents
and their possible therapeutic effects. For example, 1. royleana, I. britannica, I. helenium, I.
graveolens, 1. japonica, 1. viscosa, have been reported to synthesize and accumulate interesting
medicinal compounds such as sesquiterpenes lactones, sesquiterpenes acids, triterpens, sterols,
alantolactones, and flavonoids (Amin et al. 2013; Seca et al. 2014). Numerous diseases like
hepatitis, allergy, tumor, ulcers, tuberculosis and diabetes are susceptible to be controlled via
these compounds thus corroborating the use of the producing plants in folk medicines. However,
little is known concerning 1. montana, particularly in terms of bioecology, chemical constitution
and bioactivity despite the fact that this species would become a putative candidate to overcome
the growing restrictions concerning the use of A. montana. Indeed, since the industrial demands
in raw material of this popular medicinal plant are covered by wild crafting, the natural habitats
are in continuous diminution due to over harvesting (Kathe, 2006, Pljevljakusic et al., 2014).
Consequently, A. montana has been considered endangered in different European countries and
subjected to protection measures (Luijten et al. 2000; Aiello et al. 2014; Kowalski et al. 2015).

Despite its ancient mention as a possible substitute to A. montana, the species I. montana has
received little attention. In the framework of a research program devoted to assess an eventual
use of I. montana as a source of bioactive secondary metabolites (SMs) we report here on the
presence and localization of SMs at cytohistological level and on the in vitro morphogenetic
responses. The results are discussed with regards to SM sites of production and accumulation and

to the morphogenetic potential in 1. montana.

2. Material and methods
2.1. Cytohistology

To localize SMs at cytohistological level, leaves, roots and stems were collected from
adult naturally growing plants. From each organ, tissue samples (5 mm long or 5x5 mm’
surface) were excised and immediately immersed in a cold fixative solution consisting of 4%
glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.2 M, pH 7.2 phosphate buffer. To promote
good penetration of the fixative products samples were subjected to vacuum for 20 min. After
48 h fixation at 4°C the specimens were rinsed in distilled water and stored in 70 % ethanol at
4°C until required. All samples were then dehydrated in a graded ethanol series (80-100 %)
and embedded in methacrylate resin (Kit Technovit 7100, Heraeus-Kulzer GmbH, Wehrheim,
Germany) according to the instructions of the manufacturer. Sections (3 pm thickness) were

serially cut using a retraction microtome (Supercut 2065, Reichert-Young, Wien, Austria), and
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collected on microscope slides. They were coverslipped using paraffin oil and analyzed under
UV illumination (380 nm wavelength) to detect MSs via their natural fluorescence.
Cytohistological analyses were also performed using tissue samples excised from leaf, stem
and root explants after 3 weeks in vitro culture. In this case, sections were stained to visualize
polysaccharides (in pink) and proteins (in blue-black) using periodic acid-Schiff’s reagent
(PAS) and naphthol blue-black procedures, respectively (El Madtaoui and Pichot, 1999). All
microscopic analyses were performed using Leica DMR (Leica, Wetzlar, Germany)
photomicroscope equipped for bright field, dark field, phase contrast and UV illuminations.
Images were captured using Leica DFC 300 FX digital camera and processed using Leica LAS

software. For each organ 5 samples from 5 different plants were analyzed.

2.2. Plant material and in vitro culture
Seeds (achenes) collected from natural populations growing in Bonnieux (Parc Naturel

Régional du Luberon, France) were surface sterilized in 70% ethanol for 10 min, and then in
sodium hypochlorite (3% active chlorine) for 15 min. After 3 rinses (2 min each) in sterile
distilled water, they were allowed to germinate on solidified (0.7% agar), hormone-free MS
(Murashige and Skoog, 1962) in Petri dishes. Germination has been performed at dark under
25 °C for one week. The obtained seedlings were then transferred and maintained for 60 days
in a growth chamber (Panasonic MLR-352, Japan) at 25°C and continuous light (50 pmol.m"
25, cool white fluorescent tubes, for 16h photoperiod). The aseptic seedlings were used as a

source of leaf explants (approximately 5x5 mm), stem and root explants (approximately 1 cm

long).

All in vitro experiments were performed using autoclaved (20 min at 121°C, 1.5 bar) solid
MS medium, pH 5.8, containing 3% sucrose, as a basal medium. For the organogenesis and
callogenesis induction, the explants were inoculated on 8 culture media (MS1-MS8) differing
in their supplementations with: Indole-3-acetic acid (IAA) (Sigma-Aldrich, USA), 6-
Benzylaminopurine (BAP) (Sigma-Aldrich, USA) and 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D)
(Sigma-Aldrich, USA) as presented in table 1. The experiments included explants inoculated
on MS basal medium as control. All cultures were incubated in a growth chamber as described
above. For each treatment 3 repetitions of 15 explants each were used. Morphogenetic
responses (percentages of explants showing either callus or organ formation) were recorded 4

weeks after inoculation and analyzed using the non parametric statistic test of Kruskal-Wallis.

100



Chapitre V

Whole plant regenerations were performed by transferring the neoformed leafy shoots on

hormone-free media poured in culture tubes.

Culture in vitro

Phytohormones mg/ L
Medium
IAA BAP 24-D
MS 1 0.1 0.5
MS 2 0.1 1 0
MS 3 04
MS 4 1 0.5
MS 5 0 0.22
MS 6 0 1
MS 7 0 3
MS 8 0 0.5 1

Table 1: The used culture media and their corresponding  phytohormone composition .

3. Results and discussion

3.1. Localisation of secondary metabolites in vegetative tissues by fluorescence microscopy
Localization of the accumulating niches of plant active compounds at cellular, tissular

and organ levels prior to extraction may provide information on their presence and help
designing adequate extraction protocols. A simple method is fluorescence microscopy that
takes advantage from the property of many SMs to naturally contain constitutive fluorophores
(Ruzin, 1999). In the present study, thin sections from fixed vegetative organs of I. montana
were analysed under UV illumination (450-490 nm filter) to detect naturally fluorescing SMs.
Representatives micrographs of auto fluorescing structures are presented in figure 2. Sections
from leaves and stems exhibited three kinds of autofluorescing structures according to the
colour and intensity of the emitted fluorescence (Fig. 2 A and B): strong yellow fluorescence
from chloroplasts of mesophyll and cortical parenchyma cells, moderate green fluorescence
from xylem vessels and cuticle, and weak orange fluorescence from vacuoles of parenchyma
cells and glandular trichomes. Sections from roots showed intense orange autofluorescence
emanating from a massive material present in some xylem vessels and some cells of cambial
zones (Fig. 2 C). This probably corresponds to highly polymerized SMs. Rhizome sections

displayed similar structures in xylem vessels (not shown) in addition to green and yellow
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autofluorescing flocculent and globular structures that can be seen lying in vacuoles of
parenchyma cells (Fig. 2 D). It is well known that in plants autofluorescence under UV is due
to the presence of different SMs (Ruzin, 1999) such as lignin, suberin, tannins, etc. However,
based only on natural fluorescence it is generally impossible to identify precisely the chemical
nature of the involved substances. Nevertheless, the above-summarized results clearly show
that the vegetative tissues of I. montana, particularly in aerial organs, contain important
amounts of different MSs. This probably reflects the physiological and ecological adaptations

of this species as reported in our recent article (Roux et al. 2017).

Figure 2: Localization of secondary metabolites in vegetative tissues by fluorescence
microscopy. A, Leaf section showing fluorescent cells in mesophyll (m), epidermis (e),

glandular trichome (g) and xylem (X). B, Stem section showing fluorescent cells in cortical
parenchyma (cp) and glandular trichome (g). C, Section from root with fluorescent structures
(stars) in cambial zone (cz) and xylem vessels (x). D, Section from rhizome showing
parenchymatous cells (p) with fluorescing globular and amorphous structures. Scale bar (in D) =
50 pum for all images.
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3.2. In vitro morphogenesis
Independently of the organ sources, all the explants plated on phytohormones-free MS

medium showed no obvious morphogenetic response. They remain in their initial state during
the first week before gradually browning and, finally, degenerating (not shown). This indicates
that as in other species of medicinal Asteraceae (Malarz et al. 1993) phytohormones are
necessary to initiate in vitro reactions in I. montana. The obtained morphogenetic responses
i.e. callogenesis and caulogenesis (shoot bud neoformations) of leaf, stem, and root explants
on media supplemented with phytohormones are summarized in table 2. Except MS7 and MS8
all the tested media induced callogenic responses from the challenged explants. The highest
percentages of callogenic responses (93.33 %) were recorded with root explants when plated
on MS1 and MS3 (presence IAA and BAP in combination) and MSS5 (2,4-D alone). Stem
explants produced callogenic proliferations with all the tested media suggesting high
potentialities of stem tissues to proliferate under phytohormones stimulation. Leaf explants
also displayed callogenic abilities on media supplemented with IAA and BAP (MS1-MS5) but
in a less extend than root and stem explants (table 2). Concerning the production of callus
from I. montana vegetative tissues, it appears that root explants cultured in the presence of
2,4-D at 0.22 mg/L may be considered as a good source. A similar effectiveness of 2,4-D has
been shown for other Asteraceae such as A. montana (Malarz et al. 1993; Petrova et al. 2011)

and Artemisia annua by Dangash et al. (2015).

Medium % Callogenesis % Caulogenesis
Leaf Stem Root Leaf | Stem Root

MS1 86,67+£23,1 a 73,33#11,5a 93,33#11,5a | NR 33,33£11,5b NR
MS2 66,67+£30,5ab | 86,67+11,5 a 86,67x11,5a | NR 33,33+23,1b NR
MS3 66,67+£30,5ab | 93,33+11,5a 93,33x11,5a | NR 53,33x11,5ab | NR
MS4 73,304£30,5 ab | 80,00£20,0 a 86,67£11,5a | NR 73,33+11,5a NR
MS5 60,00£20,0 ab | 73,33+23,1 ab | 93,33x11,5a | NR NR NR
MS6 46,67+11,5b 66,67+11,5ab | 20,00£20,0b | NR NR NR
MS7 NR 06,67£11,5 ¢ NR NR NR NR
MSS8 NR 80,00£20,0 a NR NR 46,67+£30,5ab | NR

Table 2: Morphogenetic responses of leaf stem and root explants according to media phytohormonal
compositions. NR, no response noted. Numbers followed by same letters are not significantly different at
P < 0.05 by Kruskal-Wallis non parametric test.
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In all reactive explants, early callogenesis consisted of cell proliferations that emerge at
the cut ends the explants before progressively reaching all the explanted tissues (Fig. 3). Stem
and leaf explants gave rise to compact, slightly green callus, whereas root explants produced
soft ones as corroborated by microscopic analyses (Fig. 4). Indeed, sections from leaf and
stem calluses exhibited (Fig. 4 A and B) a well structured organization with continuously
adhering cells characterized by low fluorescence suggesting absence of MSs. In contrast,
sections from root explants (Fig. 4 C and D) revealed a friable-like structure where the
majority of cells are independent, merely maintained embedded in an amorphous,
mucilaginous polysaccharide (pink staining after PAS test) (Fig. 4 A), probably corresponding
to gelatinized cell wall material (pectin). Under UV illumination, root calluses displayed

numerous, highly auto fluorescing cells due to SMs accumulation (Fig. 4, D).

Figure 3: Callogenesis induced on leaf (A), stem (B) and root (C) explants 4 weeks
postexplantation. ct = control. Bars = 1.6 mm, A; 12 mm, B, C.
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Figure 4: Microscopic analysis of calluses under bright field (A and C) and UV (B and D)
illuminations. Sections from shoot explant-derived callus exhibited a compact structure and a

low emission of fluorescence (A and B, respectively). In contrast, sections from root
explantderived callus revealed a friable aspect and the presence fluorescing cells (stars) (A, B).
Note the presence of an amorphous, PAS positive (pink) substance embedding the dissociated
cells (C). Scale bars = 150 um, A; 100 um, B; 50 um C, D.

In our experimental conditions, caulogenic responses were surprisingly initiated only
from stem explants-derived calluses and only in the presence the cytokine BAP. The highest
percentages (73.33 %) of shoot bud neoformation were obtained from MS4 where 0.5 mg/L
BAP was combined with 1 mg/L. TAA (table 2). The other BAP-containing media (MS1-MS3
and MS8) allowed variable rates of shoot bud-producing explants presumably reflecting a dose

dependant effect of BAP in I. montana. Similar caulogenic properties of BAP on in vitro
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regeneration have been reported in other medicinal Asteraceae species. Its effectiveness has
been showed for example in A. montana (Conchou et al. 1992) and Artemisia annua
(Dangash et al. 2015). Caulogenic calluses were compact and slightly green (Fig. 5 A). They
produced numerous shoot buds at different developmental stages. Microscopic analyses
revealed that the forming meristems are initiated at the periphery of parent calluses to witch
they remain broadly connected (Fig. 5 B). Excised and transferred to phytohormones-free MS
basal medium, they rooted within 3 weeks and developed apparently conform plantlets with
numerous leaves (Fig. 5 C). All the so regenerated plantlets were successfully transplanted
and acclimated in green house (not shown). Together, these results suggest that I. montana
stem explants are amenable to indirect regeneration of shoots that can be used in mass
propagation. Other Inula species such as 1. racemosa (Jabeen et al. 2007; Neelofar et al.
2007; kaur et al. 2010), 1. royleana (Stojakowska and Malaz, 2004) and 1. verbascifolia
(Thiem et al. 2003) were investigated and showed organogenic aptitudes from different

explants.

Figure 5: Caulogenesis (A and B) and whole plant regeneration (C) from stem explants of Inula montana
seedlings. A, Morphological aspects of a caulogenic explant. Note the prolific neoformation of shoot buds
(sb) on the explant (e). B, Micrograph of an organogenic callus (c) showing a neoformed stem meristem
(m) and leaf primordial (Ip). C, Whole plant obtained 2 months after rooting of a regenerated shoot in MS
basal medium. Bars = 5 mm, A; 100 pm, B; 8 mm, C.
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4. Conclusion
Depending on their localization, the MSs of interest have to be efficiently extracted for

their biochemical and biological traits to be characterized. Based on fluorescence microscopy, 1.
montana proved to be rich in SMs that accumulate in nearly all tissues of vegetative organs.
Here, it is shown that both aerial (leaves and stems) and underground organs (rhizomes and roots)
are sinks of SMs in 1. montana. Thus, it will be interesting to extract separately and identify the
specific compounds from all these organs. Indeed, it is well known that the chemical nature of
plant SMs and their accumulation niches are determined in relation with the function they have to
ensure (reviewed in Hartmann, 2007). As in other model systems, it is likely that for 1. montana

bioactive compounds present an organ-specific distribution.

Establishment of reproducible protocols of successful callogenesis and organogenesis represent
important advantages for putative medicinal plants to be adopted at large scales. They offer the
opportunity to (1) initiate cell culture to produce selected bioactive SMs in controlled conditions,
and, (2) to ensure mass propagation for domestication. The results of the performed in vitro
experiments collectively showed that explants excised from 1. montana seedlings are amenable to
express these two morphogenetic responses depending on the phytohormones supplemented to
the used medium. Root explants showed important aptitudes to callogenesis, forming
voluminous, friable cell masses susceptible to accumulate SMs. Callus friability is useful in the
context of cell suspension culture technologies. Moreover, an efficient regeneration capacity was
detected from stem explants thus representing a potential means for large scales and clonal
micropropagation of the species.

The over exploitation of A. montana by intensive wild collection to cover the growing demand in
its active substances resulted in its restriction to hard-to-access areas and to the control of its
harvesting in many countries. Today, its field cultivation proved to be difficult and hard to
achieve out of its original biotopes (Kathe 2006). To overcome this obstacle attempts have been
proposed to produce the bioactive substances using in vitro technologies (reviewed in:
Nichterlein, 1995; Bourgaud et al. 2001). Our interest in 1. montana comes from its mention in
Mediterranean traditional medicines as a putative remedy for the same disorders than those
nowadays treated with bioactive substance derived from A. montana. Although bioactive
secondary metabolites have been investigated in many Asteraceae including some Inula species,
there are only few studies concerning /. Montana. However, screening some Spanish spontaneous

plants for their protozoocidal activity Martin et al. (1998) and found that I. montana was among
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the most promising species to control Leishmania infantum. At phytochemical level Reynaud
and Lussignol (1999) isolated four flavonoid aglycones while Gonzalez-Romero et al. (2001),
and Garayev et al. (2017) showed that aerial parts of this species contain sesquiterpene lactones
but the therapeutic properties of these principles are not fully understood. This profoundly

determines the promotion of /. montana as a substitute to A. montana.
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Quality from the field: the impact of environmental abiotic factors as
determinants for producing sesquiterpene lactones and phenolic acids in Inula
montana L. (Asteraceae)

(Projet d’article)

Résumé

Afin d’étudier les effets de différentes conditions de domestication d 'Inula Montana, sur les
teneurs en lactones sesquiterpenes et en composés phénoliques, des stress abiotiques ont été
appliqués sur une culture réalisée en champ a Mérindol dans le Parc du Luberon (Sud de la
France). Ces stress ont été choisis car ils sont proches des conditions de contraintes identifiées
comme favorables a la production de lactones sesquiterpenes dans les sites naturels de cette
espece. (Roux et al , 2017). Les effets d’un apport en NaCl, 150 et 200 mM, [’application et le
retrait d’'un ombrage et une fertilisation organique du sol, ont été appliqués au printemps sur une
culture agée d’un an. La présence d’un stress photooxydatif a été suivie par la mesure des
parametres de fluorescence issus de 1’analyse de la cinétique rapide. Nos résultats ont montré que
toutes les conditions limitantes (stress salin, ombrage, apport de matiere organique) se traduisent
par une diminution de la teneur en lactones (costunolide, artémorine et 9bhydroxycostunolide)
dans les feuilles, a I’exception de 1’eldarine qui augmente en présence de stress photooxydatif.
Au contraire, dans les capitules, les conditions limitantes favorisent la teneur en lactones,
toujours a 1’exception de 1’eldarine qui diminue. Les composés phénoliques augmentent
seulement dans la condition ou la croissance est réduite. Les autres conditions, dans lesquelles les
plantes sont en situation de stress photo oxydatif, induisent une diminution des composés
phénoliques aussi bien dans les feuilles que dans les capitules, a I’exception de 1’acide 1,5-

dicaffeoylquinique dont la teneur augmente dans les feuilles en présence du stress salin.
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1. Introduction
Inula montana L (Asteraceae) est une plante herbacée vivace, qui croit entre 50 et 1300 m

d'altitude, de l'est de 1'Italie au sud du Portugal, et est fréquente dans le sud-est de la France.
Cette plante xérophile peut étre localement abondante, en particulier dans les zones de
garrigue (Gonzalez Romero et al. 2001 ; Girerd and Roux 2011). Les especes du genre Inula
sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle pour leurs propriétés antipyrétiques
(Alam et al., 1992), antiinflammatoires, hépato protectives et anticancéreuses (Raokurma et
Mishra, 1997). En Provence, Inula montana était traditionnellement utilis€ée comme résolutif
des ecchymoses et parmi les nombreux métabolites secondaires qu’elle contient, cette

propriété est essentiellement attribuée aux lactones sesquiterpenes.

L’utilisation pharmaceutique des plantes, en I’état ou sous forme plus ou moins purifiée,
est limitée par la trés grande variabilité des teneurs en composés secondaires au sein d’une
méme espece végétale. La composition phytochimique est influencée directement par la
diversité génétique et par I’ensemble des facteurs qui caractérisent 1’environnement
pédoclimatique dans lequel les plantes se développent. La synthese des métabolites
secondaires est généralement trés variable également selon le type d’organe et le stade de
développement et se limitent parfois a des tissus spécifiques (Wink, 2003). Par exemple, chez
Artemisia annua sauvage (Delabays et al., 2001), les teneurs en artémisine varient de 0,02% a
1,07 % de la matiere séche selon I’origine des plants, ce qui représente une variation de 1 a 50,
sans que les origines de ces variations soient véritablement identifiées (Simonnet et al., 2006).
Face a de telles variations, il semble évident que I’homogénéisation de la matieére premicre des
produits phytopharmaceutiques soit un véritable enjeu. La mise en culture des plantes
médicinales est donc une voie prometteuse qui peut s’appliquer a un grand nombre de plantes
et devrait au moins en partie réduire 1’hétérogénéité de la production de métabolites

secondaires (Malik et al., 2011).

Plusieurs facteurs peuvent y contribuer, une sélection génétique en amont (de type
massale ou plus élaborée selon la connaissance du matériel végétal), la construction d’un

itinéraire technique adapté et la connaissance des influences du climat local sur ces syntheses.

Dans une précédente étude, les variations des profils phytochimiques d’Inula montana ont
été étudiées dans trois sites naturels (Roux et al., 2017). Une corrélation positive a été établie

entre la production de lactones sesquiterpenes et la durée de la période seche en été, la
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diminution de Dl’altitude, I’augmentation de la température et la réduction de 1’hydratation.
Avec les composés phénoliques, c’est une corrélation négative qui relie teneur en composés et
période seche en été. Il est fréquemment décrit dans la littérature que les métabolites
secondaires ont un rdle majeur dans l'adaptation des plantes aux changements
environnementaux et notamment aux stress abiotiques. L’augmentation de la production de
lactones par les plants sauvages d’Inula a donc été interprétée comme une réponse a un
environnement plus chaud et sec, susceptible de limiter la photosynthese et de se traduire en

interne par un stress photooxydatif.

Il a donc été envisagé de domestiquer Inula et de proposer des itinéraires techniques qui
augmentent les contraintes d’alimentation en eau et modifient la réception du rayonnement
solaire. En effet, que ce soit a 1’état sauvage ou en culture, les plantes ont une grande capacité
a synthétiser ces métabolites sous ’effet de stress biotiques et abiotiques, tels que les stress
salin et thermique, le rayonnement UV et I’attaque de ravageurs, etc. (Holopainen and
Gershenzon, 2010). Les effets des stress sont cependant tres divers et ne sont pas explicités de
maniere claire. Ils sont en effet, au moins pour une partie d’entre eux, liés a la disponibilité en
squelettes carbonés fournis par [Dactivit¢ photosynthétique. A titre d’exemple, une
augmentation de I’activité photosynthétique consécutive a un enrichissement en CO,, stimule
la production de métabolites secondaires des aiguilles de Pinus sylvestris L.(Sallas et al.,
2001). La plante gere donc un compromis entre stress et stimulation de la syntheése des
métabolites secondaires et stress et réduction de la production de carbone organique. Parmi les
stress, la salinité a était souvent utilisée pour stimuler ou réduire la synthese de métabolites
secondaires. Elle améliore ainsi la quantité dhuile essentielle produite chez la Camomille
(Razmjoo et al., 2008) et chez Melissa officinales (Ozturk et al., 2004). La composition en
huile essentielle chez d’autres especes telles que Mentha spicata, Majorana hortensis (El-
Keltawi and Croteau, 1987), Salvia hispanica, et Matthiola tricuspidata (Heuer et al., 2002)
est également modifiée en présence de sels. Cet effet dépend bien sur, de la concentration en
sel dans le milieu de croissance, mais également de la tolérance de la plante (Ansari et al.,
1998). C’est ainsi que le stress salin a conduit a une augmentation des niveaux de trois
monoterpenes et d'un sesquiterpene dans le cultivar NAP de basilic (Ocimum basilicum L),
alors que la salinité réduit significativement les teneurs en sesquiterpenes chez le cultivar GEN

(Barbieri et al., 2012). La lumiere est corrélée positivement avec les teneurs en composés
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phénoliques et plus particulicrement en flavonoides (Macheix et al., 2005). Ceci est en lien
avec la stimulation par la lumiere des enzymes impliqués dans leurs syntheses, tels que la
PAL, la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) et la Chalcone synthase (CHS) (Feinbaum and
Ausubel, 1988;Flores et al., 2005). L’augmentation de ’intensité¢ lumineuse en conditions
naturelles est associée avec celle du rayonnement UV et les flavonoides ont un role de
photoprotection contre les UV. Ainsi sous un rayonnement UV les activités de la PAL et de la
CHS, sont stimulées, et les teneurs en polyphénols sont accrues (Desjardins, 2008).
Généralement, une diminution des disponibilités en azote nitrique est favorable a la production

de composés phénoliques (Bénard, 2009).

L’application d’un stress abiotique se traduit également souvent par un stress photo-
oxydatif du a une limitation de la fixation photosynthétique du carbone et plusieurs composés
phénoliques sont considérés comme des molécules impliquées directement dans la réponse
antioxydante. Le stress salin, par exemple, conduit a une diminution de Il'activité
photosynthétique et affecte directement le fonctionnement de la chaine de transport des
électrons (Borsani et al., 2001). Par contre, les liens entre stimulation des métabolites

secondaires et intensité du stress oxydatif, ne sont pas bien définis.

L’objectif de ce travail a été dans un premier temps de domestiquer /nula Montana. Les
graines des plantes sauvages les plus productrices en lactones sesquiterpenes (Roux et al.,
2017), ont été mises en culture en champ dans des conditions qui augmentent les contraintes
d’alimentation en eau et modifient la réception du rayonnement solaire, ces deux conditions
étant les deux facteurs identifiés comme favorables a la synthese des lactones dans les sites

sauvages (Roux et al., 2017).

Inula Montana a donc été cultivée au champ, dans trois conditions différentes, avec et
sans fertilisation, arrosée avec une solution contenant du NaCl et placée sous une bache
plastique de couleur foncée afin de réduire le rayonnement. Ces conditions ont été choisies car
elles sont potentiellement applicables agronomiquement. La présence et I’intensité du stress
photooxydatif ont été suivis par la mesure des parameétres issus de 1’analyse de la cinétique
rapide de fluorescence de la chlorophylle a, parametres décrits comme de tres bons indicateurs

de ce type de stress (Strasser et al., 2000).
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L’objectif de ce travail est triple : i- domestiquer I. montana et estimer les variations de
productions de composés secondaires en conditions de culture en champ ; ii- rechercher des
conditions environnementales applicables au champ, qui influencent les teneurs en lactones
sesquiterpenes et en composés phénoliques ; iii- tester 1’hypothése selon laquelle des
indicateurs de stress photo oxydatif issus de la fluorescence de la chlorophylle a, pourrait étre
utilis€és comme marqueurs non destructifs de stimulation ou de réduction de la production de

métabolites secondaires.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal et conditions de cultures
Des akénes d'l. montana provenant de capitules récoltés en 2013 sur le site de

Bonnieux, ont été¢ mis a germer sur du terreau stérile en chambre de culture pendant deux
semaines (20°C, intensité lumineuse S0pmoles m2.s'1). Les plantules obtenues ont ensuite été
placées en serre en éclairement naturel. Apres 4 mois de croissance, 800 de ces plants ont été
transférés en champ a Mérindol « N. 43,7606 / E. 5,1837, a 170 m » dans le Parc du
Luberon, le 29 avril 2014. L’espacement entre les rangs est de 60 cm et celui entre les plants
de 30cm. La plantation a été divisée en deux, 400 plants ont été transplantés dans une
parcelle non fertilisée et 400 plants dans une parcelle fertilisée par 1’apport de tourteau de
ricin a raison d’1t/ha. La composition du tourteau de ricin est de 5% d’azote organique, 2%
d’anhydride phosphorique, 1% d’oxyde de potassium et 85% de matiere organique, dont
21.5% d’acide humique. Les traitements et analyses, qui font 1’objet de cette étude, ont été
réalisés au printemps 2015, un an apres la plantation. Une analyse des sols a été effectuée par

le Laboratoire d’ Analyses Agricoles TEYSSIER, 26460 Bourdeaux.
2.2 Trrigation avec une solution de NaCL et application d’un ombrage

L’irrigation avec NaCl a été appliquée selon deux modalités. Dans la premiere, chaque
plante a été arrosée tous les deux jours avec un litre d’une solution de NaCl a la
concentration de 50 mM, pendant 9 jours. Les plantes ont ét€ ensuite laissées sans arrosage
pendant huit jours, puis réarrosés tous les deux jours avec une litre d’une solution de NaCl a
la concentration de 150 mM, pendant 9 jours supplémentaires. Dans la deuxieme modalité,
les durées de traitement sont identiques, les concentrations en NaCl sont de 100 mM pendant

les 9 premiers jours et de 200 mM pendant la deuxieme période de traitement. Les plantes
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témoin sont arrosées selon les mémes modalités avec un litre d’eau. Soixante plantes ont été
choisies au hasard et deux prélevements ont été effectués, a JO et J26 (début et fin de
traitement). Un filet d’ombrage en plastique qui limitait 1’éclairement de 80% (PAR) et les
rayonnements UV-A et UV-B de 90% et 80% respectivement, a été installé pendant deux
semaines. Quarante plantes ont été utilisées et deux prélevements ont été effectués a JO

(début de I’expérience) puis apres 14 jours (retrait de ’ombrage).

2.2. Parameétres mesurés

2.2.1.Croissance et teneur en eau

La croissance des plantes a été déterminée par des mesures de surface foliaire et des poids
frais et sec. Le poids frais a été mesuré immédiatement apres la récolte, puis les feuilles ont
été scannées pour mesurer leur surface foliaire avec le logiciel image-J. Les plantes
collectées ont ensuite été séchées a 80°C pendant 24 h pour déterminer la masse seche, puis
la teneur en eau a partir de 1’équation suivante : teneur en eau (%) = ((PF-PS)/PF)* 100.

Dix plantes ont été collectées au hasard pour chaque modalité de traitement.
2.2.2. Parametres de fluorescence de la chlorophylle-a

La cinétique rapide de fluorescence de la chlorophylle-a a ét¢ mesurée a l'aide d'un
Handy-PEA (Hansatech, Kings Lynn, Royaume-Uni) sur les plantes adaptées a 1’obscurité
pendant 20 minutes. L’efficacité quantique maximale du PSII , Fv / Fm = (Fm-F0) / Fm, le
flux d’énergie spécifique exprimé par centre réactionnel ABS/RC = (TRO/RC) / [(Fm — FO)
/Fm], le taux de dissipation de chaleur DIO/RC = (ABS/RC) - (TRO/RC) et I’indice de
performance PI= [RC/ABS] [(TRO/ABS)/(FO/Fm)] [(ETO/TR0)/Vj], ont été calculés
automatiquement. Les mesures ont été réalisées sur 20 plantes pour chaque condition

expérimentale.

2.2.3. Analyse des lactones sesquiterpenes et des composés phénoliques

Les plantes ont été séchées en conditions ambiantes et analysées au laboratoire de
Pharmacognosie Ethnopharmacologie (UMR-MD3), Facult¢é de la Pharmacie de

I’Université d’ Aix-Marseille.
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Pour D’analyse des composés sesquiterpeniques, l'extraction a été réalisée en
mélangeant 10 g de matieres séchées avec 100 ml de CH2CI2 (Carlo Erba, Italie) dans une
colonne en glass. Apres 18 h de macération, 100 ml de l'extrait de dichlorométhane a été
récupéré et évaporé. Ensuite, 10 mg d’extrait sec ont été dilués dans 5 ml de méthanol
(Carlo Erba) et centrifugés. Puis, 4 ml du surnageant ont été complétés a un volume final de
10 ml avec l'eau distillée. La solution a été filtrée par une membrane de 0,45 um. Les
analyses ont été réalisées a l'aide d'un appareil Agilent 1200 (Agilent, Allemagne) avec un
adsorbant Luna C18 (3 um, 150 mm x 4,6 mm) (Phenomenex, Etats-Unis) et une colonne
de sécurité C18 (cartouche 3 mm x 4 mm) (Phenomenex). Le contrdle des instruments,
l'acquisition des données et les calculs ont été effectués avec schéma station B.02.01.
(Agilent). La phase mobile consistait en 52% de MeOH (Carlo Erba) et 48% d'eau
(Millipore, Allemagne), et le pH de la phase était de 5,5. Le débit était de 1 ml / min. Le
détecteur a fonctionné a 210 nm (longueur d'onde d'absorption des lactones
sesquiterpéniques). Le volume d'injection était de 20ul.

Pour I’analyse des acides phénoliques, un gramme de chaque échantillon est placé
dans 90 ml de MeOH dans un ballon de 250 ml sous reflux, pendant 30 minutes, puis le
mélange est mis a refroidir pendant 15 minutes, filtré sur un filtre a papier dans une fiole
jaugée de 100 ml, le ballon est rincé avec 5 ml de MeOH deux fois et ajusté au trait de
jauge avec du MeOH. Deux millilitres du filtrat sont filtrés a nouveau sur un filtre de 0,22
pm. La phase mobile consistait en 20% de HCOOH (0,1%), et 80% MeOH. Pour chaque
échantillon 3pL de la solution sont injectés dans la colonne, et le débit est de 0,5 mL/min.

La lecture du spectre d’absorption est réalisée a 335 nm.

2.3. Analyses statistiques
Le test Kruskal-Wallis-Dunn, non paramétrique, avec la méthode d'ajustement

Bonferroni a été utilisé et réalis€é avec R (factomineR, PMCMR, multcompView). Les
données sont affichées comme des moyennes =+ I’écart type et sont considérées comme
significatives a p <0,05. Les lettres indiquent des groupes de données significativement

différentes.
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3. Résultats
3.1. Croissance, teneur en eau et parametres de fluorescence de la chlorophylle a
La mise en culture des 800 jeunes plants d’/nula a permis d’obtenir, I’année suivante,

des plants qui a la floraison avait un développement (surface foliaire, poids frais et sec)
beaucoup plus important que celui des plantes sauvages (Figure 1, tableau 1). Dans ces
conditions de culture, les effets de la fertilisation, de 1’apport de sel et de ’ombrage sur la
croissance, la teneur en eau et les parametres de fluorescence, sont présentés dans les
tableaux 1 et 2. La fertilisation du sol se traduit, de maniere surprenante, par une diminution
de la croissance et ceci se maintiendra tout au long de la culture. Par contre, I’arrosage avec
une solution saline pendant 26 jours, quelle que soit la concentration, n’a pas d’incidence
significative sur la croissance et la teneur en eau. Des résultats comparables sont obtenus

avec les conditions d’ombrage (Tableau 2).

Figure 1 : 1. montana dans son habitat naturel sur le site de Bonnieux (A) ; et Inula

cultivée un an apres la mise en culture a Mérindol en Avril (B).

Tableau 1 : Surface foliaire, poids frais, poids sec et teneur en eau des plantes cultivées un an
apres leur mise en culture au champ, et des plantes sauvages du site de Bonnieux durant le mois

de mai.
Surface foliaire | Poids frais Poids sec Teneur en eau
(cm?) @ @ (%)
Plantes cultivées (mai ) 5,63%1,16a 3,6840,96a | 0,75+0,13a | 79,15+2.40 a
Plantes sauvages (Bonnieux , mai) 2,95+1,00 b 0,96+0,30b | 0,27+0,07b | 71,51+2,22 b
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Les éléments minéraux présents dans le sol sont présentés dans le tableau 4. Le sol

contient une tres grande quantité de calcium et a un pH tres élevé, compris entre 8,4 et 8,7.

La teneur en azote nitrique est nettement plus élevée dans la parcelle fertilisée. Les autres

éléments (K, P, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Ca et B), ne sont pas influencés par la fertilisation et

sont en quantité tres faible. L’ensemble des paramétres de fluorescence de la chlorophylle est

affecté par les solutions salines et ceci d’autant plus que la concentration est forte. Avec la

concentration de 200mM, Fv/Fm et PI sont diminués et ABS/RC et DI/RC sont augmentés

chez les plantes traitées par rapport aux plantes témoins (Tableau 3). L’ombrage induit une

diminution de Fv/Fm et de I’indice de la performance (PI)

d’incidence sur ces parametres.

et la fertilisation n’a pas

Tableau 2 : Effet de 1'apport de NaCL, du sol fertilisé et de I'ombrage sur la surface foliaire (cm?), des
poids frais et secs (g) et de la teneur en eau (%) d’l. montana cultivé en champ a Mérindol. Chaque
mesure représente les valeurs moyennes de 10 plantes + écart-type. Les petites lettres représentent des
différences significatives a (P < 0,05).

Teneur en eau

Traitement Modalité Surface foliaire (cm?)  Poids frais (g) Poids sec (g) (%)
Témoin 5,35+2,07 a 2,36+0,65 a 0,61+0,14 a 73,9843,99 a
JO 150 mM 5,58+0,77 a 2,24+0,57 a 0,65+0,11 a 69,11+8,53 a
200 mM 5,63%+1,29 a 2,3540,60 a 0,67+0,12 a 70,59+4,84 a
Stress salin
Témoin 5,59+1,71 a 4,70+0,57 a 1,11+0,17 a 75,93+5,51 a
J26 150 mM 4,32+0,43 a 4,00+0,71 a 0,97+0,17 a 75,56+1,66 a
200 mM 4,13+0,45 a 4,50+1,46 a 1,11+0,38 a 73,69+10,3 a
30 Témoin 5,46%1,47 a 3,704+0,89 a 0,84+0,27 a 78,2846,79 a
Variation Ombragée | 4,81+1,60 a 3,71+091 a 0,82+0,22 a 77,82+3,71 a
d’éclairement 4 Témoin | 5,39+1,41 a 3,61+0,84 a 0,88+0,25a  76,22+571 a
Ombragée | 5,18+0,90 a 4,05+1,17 a 0,86+0,28 a 80,3242,74 a
Témoin 541142 a 3,67+0,87 a 0,8240,26 a 77,57+5,18 a
Ferilisation -
Fértilisée | 3,85+0,10 a 2,58+0,70 b 0,66+0,17 b 73,66+4,60 a
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Tableau 3 : Effet de I’apport en NaCL et de ’ombrage sur les parametres de fluorescence de la
chlorophylle-a. Chaque mesure représente la moyenne de 20 réplications £ET. Les valeurs accompagnées
de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P < 0.05).

Traitement Modalité Fv/Fm ABS/RC DI/RC TRO/RC PI
Témoin | 0.82#0.02a  1.26:0.18a  0.2320.06a  1.0320.13a _ 6.76£2.70
JO 150mM | 0.83x0.01a 125+0.12a 0.2240.03a  1.04+0.09a 6.44%2.15a
200mM | 0.83:0.01a 1.202020a 021£005a  0.99+0.15a 6.71+2.47 a
Stress salin
Témoin | 0.8320.01a  1.2120.06a  021x0.02a _ 1.01=0.04a  4.86+1.01 a
126 150mM | 0.7820.02b  1.37+0.25b  0.28+0.10b  1.0820.15b  4.35+1.69 a
200mM | 0.7740.02b  1.43:0.18b  0.3220.07¢  1.11£0.12b  3.45:1.48 b
Témoin | 0.82#0.02a  1.308020a  024x0.06a  1.0620.14a  5.284+2.36 a
10
Variation Ombragé | 0.80£0.04a  1.3240.23a  0.27+0.10a  1.05%0.16a  5.13+2.65a
d'élairement Témoin | 0.80£0.03a  1.68+036a 040£0.17a  1.284020a 2.71+1.96a
14
Ombragé | 0.76£0.06b  1.82+0.41a 0460232  1.36x0.19a  1.52+1.10b
Témoin | 0.7940.03 2 1.682036a  033x0.08a  1.28%020a 2.71£1.96a
Fertilisation
Fertilisé | 0.7940.03a  1.5120.18a  0.32£0.09a  1.230.12a  2.30£1.00 a

Tableau 4 : Caractéristiques chimiques du sol du champ a Mérindol. Les analyses sont effectuées en
extrait a ’eau. VS : est les valeurs théoriquement souhaitables pour le sol.

Détermination Parcelle non fertilisée Parcelle fertilisée

PH 8,6 8,5

Macro- et microéléments (mg / kg) VS (mg/kg)
NH4 1,99 1,44 4.0-8.0
NO3 16,56 40,79 4.0-8.0
PO4 0,3 0,2 15.0-25.0
K 15,3 13,5 40.0-80.0
Mg 2,8 34 20.0-40.0
Ca 1188 1194 100-200
Fe 0,53 0,05 8.0-12.0
Cu 0,03 0,03 0.30-0.50
Zn 0,06 0,08 0.30-0.50
Mn 0,04 0,12 0.30-0.50
Bo 0,47 0,43 1.00-2.00
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3.2. Teneur en lactones sesquiterpenes et en acides phénoliques
L’analyse par chromatographie liquide haute performance (CLHP) a été réalisée sur les

feuilles et les capitules d’l. montana. Les chromatogrammes ont présentés plusieurs pics
parmi lesquels I’ Artemorine, le 9B-Hydroxycostunolide, le Costunolide, et I’Eldarine ont été
identifiés comme des lactones sesquiterpenes. Les autres pics sont des acides phénoliques et
de la népétine (flavonoide) seulment présenté dans les capitules. Globalement et
contrairement a I’hypothése de départ, les teneurs en lactones sesquiterpenes et en composés
phénoliques sont aussi importantes, parfois plus, dans les feuilles que dans les capitules. Par
exemple, la costunolide est 2,5 fois plus représentée dans les feuilles que dans les capitules,
I’acide chlorogénique et I’acide 3-5 dicaffeoyilquinique sont en plus grande quantité dans les
feuilles. Les autres composés sont au contraire plus importants dans les capitules. Par
ailleurs, les plantes cultivées ont des teneurs en composés phénoliques plus élevées que les
plantes sauvages (Tableau 5). Aucune variation synificative des teneurs en nébétine n’ été

observée en fonction des traitement.

Tableau 5 : Teneur en composés phénoliques dans les feuilles et capitules d ’I. montana cultivées
un an apres leur mise en culture au champ a Mérindol etdans les plantes sauvages du site de

Bonnieux.
Teneur en composés phénoliques Feuilles Capitules
(¢/ 100g ms) p
Plante cultivée 2,33+0,04 a | 2,19+40,02 a
Plante sauvage (Bonnieux) 1,76£0,41 b | 1,73+0,05b

e Apport de NaCl
Le stress salin provoque une diminution des teneurs en costunolide, qui est le
composé sesquiterpénique le plus représenté, de pres de 60% dans les feuilles et de 40%
dans les capitules. Les teneurs des autres lactones sesquiterpenes diminuent également en
présence de sel, dans les feuilles, a I’exception de I’eldarine qui voit sa concentration
multipliée par deux avec 150mM de NaCl (Figure 2, A, B, C, et D). Dans les capitules, cet
effet n’est pas observé, le stress salin provoque une diminution des teneurs de I’ensemble

des lactones sesquiterpenes (Figure 3, A, B, C, et D).
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Les teneurs en acide chlorogénique et en acide 3,5-dicaffeoylquinique diminuent

dans les feuilles et les capitules avec le stress salin (Figure 2, et 3, E, et F). L’acide 1,5-

dicaffeoylquinique est au contraire plus représenté en conditions de salinité et ceci plus

nettement dans les feuilles (+17%) que dans les capitules (Figure 2, et 3, G).
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e Fertilisation

Les effets de la fertilisation sur les teneurs en composés secondaires sont variables selon le
composé et I’organe de la plante, feuille ou capitule (Figure 4). Dans les feuilles, la teneur en
lactones sesquiterpenes est globalement diminuée de moitié environ avec la fertilisation alors
que dans les capitules elle est augmentée (Figure 4, A, et B). Les teneurs en Artemorine, 9p-
Hydroxycostunolide, et Costunolide sont 100%, 100%, et 80% respectivement plus élevées
avec la fertilisation (Figure 4, B). Par ailleurs, la teneur en acides phénoliques a été augmentée
significativement a la fois dans les feuilles et les capitules des plantes cultivées sur sol fertilisé

(Figure 4, C, et D).
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Figure 4: Effet de la fertilisation du sol sur les teneurs en lactones sesquiterpénes et en acides
phénoliques d’I. montana cultivée. Les données représentent le moyenne £SD. Les lettres indiquent la
différence significative a (P < 0.05).

e Ombrage

Apres 14 jours d’ombrage, 1’artémorine, la costunolide et les composés phénoliques
voient leur teneur diminuer, alors que celle de I’eldarine augmentent dans les feuilles (Figure
5, A, B, et D) (Figure 5, C). Dans les capitules, |’ombrage provoque également une
diminution de la teneur en composés phénoliques (Figure 6, B). L’¢ldarine est le composé
majoritaire alors que c’est la costunolide qui est le plus représentée dans les feuilles.
L’ombrage diminue les teneurs en eldarine et augmente celles en costunolide. Globalement,
I’ombrage stimule la production de lactones dans les capitules a ’exception de 1’eldarine.

(Figure 6, A).
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Figure 5: Effet de la variation d’éclairement sur la teneur en lactones sesquiterpénes et en acides
phénoliques dans les feuilles d’l. montana cultivée. Les données représentent le moyenne +SD. Les
lettres indiquent la différence significative a (P < 0.05).
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Figure 6: Effet de la variation d’éclairement sur la teneur en lactones sesquiterpénes et en acides
phénoliques dans les capitules d’I. montana cultivée. Les données représentent la moyenne + ET. Les
différentes lettres indiquent que la différence est significative (P < 0.05)
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4. Discussion
Le composé sesquiterpénique le plus représenté dans les feuilles et les capitules est la

costunolide, présente a une concentration qui peut étre 2,5 fois supérieure dans les feuilles a ce
qu’elle est dans les capitules. La teneur en métabolites secondaires chez les plantes peut étre
modifiée par de nombreux facteurs environnementaux tels que la composition chimique du sol
et la salinité (Charles et al., 1990). Dans cette étude, les trois conditions de culture appliquées
ont eu des effets différents sur la croissance, les parametres de fluorescence et les teneurs en

métabolites secondaires (voir schéma récapitulatif des résultats ci-dessous).

Tableau 6 : Effet de différentes conditions de la domestication sur la croissance et la
teneur en lactones sesquiterpenes et en composés phénoliques chez I. montana cultivée. (+)

effet positive, (-) effet negative.

Effets sur Lactones sesquiterpenes Composés phénoliques
Croissance | Fv/Fm
Feuilles Capitules Feuilles Capitules
Fertilisation - + + +

sauf 1’eldarine

NaCl - - -

sauf I’eldarine sauf I’acide 1,5-
dicaffeoylquinique

Ombrage - + -

sauf ’eldarine | sauf ’eldarine

Les conditions environnementales, telles que la fertilité du sol et la disponibilité en azote,
peuvent affecter la concentration des composés secondaires (Bryan, 2008). Dans notre étude
la teneur en composés sesquiterpeniques est réduite dans les feuilles et augmentée dans les
capitules, a 1’exception de 1’eldarine, chez les plants cultivées dans la parcelle fertilisée.
Plusieurs travaux ont décrit des variations similaires ou inverses chez différentes plantes. Chez
Ginkgo biloba, (Son, et al, 1998) et chez Juniperus horizontalis (Said-Al Ahl, et al, 2009), 1a
teneur en composés terpéniques est réduite lorsque le milieu est enrichi en éléments minéraux.

Chez Chrysanthemum boréale, cultivée avec un apport en NPK, la teneur en composés
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sesquiterpenes est augmentée dans les capitules (Kyung Dong Lee et al., 2005). Dans notre
¢tude, la fertilisation a un effet défavorable également sur la croissance, qui peut s’expliquer
par les valeurs tres élevées du pH du sol et des teneurs en calcium. En effet, les éléments
minéraux tels que le cuivre, le zinc, le manganese et le magnésium, tous présents sous forme
ionisée, sont en compétition pour leur absorption avec le calcium et les ions H+. Les teneurs
trés fortes en calcium et la valeur trés élevée de pH sont donc favorables a I’apparition de
carence en micro-¢léments, et ceci d’autant plus que ces ¢léments sont en tres faible quantité.
La matiere organique, chargée négativement, a tendance a fixer les éléments cationiques et
donc a réduire encore leur absorption. Ces trois conditions, pH élevé, forte concentration en
calcium et enrichissement en matiere organique, provoquent des carences en cuivre, zinc, fer,
manganese et magnésium. Par ailleurs, le sol fertilisé contient trés peu de phosphore et une
plus grande quantité de NO3". Ces deux ions sont antagonistes en ce qui concerne I’absorption
racinaire, un exces de NO3™ est défavorable a I’absorption du phosphore. C’est probablement
I’ensemble de ces déficiences en éléments minéraux qui conduit a une réduction générale de la

croissance des plants de la parcelle fertilisée.

Contrairement aux lactones, les teneurs en composés phénoliques sont plus élevées
lorsqu’il y a fertilisation (carence/réduction de croissance). Généralement, la production en
métabolites secondaires est stimulée par une diminution des apports en azote nitrique (Bénard,
2009). Des résultats inverses sont également décrits dans la littérature, par exemple la teneur
en composés phénoliques est augmentée chez le Soja (Glycine max) (Taie and Samir, 2008),
et chez Satureja hortensis (Alizadeh et al., 2010) cultivée dans un milieu riche en éléments
nutritifs. Mais le plus souvent, ’augmentation de la syntheése des composés phénoliques est

associée a une diminution de la croissance, ce qui est le cas ici (Muzika, 1993).

L’effet du stress salin sur le contenu en composés secondaires dans les parties ariennes
d’l. montana a été globalement négatif. Les teneurs en lactones dans les feuilles et les
capitules diminuent a I’exception de I’eldarine dans les feuilles. L’effet négatif du stress salin
sur la teneur en lactones sesquiterpeniques a déja été décrit chez de nombreuses plantes telles
que le Romarin (Rosmarinus officinalis) (Ormeno et al., 2007; Tounekti et al., 2008) et le
basilic (Ocimium basilicum L) (Barbieri et al., 2012) (Parida et al., 2004). Chez Inula, le
contenu en acides phénoliques est également inférieur que ce soit dans les feuilles ou les

capitules, a ’exception de I’acide 1,5-dicaffeoylquinique qui augmente avec la concentration
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en sel dans les feuilles. Dans la bibliographie, il est plus fréquent de trouver des études qui
montrent que la teneur en acides phénoliques augmente en conditions de stress salin, par
exemple chez Matricaria chamomilla. (Kovacik, et al, 2009), chez Nigella sativa (Bourgou, et

al, 2009) et chez Mentha pulegium (Oueslati et al, 2010).

L’irrigation avec NaCl s’est également traduite par une diminution de 1’ensemble des
parametres de fluorescence, ce qui indique que la réduction du métabolisme photosynthétique
a été suffisamment importante pour affecter également la chaine de transport des électrons,
assez résistante ordinairement aux limitations hydriques. La teneur en eau n’étant pas modifiée
par le traitement, il peut &tre supposé que, dans notre étude, la toxicité du sodium joue un role
plus important qu’une limitation osmotique de I’hydratation des plants. Le stress salin, comme
le stress hydrique et autres stress, est source de production d’especes réactives de 1'oxygene
(ROS) (Hernandez et al, 1993 ; Fadzilla et al., 1997 ; Sairam et al., 2005 ; Chernane et al,
2015). La diminution de 1’ensemble des parameétres de fluorescence nous indiquent que les
plants arrosés avec du sel, des 150mM, sont en situation de stress photooxydatif. La présence
accrue des deux composés, 1’acide 1,5-dicaffeoylquinique et 1’eldarine, en conditions de stress
salin pourrait avoir un role dans les mécanismes liés a la réponse et a I’adaptation au stress

(Muthukumarasamy et al., 2000, Ruberto et Baratta, 2001).

La lumiere influence également la biosynthese des métabolites secondaires (Zavala &
Ravetta, 2001 ; Coelho et al, 2007). Dans notre travail, la teneur en lactones et en acides
phénoliques diminue chez les plantes ombragées par rapport aux plantes témoins, a
I’exception, comme pour le stress salin, de I’eldarine qui augmente dans les feuilles et les
capitules. Les plantes sont également en situation de stress photooxydatif car les parametres de
fluorescence (Fv/Fm) et Pi diminuent, ce qui est probablement due a I’effet couplé de la
diminution de [I’éclairement et de 1’augmentation de température qui accompagne
obligatoirement, en champ, la mise en place de ce type d’ombrage. Bien que généralement, la
lumiere soit positivement corrélée avec la syntheése des métabolites secondaires et en
particulier des composés phénoliques, les références bibliographiques, sont, comme pour le
stress salin, variables quant aux effets des stress. Par exemple, Chanyarin et al (2012), ont
indiqué que la teneur en composés phénoliques est supérieure chez les plantules de Café
(Coffea Arabica L. cv. Catimor) cultivées sous 1’ombrage. Ils ont également indiqué que

I'acide chlorogénique était 'acide phénolique prédominant dans cette condition, les plantules
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cultivées sous plein soleil possédant la plus grande quantité d'acide vanillique et d'acide

caféique (Chanyarin et al, 2012).

La synthése des lactones et des composés phénoliques, n’est donc pas systématiquement
stimulée par les stress, chez Inula montana. La théorie de 1'équilibre carbone/nutriments
(Bryant, et al, 1983) propose qu’une augmentation des composés de défense se produise
lorsque la production de composés carbonés diminue en réponse au stress (Coelho et al,
2007). La théorie de I’équilibre entre les mécanismes de différenciation et de croissance
(GDBH), pose I’hypothése que la croissance de la plante, la synthése de composés de
structure, la production des métabolites secondaires, et les processus de différenciation, sont
corrélées négativement (Loomis, 1932). Cette hypothese peut étre en accord avec nos
résultats. La seule condition qui permet une augmentation de la synthése des composés
phénoliques est celle ou a lieu une réduction de croissance (traitement fertilisation/carence) et
pour laquelle les plants ne sont pas en situation de stress photooxydatif. Au contraire, dans les

cas ou le stress photoxydatif est présent, la teneur en composés phénoliques est réduite.

Conclusion

Les résultats de cette étude ont montré que la domestication d’Inula montana permet
d’obtenir des plants qui présentent des teneurs en lactones sesquiterpeénes plus importantes
dans les feuilles et que donc, une exploitation industrielle de la partie aérienne pourrait étre
envisagée. Les fluctuations des différents facteurs abiotiques testés, ont des répercussions
importantes sur la syntheése et (ou) la production/ dégradation des lactones sesquiterpenes et
des composés phénoliques. Avec le stress salin et ’ombrage, les plants sont en situation de
stress photooxydatif et les teneurs en lactones sesquiterpenes et les composés phénoliques
dans les feuilles diminuent (a I’exception de 1’eldarine, qui augmente). Bien que des résultats
supplémentaires doivent étre effectués, nous proposons d’émettre 1’hypothése selon laquelle,
les parametres de fluorescence pourraient €tre des indicateurs de réduction des teneurs en
composés phénoliques. Concernant les composés sesquiterpeniques, leurs teneurs évoluent
inversement dans les capitules et les feuilles, les conditions limitantes les réduisent dans les

feuilles et les augmentent, globalement, dans les capitules.
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Effets de différentes conditions abiotiques sur la production de lactones

sesquiterpenes et de composés phénoliques chez Inula montana

(Projet d’article)

Résumé

Inula montana, (Asteraceae) est une plante de la pharmacopée provencgale qui a des vertus
thérapeutiques dues a sa richesse en métabolites secondaires parmi lesquels les composés
phénoliques et les lactones sesquiterpenes. Au cours de précédentes études, il a ét€ montré que la
synthese des métabolites secondaires était stimulée par des conditions de sol drainantes et
I’existence d’une période séche, en conditions naturelles. Chez Inula domestiquée, en conditions
de culture agronomiques, une limitation de 1’apport en eau et I’existence d’un stress
photooxydatif, se traduisaient au contraire par une diminution des teneurs en métabolites
secondaires. Dans cette étude, des contraintes environnementales qui n’ont pas induit de stress
photooxydatif : une modification du cycle circadien par alternance de lumiere/obscurité, des
rayonnements UV-B, une défoliation mécanique et 1’application de méthyle jasmonate (MeJA),
ont été appliqués et les effets sur la production de métabolites secondaires ont été suivis. Nos
résultats montrent que la seule condition qui permet une stimulation notable de la production de
lactones sesquiterpenes dans les feuilles et des composés phénoliques dans les feuilles et les
capitules, est l’alternance de courtes périodes de lumiere et d’obscurité. Tous les autres
traitements sont défavorables a 1’expression du métabolisme secondaire a [’exception de
I’application de méthyl jasmonate avec lequel la teneur en costunolide est augmentée dans les
capitules seulement. L hypothése selon laquelle, la disponibilité en squelettes carbonés, non
dédiés a la croissance, est déterminante dans 1’orientation du métabolisme vers la production de

composés secondaires, a été émise.
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1. Introduction

Le genre Inula (Asteraceae) comprend plus de 100 especes distribuées en Afrique, Asie
et dans la région méditerranéenne. Ces plantes sont traditionnellement utilisées en médecine
traditionnelle car elles accumulent des terpénoides et des flavonoides qui ont des propriétés
anticancéreuses, anti-inflammatoires, antidiabétiques, bactéricides et antifongiques (Reynaud
and Lussignol, 1999; Seca et al, 2014). Une étude récente a montré que 1’espeéce I. montana
avait d’intéressantes propriétés anti-inflammatoires et cytotoxiques (Garyev et al, 2017). A
1’état naturel, les teneurs en composés d’intérét dans cette espece varient avec les conditions
pédoclimatiques dans lesquelles les plantes se développent et 1’existence d’une période seche
favorise leur production en conditions naturelles (Roux et al, 2017). Afin de rechercher des
moyens d’homogénéiser les teneurs en lactones et composés phénoliques et d’étudier les effets
des facteurs environnementaux sur la composition en métabolites secondaires, Inula a été
domestiquée et des itinéraires techniques différents en champ ont été appliqués. Leurs effets
sur les teneurs en lactones sesquiterpenes et composés phénoliques ont été suivis (Al naser et
al 2018). Les teneurs en composés phénoliques et en lactones sesquiterpénes n’augmentent
pas systématiquement en présence de stress abiotiques, contrairement a ce qui est largement

répandu dans la littérature.

En effet, il est généralement considéré que les métabolites secondaires sont utiles aux
plantes pour survivre a des conditions sous optimales et ont un role de protection du
métabolisme (Akula and Ravishankar, 2011). Les lactones sesquiterpenes ont été identifiées
comme des molécules ayant potentiellement le méme role que les phytoalexines. Ces
composés sont produits de novo et sont décrits comme pouvant limiter les attaques
bactériennes ou d’herbivores (Hare, 2011), attirer les prédateurs et se protéger des ravageurs
(Pszczolkowski, 2013), activer des voies métaboliques (Raupp and Spring, 2013), et
permettre 1’allélopathie (Padilla-Gonzalez et al., 2016), ainsi que protéger les tissus de
I’impact de divers stress parmi lesquels les UV (Loreto and Schnitzler 2010). Concernant les
composés phénoliques, ils apparaissent comme étant les métabolites secondaires les plus
représentés et semblent avoir des roles tres diversifiés. Ces molécules sont réputées pour leurs
propriétés de phytoalexines et d’astringence (Noreen et al., 2017). Certains composés

phénoliques sont utilisés dans la dégradation du peroxyde d’hydrogene H,O, (Kim et al.,
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2016). 1ls sont d’ailleurs considérés comme des composés appartenant au groupe des

antioxydants non enzymatiques (Darwish et al., 2015).

Il a ét¢ montré, dans le chapitre précédent, que chez Inula, les teneurs en lactones
sesquiterpéniques et en composés phénoliques ont été réduites suite a 1’application d’un stress
salin et d’'un ombrage. Ces deux conditions, appliquées agronomiquement, se sont traduites
par un stress photooxydatif et une limitation de 1’activité photosynthétique. La seule condition
de culture qui a stimulé la synthése des métabolites secondaires est une limitation de la
croissance, consécutive a une carence en oligoéléments cationiques, chez laquelle les plantes
n’ont pas manifesté de signes de stress photooxydatif. Deux hypothéses ont alors été émises 1)
le stress photooxydatif est chez Inula plutdt un indicateur de diminution des teneurs en
métabolites secondaires 2) ’orientation des syntheéses vers le métabolisme primaire ou
secondaire, semble, chez Inula, en accord avec la théorie GDBH qui postule que la synthese
des métabolites secondaires est accrue lorsque la fourniture en squelettes carbonés est

exédentaire par rapport aux besoins de croissance.

Dans le travail qui suit, il a donc été appliqué des conditions environnementales
contraignantes, de courte durée et de faible intensité qui ne se traduisent pas par un stress
photooxydatif et sont connues pour stimuler la synthese des métabolites secondaires. Les
facteurs environnementaux choisis ont été I’alternance de courtes périodes de lumicre et
d’obscurité, le rayonnement UV, une défoliation mécanique et 1’application de méthyle
jasmonate. L'alternance de périodes de lumiere/obscurité, en perturbant le rythme circadien,
stimule les défenses antioxydantes (Darwish et al., 2015). Le rayonnement UV-B est décrit
comme un facteur stimulant de la syntheése des composés secondaires, notamment les
composés phénoliques et les flavonoides (Lavola, 1998). (Zlatev, et al, 2012). Parce que les
composés phénoliques et les flavonoides absorbent les rayonnements UV (Markham et
Mabry, 1975), ils assurent un réle de protection et diminuent les phénomenes de photo-
inhibition. La défoliation mécanique simule une attaque de ravageur et le méthyl jasmonate est
une hormone végétale synthétis€ée en réponse a une attaque de pathogenes et utilisée pour

stimuler également le fonctionnement des mécanismes de défense.
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2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel végétal
Des akénes d'l. montana provenant de capitules récoltés en 2013 sur le site de Bonnieux,
ont ét¢ mis a germer sur du terreau stérile en chambre de culture pendant deux semaines
(20°C, intensité lumineuse S0pumoles /m*/s). Les plantules obtenues ont été placées en serre en
éclairement naturel puis transférées, apres quatre mois de croissance, en terre dans deux
parcelles cultivées sur le site de 1’universit¢ d’Avignon et a Mérindol, dans le Parc du
Luberon, au printemps 2014. Les traitements et analyses, qui font I'objet de cette étude, ont été
réalisés au printemps 2017. Les traitements alternance de cycles lumineux et exposition au
rayonnement UVB ont été réalisés en chambre de culture sur des plants qui ont été
transplantés du champ a Mérindol dans des pots et placés pendant 15 jours dans la chambre de
culture pour adaptation. Les traitements ‘défoliation mécanique’ et application de méthyle
jasmonate ont été¢ effectués directement sur les plantes de la parcelle de I’Université

d’Avignon.

2.2. Traitements appliqués

2.2.1. Alternance de cycles lumiere/obscurité durant la photopériode

Les plantes sont exposées pendant 3 jours a un cycle court d’alternance de
lumiére/obscurité (30 min de lumiére suivies de 15 min d’obscurité) pendant les 16 heures de
photopériode. Cette phase d’alternance est suivie d’une phase d’obscurit¢é de 8 heures.
L’expérience a €té mise en place dans une chambre de culture, la température est de 25°C,
I’intensité de I’éclairement de 400 umol. m2. s™' (lampe 600 watts, Hydrofactory, France).
Les plantes témoins sont exposées a un cycle de photopériode de 16 h de lumiere et 8 heures

d’obscurité.

2.2.2.Rayonnement UV-B

Les plantes ont été exposées a une dose journaliere de 4.8 KJ/m? de rayonnement UV -
B pendant 10 jours. Ceci a été obtenu en plagant les plantes pendant 4 minutes sous deux
lampes UV-B tubulaires large bande de 20W (290-320 nm; UV-B médicale Phillips TL
UV-B G13 T12, Japon). Les pots ont été tournés chaque jour sur chaque banc, afin de

minimiser les effets de bord et de position. Les plantes sont ensuite placées en chambre de
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culture et exposées a 400 pmol. m2. s de lumigre blanche et une photopériode de 16h de

lumiére et 8 h d’obscurité.

2.2.3. Défoliation mécanique

Cette défoliation vise a simuler I’attaque des herbivores sur les feuilles de la plante. La
défoliation a été effectuée en coupant des feuilles a I’aide de ciseaux. Le traitement a été
appliqué une fois, chaque trois jours, pendant une semaine. La plante perd 25% de son

volume foliaire apres chaque traitement.

2.2.4. Application de méthyle jasmonate (MejA)

2.3.

24.

Le traitement est effectué par aspersion sur les feuilles de 50 ml d’une solution de
MeJA (10 mM). Les plantes sont ensuite isolées sous des baches plastiques transparentes
individuelles pendant 90 minutes apres 1’application de la solution. Les plantes témoins
sont conditionnées de la méme manicre et recoivent par aspersion S0ml d’eau distillée. Le

traitement a été réalisé chaque trois jour pendant une semaine.

Parametres de fluorescence de la chlorophylle-a
L’efficacité quantique maximale du PSII, Fv / Fm = (Fm-FO) / Fm a été mesurée

N

o

[

l'aide d'un Handy-PEA (Hansatech, Kings Lynn, Royaume-Uni) sur les plantes adaptées
I’obscurité pendant 20 minutes. Les mesures ont été réalisées sur 20 plantes pour chaque

condition expérimentale.

Dosages des lactones sesquiterpenes et des composés phénoliques
Les plantes ont été séchées en conditions ambiantes et analysées au laboratoire de

Pharmacognosie Ethnopharmacologie (UMR-MD3), Faculté de la Pharmacie de 1’Université
d’Aix-Marseille.

Pour I’analyse des composés sesquiterpeniques, l'extraction a été réalisée en mélangeant
10 g de matieres séchées avec 100 ml de CH2CI2 (Carlo Erba, Italie) dans une colonne en
glass. Apres 18 h de macération, 100 ml de l'extrait de dichlorométhane a été récupéré et
évaporé. Ensuite, 10 mg d’extrait sec ont été dilués dans 5 ml de méthanol (Carlo Erba) et
centrifugés. Puis, 4 ml du surnageant ont été complétés a un volume final de 10 ml avec l'eau
distillée. La solution a été filtrée par une membrane de 0,45 pum. Les analyses ont été
réalisées a l'aide d'un appareil Agilent 1200 (Agilent, Allemagne) avec un adsorbant Luna

C18 (3 um, 150 mm x 4,6 mm) (Phenomenex, Etats-Unis) et une colonne de sécurité C18
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2.5.

(cartouche 3 mm x 4 mm) (Phenomenex). Le controle des instruments, l'acquisition des
données et les calculs ont été effectués avec schéma station B.02.01. (Agilent). La phase
mobile consistait en 52% de MeOH (Carlo Erba) et 48% d'eau (Millipore, Allemagne), et le
pH de la phase était de 5,5. Le débit était de 1 ml / min. Le détecteur a fonctionné a 210 nm
(longueur d'onde d'absorption des lactones sesquiterpéniques). Le volume d'injection était de
20ul.

Pour I’analyse des acides phénoliques, un gramme de chaque échantillon est placé dans 90
ml de MeOH dans un ballon de 250 ml sous reflux, pendant 30 minutes, puis le mélange est
mis a refroidir pendant 15 minutes, filtré sur un filtre a papier dans une fiole jaugée de 100
ml, le ballon est rincé avec 5 ml de MeOH deux fois et ajusté au trait de jauge avec du
MeOH. Deux millilitres du filtrat sont filtrés a nouveau sur un filtre de 0,22 um. La phase
mobile consistait en 20% de HCOOH (0,1%), et 80% MeOH. Pour chaque échantillon 3pL
de la solution sont injectés dans la colonne, et le débit est de 0,5 mL/min. La lecture du

spectre d’absorption est réalisée a 335 nm.

Analyses statistiques
Le test Kruskal-Wallis-Dunn, non paramétrique, avec la méthode d'ajustement Bonferroni

a été utilisé et réalis€ avec R (factomineR, PMCMR, multcompView). Les données sont
affichées comme des moyennes = 1’écart type et sont considérées comme significatives a p

<0,05. Les lettres indiquent des groupes de données significativement différentes.
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3. Résultats
3.1. Fluorescence de la chlorophylle-a
Les valeurs des parametres de fluorescence de la chlorophylle-a sont présentées dans le

tableau 1. Aucune différence n’a été observée entre les plantes témoins et les plantes traitées.

Tableau 1: Différences relatives (par rapport au témoin) des parametres de fluorescence de la
chlorophylle-a, mesurées sur des plantes d’/. montana traitées par 1’alternance de un cycle lumineuse de
30/15 min de Lumiere/obscurité, le rayonnements UV-B, la défoliation, et le MeJA. Les données
représentées en moyenne +écart-type. Les lettres indiquent la différence significative a (P < 0.05).

Modalité FO Fm Fv/Fm
Alternance 3 Témoin 5087151 a 25487+£370 a | 0,80+0,03 a
Alternée | 4523+147 a 220124350 a | 0,79+0,06 a
Alternance J13 Témoin | 46324231 a 22438+851a | 0,81+0,28 a
Alternée | 4922+621 a 24309+268 a | 0,80+0,02 a
UV-B J10 Témoin | 425445 a 25854234 a | 0,83+0,01 a
Traitée 438+102 a 24474585 a | 0,80+0,02 b
Broutage J3 Témoin | 4394+278 a 27079+183 a | 0,84+0,01 a
Traitée 4703+474 a 25665+231 a | 0,82+0,02 b
Broutage J13 Témoin | 4190520 a 25405+318 a | 0,83+x0,01 a
Traitée 4120+622 a 25148+210a | 0,84+0,01 a
MeJA I3 Témoin 3970314 a 23959+215a | 0,83+0,01 a
Traitée 40294757 a 243144532 a | 0,83+0,02 a
MeA J13 Témoin 3836323 a 23368+205a | 0,84+0,01 a
Traitée 35931763 a 19972+450 b | 0,82+0,03 a

3.2. Teneur en lactones sesquiterpenes et en acides phénoliques

Comme cela a été décrit dans 1’étude précédente, la lactone sesquiterpénique majoritaire
dans les feuilles et les capitules, est la costunolide. Sa teneur dans les feuilles est
généralement plus élevée que dans les capitules. Le second composé en termes de
concentration est 1’eldarine.

L’alternance de lumiére et d’obscurité se traduit dans les feuilles par une légere
diminution de la lactone majoritaire (la costunolide) apres les trois jours d’alternance, et par
une forte augmentation 10 jours plus tard (Figure 1, A, et B). Dans les capitules, la
costunolide au contraire a une teneur un peu plus faible aprés 3 jours de 1’alternance et 10

jours plus tard. L’eldarine augmente 1égerement pendant les trois premiers jours et apres 10
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jours (Figure 1, D et E). Le traitement a une influence positive sur les teneurs en composés
phénoliques dans les feuilles et est sans effet sur les teneurs dans les capitules (Figure 1, C,
etF).

L’exposition au rayonnement UV-B a une influence négativement sur la teneur en
costunolide et en composés phénoliques (Figure 2). La majorité des lactones sesquiterpenes
diminue dans les feuilles apres 10 jours de traitement a I’exception de la 9pB-
hydroxycostunolide (Figure 2, A). Le traitement a réduit également la teneur en composés

phénoliques dans les feuilles (Figure 2, B)

La défoliation mécanique provoque une diminution des composés sesquiterpéniques et
des composés phénoliques dans les feuilles et les capitules, apres treize jours de traitement.
Il a été observé une légere augmentation de 1’eldarine dans un premier temps dans les feuilles
qui ne s’est pas maintenu. Apres treize jours, les teneurs en costunolide sont particuliérement
faibles dans les feuilles et les capitules (Figure 3, A, et D). L’application du MeJA s’est
traduit par une diminution de la teneur en costunolide apres treize jours dans les feuilles
(Figure 4). Dans les capitules, 1’eldarine diminue et la costunolide augmente. Le Meja n’a

pas d’effet sur les teneurs en composés phénoliques.
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Figure 1: Effet du cycle d’alternance 30/15 min lumiere/obscurité sur la teneur en lactones sesquiterpenes

(1- Artemorine

2- 9B-Hydroxycostunolide 3- Eldarine 4- Costunolide) et en acides phénoliques dans

des feuilles et capitules d’l. montana. Les données représentées sont des moyennes zécart-type
accompagnées de lettres différentes lorsque la différence significative au seuil de 5% a J3 et J13.
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Figure 2 : Effet du rayonnement UV-B sur la teneur en lactones sesquiterpéne (1- Artemorine ; 2- 9f-
hydroxycostunolide ; 3- Eldarine ; 4- Costunolide) et en acides phénoliques dans les feuilles. Les données
représentées sont des moyennes +écart-type accompagnées de lettres différentes lorsque la différence

significative au seuil de 5% a J3 et J13.
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Figure 3 : Effet du stress mécanique (défoliotion) sur la teneur en lactones sesquiterpenes (1- Artemorine ; 2-
9B-hydroxycostunolide ; 3- Eldarine ; 4- Costunolide) et en acides phénoliques. Les données représentées sont
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Figure 4 : Effet du traitement par (MeJA) sur la teneur en lactones sesquiterpénes (1- Artemorine ; 2- 9B-
hydroxycostunolide ; 3- Eldarine ; 4- Costunolide) et en Acides phénoliques. Les données représentées sont des
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4. Discussion

Parmi les lactones, le composé largement majoritaire est la costunolide, suivi de 1’eldarine
puis en beaucoup plus faible quantité de 1’artémorine et de la 9B-hydroxycostunolide. Il est
important de remarquer que les teneurs des plantes témoins des quatre expérimentations
indépendantes sont du méme ordre de grandeur. Il existe bien sur quelques variations
inhérentes a cet objet d’étude : les teneurs en métabolites secondaires sont variables dans un
méme environnement et la régulation de leur production reste largement méconnue, mais elles
sont suffisamment faibles pour faire apparaitre les effets des variations des conditions
environnementales appliquées dans ce travail.

Tous les traitements ont eu des effets importants sur les teneurs en lactones sesquiterpenes
et en composés phénoliques. Dans les feuilles, le traitement UV, la défoliation mécanique et
I’application de méthyl jasmonate, conduisent a une diminution de la teneur globale en
lactones sesquiterpenes. Seule, 1’application d’une alternance de cycles courts de lumiere et
d’obscurité, stimule I’accumulation de costunolide. Dans les capitules, tous les traitements se
traduisent par une diminution de la teneur en lactones a 1I’exception du méthyl jasmonate avec
lequel elle augmente.

Des travaux précédents ont décrit des résultats similaires concernant 1’alternance rapide
de lumiére et d’obscurité. Il a été montré que de telles conditions stimulent la synthese de
certains composés phénoliques, comme ’acide chlorogénique, I’acide néochlorogénique et la
rutine chez le tabac (Darwish et al., 2015), ainsi que les lactones sesquiterpenes (De Kraker
et al., 2002). Bien que les mécanismes ne soient pas clairement explicités, ces effets sont mis
en relation avec les régulations circadiennes du métabolisme et le fait que les phytochromes
sont impliqués et sont des activateurs de genes sensibles a la lumiere (Chen et al., 2013).
Selon une étude récente, le cryptochrome 1 (CRY 1) joue un role dans le cycle
biosynthétique des composés sesquiterpenes chez les plantes, en activant le gene responsable
de la synthese de la farnesyl diphosphate synthase (FPS), principal enzyme de la voie
biosynthétique des lactones sesquiterpenes (Hong et al., 2009). Dans tous nos résultats, les
effets des traitements sur la synthése des lactones sont comparables a ceux sur les composés
phénoliques, ce qui indiquerait que leurs cibles sont communes et/ou en amont des voies de

biosynthese de ces molécules.
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Une deuxiéme hypothése peut étre émise pour expliquer ce résultat. L’alternance de
cycles couts de lumiere et d’obscurité favorise la photorespiration et augmente le rapport
photorespiration/photosyntheése au cours de la journée (Darwish et al., 2015). Cela se traduit
par une diminution des syntheses carbonées, de la disponibilité en pouvoir réducteur et par
une augmentation de la disponibilité en azote intracellulaire. Il est possible que ceci conduise
a une réorientation du métabolisme vers le métabolisme secondaire.

Bien qu’il soit fréquemment décrit que certains mono- et sesquiterpenes induits par
les stress biotiques et abiotiques, sont susceptibles de protéger la plante contre le stress
oxydatif (Delfine et al., 2000; Loreto et al., 2004) en se combinant avec des radicaux
d’oxygene libres (Bonn and Moortgat, 2003; Hoffmann et al., 1997), dans le chapitre
précédent, une corrélation négative entre stress photooxydatif et stimulation de la syntheése des
métabolites secondaires, avait été observée. Au cours de ce travail, les mesures des parametres
de fluorescence ont été utilisées comme marqueur de stress oxydatif et ont montré que dans
aucun traitement, les plantes n’étaient en état de stress photooxydatif. L’existence ne ce type
de stress n’est donc pas suffisante pour signifier que les teneurs en métabolites sont réduites et
chez Inula, il ne semble pas y avoir de lien direct entre stress photooxydatif et stimulation du
métabolisme secondaire.

Les composés sesquiterpeniques sont souvent décrits comme ayant des roles défensifs
principalement contre les stress biotiques (comme Il'attaque des agents pathogenes,
I'élimination des champignons) chez A. annua (Cai et al., 2002), Arabidopsis (Huang et al,
2012), le Mais (Smith et al, 2012) et 1a Mangue (Silva, et al, 2012). 11 a également été indiqué
que les sesquiterpenes sont produits plutot en réponse aux dommages des herbivores, alors que
les mono-terpenes sont plutot synthétisés suite a des modifications de la lumiere ou de la
température (Holopainen, 2004). L’ensemble des traitements UV, défoliation et MeJa, sont
décrits comme stimulant des voies de défenses. Les plantes développent des mécanismes de
défense contre l'exposition directe au rayonnement UV-B tels que l'augmentation des
concentrations en composés phénoliques et flavonoides (Gerhardt, et al, 2008) et de la
production d'isoprene et de terpénoides (Zhang, et Bjorn, 2009), chez Arabidopsis thaliana
(Ormrod, et al, 1995), ’orge (Hordeum vulgare) (Liu, et al, 1995), le romarin (Rosmarinus
officinalis), et Betula spp (Lavola, 1998). Chez Inula, le rayonnement UV-B provoque une

réduction des composés phénoliques et des lactones. De tels résultats ont également déja été

142



Chapitre VI Effet des conditions environnementales

décrits, cependant moins fréquemment. Par exemple, chez Kalanchoe pinnata le rayonnement
UV-B se traduit par une réduction de la teneur en la majorité des acides phénoliques dans les
feuilles (Luana, et al, 2015).

Chez Inula, il semble que cela soit une quantité excédentaire en squelettes carbonés, non
dédiés a la croissance, qui soit le facteur déterminant la stimulation du métabolisme
secondaire. En effet, le traitement UV n’a pas ici d’incidence sur le fonctionnement
photosynthétique. La défoliation mécanique, en supprimant de nombreuses feuilles, diminue
la production photosynthétique globale de la plante et augmente donc le rapport entre les
besoins de carbone des organes non photosynthétiques et la capacité de production des
feuilles, ou encore la force des puits de carbone. Ceci se traduit par une orientation du
métabolisme prioritairement vers la fourniture de squelettes carbonés aux organes puits de
carbone (racines, initiation de jeunes pousses suite a la défoliation).

Ces résultats confortent I’hypothése selon laquelle, chez Inula, la disponibilité en

composés carbonés est largement déterminante de 1’orientation du métabolisme.

Tableau 2 : Effet de différentes conditions abiotiques sur la teneur en lactones
sesquiterpenes et en composés phénoliques chez I. montana transplantée. (+) effet positive, (-)

effet negative, (0) pas d’effet.

Lactones sesquiterpenes Composés phénoliques
Traitement feuilles capitules feuilles capitules
+ costunolide - costunolide +
Alernance (J13) - eldarine 0
- costunolide
UV-B (J10) ]
Défoliation - costunolide - costunolide -
J13) - eldarine - eldarine -
- costunolide + costunolide -
MeJA (J13) - eldarine - eldarine -
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5. Conclusion

Chez I. montana, les variations des facteurs abiotiques utilisées (UV, défoliation
mécanique, MeJA exogebne) se traduisent par une diminution des teneurs en lactones
sesquiterpenes et en composés phénoliques, contrairement a ce qui est généralement décrit
dans la littérature. Seule I’alternance rapide de lumiere et d’obscurité permet une
augmentation notable de la teneur en lactones et également en composés phénoliques. Chez
Inula, la disponibilité en composés carbonés semble largement déterminante de 1’orientation

du métabolisme vers la production de métabolites secondaires.
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Conclusion générale

La connaissance et ’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine pour I’étre
humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est accentuée, ces dernieres
années, suite au développement des médecines dites naturelles. Ces molécules naturelles, de
nature phénolique et lactones sesquiterpenes, sont tres recherchées en phytothérapie vu les effets
secondaires des médicaments et les séquelles néfastes des antioxydants de synthese. La diversité
en propriétés biologiques est attribuée a une large gamme de molécules bioactives, synthétisées
par la plante comme des agents de défense sous l'effet des stress biotique ou abiotique, comme

agent de signalisation ou encore comme antioxydants.

Cette étude a été réalisée pour mettre en lumiere une plante de la famille Asteraceae « 1.
montana L » de la pharmacopée traditionnelle Provencale, utilisée dans les méme indications
qu'Arnica montana, plante menacée et difficilement cultivable. Bien que les informations sur
l'utilisation d'l. montana comme plante médicinale soient rares, il est possible de trouver des
travaux qui indiquent qu’elle a des propriétés antiinflammatoire et anti-cancer, grice aux

métabolites secondaires (lactones sesquiterpénes et composés phénoliques) qu’elle produit.

Ce travail a comporté trois axes :

- 1’é¢tude d’Inula montana dans son milieu naturel, qui comprend la phénologie et
I’étude de I’influence des conditions pédoclimatiques sur la production de métabolites
secondaires ;

- la détermination des conditions de culture in vitro aptes a développer un programme
de multiplication végétative ;

- la domestication d’Inula et I’étude des effets des conditions de culture en champ, puis
des effets de contraintes environnementales en chambres de culture, sur la production

des lactones sesquiterpenes et des composés phénoliques.

L’étude des différentes étapes de la phénologie et de la biologie de la reproduction d’ L.
montana a été€ effectuée dans son habitat naturel, dans trois sites différents sur le territoire du Parc
du Luberon. Nos résultats ont montré que la plante se trouve sur des sols pauvres calcaires qui

ont un pH trés élevé, de ’ordre de 8,4. Bien qu’lnula tolére les variations d’altitude, les
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conditions d’augmentation de 1’altitude (température inférieure, augmentation des précipitations)
affectent la croissance de la plante qui présente alors une surface foliaire et une hauteur de tige
florale plus faibles. Les traits phénologiques sont également impactés par 1’altitude dans le sens
ou cela induit un retard de croissance et de développement. Deux types de trichomes, des
trichomes glandulaires bisériés, formés de cinq cellules et terminés par une vésicule formée par la
cuticule et non glandulaires (des poils), ont €té observés au microscope photonique et
électronique a balayage. Les trichomes non glandulaires sont fortement attachés a 1’épiderme et

constitué de deux a cinq cellules.

Il a été observé un grand anachronisme dans la floraison entre plantes et entre
populations. La majorité des fleurons dans le capitule sont hermaphrodites et la présence de
pollinisateurs est nécessaire pour la reproduction. Les grains de pollen sont échinés, avec des
épines, et de trois tailles différentes. Une correspond aux grains de pollen viables et a une taille

de I’ordre de 30,6 micrometres, les autres étant soit plus gros soit plus petits.

Les résultats des expériences in vitro réalisées ont montré collectivement que les explants
issus d’l. montana sont capables d'exprimer des réponses morphogénétiques en fonction des
phytohormones ajoutées au milieu utilisé. Les explants racinaires ont montré des aptitudes
importantes pour la callogenese, formant des masses de cellules volumineuses, friables
susceptibles d'accumuler des métabolites secondaires, alors que ceux issues des explants foliaires
et caulinaires sont compacts et pauvres en SMs. Seuls ces derniers ont permis de régénéré des
pousses feuillées capables de donner naissance a des plantes entieres sur un milieu MS sans

phytohormones.

Ces résultats montrent qu’il pourra étre possible de régénérer et de multiplier des plantes
identifiées comme particuliérement productrices en molécules d’intérét. Cela ouvre également la
voie a des possibilités de valorisation des métabolites directement produits par les organes in

vitro, dans des travaux futurs.

En vue d’une future domestication, les teneurs en polyphénols et lactones sesquiterpenes
ont été mesurées en fonction des variations saisonnieres dans les trois sites d’étude dans le Parc
du Luberon. Il a été observé que I’accumulation des métabolites secondaires, était favorisée par

un sol drainant, de fortes températures et 1’existence d’une période séche en été. Ces données
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correspondent a ce qui généralement admis dans la littérature, les métabolites secondaires sont

synthétisés en réponse a divers stress biotiques et abiotiques (Verma and Shukla, 2015).

La domestication d’I. montana a été entreprise a partir d’akénes en provenance du site le
plus favorable a la production de métabolites secondaires et réussie. Huit cent plants d’Inula ont
été implantés dans une parcelle agronomique du Parc du Luberon, a Mérindol. Les conditions de
culture testées ont tenu compte des observations faites sur la plante sauvage et des contraintes
agronomiques ont été appliquées dans le but de stimuler les syntheses de métabolites secondaires.
Le choix des contraintes a été principalement déterminé par la possibilité de les appliquer

agronomiquement en champ. Elles ont consisté en:

e une fertilisation organique ; d’apres la littérature, un enrichissement en azote favorise la
synthese des métabolites secondaires (Bénard, 2009).

e I’ajout de NaCl a la solution d’arrosage afin de limiter I’approvisionnement en eau car le
stress salin est souvent décrit dans la littérature, comme moyen de stimuler le
métabolisme secondaire. (Barbieri et al., 2012).

e enfin ’application d’'un ombrage, avec pour objectif de favoriser, lors de son retrait, un
stress photooxydatif. Les plants habituées a peu de lumiere et placées subitement en
conditions de fort éclairement sont en situation de stress photooxydatif. Souvent,
également, dans la littérature, la syntheése des métabolites secondaires est associée a une

réponse antioxydante (Desjardins, 2008).

L’apport d’un fertilisant organique, dans le sol trés calcaire et a pH ¢élevé, s’est traduit par
une forte réduction de croissance, probablement due a I’intensification des carences minérales en
oligoéléments cationiques, déja présentes dans le sol originel. Cette condition de limitation de
croissance est la seule condition qui a permis d’obtenir des teneurs plus élevées en composés
phénoliques dans les feuilles et les capitules et des teneurs en lactones plus importantes dans les

capitules.

Dans les autres conditions, stress salin et ombrage, les plantes sont en situation de stress
photooxydatif, exprimé a travers les variations des parametres de fluorescence de la chlorophylle
a et les teneurs en lactones et composés phénoliques sont réduites. Ceci est en accord avec

quelques références bibliographiques qui montrent qu’un stress salin réduit le fonctionnement du
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métabolisme secondaire (Ormeno et al., 2007 ; Barbieri et al., 2012) et également avec le fait

que les plantes d’Inula domestiquée ont une taille beaucoup plus importante et des teneurs en
métabolites secondaires plus élevées que celles des plantes sauvages qui poussent dans des

conditions plus défavorables.

Dans un deuxieme temps, des contraintes plus faibles, considérées comme des
stimulations qui n’induisent pas de stress photooxydatif, ont été appliquées pendant de courtes
périodes en chambre de culture et au champ. Il s’est agit de la modification du cycle circadien par
I’application de courtes périodes alternées de lumiere et d’obscurité, d’éclairement avec un
rayonnement UVB, d’une défoliation mécanique et de ’application de méthyl jasmonate. Aucune
de ces conditions n’a induit de stress photooxydatif, toujours selon les variations des parametres
de fluorescence de la chlorophylle a. Les teneurs en lactones et composés phénoliques ont été
augmentées dans une seule condition : ’alternance de courtes périodes de lumicre et d’obscurité.
Les autres contraintes, défoliation mécanique, éclairement UVB et application de méthyl
jamonate, se traduisent globalement par une réduction de la synthese des métabolites secondaires
dans les feuilles et les capitules, a I’exception de la costunolide qui augmente dans les capitules

en présence de méthyl jasmonate.

Il a donc été conclu que chez Inula, la synthése des métabolites secondaires n’est pas

stimulée par des stress qui se traduisent ou non par un stres spphotooxydatif.

Il semble qu’lnula se comporte de fagon conforme a la théorie de I’équilibre entre les
mécanismes de différenciation et de croissance (GDBH), selon laquelle, une limitation de
croissance plus importante qu’une limitation de la syntheése de squelettes carbonés, soit la
condition la plus favorable a la syntheése des métabolites secondaires. Si la croissance est
importante et la photosynthése également, 1’allocation prioritaire du carbone va vers la
croissance. Si la limitation photosynthétique est trop importante, la croissance est réduite et le

métabolisme secondaire également.

En effet, il est fortement probable que la défoliation mécanique, en supprimant des
feuilles, augmente la force de puits de carbone des parties restantes de la plante non

photosynthétiques (tige, partie racinaires, jeunes pousses). L’allocation du carbone va alors
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prioritairement vers ces organes et est peu disponible pour le métabolisme secondaire. Le
traitement UV-B et le méthyl jasmonate n’affecte ni la croissance, ni la photosynthése et n’ont
pas d’effet sur le métabolisme secondaire dans les feuilles. L’alternance de cycles courts de
lumiére et d’obscurité peut avoir deux effets. Le premier peut étre une modification de la
régulation de genes impliqués dans les synthéses par la lumiere ou le cycle circadien. Le
deuxieme peut étre du au fait que 1’alternance favorise la photorespiration, diminue le pool de
pouvoir réducteur et favorise un recyclage interne de 1’azote. Ceci reste a confirmer et pourrait
constituer des perspectives a ce travail afin de clarifier les effets de I’alternance de cycles courts
de lumiere et d’obscurité et de trancher, si possible entre les deux hypothéses. L’effet du méthyl
jamonate, bien que tres partiel, puisqu’il agit seulement sur les lactones et seulement dans les

capitules, pourrait étre également approfondi.

En termes d’application agronomique, nous pouvons proposer, a 1’issu de ce travail
qu’une stimulation de la synthése des métabolites secondaires, chez Inula, peut étre induite par
des conditions qui limite la croissance, sans affecter I’appareil photosynthétique. Les parametres
de fluorescence peuvent étre des indicateurs de 1’absence de stress photooxydatif, condition qui

semble nécessaire a cette stimulation.

Enfin, les stress appliqués ont tous été relativement de courte durée, a 1’exception de la
fertilisation du sol. Des contraintes plus faibles mais appliquées plus longtemps pourraient avoir

des effets différents et leur application peut constituer une des perspectives a ce travail.
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Innexe 1 :

Tableau des figures :
Chapitre 1 : synthése bibliographique

Figure 1: Structure du capitule du genre Inula. (Br) bractées, (Ré) réceptacle pileux, (Lig)
fleurons périphériques males ligulés, (Tub) fleurons du centre hermaphrodites tubulés, (Ov)
OVAITE, (PQ) PAPPUS. ..ottt ettt ettt e et e st e e site e e abaeeabeesabeesnnseesnseens 14

Figure 2 : carte de la distribution naturelle d’l. montana L. en France. Source : Tela botanica
RID:/IWWW.LLA-DOLANICA.OFG. ...t e e ee e e e e e e et aee e e s abaeeeesaaaeeeensseeas 16

Figure 3: Caractéristiques morphologiques d’I. montana. A- la tige souterraine (le rhizome)
montre des feuilles vieilles desséchées ; B- la rosette ; C- les feuilles soyeuses lancéolées et
denticulées ; D- le développement du capitule avec l'involucre des bractées.......................... 17

Figure 4: Schéma de la voie métabolique des terpénoides selon Jean Frangois Ginglinger
(2010). Le carré gris représente la voie métabolique commune au cytosol et au plaste.
L’isoprene, le GPP, le GGPP, et le phytoene sont synthétisés dans le plaste ; le FPP et le
squaléne sont synthétisés dans le cytosol. Les fleches en pointillés représentent des étapes
multiples. DXS : 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate ; DXR : 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate
réductoisomerase ; HMGR : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase ; TPS : terpéne
SYIEIQSC. ..ottt ettt e e ettt e e et e e s ettt e e e atatee e s bt eeeeanabteee e nnbaeeeenbaaeeeennaeas 29

Figure 5: Voie de biosynthese des composés phénoliques. PAL « Phénylalanine ammonia

lyase ». TAL « tyrosine ammonia lyase ». CH4 « cinnamate 4-hydroxylase ». C3’H « P-
coumarate 3’-hydroxylase ». 4CL « 4 coumarate-CoA ligase ». HCT « shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase ». HQT « quinate O—hydroxycinnamoyltransferase. CHS

« chalcone synthase ». CHI « chalcone isomerase ». F3’H « flavonoide 3 hydroxylase/flavonoide
3 -monooxygenase ». FNS « flavonoide synthase ». IFS « isoflavanone synthase ».

DFR « dihydroflavanol 4-reductase ». ANS « anthocyanidine synthase ». UFGT « UDP-glucose :
anthocyanidin/flafonoide 3-glucosyltransferase ». D apres (Hoffmann et al., 2004; He, et al,
2008; Fowler & Koffas, 2009). ..............oocceeeeoeeeeeieeeeieeeeieeeeieeeeteeestaeeeveeesaeeesaseessaseesaaeeas 31

Figure 6: représentation théorique selon la GDBH du taux d’assimilation du CO2, du taux de

croissance relatif, et du taux de synthese des métabolites secondaires, en fonction de la nutrition
azotée. Selon de Stamp, 2004 ..........cooeueeeeeeeeeieeeeieee ettt e e e e e e e enaaeas 34
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Chapitre II: matériels et méthodes

Figure 1: Carte décrivant le parc régional du Luberon et montrant les noms, les emplacements et

les  altitudes des trois peuplements d'Inula (A, B, C: Murs, Bonnieux,

Figure 2 : Plantation des semis d’I. montana au champ a Mérindol. Deux parcelles ; haute non-
fertilisée ; basse fertilisée « tourteau de ricin+ engrais organique » .......................... 44

Figure 3: Cascade d’énergie de la Ilumiere solaire au photosynthétique transport
photosynthétique d'électrons dans le photosysteme 11, d’apres Strasser et al., (2004) ... ... ... 48

o

Figure 4 : Protocole d’application du stress salin sur les plantes d’l. montana cultivées au champ
MEPINAOL ... ... oottt et et et et e et e et et e et e et e et e et e et e e e e e et e st e e e 02 D2

[N

Figure 5 : Protocole d’application de I'ombrage sur les plantes d’l. montana cultivées au champ
MEFIRAOL ... ..o ii ittt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e 02 D3

Figure 6 : Protocole d’application un cycle courte d’alternance (30/15 min lumiéere/obscurite) sur 1.
montana transplantée dans une chambre de culture. A- représente la modalité des plantes alternée. B-
représente la modalité de plantes temoin ................c.co e iee e iee e e e e e e e e e 04

Chapitre I11: Inula montana ''une étude phénologique et biologie de la reproduction'

Figure 1 : Cycle biologique d’INUIQ MONEANG .........ccuveeeeeieeee ettt st ctesteste e e ssssesssesssssssssasenans 62

Figure 2 : Phénologie d’'Inula montana. A- pousse foliaire ; B- formation des bourgeons floraux ; C- phase
floraison, (1- Phase précoce, 2- Ouverture du capitule); D- Anthése ; E- Fin de la phase floraison; F-
Sénescence des parties aériennes ; G- Feuilles d’automne en rosettes ...............cccceveveu... 63

Figure 3 : Différents types de trichomes sur les feuilles d’Inula montana. A,B- Trichomes glandulaires
biserieés (MEB et microscopie photonique respectivement) ; C,D- Trichomes non glandulaires

Figure 4 : Organisation florale d’Inula montana. A- Capitule; B- fleur ligulée; C- Fleur tubulée. « s-
Stigmate, c- Corolle, p- Pappus, 0- OVAITE »..........cc.ceieeeieeies et it eee eeeaee ee et et e eee aee vvevve e aen aeea a0 07

Figure 5 : Structure du pollen d’l. montana ; A- Trois type des pollens : Grain de taille normale (n),
Grain de pollen a petite taille (p), Grain géant (g) ; B- Vue équatoriale montrant les épines ; C- Vue
polaire montrant les trois pores ; D- gouttelettes jaunes de pollen kit... .............ccccovee e vevvve e 68

Figure 6 : Exemples d’insectes visitant les capitules d’Inula montana. Coléopteres (A- Trichode sp., B-
Acmaeodera sp., C- Anthaxia sp.); Lépidopteres (D- Polyommatus sp., E- Clossiana); Diptéres (F-
Sphaerophoria sp.) ; Hyménopteres (G- Apis mellifera)... ............cc.ccc e vv e ive e e e e e a0 09
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Chapitre IV: Charactersitics ecophysiologic and photochimic of wild Inula montana

Fig. 1 : Annual climographs (20 years of averaged data) of the three Inula montana study sites.
The black line represents the mean temperature, and the hatched area represents the mean
precipitation per month (rainfall or snow). Drought periods are symbolized by an
R 2 K O PP PRI« 7%

Fig. 2 : Monthly means of satellite-based global solar irradiation as measured on the horizontal
plane at ground level (GHI). The solid lines (GHI) represent the actual terrestrial solar
radiation; the dashed lines (Clear-Sky GHI) estimate the irradiation under a cloudless sky. The
data represent the means of 3 years of records (2013-2015) for the 3 Inula montana populations
(spatial resolution was 3—8 km). The asterisks indicate significant differences between sites at p

Fig. 3 : Mean leaf blade surface area (A) and number of leaves (B) of Inula montana plants
according to the geographic location and seasonal progress. The data represent the mean values
of 10 plants + standard error. The lowercase letters represent significant differences at p <

Fig. 4 : Effect of the geographic location on Inula montana dry (A) and fresh (B) weight during
the seasonal progression. The water content (C) is expressed relative to the fresh weight. The
data represent the mean values of 10 plants * standard error. The lowercase letters represent
significant differences atp < 0.05.........cccccoeiei i ieiiee i e e 84

Fig. 5 : Effect of the geographic location on Inula montana photosystem Il fluorescence. The
data represent the mean Fv/Fm (A) and mean PI (B) values of 10 plants + standard error. The
lowercase letters represent significant differences atp < 0.05.........ccccccceeevveeieivee e85

Fig. 6 : Effect of the geographic location on Inula montana phytochemical contents. The data
represent the contents of total polyphenols (A) and total flavonoids (B). The data represent the
mean values of 10 plants + standard error. The lowercase letters represent significant differences
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Fig. 7 : HPLC chromatograms of Inula montana leaves harvested during the summer, according
to the plant geographic location. S.1.: sesquiterpene lactone; Fl.: flavonoid; In.: inositol. Peaks
were identified according to Garayev et al. (2017).........ccceeevvvvvvee e ... 86

Fig. 8 : Principal component analysis of the variables assessed in the present work. The first and
second components (Dim 1 and Dim 2) explained 76.10% of the total variance. Dim 1 and 2
represent the qualitative variables “I. montana locations” (R2 : 0.890) and “Seasons” (R2 :
0.800), respectively. A: Variable factor map. The bold lines and squares show sesquiterpene
lactones; B: Individual factor map with confidence ellipses (95%) around the descriptive
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Chaitre V: Multiplication culture in vitro d'l. montana

Figure 1: Flowering Inula montana growing in natural habitat (La Garde d’Ap¢)... ... ......... 98

Figure 2: Localization of secondary metabolites in vegetative tissues by fluorescence
microscopy. A, Leaf section showing fluorescent cells in mesophyll (m), epidermis (e),

glandular trichome (g) and xylem (X). B, Stem section showing fluorescent cells in cortical
parenchyma (cp) and glandular trichome (g). C, Section from root with fluorescent structures
(stars) in cambial zone (cz) and xylem vessels (x). D, Section from rhizome showing
parenchymatous cells (p) with fluorescing globular and amorphous structures. Scale bar (in D) =
S50 UM fOr QLLIMAZES ... ... ..vvv ot it e e e eee eeeeee eeeeee eee e ee eee ve ae s s s s e eeneenn 1 03

Figure 3: Callogenesis induced on leaf (A), stem (B) and root (C) explants 4 weeks
postexplantation. ct = control. Bars = 1.6 mm, A; 12mm, B, C...............c.cc.cvv v v 105

Figure 4: Microscopic analysis of calluses under bright field (A and C) and UV (B and D)
illuminations. Sections from shoot explant-derived callus exhibited a compact structure and a

low emission of fluorescence (A and B, respectively). In contrast, sections from root
explantderived callus revealed a friable aspect and the presence fluorescing cells (stars) (A, B).

Note the presence of an amorphous, PAS positive (pink) substance embedding the dissociated
cells (C). Scale bars = 150 um, A; 100 um, B; 50 um C, D.... ... ......................106

Figure 5: Caulogenesis (A and B) and whole plant regeneration (C) from stem explants of

Inula montana seedlings. A, Morphological aspects of a caulogenic explant. Note the prolific
neoformation of shoot buds (sb) on the explant (e). B, Micrograph of an organogenic callus (c)
showing a neoformed stem meristem (m) and leaf primordial (Ip). C, Whole plant obtained

2 months after rooting of a regenerated shoot in MS basal medium. Bars = 5 mm, A; 100 um,

Chapitr VI: Effet des conditions abiotiques sur la teneur en métabolites secondaires

Figure 1 : I. montana dans son habitat naturel sur le site de Bonnieux (A) ; et Inula cultivée un
an apres la mise en culture a Mérindol en AVFil (B)..........cccc e vevveeveeieineeeeaee e 118

Figure 2: Effet de stress salin sur la teneur en composés secondaires dans les feuilles
d’Lmontana cultivée. Les données représentent le moyenne +SD. Les lettres indiquent la
différence significative @ (P < 0.05) ... ....cooeiieiieeiee e eee e et e e e e e e e e e vee e 1 23

Figure 3 : Effet de stress salin sur la teneur en composés secondaires dans les capitules d’I
montana cultivée. Les données représentent le moyenne +SD. Les lettres indiquent la différence
significative @ (P < 0.05) @ J26... ..o oo e et it et et e et e e ie e e 1 24

Figure 4: Effet de la fertilisation du sol sur les teneurs en lactones sesquiterpénes et en acides

phénoliques d’l. montana cultivée. Les données représentent le moyenne +£SD. Les lettres
indiquent la différence significative a (P < 0.05) .......c..ccoeoiie e cee s i v ee e e 1 25
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Figure 5: Effet de la variation d’éclairement sur la teneur en lactones sesquiterpenes et en
acides phénoliques dans les feuilles d’I. montana cultivée. Les données représentent le moyenne
+SD. Les lettres indiquent la différence significative a (P <0.05).................... 126

Figure 6: Effet de la variation d’éclairement sur la teneur en lactones sesquiterpénes et en
acides phénoliques dans les capitules d’l. montana cultivée. Les données représentent la
moyenne * ET. Les différentes lettres indiquent que la différence est significative (P <

Chapitre VI:

Figure 1: Effet du cycle d’alternance 30/15 min lumiére/obscurité sur la teneur en lactones
sesquiterpenes (I1- Artemorine 2- 9fB-Hydroxycostunolide 3- Eldarine 4- Costunolide) et en
acides phénoliques dans des feuilles et capitules d’l. montana. Les données représentées sont des

moyennes *écart-type accompagnées de lettres différentes lorsque la différence significative au
seuil de 5% a J3 €t JI3 ... ..ot i it e et e et e e e e e 1 39

Figure 2 : Effet du rayonnement UV-B sur la teneur en lactones sesquiterpéne (1- Artemorine ;
2- 9B-hydroxycostunolide ; 3- Eldarine ; 4- Costunolide) et en acides phénoliques dans les
feuilles. Les données représentées sont des moyennes Fécart-type accompagnées de lettres
différentes  lorsque la  différence  significative au seuil de 5% a J3 et

Figure 3 : Effet du stress mécanique (défoliotion) sur la teneur en lactones sesquiterpenes (I -
Artemorine ; 2- 96-hydroxycostunolide ; 3- Eldarine ; 4- Costunolide) et en acides phénoliques.
Les données représentées sont des moyennes *écart-type accompagnées de lettres différentes
lorsque la différence significative au seuil de 5% a J3 et J13................. 140

Figure 4 : Effet du traitement par (MeJA) sur la teneur en lactones sesquiterpénes (I-
Artemorine ; 2- 9f-hydroxycostunolide ; 3- Eldarine ; 4- Costunolide) et en Acides phénoliques.
Les données représentées sont des moyennes *écart-type accompagnées de lettres différentes
lorsque la différence significative au seuil de 5% a J3 et J13................. 141
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Innexe II :

Tableau 1 : Composés eudesmanoloides isolés du genre Inula

No Nome de composés Partie de la plante Plante source RéfErence

2 Alantolactone Racine L helenium Lim et al., 2007
Racine L. japonica Gong et al., 2011
Racine L. racemosa Zhang et al., 2012

3 Isoalantolacton Racine Lhelenium Huo et al, 2010
Racine L. royleana Stojakowska et al., 2006

4 40,50-Epoxyalantolacton Racine Lhelenium Jiang et al., 2011

5 Diplophyllin Racine Lhelenium Jiang et al., 2011

6 Sa-Epoxyalantolactone Racine Lhelenium Jiang et al., 2011

7 110,130a-Dihydroalantolactone Racine L helenium Jiang et al., 2011
Racine L. racemosa (Zhang et al., 2012)

8 60-hydroxyisoalantolactone Parties aériennes 1. hupehensis Qinetal., 2012

9 Garnilin Parties aériennes L falconeri Cheng et al., 2011

10 Britannilactone Fleurs L britannica Qin et al., 2008
Fleurs L. japonica Gong et al., 2011

11 1-O-Acetylbritannilactone Fleurs I. britannica Qin et al., 2008
Fleurs L japonica Gong et al., 2011

12 Pulchellin-E Feuilles 1. montana Gonzdlez et al, 2000b

13 Pulchellin-C Feuilles 1. montana Gonzdlez et al, 2000b
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Figure 2.5-1 : Structures des dérivés d'eudesmanolides isolés d'Inula spp.

Tableau 2 : composés guaianolides isolés du genre Inula

No  Nome de composés Partie de la plante Plante source Référence

13 Gaillardin Plante entiere 1. hookeri Cheng et al., 2011
Parties aériennes 1. montana Gonzdlez et al, 2000b

14 2a-Acetoxy-inuviscolide Plante entiere L. hookeri Cheng et al., 2011

15 Inuchinenolide B Plante entiere 1. hookeri Cheng et al., 2011

16 8-epi-inuviscolide Parties aériennes 1. hupehensis Qinetal., 2011

17 4-epi-Isoinuviscolide Parties aériennes I. hupehensis Qinetal., 2011

18 60-Hydroxyinuviscolide Parties aériennes I falconeri Cheng et al., 2011

19 Inuviscolide Feuillies 1. viscosa Rozenblat et al, 2008
Parties aériennes 1. montana Gonzdlez et al, 2000b
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Tableau 3 : Composés psoduguaianolides isolés du genre Inula

No Nome de composés Partie de la plante Plante source Référence

20  Inuchineolide C Parties aériennes 1. hupehensis Qin et al, 2011

21 (1S,25,5R,6R,7R,8S,10R)-6-Acetoxy-2- Parties aériennes L. hupehensis Qin et al, 2011
methoxy-4-oxopsoduguai-11(13)-en-12,8-olide

22 Carpesiolin Parties aériennes I. hupehensis Qin et al,2011

23 Aromaticin Plante entiere L. hookeri Cheng et al, 2011

24 Ergolide Parties aériennes L. falconeri Cheng et al, 2011

25 Bigelovin Feuille/fleur L. helianthus Zeng et al, 2009

Tableau 4 : composés germacranolides isolés du genre Inula

No Nome de composés Partie de la plante Plante source Référence

26  Parthenolide @~ om0 s Kreuger et al., 2012
27  Epoxygermacranolide Parties aériennes L. verbascifolia  Chin et al., 2009

28  Inulasalsolide Parties aériennes L salsoloides Hu et al, 2011

29  40,5B-Epoxyeupatolide Parties aériennes 1. salsoloides Hu etal., 2011

30  Inulacappolide Plante entiere 1. cappa Xie et al., 2007

31  Acetyl neobritannilactone B Fleurs L. britannica Bai et al., 2006

32 Eupatolide Plante entiere 1. japonica Qinetal., 2011

33 9B-Acetoxy-eupatolide Parties aériennes 1. hupehensis Qinetal, 2011

34 Isocostunolide Racine Lhelenium Chen et al., 2007
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HOH, aH

Figure 2.5-2: Structures des dérivés de germacranolides isolées d'Inula spp

Tableau 4 : Les flavonoides isolés du genre Inula

No Nome de composés Partie de la plante  Plante source  Référence

35 7-O-Methylaromadendrin Parties aériennes 1. viscosa Zhang et al., 2010

36 Sakuranetin Parties aériennes 1. viscosa Herndndez et al., 2007

37  3-Acetyl-7-O- Parties aériennes I viscosa Herndndez et al., 2007
Methylaromadendrin

38  3,3’-di-O-Methylquercetin Fleurs L britannica  Herndndez et al., 2007

39  Quercitrin Fleurs L britannica  Talib et al., 2012

40 Spinacetin Fleurs L britannica ~ Zhang et al., 2009

41 Isorhamnetin Fleurs L britannica  Zhang et al., 2009

42 Luteolin Fleurs I britannica  Zhang et al., 2009

Feuilles I. montana Reynaud et al, 1999
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43  Nepetin Parties aériennes 1. viscosa Khan et al., 2010
Feuilles 1. montana Reynaud et al, 1999

44  Hispidulin feuilles 1. montana Reynaud et al, 1999

45  Cirsimaritin feuilles 1. montana Reynaud et al, 1999

Tableau S : Les autres métabolites secondaires isolés du genre Inula

No Nome de composés Partie de la plante  Plante source  Référence
46  Acide chlorogénique Parties aériennes 1. cappa Geng et al., 2007
47  Acidel,3-Di-O-caféoylquinique Feuilles 1. viscosa Danino et al., 2009
48  Acide 1,5-di-O-caféoylquinique Parties aériennes L britannica Mishra et Tiwari, 2011
49  Acide 3,5-di-O-caffeoylquinique- Racines I. crithmoides  Ela et al., 2012
1éther méthylique
50  Acide 4,5-di-O-caffeoylquinique- Racines L. crithmoides  Ela et al., 2012
1éther méthylique
51  8-hydroxy-9,10-diisobutylthymol Racines I. hupehensis ~ Zhang et al., 2010
52  Inulavosine Racines 1. nervosa Fujita et al., 2009
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Figure 6: Structures d’autres métabolites secondaires isolés d'Inula spp

178



