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ABSTRACT ; 

An heterotrophic and photomixotrophic ce11 line of Tephrosia vogelii Hook f., tropical 
Pupilionaceae which accumulates rotenoids (biodegradable insecticides) in its leaves has been 
studied in order to clear up the impact of light on the phenylpropanoid metabolism in vitro. 
Two distincts apparatuses have been used : 250 ml-Erlenmeyer flasks or 2 liters-experimental 
bioreactor (Biolafitte). 

Growth patterns, intra and extra-cellular accumulation of rotenoids, physiological 
parameters (respiration, chlorophyllogenesis, photosynthesis) and evolution of minera1 and 
glucidic nutrition are compared. Some important differences in the behaviour have been pointed 
out, in relation with the photosynthetic potentiality of ce11 lines, and the type of apparatus. 

In ail cases, the production of rotenoids is improved in photomixotrophic conditions and 
it is follows the growth kinetics. 

Optimization assays for production have been performed : bioconversion from a 
precursor ( L-Phenylalanine) and stimulation by different stresses (pathogen elicitors, Salt, pH, 
ethylene). The results obtained are promising : in some cases, the production is multiplied by a 
7,5 factor. 

Furthermore we realized a partial characterization of Phenylalanine Ammonia-lyase, the 
key enzyme of phenylpropanoids pathway. The quantitative evolution of the PAL activity 
during the ce11 culture, and its response to different treatments have been studied. Finally the 
part of the PAL activity ,in regulatory phenomena controlling rotenoids pathway is discussed. 

In vitro culture 
Tephrosia vogelii 
Rotenoids 
Heterotrophy 
Photomixotrophy 
L-Phenylalanine feedings 
Stresses 
Phenylalanine Ammonia-lyase‘ 
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AVANT-PROPOS 

Cette étude a été réalisée dans le Laboratoire de Physiologie et Biotechnologie 
végétales du centre ORSTOM d’Adiopodoumé (République de Côte d’ivoire) sous la 
direction d’Hewé CHRESTIN, Elle se situe dans le contexte d’un programme de 
recherche général portant sur l’étude des “Bases Physiologiques et Biochimiques 
contrôlant au niveau cellulaire, la production de substances d’intérêt économique ou 
thérapeutique”, et plus précisément dans le cadre dune opération développée depuis fin 
1985 concernant la “Valorisation des Plantes Médicinales Tropicales par Voie 
Biotechnologique”. 

Je tiens tout d’abord à remercier les instances scientifiques de I’ORSTOM : J. M. 
WACKERMAN et P. MONTSARRAT ainsi que B. MARIN directeur de 1’U.R. 603 
“Bases physiologiques et Biochimiques de la production végétale” sans qui l’ensemble de 
ces recherches n’auraitpu être réalisé. 

. Je prie Mme le Professeur PARIS-PIREYRE, de bien vouloir trouver ici 
l’expression de ma respectueuse reconnaissance pour m’avoir guidée au commencement 
de mes recherches etpour avoir acceptée de présider ce Jury. 

Je tiens à remercier tout particulièrement Mr H. CHRESTIN Chargé de Recherches 
d I’ORSTOM et ce à plus d’un titre. Je le remercie pour m’avoir accueillie dans son 
Laboratoire et proposée ce sujet de thèse, pour m’avoir dirigée, conseillée tout au long de 
ce travail, mais aussi et surtout pour sa sympathie, son amitié et son enthousiasme. 

Je remercie profondément Mr le Professeur JONARD qui a bien voulu accepter à la 
fois de juger ce travail et d’assumer la charge de rapporteur. 

Monsieur Y. ‘SAWAIRE, Maître de Conférence d I’USTL a accepté d’être 
rapporteur de ce travail et je l’en remercie vivement. Les entretiens que nous avons eu ont 
été passionnants et très enrichissants. 

Il m’est très agréable de compter parmi les membres de ce Jury Mr le Professeur 
MACHEIX. Son enseignement d I’USTL de Montpellier m’a montrée l’importance et la 
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complexité des mécanismes de régulation de la voie de biosynthèse des 
phénylpropanoïdes. 

Je remercie Mr P. STECK responsable phytotechnologie Sanofi Elf-Biorecherches, 
pour m’avoir fait bénéficier de sa grande compétence dans le domaine de la production 
industrielle de métabolites secondaires par voie biotechnologique. Je lui sais aussi gré 
d’avoir accepté de faire partie du Jury de cette thèse. 

C’est avec un immense plaisir que je saisis l’occasion de la présentation de cette 
thèse pour exprimer toute ma reconnaissance à Mme M. F. TRUUSLOT chargé de 

Recherches h I’ORSTOM d’Adiopoa!oumé en Côte d’ivoire avec qui j’ai travaillé durant 
ces trois années en étroite collaborah*on. 

Je tiens également à remercier Mme C. NEF chargé de recherches à 1’ORSTOM 
dAdiopodoumé en Côte d’ivoire pour son soutien sans limite dans les moments dificiies, 
ses nombreuses suggestions sur l’orientation de mes recherches et son importante 
disponibilité h mon égard. 

L’ambiance de collaboration qui a entouré ce travail a été excellente. Je tiens à 
exprimer mes amicaux remerciements aux collt?gues intimement associés à certains aspects 
de cette thèse. Je citerai parmi eux 1. HARDY-GLARIS, J. LORQUIN, M. NIAMIEN, 
A. RIVAL, F. TARDIEU et P. TROUSLOT. 

Messieurs B. MARIN et M. RAIMBAULT m’ont accueillie au sein de l’Unité 
Fonctionnelle de Biotechnologie du Centre ORSTOM de MONTPELLIER et m’ont 
fournie toutes les facilités pour la réaktion de ce m&oire. Qu’ils trouvent ici l’expression 
de mes chaleureux remerciements. 

Enfin mes remerciements vont également à toute l’équipe du Laboratoire de 
Physiologie et Biotechnologie végétales du centre ORSTOM d’Adiopodoumé et 
notamment à P. ZADI KOUBI et C. TOLIAH pour l’obtention et l’entretien du matériel 
végétal in vitro. Qu’ils sachent que je les remercie tous sans 6m3?ph’On, pour leur aide, leur 
sympathie et leur joie de vivre. 
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INTRODUCTION 

A) HISTORIQUE DU LABORATOIRE-PRESENTATION DU 
PROGRAMME DE RECHERCHE 

Les Pays en Développement se heurtent quotidiennement aux problèmes posés par 
les grandes endémies et le manque chronique de soins de santé primaire apportés aux 
populations locales. 

Ainsi, aussi paradoxalement que cela puisse paraître, près de 30% des 
médicaments élaborés, et consommés dans le monde, sont à base de composés extraits de 
plantes médicinales tropicales. 

Localement, en zone rurale, elles permettent de préparer des “remèdes” servant au 
traitement de nombreuses maladies. Chaque habitant connait et utilise les vertus d’une ou 
plusieurs plantes. 

En Afrique noire en général, la médecine traditionnelle assure de 80 à 90 % de la 
couverture sanitaire de la population (AKE ASSI, 1983). 

Cependant la valorisation des plantes médicinales potentiellement intéressantes se 
heurte à de nombreux problèmes dont notamment un approvisionnement en végétaux 
directement tibutaire des conditions climatiques et géopolitiques des pays producteurs, 
des teneurs en principes actifs très aléatoires... 

Aussi est-il apparu important de développer des solutions alternatives pour 
l’obtention de ces produits. 

Depuis quelques années, l’intérêt s’est tourné vers les cellules végétales qui, 
cultivées à grande échelle, devraient fournir une source continue et stable de composés 
naturels destinés en particulier à l’industrie pharmaceutique. Le résultat pourrait être une 
meilleure indépendance économique et un contrôle plus strict de la régularité et de la 
qualité de la production. 

Le Laboratoire de physiologie du centre ORSTOM d’Adiopodoumé (Répubique de 
Côte d’ivoire) s’intéresse, depuis une vingtaine d’années, aux bases physiologiques et 
biochimiques de la production du cis-polyisoprène (caoutchouc naturel) chez Hevea 
brasiliensis. 

L’ensemble des recherches menées en collaboration avec 1’IRCA a permis 
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d’appréhender les mécanismes impliqués dans la production et d’améliorer celle-ci 
(D’AUZAC et al., 1989). 

En 1985, le Laboratoire s’est doté dune unité de biotechnologie, dans laquelle a été 
initié le programme de valorisation des plantes médicinales tropicales par voie 
biotechnoIogique. 

A partir des données bibliographiques, concernant les plantes médicinales utilisées 
dans la Pharmacopée ivoirienne et/ou introduites en Côte d’ivoire ( KERHARO et 
BOUQUET, 1950 ; BOUQUET et DEBRAY, 1974 ; etc.) deux espèces, Abrus 
precatorius L. (glycyrrhizine, antiseptique, édulcorant) et Tephrosia vogelii Hook 
f. (roténoïdes, notamment la roténone, pesticide biodégradable) ont été choisies par le 
Laboratoire comme plantes modèles pour les recherches in vitro, en raison de : 

* leurs fortes teneurs en principes actifs décrites dans la 
littérature 
* la nature de leurs métabolites, issus de préférence de la 
voie mévalonique, vu la spécialisation du Laboratoire en ce domaine. 

Une même démarche et des objectifs scientifiques identiques ont été poursuivis 
pour ces deux plantes : 

* Un souchier de cals et de suspensions hétérotrophes et photomixotrophes a été 
mis en place afin d’effectuer une étude comparative des marqueurs du métabolisme 
primaire (Croissance - Métabolismes azoté et glucidique) en relation avec la production de 
métabolites secondaires in vitro. Des essais de caractérisation de systèmes enzymatiques 
clés du métabolisme primaire et secondaire ont été effectués. 

* L’intérêt potentiel de la fonction chlorophyllienne dans la biosynthèse de 
métabolites secondaires in vitro (essais d’obtention de cultures autotrophes) a été 
également appréhendé. Les chloroplastes semblent être fortement impliqués au niveau des 
voies de biosynthèse des métabolites secondaires étudiés. 

* Sur la base des connaissances acquises, des essais d’optimisation de la 
production de substances recherchées ont été réalisés par bioconversion (incorporation de 
précurseurs) et stimulation par des stress : hormonal, salin, pH, éliciteurs pathogènes... 
éventuellement appliqués à des plantes sélectionnées, cultivées en plein champs. 
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L’ensemble des résultats obtenus à partir de ces plantes modèles pourra ensuite être 
transposé à des plantes synthétisant des métabolites à hautes valeurs ajoutées, telles que 
Catharunthus roseus L. G. Don (alcaloïdes, antileucémiques, hypotenseurs) étudiée 
également au Laboratoire. 

Le travail qui nous a été confié plus particulièrement concerne l’étude des effets de 
stress et d’incorporation de précurseurs dans le milieu sur la production de roténoïdes 
par des cultures cellulaires de Tephrosia vogelii. 

B) LE CHOIX D’UNE PLANTE MODELE : TEPHROSIA VOGELZI 
HOOK f. 

Tephrosia vogelii Hook f. est une Papilionaceae cultivée traditionnellement en 
Afrique tropicale humide pour ses propriétés ichtyotoxiques et parasiticides. 

Cette plante accumule dans ses feuilles de fortes teneurs en principes actifs : des 
roténoïdes 0,65 à 43 % MS, le dosage ayant été effectué sur 500 plantes (IRVINE 
et FREYRE, 1959). Les roténoïdes sont des isoflavonoïdes (Figure l), composés issus de 
la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes et comportant une unité isoprène (voie 
mévalonique). 

* Les roténoïdes sont des molécules toxiques pour les animaux à sang froid et 
atoxiques par voie buccale pour les animaux à sang chaud (PARIS et MOYSE, 1967). 

Les poudres roténonées sont utilisées dans la lutte contre les parasites des plantes 
alimentaires (la roténone, composé le plus actif, étant biodégradable, elle est en effet 
sensible à la lumi&e et aux UV), et en médecine, contre les parasites de l’homme et des 
animaux (PARIS et MOYSE, 1967). La consommation annuelle mondiale de poudre 
roténonée est de 70 tonnes/an. 

La résine de roténoïde (extrait brut de racine de Derris) est plus spécialement utilisée 
en aquaculture comme antiprédateur, et en aviculture, comme antiparasitaire externe en 
Australie. La consommation annuelle mondiale est de 6 tonnes/an, le prix s’élevant à 250 

FF/Kg. 

De la roténone à l’état pur est également commercialisée pour ses propriétés 
inhibitrices au niveau du transport des électrons des mitochondries animales et végétales 
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Figure 1 : VOIE DE BIOSYNTHESE DES ROTENOIDES (d’après SMITH et al., 1977) 

(TAL : Tyrosine Ammonia-Lyase ; PAL : Phénylalanine Ammonia-Lyase ; 
CA4H : Acide Cinnamique 4 Hydroxylase). 
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(utilisée pour des expérimentations en Laboratoire). Les principaux agents de 
commercialisation de ces produits sont Aldrich et Sigma (USA), environ 30 Kg/an à un 
prix s’échelonnant entre 3 500 et 4 000 FF/Kg. (communication personnelle Mr. 
GRINDA, Saphir Antibes). 

Un des débouchés également prometteur de la roténone est son activité 
helminthicide, pouvant être utilisée en pharmacie vétérinaire et humaine. (Communication 
personnelle Mr. GRINDA) 

La synthèse par voie chimique de la roténone n’est pas rentable actuellement. 
La roténone est aujourd’hui exclusivement extraite d’une Papilionaceae 

sud-américaine : Demis elliptica, liane robuste de 7 à 10 m de long, dont les racines 
contiennent en moyenne 8 % de roténoïdes totaux. La récolte a lieu à la fin de la 2ème 
année. Seules les extrémités racinaires sont exploitées pour leurs fortes teneurs en 
roténone active (PARIS et MOYSE, 1967). 

La grande majorité des racines de Demis provient du Pérou et plus particulièrement 
d’une région qui connait actuellement de sérieux problèmes politiques. 

Les contraintes de techniques culturales (cycle long, faible masse d’extrémité 
racinaire), les importations massives et coûteuses de plantes soumises aux aléas 
climatiques et conjoncturels nous autorisent à considérer Tephrosia vogelii comme une 
source potentielle de roténoïdes permettant d’envisager à long terme, une certaine 
autosuffisance aux Pays en Voie de Développement (en Afrique) en matière 
d’insecticides biodégradables (LAMBERT et al., 1988). 

* Les roténoïdes appartiennent biogénétiquement à la voie de biosynthèse des 
phénylpropanoïdes. 

Cette voie de biosynthèse a été beaucoup étudiée et l’on connait actuellement en 
partie les mécanismes de sa régulation (ALIBERT et al., 1977 ; HAHLBROCK, 1977 ; 
MACHEIX et al., 1981 ; JONES, 1984 ; DMON et BOLWELL, 1986 ; IBRAHJM, 
1987). 

Les produits issus de cette voie de biosynthèse (flavonoïdes, isofkvonoïdes, 
coumarines et furocoumarines . ..) ne sont pas actuellement d’une grande importance 
économique. Cependant, suffkunment d’informations sont maintenant disponibles sur les 
modes de régulation enzymatique de leurs formations, pour faire de cette voie de 
biosynthèse, un modèle précieux pour la définition de mécanismes de régulation de portée 
plus générale. 

Introduction 
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L’originalité de cette voie de biosynthèse est de faire intervenir une enzyme, la 
phenylalanine ammonia-lyase qui occupe une place stratégique entre le métabolisme 
primaire et secondaire. Elle est facilement inductible sous l’effet de différents facteurs ou 
stress et plus particulièrement de la lumière, facteur essentiel dans les mécanismes 
cellulaires des végétaux. 

Il sera donc intéressant d’analyser la production de roténoïdes en relation avec 
l’activité PAL, en fonction de la nature des souches cellulaires (hétérotrophe et 
photomixotrophe) d’une part et de différents stress d’autre part. 

Introduction 
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CHAPITRE 1: RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

A) PRODUCITON DE METABOLITES SECONDAIRES IïV VITRO 

vitro. 
1) Potentialités biosynthétiques des cellules végétales in 

C’est au physiologiste allemand, G. HABERLANDT (1854-1946) que revient le 
mérite d’avoir, vers les années 1900, imaginé et réalisé les premières cultures in vitro de 
cellules végétales. En 1902, G. HABERLANDT déclarait que “la mise en culture de 
cellules végétatives séparées de plantes supérieures dans un milieu nutritif simple devrait 
être riche d’enseignements sur les capacités que la cellule possède comme organisme 
élémentaire” (KRIKORIAN et BERQUAM, 1969). Ses premiers essais ne permirent 
qu’une survie temporaire des cellules cultivées, sans reprise d’activité mitotique et 
finalement l’équipe d’ HABERLANDT resta sur un échec. 

Il faudra attendre plus de trente ans pour que les résultats obtenus par A. 
CARRELL, en 1912, sur des cellules animales soient également observés avec des 
cellules végétales. 

Les premiers succès obtenus par P. NOBECOURT et R. G. GAUTHERET, en . 
France et par J. P. WHITE aux Etats-Unis démontraient la possibilité de cultiver des 
tissus végétaux en dehors du contexte de la plante, de façon indéfinie et sous forme 
d’amas cellulaires indifférenciés (WHITE, 1939a ; GAUTHERET, 1939 ; 
NOBECOURT, 1940). 

Le perfectionnement des techniques a permis à W. H. MUIR, A. C. 
HILDEBRANDT et A. J. RICKER en Allemagne, d’établir en 1954, les premières 
cultures de cellules en suspension, comparables à celles pratiquées pour les 
micro-organismes (MUIR ef al., 1958). 

Libérées des contraintes de leur environnement in vivo, les cellules végétales, 
dotées d’un potentiel génétique considérable comparé à celui des microorganismes, sont 
alors susceptibles d’exprimer des propriétés originales par rapport à la plante dont elles 
sont issues. 

Les cultures de tissus, ou les suspensions cellulaires, sont couramment qualifiées 
de “dé-différenciées”, en ce sens que les cellules qui constituent le végétal ont perdu les 
caractéristiques particulières qu’elles avaient au sein de l’organisme entier. Par 
dérépression de leur programme génétique, elles ont regagné une sorte de totipotence 
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(STECK et PETIARD, 1985). 

Les cultures cellulaires végétales ont d’abord trouvé des applications très 
importantes en agronomie et en agriculture (AUGE et al., 1986 ; CHALEFF, 1986 ; MO, 
1978 ; COCKING, 1985 ; EVANS, 1988). 

L’aptitude de certaines lignées de massifs cellulaires à la régénération de la plante 
entière a été exploitée, non seulement pour produire en un temps limité un très grand 
nombre de copies conformes d’un même individu (micropropagation), mais aussi en vue 
d’une amélioration des variétés végétales existantes (meilleure résistance aux affections 
virales, par exemple) ou pour la création de nouvelles espèces. 

Les recherches concernant l’exploitation potentielle des cellules végétales dans un 
but de production de métabolites secondaires n’ont cependant pas connu un tel essor. 

En effet, dans la majorité des cas décrits dans la littérature jusqu’au début des 
années 70, on ne détectait que peu, ou pas, de métabolites secondaires. Les chercheurs 
supposèrent alors que certaines structures ou organes spécialisés, rencontrés dans la plante 
entière, étaient indispensables à la biosynthèse des métabolites secondaires (dans 
YEOMAN et ai., 1982). 

Ce n’est qu’à partir de 1977 qu’il a été démontré que des cellules indifférenciées 
morphologiquement pouvaient synthétiser des métabolites secondaires, en dehors de toute 
différenciation organogène. L’équipe de ZBNK a en effet mis en évidence l’existence 
d’une variabilité spontanée in vitro dans la biosynthèse de métabolites secondaires, selon 
la souche considérée (ZENK et af., 1977). 

Cette diversité naturelle, convenablement utilisée, devrait permettre de sélectionner 
des souches plus productrices que d’autres. 

Le développement des recherches et les progrès réalisés ont ensuite été très rapides 
et se sont concrétisés par le dépôt de nombreux brevets notamment au Japon et en 
Allemagne. Puis en 1983, a eu lieu la première commercialisation d’un produit issu de 
culture in vitro par la firme japonaise Mitsui Petrochemicals. Il s’agit de la shikonine, un 
colorant extrait de cultures cellulaires de Lithospennum erythrorhyzon (TABATA et 
FUJITA, 1985). 

De l’ensemble des travaux réalisés et publiés à ce jour, plusieurs faits importants se 
dégagent. 

II s’avère maintenant possible, par clonage, de sélectionner des souches produisant 
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autant, et même plus, que la plante entière (Tableau I). 
Cette variabilité in vitro, peut également s’exprimer de manière qualitative et 

permettre l’apparition de métabolites originaux, absents de la plante mère. 
Ainsi à partir d’une souche de Cuthurunthus roseus l’isolement et l’analyse 

stucturale de 13 alcaloïdes ont montré que seuls 7 d’entre eux avaient été précédemment 
identifiés dans cette espèce (PETIARD et aZ.,1982). Trois autres étaient déjà connus dans 
d’autres espèces de la même famille et les trois derniers n’avaient jamais été décrits comme 
existant à l’état naturel. 

ARENS et aZ..(1982), pour leur part, ont isolé de suspensions cellulaires de 
Picrulimu nitidu deux alcaloïdes indoliques, la péricine et la péricalline, qui présentent des 
activités analgésiques. Le premier composé n’avait jamais été décrit. 

Ceci montre que la déstabilisation du métabolisme cellulaire lors du passage in vitro 
peut ouvrir de nouvelles voies de biosynthèse (STECK et PETIAEKD, 1985). Ces 
composés originaux pourraient constituer une source intéressante de principes actifs pour 
la pharmacie. . 

Une autre forme possible d’exploitation des cultures cellulaires végétales repose sur 
leur capacité de biotransformations in vitro (hydroxylation, glucosylation, 
déhydrogénation,’ hydrogénation, ouverture de cycles...), dont les applications sont 
nombreuses. 

Une des plus intéressantes, pour l’industrie pharmaceutique, est l’hydroxylation 
par des suspensions cellulaires de Digitdis Zunatu de la digitoxine (en position 12 0) en 13 
methyl digoxine (REINHARD ET ALPERMANN 1980). 

Les cellules végétales peuvent également produire des molécules nouvelles 
lorsqu’on leur fournit un substrat inhabituel. Ainsi, une suspension cellulaire de MuZZonr~ 
juponicus, peut glycosyler l’acide salycilique (UMETAMI et ul.., 1982). 

Dans tous les cas, pour une souche donnée, la production de métabolites 
secondaires in vitro est largement dépendante de facteurs biologiques et de 
l’environnement, déterminés par la composition du milieu de culture et les conditions de 
culture. , 

in vitro 
2) Régulation de la production de métabolites secondaires 

Dans un système de culture discontinue, la production de métabolites secondaires 
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TABLEAU 1 

QUELQUES EXEMPLES RECENTS DE PRODUCTIVITE IN VITRO 

(D’après STECK et PETIARD, 1985) 

RAPPORT DE REFERENCE 

COMPOSE ESPECE TENEUR 
SOUCHE/PLANTE 

Vomilenine Rauwoifia serpentina x51 STOCKIGT et ai. 198 1 

Jatrorrhizine Dioscoreophyllum 
cuminsii 

x 100 FURUYA etaf. 1983 

Caféine Coffea arabica x92 WALLER et al. 1983 

Berbérine Coptis japonica x6 YAMADA 1984 

Tripdioline Trypterygium wilfordii x 4,3 MISAWA et al. 1983 
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par les cellules est modifiée au cours du cycle de la culture en réponse à une modification 
du taux de croissance ou à la disponibilité en substrat. L’accumulation de métabolites 
secondaires en relation avec la croissance peut se réaliser suivant deux modèles : 

1) L’accumulation de produits s’effectue durant la phase stationnaire de croissance, 
il y a alors antagonisme entre croissance et accumulation de métabolites. C’est le cas de 
nombreux métabolites secondaires : anthocyauines dans des cultures cellulaires de Daucus 
cajola (NOE et al., 1980), ajmalicine et serpentine dans des suspensions cellulaires de 
Catharanthus roseus (AMBID et aI., 1982 ; MERILLON et al., 1983), acide rosmarinique 
chez Anchusa ojj‘ïcinalis (DE-EKNAMBUL et ELLIS, 1984) et composés phénoliques 
dans des suspensions cellulaires d’Acer pseudopkatanus (PHILLIPS et HENSHAW, 
1977). 

2) L’accumulation de métabolites est concomitante à la phase exponentielle de 
croissance, comme pour la biosynthèse de bétacyanines chez Phytolacca americana 
(SAKUTA et al., 1986) ou de diosgénine chez Dioscorea deltoidea (DRAPEAU et al., 
1986b). De même chez Galium (WILSON et MARRON, 1978), Berberis (HINZ et 
ZENK, 1981) ou encore chez Coleus blumei (ZENK et al., 1977); la production a lieu ” 
simultanément avec la croissance, le maximum d’accumulation étant finalement obtenu en 
fm de phase exponentielle. 

Ainsi, il est clair que des conditions qui sont optimales pour la croissance, ne le 
sont pas toujours pour la biosynthèse de métabolites secondaires. 

PUJITA et al., (1981a, b) ont montré que le milieu favorisant la croissance de 
suspensions cellulaires de Lithospermum erythrorhizon était différent de celui qui 
induisait la production de shikonine. Sur la base de ces données, ils ont établi un milieu de 
production (Mg), sans ammonium et avec des teneurs en nitrates, phosphates, sulfates et 
saccharose légèrement modifiées par rapport au milieu initial de WHlTE (1939 b). Après 
une croissance optimale sur le premier milieu, les cellules sont transférées surce milieu de 
production. 

De même, ZENK et aZ..(1977) ont mis au point un milieu de production permettant 
l’accumulation d’importantes teneurs en alcaloïdes dans des suspensions cellulaires de 
Catharanthus roseus. Ce milieu diffère du milieu standard de culture, notamment. par la 
présence d’AIA, de Benzyladénine, de 5% de saccharose et de 0,05 % de L-tryptophane. 

Parmi les facteurs de l’environnement susceptibles d’affecter l’expression du 
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métabolisme secondaire au sein des cellules végétales cultivées in virro, les hormones dG 
croissance et en uarticulier les auxineq (connues notamment pour leurs effets sur l’auxesis 
et la meresis) jouent un rôle imuortant. 

L’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D), par exemple, exerce des effets divers 
sur la production de métabolites secondaires. L’accumulation de diosgénine et de 
solasodine, en particulier, est optimale lorsque le 2,4-D est apporté à la concentration de 1 
à 9 PM aux cultures de Dioscorea deltoidea (MARSHALL et STABA, 1976) et de 
Solanum Laciniatum (HOSADA et al., 1979). 

Par contre, le 2,4-D aux concentrations de 2,2 et 4,5 PM peut inhiber intensément 
la formation de nicotine dans les cellules de Nicotiana tabacwn (TABATA et al., 1971 a) 
de serpentine et d’ajmalicine dans celles de Catharanthus roseus (ZENK et al., 1977 ; 
KNOBLOCH et BERLIN, 1980 ; ROUSTAN et al., 1982). 

De la même façon, la synthèse de shikonine dans des cultures cellulaires de 
Lithospermwn erythrorhizon est totalement inhibée par le 2,4-D et I’ANA, 1’AI.A ayant un 
effet fortement positif. Le 2,4-D semble bloquer, dans ce cas, le métabolisme du 
géranylhydroquinone, intermédiaire clé dans la biosynthèse de la shikonine (TABATA et 
al., 1982 ; INOUYE et al., 1979). 

W en est de même pour la production de cotiposés phénoliques qui est inhibée, dans 
des cultures cellulaires &Acer pseudoplatanus, par la présence de 2,4-D (PHILLIPS et 
HENSHAW, 1977), alors que I’ANA et I’AIA stimulent la formation d’anthocyanines 
dans des suspensions çellulaires de Populus (MATSUMOTO et al., 1973). Dans des 
suspensions cellulaires d ‘Anchusa ojj’ïcinalis, l’ANA a également un effet stimulateur sur 
la formation d’acide rosmarinique @E-EKNAMKUL et ELLIS, 1985 b). 

Les cytokinines (qui interviennent sur la caulogénèse et dans la régulation de 
l’activité mitotique en étroite relation avec les auxines) peuvent avoir des effets très 
différents suivant le type de métabolites et l’espèce végétale considérés. Par exemple, la 
6-benzyladenine (BA) et la kinétine stimulent l’accumulation d’anthocyanines dans des 
suspensions cellulaires d’H;zplopappus gracilis (CONSTABEL et af., 1971) et la 
production de berberine dans des cultures de Thalictrum minus (NAKAGAWA et ai., 
1986). 

Par contre, la kinétine inhibe la formation d’anthocyanines dans des suspensions 
cellulaires de Popufus (MATSUMOTO et ai., 1973) et la synthèse de caroténoi”des dans 
les cultures de carotte (MOK et af., 1976). 
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Peu d’études à notre connaissance ont été réalisées sur l’effet des autres honnones 
végétales. 

La gibbérelline (très largement impliquée dans la croissance des entre-noeuds, des 
feuilles et dans la germination de certaines semences) inhibe la production de shikonine 
dans des cals de Lithospermum mais n’affecte pas la croissance (YOSHIKAWA et al., 
1986). 

L’acide gibbérellique et l’acide abscissique (inhibiteur naturel très répandu), 
suppriment l’accumulation d’anthocyanines dans des suspensions cellulaires de carotte 
(OZEKI et KOMAMINE, 1986 ). 

Un autre facteur pouvant intervenir dans la teneur et la nature des comnoség 
produits est la source azotée. 

L’effet de l’azote sur la production de métabolites secondaires doit être considéré en 

tant que rapports C/N et NHd+/NOs-. 

WESTCO’IT et HENSHAW (1974) ont montré que la formation de tannins dans 
des suspensions cellulaires de sycomore était promue en augmentant le rapport C/N. 

YAMAKAWA et al. (1983), ont également établi que la production d’anthocyanines 
dans des suspensions cellulaires de Vitis était sous l’influence du rapport C/N du milieu 
de culture. 

Chez Dioscorea deltoidea, l’ammonium et le nitrate sont tous les deux 
indispensables pour l’obtention d’une croissance et d’une production de diosgénine 
optimale (TAL et GOLDBERG, 1982 ; TAL et al., 1982). 

Par contre FUJITA et al. (1981a) ont démontré que l’abaissement de la 
concentration en ammonium chez Lithosperkzum erythrorhizon augmentait la teneur en 
dérivés de la shikonine, le nitrate ayant pour sa part une action stimulatrice. 

Le phosphate, autre élément entrant dans la composition des milieux de culture 
influe également sur la production de métabolites secondaires, mais son action peut être 
très contradictoire. 

Le phosphore inorganique peut avoir un effet inhibiteur sur la biosynthèse des 
métabolites secondaires. Ainsi, de fortes teneurs en phosphates diminuent la synthèse 
d’alcaloïdes chez des suspensions cellulaires de Catharanthus roseus, de cinnamoyl- 
putrescine chez Nicotiana tabacum (KNOBLOCH et BERLIN, 1980 ; 1981), et d’acide 
rosmarinique dans des suspensions cellulaires d’Anchusa oficinalis (DE-EKNAMKUL 
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et ELLIS, 1985 a) . 
Cormairement à ces résultats, l’augmentation de la teneur en phosphate stimule la 

formation de digitoxine chez Digitalis purpurea (IIAGIMORI et al., 1982). De même 
l’accumulation de bétacyanines chez Phytofacca americana est au*mentée en présence de 
phosphate (SAKUTA et a1.,1986). 

Parmi les facteurs du milieu pouvant modifier la production des métabolites 
secondaires, la source carbonée est un élément important, car elle peut agir non seulement 
sur le niveau de production mais aussi sur la croissance cellulaire ( DOUGALL, 1980). 

La mise en évidence d’un effet positif du saccharose (ou d’un autre glucide) sur la 
production de métabolites secondaires a été réalisée par MIZUKAMI et ai. (1977) sur des 
cals de Lithospermwn erythrorhizon mais également par BALAGUE et WILSON (1982) 
sur des suspensions cellulaires de Catharanthus roseus cultivées temporairement dans un 
milieu appauvri en substrat carboné. Des observations similaires ont été faites sur des 
cultures en batch de nombreuses espèces végétales lors d’apport de concentrations 
croissantes en glucides, sur la production de polyphénols (WESCOTT et HENSHAW, 
1976), d’anthocyanines par Daucus carota (OZEKI et KOMAMINE, 1985) d’acide 
rosmarinique dans des suspensions cellulaires d’Anchu.sa oficinalis (DE-EKNAMKUL 
et ELUS, 1985 a) et d’awthcqunines dans des cuhures cellulaires de Cathuranthus roseus 
et de Vitis (KNOBLOCI-I et al., 1982 ; YAMAKAWÀ et a/., 1983). 

L’augmentation de la teneur en sucres peut cependant avoir un-effet négatif sur la 
production, comme dans le cas de l’obtention de l’ubiquinone par Nicotiana tabaccum 

(IKEDA et af., 1976). 

La lumière ioue également un rôle dans un certain nombre de voies métaboliques. 
Trois possibilités dans ces relations lumière / voie métabolique : 

1) La lumière stimule la nroduction de métabolites secondaires. 
Il est maintenant reconnu que la production de composés phénoliques in vitro est 

influencée à la fois par la qualité et l’intensité de la lumière. 
La lumière blanche induit ou stimule la formation de dérivés flavones (BRUNET et 

IBRAHIM, 1973 ; KREUZALER et HAHLBROCK, 1973) et des anthocyanines 
(KNOBLOCH et af., 1982). 

La lumière bleue est beaucoup plus efficace sur la biosynthèse des polyphénols 
(SUZUKI et af., 1981). 
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L’effet stimulateur de la lumière sur la production de composés phénoliques est à 
relier à ses effets sur la régulation des enzymes de la voie de biosynthèse de 
phénylpropanoïdes (HAHLBROCK, 1977). 

2) La lumière inhibe la biosvnthèse de métabolites secondaires. 
C’est notamment le cas des cultures cellulaires de Lithospermum dont la production 

de dérivés de la shikonine (issue de la voie de l’acide shikimique) est complètement 
inhibée en présence de lumière blanche et de lumière bleue (TABATA et al., 1974). 

3) La lumière n’a aucun effet direct sur la production de métabolites secondaires, 
mais pourrait influencer les phénomènes de compartimentations cellulaires. 

3) La production de roténoïdes 

a) Isolement des urinciues actifs 

Tephrosia vogelii accumule de la roténone et des roténoïdes essentiellement dans . 
ses feuilles (CASTAGNE, 1938 ; IRVINE et FREYRE, 1959 ; DELFEL et al., 1970). 

La roténone, le principe actif majeur, a d’abord été isolée sous forme d’une poudre 
puis obtenue à l’état cristallisé au début du siècle. Sa constitution fut définitivement établie 
par BUTENANDT en 1928. 

Parmi la dizaine de composés isolés, quatre principes actifs majeurs ont été pris en 
considération durant notre étude. Ce sont : 
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tH3 
1.6 

ROTENONE 

2 I 
CH2 0 

ROTENOLONE 

CH3 

CH3 h 

OCH3 

TEPHROSINE 

CH3 

DEGUELINE 

La répartition de ces composés dans les feuilles de Tephrusia vogelii récoltées 
sur nos parcelles expérimentales est la suivante i 

ROTENOLONE TEPHROSINE RO’IENONE DEGUELINE ROTENOIDES 
TOTAUX 

0,095 0,083 0,32 3,65 415 

2,3 % 2,0 % 7,7 % 88 % 

Résultats obtenus aprés 3 répétitions sur notre matériel en plein champ en dehors ak la période 

de floraison de la plante, exprimés en % de MS. 
Cette forte concentration en dégueline dans les feuilles de Tephrosia vogelii a déjà 

été observée par de nombreux auteurs. La roténone ne représente quant à elle qu’une très 
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faible part des roténoïdes totaux (7 à 12 %) et peut être même parfois absente de certains 
clônes (DELFEL et al., 1970 ; CARLSON et TALLENT, 1970). 

b) Proariétés et utilisations 
Les propriétés insecticides de la roténone, ont été étudiées systématiquement en 

Europe et aux Etats-Unis vers 1930. 
La toxicité de la roténone s’exerce sur les animaux à sang froid par ingestion ou 

simple contact et pour des dilutions de l’ordre de 1 x 10-h. La dégueline est environ 10 fois 
moins active, la téphrosine 40 fois moins que la roténone (PARIS et MOYSE , 1967). 

Chez l’homme et les animaux à sang chaud, ces différentes substances sont 
pratiquement dépourvues de toxicité par voie buccale (la DLsc pour le rat est de 133 

mg.kg-1, Index Merck), mais par injection intraveineuse, elles peuvent provoquer la 
paralysie respiratoire et la mort par asphyxie. 

La roténone inhibe à 10-7 M le transfert des électrons du NADH* vers la flavine à la 

fois dans les mitochondries animales et végétales (BRNSTBR et al., 1963 ; IKUMA et 
BONNER, 1967). 

c) Voie de biosvnthèse 
La figure 2 montre les étapes successives de la voie de biosynthèse de la roténone. Il 

est tiré d’une part des travaux de CROMBIB et al. (1971, 1982) sur la biosynthèse du 
roténoïde amorphigénine, d’après des expériences d’incorporation dans des graines en 
germination d’Amorphuj?uticosa, et d’autre part, de divers articles sur la biosynthèse des 
flavonoïdes (ABEL et,HAHLBROCK, 1982). 

Les roténoïdes sont des isoflavonoïdes complexes qui comportent, avec le noyau 

isoflavone C6-Cs-C6 (cycles A C B) une unité isoprène attachée sur la position 8 du cycle 

A. Le cycle B porte des groupes méthoxyles. 
Il est bien établi que le premier intermédiaire formé dans la biosynthèse de tous les 

flavonoïdes est une chalcone (7) ; le cycle A dérive de la condensation tête-queue de trois 

unités acétate et l’unité &(Cycle B)-Cs dérive de la phénylalanine via le métabolisme 

général des phénylpropanoïdes (HAHLBROCK et GRISEBACH, 1979 ; EBEL et 
HAHLBROCK, 1982). 

Dans une seconde étape, la chalcone isomérase catalyse la formation 
stéréospécifique de la (2S)-flavanone (8) à partir de la chalcone correspondante ( DIXON 
et al., 1982). 
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Figure 2 : SCHEMA DE BIOSYNTHESE DE L’ISOFLAVONOIDE ROTENONE 

(1). ~hényfalanine ; (2) Cinnamate ; (3) CCoumamte ; (4) CCoumaroyl-CoA ;(5) Acétyi-CoA ; (6) Malonyl CoA ; (7) Trihydroxychalchone ; 

(8) Dihydroxyflavone ; (9) D at ‘d zéine ; (10) Formonétine ; (11) 7-HydroxyZ, 4’, 5’-trimétboxyisoflavone ; (12) 9-Deméthylmunduserone ; 

(13) Acide roténonique ; (14) Roténone . 

ENZYMES : (a) Phénylalanine ammonia-lyase; (b) Cinnamate bhydroxylase : (c) 4-Coumarate CoA ligase ; (d) Acctyl CoA carboxylase ; 

(c) Chalchone synthase ; (f) Chalchone isomérase ; (g) S-adenosyl-métbionine isoflavone 4-méthyltransferase. 
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Il semble démontré que les isoflavones (9) dérivent des chalcones et des flavanones 

bien que le mécanisme de la migration du cycle B de C2 à C3 ne soit pas connu. 

Un argument favorable : l’accroissement de l’isoflavonoïde glycéolline dans des 
suspensions cellulaires de soja coïncide avec une forte augmentation des activités des 
enzymes du métabolisme général phénylpropanoïde, de la chalcone synthase et de la 
chalcone isomérase (ZAHRIN GER et al., 1979). 

L’isoflavone formononétine (10) est un intermédiaire dans la formation des 
roténoïdes : roténone et amorphigénine chez Amorphajkuticosa . 

Les enzymes impliquées dans les réactions ultérieures ne sont pas connues. Une 
phényltmnsférase est présente dans des extraits de cellules de soja cultivées en suspension 
(ZAHRINGER et al., 1979 ) ; elle catalyse in vitro l’isoprénylation de l’isoflavonoïde 
3,6a,9-trihydroxyptérocarpane (LEUBE et GRISEBACH, 1983). 

La localisation subcellulaires de cette voie de biosynthèse n’est pas connue ; 
cependant il semblerait, d’après les données bibliographiques disponibles, que les 
chloroplastes soient largement impliqués. 

Ainsi, les chloroplastes de nombreuses espèces végétales contiennent des 
phénylpropanoïdes et/ou des flavonoïdes ainsi que des enzymes du métabolisme 
phénolique (WEISSEMBOCK et SCHNEIDER, 1974 ; WIERMANN, 1981; HANSON 
et HAVIR, 1981). De plus, l’isoprénylation dans les roténoïdes pourrait être liée au 
chloroplaste. L’enzyme HMG-CoA réductase régulateur de la formation du mévalonate est 
présent dans les chloroplastes (BROOKER et RUSSEL, 1975 ; GRUMBACH et BACH, 
1979). La phényl transférase catalysant l’ortho-prénylation de la 7-hydroxycoumarine est 
une enzyme chloroplastique (DHILLON et BROWN, 1976). 

B) LES CULTURES CELLULAIRES PHOTOMIXOTROPHES ET 
PHOTOAUTOTROPHES 

1) Obtention de cultures cellulaires photoautotrophes 

In vitro, les cellules issues d’explants foliaires de végétaux supérieurs se comportent 
de manière hétérotrophe : la présence d’une source de carbone organique, telle que le 
saccharose, dans le milieu de culture, est nécessaire à leur croissance. Même à la lumière, 
elles n’expriment plus, ou peu, leur aptitude à la photosynthèse. Ainsi, cette voie de 
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TABLEAU lJ, 

QUELQUES EXEMPLES DE SUSPENSIONS CELLULAIRES PHOTOAUTOTROPHES 

REFERENCES 

HUSEMANN 8e BAFU 

YAMADA & SATO 

KATOH et al. (1979) 

DALTON (1980) 

3000-80001~~ 

HUSEMANN (1981) 

HUSEMANN (1983) 
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biosynthèse qui fait l’originalité des cellules chlorophylliennes, n’est généralement pas 
développée par les cellules maintenues in vitro. 

Ce n’est qu’en soumettant les cellules préablement sélectionnées à des conditions de 
cultures particulières que l’on peut les amener à utiliser leur matériel chloroplastique leur 
permettant d’acquérir l’autotrophie. 

L’évolution des cultures vers la photoautotrophie est marquée par un état dit 
photomixotrophe au cours duquel les deux voies métaboliques, hétérotrophes et 
autotrophes, coexistent et participent à la croissance cellulaire. 

Quelques exemples de suspensions cellulaires autotrophes sont rassemblés dans le 
tableau II. 

L’ensemble de ces travaux ont permis de dégager une méthodologie générale 
d’obtention de cellules photoautotrophes. 

a) C h ix 
Le matériel végétal de départ peut être constitué soit de cultures déjà établies en 

hétérotrophie (cals ou suspensions), soit d’explants chlorophylliens primaires. Les cultures 
les plus chlorophylliennes sont sélectionnées et placées dans des conditions particulières de ‘i 
culture. 

b) Conditions de culture 
Tout d’abord; le milieu de culture doit être judicieusement choisi pour : la 

croissance des cellules vertes, le maintien de l’aspect vert, le passage progressif à 
l’au totrophie. 

Certains éléments paraissent être déterminants pour ces cultures : les substances de ’ 
croissance, l’apport glucidique, la lumière et la disponibilité en CO,. 

Les substances de croissance - 
* Si les auxines favorisent la prolifération celhtlaire, elles n’ont pas généralement un 

rôle promoteur de la chlorophyllogénèse. Ainsi, le 2,4-D inhibe souvent la 
chlorophyllogénèse, sur des feuilles intactes ou des cellules in vitro (SHEWRY et al., 
1971 ; SUNDERLAND, 1966), aux doses habituellement utilisées. 

L’AIA et l’ANA peuvent cependant induire un verdissement cellulaire mais l’ANA 
est l’auxine la plus utilisée (YAMADA et al., 1978), l’AIA présentant l’inconvénient d’être 
photolabile. 
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REFERENCES 

kotopériode de 16h 
LA ROSA et al. (1984) 

HARDY et al. (1987) 

REBEILLE (1988) 

. 
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Néanmoins, certaines cultures sont réalisées en présence de 2,4-D (HUSEMAN et 
BARZ, 1977 ; ‘IYLER et al., 1986). 

* Les cytokinines, qui régulent la cytodifférenciation avec les auxines, sont connues 
par contre pour induire le verdissement dans des cals non chlorophylliens (KAUL et 
SABHARWAL, 1971). 

Des souches hétérotrophes, se développant sans cytokinines nécessitent la présence 
de ces hormones pour obtenir un verdissement (NEUMANN et RAAPAT, 1973 ; EL 
HINNAWAY, 1974). 

La kinétine (K) et la Benzyl aminopurine (BAP) sont les deux cytokinines les plus 
fréquemment utilisées . 

D’une façon générale, les optimums de concentration (auxines et cytokinines) pour 
les cultures autotrophes diffèrent de ceux utilisés pour les cultures hétérotrophes (SATO et 
al., 1981). 

- L’apport glucidique 
L’addition d’une source carbonée organique est nécessaire pour la callogénèse. 
Or, la présence de sucres, et notamment de saccharose, inhibe la chlorophyllogénèse 

et l’activité photosynthétique des cellules cultivées in vitro (KAUL et SABHARWAL, 
1971; NEUMANN et RAAFAT, 1973 ; YAMADA et SATO, 1978). 

D’autres sources de carbones, telles que le glucose (DALTON et STREET, 1977 ; 
EDELMAN ET HANSON, 1972), ou l’amidon (JASPAR, 1965), n’exercent pas une 
inhibition aussi marquée sur le verdissement. 

Les cals chlorophylliens initiés sur un milieu riche en glucides, doivent être 
progressivement transférés sur un milieu sans sucre favorisant la photoautotrophie. 

LQ lumit?re - 
* La synthèse de chlorophylle a été étudiée in vitro sur différents matériels : des 

cellules de cals de tabac (BERGMANN et BERGER, 1966) et de carotte (DUBOIS, 
1973). Du point de vue qualitatif, ces auteurs ont montré l’influence des radiations dans le 
rouge et le bleu sur la synthèse des chlorophylles, celle-ci n’ayant cependant pas lieu sous 
un éclairement uniquement rouge. 

* Du point de vue q uantitatif, dans bien des cas, l’intensité lumineuse agit comme un 
facteur limitant de la croissance des cellules chlorophylliennes (DALTON, 1980 ; NATO et 
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al., 1982 ; PEEL, 1982 ; DALTON et PEEL, 1983 ; KATOH, 1983) en interaction étroite 

avec la teneur en CO2 (HANSON et EDELMAN, 1972), et en saccharose (YAlMADA et 

SATO, 1978). 
DUBOIS (1973) a montré, sur des tissus isolés de carotte, que la durée journalière 

d’éclairement conditionnait la croissance et la synthèse des pigments, les jours longs 
: favorisant la chlorophyllogénèse. 

L’enrichissement des cultures en dioxyde de carbone compense la diminution de 

l’apport en saccharose, et favorise la voie autotrophe. 
Il est en effet très difficile de cultiver tout type de cellules photoautotrophes en 

fournissant seulement de l’air aux cultures (environ 0,03 % en CO& 

Ainsi, YAMADA et SATO (1978) n’obtiennent une croissance prolongée de leur 
suspension cellulaire autotrophe de tabac qu’en présence d’air enrichi en CO? : la teneur 

optimale est voisine de 1 %. 
HUSEMANN et BAFZ (1977) doublent le taux de croissanc,e de leur culture 

photoautotrophe de Chenopodizun rubrum en augnkntaut’le pourcentage de CO2 de 0,5 à 

1 %. La teneur en chlorophylle, et la futation photosynthétique du CO,, sont également 

augmentées sensiblement. 
Ces travaux indiquent que pour obte.nirdes cultures photoautotrophes en croissance 

active, la teneur en CO2 de l’air est insuffisante. Ce fait peut s’expliquer : 

* par une mauvaise diffusion dans les cellules à cause du phénomène d’agregation ; 
* par un transfert gaz ---> liquide non optimal dans les cultures liquides ; 
* par une faible activité anhydrasecarbonique (TZJZUKI er ai., 198 1) ; 
* par une photorespiration importante (HORN et WIDHOLM, 1984). 

L’apport nécessaire de CO2 excédentaire aux cultures cellulaires autotrophes peut se 

faire directement, sous forme gazeuse (air enrichi en CO2) ou, plus rarement, sous la 

forme d’une solution de carbonate (KHCO$K$O+ 
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2) Autotrophie et production de métabolites secondaires 

Le rétablissement de la fonction chlorophyllienne entraine-t-il des différences 
qualitatives et /ou quantitatives, au niveau de la production de métabolites secondaires ? 

Chez le lupin (Lupinus polyphyllus), la synthèse d’alcaloïdes est très fortement 
stimulée dans des conditions de culture photomixotrophe (5 à 10 fois) et semble 
dépendante de l’activité photosynthétique. Ceci est en accord avec la synthèse 
chloroplastique au moins partiellement de ces composés ou de leurs précurseurs 
(HARTMANN et al., 1980 ; WINK et HARTMANN, 1982). Ces auteurs ont observé une 
corrélation positive entre synthèse d’alcaloïdes et teneur des cellules en chlorophylles. 

Une corrélation similaire a été retrouvée par YEOMAN et al. (1982) dans une étude 
plus détaillée sur plusieurs espèces de Solanacées et de Légumineuses. 

IGBAVBOA et al. (1985) ont démontré, pour leur part, que la synthèse 
d’anthraquinone dans des suspensions cellulaires de Morinda Zucida est liée à 
l’hétérotrophie, alors que la synthèse de lipoquinone semble plus spécialement liée à 
l’activité photosynthétique. 

Ceci est en accord avec les observations faites sur la plante entière, où les 
lipoquinones sont synthétisées dans les chloroplastes alors que les anthraquinones sont 
accumulées au niveau des racines. 

La voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes, in vitro , semble toute indiquée pour 
étudier l’intérêt de l’autotrophie ou encore de la mixotropie par rapport à l’hétérotrophie. 

La PAL, enzyme clé de cette voie de biosynthèse, a été localisée au niveau des 
chloroplastes de nombreuses espèces (ALIBERT et al., 1977 ; HANSON et HAVIR, 
198 1). 

De plus, un effet positif de la lumière sur la production de phénylpropanoïdes a déjà 
été observé, notamment dans des cultures cellullaires de Petroselinum horrense 
(HAHLBROCIZ ef al., 1976) où la lumière induit la synthèse des composés 
flavonoïdiques. La production est alors corrélée a l’activité optimale de toutes les enzymes 
du métabolisme des phénylpropanoïdes, (et notamment de la PAL), et de la voie des 
flavonoïdes (EBBL et HAHLBROCK, 1977). 

’ ALIBERT et al., (1977) ont proposé un mode d’organisation original des 
différentes séquences du métabolisme phénolique au niveau subcellulaire, dans lequel les 
chloroplastes sont largement impliqués @gure 3). 
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Fimre 3 : ORGANISATION SUBCELLULAIRES DES VOIES DE BIOSYNTHESE 
DES ESTERS CINNAMIQUES ET DES FLAVONOIDES 
(D’après ALIBERT et, 1977). 

ABREVIATIONS : Caf-CoA : Caféoyl-CoA ; Caf-CoA L : Caféoyl-CoA Ligase ; ci : Cinnamique ; 
C4H : Cinnamate 4-hydroxylase ; C.S. : Chlorogénate synthase ; Flav. gluc. : flavonoïdes glucosylés ; 
Flav. Hydr. : Flavonoïdes hydroxylés ; HC3H : 4-hydroxycinnamate 5-hydroxylase ; 
HCSH : 3,4-hydroxycinnamate 5-hydroxylase ; OMT : 0-méthyltransférase ; p-c. : p-coumarique ; 
p-c.CoA : p-coumarbyl CoA ; p-c.CoA L : p-coumaroyl CoA Ligase ; Phe ala. : Phénylalanine ; 
sin : sinapique. 
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De plus, d’après STAFFORD (1981) les chloroplastes semblent jouer un rôle 
prépondérant dans la biosynthèse des composés phénoliques. La localisation de la voie de 
biosynthèse des composés phénoliques dans les chloroplastes est une hypothèse 
séduisante, cependant une certaine prudence s’impose, les techniques employées se 
révélant parfois génératrices d’artéfact. 

Au vue de ces différents résultats, l’obtention de suspensions cellulaires possédant 
des chloroplastes efficients semble fortement favorable à la production de métabolites 
cellulaires tels que les flavonoïdes. 

Cependant, il faut noter que le passage de l’hétérotrophie à l’autotrophie n’est pas 
toujours suffisant pour induire le métabolisme secondaire caractéristique des feuilles. Ce 
fait est trèk bien illustré par les recherches effectuées par TYLER et al. (1986) sur des 
cultures cellulaires de Catharanthus roseus, où aucune accumulation de vindoline ou 
d’alcaloïdes dimériques n’a été observée dans des cultures autotrophes, contrairement à ce 
qui était attendu. 

Dans de tels cas, une autre différenciation, en plus de la présence de chloroplastes 
actifs devrait permettre aux cellules de retrouver leur potentialité à synthétiser certains 
métabolites secondaires. 

De plus, les cultures photoautotrophes sont généralement moins productrices que les 
cultures photomixotrophes ou hétérotrophes (BAR2 et IIUSEMANN, 1982 ; HAGIMORI 
et al., 1984 a, b). 

Enfin, il faut considérer que la photosynthèse se traduit, non seulement par la 
synthèse de molécules carbonées, mais aussi par la production d’énergie, sous forme 
d’ATP et de composés à haut pouvoir réducteur. 

Ces produits jouent un rôle important, en tant que cofacteur de certaines étapes 
enzymatiques du m&abolisme secondaire (DALTON et PEEL, 1983). 

Le rétablissement de la photosynthèse in vitro, activité essentielle de la cellule 
chlorophyllienne in vive, pourrait peut-être se traduire alors par une stimulation des 
capacités biosynthétiques des cultures, tant quantitativement que qualitativement. 

Rappels bibliographiques 



46 

C) OPTIMISATION DE LA PRODUCTION DE METABOLITES 
SECONDAIRES IN VITRO 

Dans les conditions de culture in vitro, les substances recherchées sont le plus 
souvent présentes en quantité très faible par rapport à la plante mère. 

Aussi, de nombreux essais d’optimisation de la production ont été effectués, parmi 
lesquels l’apport d’éliciteurs ou de précurseurs des molécules recherchées. 

1) L’apport d’éliciteurs 

a) Définition du terme éliciteur 
D’après la littérature traitant des interactions Hôte / Pathogène, il apparaît qu’un 

grand nombre de métabolites secondaires appartiennent au groupe des phytcalexines, 
c’est-à-dire des substances synthétisées par les plantes en réaction à un stress d’origine 
chimique, physique, ou correspondant à une attaque par un agent pathogène (PAXTON, 
198 1). 

Le terme d’éliciteur au sens large, est donné aux molécules ou aux agents qui 
induisent la synthèse de phytoalexines dans les plantes : 

* éliciteurs biotiques : infection par microorganismes ; 
* éliciteurs abiotiques : irradiation, U.V., ions métalliques, substances chimiques. 

Lors du “Sixth International Congress of Plant Tissue and Ce11 Culture, Minneapolis, 
1986”, une utilisation plus précise et restrictive du terme éliciteur a été donnée ; seules les 
substances d’origine biologique sont désignées sous le nom d’éliciteur, les autres 
traitements seront alors nommés stress abiotique (EILERT, 1987). 

. 

b) Réuonses obtenues lors d’élicitation 
La présence d’éliciteur de Pythium aphanidermatum, dans des suspensions 

cellulaires de Catharanrhus roseus , provoque l’induction de certaines enzymes impliquées 
dans la voie de biosynthèse des alcaloïdes indoliques (Tryptophane décarboxylase et 
Strictosidine synthase) (EILERT et al., 1986b). 

Il est reconnu maintenant, qu’en présence d’un éliciteur, l’accumulation de 
métabolites est précédée par une activation des enzymes impliquées dans la voie de 
biosynthèse de ces produits. Ainsi, dans le cas des légumineuses, l’activité de la PAL (et 
d’autres enzymes telles que la chalchone synthase) impliquées dans la synthèse des 
phytoalexines isoflavonoïdes, est induite par des glycoprotéines présentes dans les parois 
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cellulaires et les filtrats de culture de champignon (ALBERSHEIM et VALENT, 1978 ; 
HAHLBROCK et al., 1981). 

Il faut remarquer qu’un même éliciteur peut stimuler le métabolisme secondaire de 
cultures cellulaires provenant d’espèces végétales très différentes. Ainsi, la présence 
d’éliciteur de Bonytis peut induire l’accumulation de phaséolline chez Phaseohs vulgaris, 
la formation de rutacridone dans des cultures de Ruta graveolens et la production de 
sanguinarine par des cultures de Papaver somniferum (Tableau III). 

Différents paramètres tels que la concentration en éliciteur, la durée de contact avec 
l’éliciteur, mais encore la lignée cellulaire considérée et le stade de la culture où est effectué 
l’élicitation, jouent un rôle prépondérant sur l’intensité et la nature de la réponse obtenue. 
Ainsi, un temps de contact avec l’éliciteur de moins de 48 heures est généralement suffisant 
pour induire chez Papaver une accumulation de métabolites sans aucune lésion au niveau 
cellulaire. Par contre, au delà d’une certaine durée, l’éliciteur peut devenir létal pour les 
cultures cellulaires (EILERT et al., 1985 ; EILERT et CONSTABEL, 1985). 

La présence des produits de l’élicitation dans le milieu de culture a été souvent 
observée. Ainsi, dans les cultures cellulaires d.e Catharanths roseus (BILERT ec al., 1986 
a), et de Papaver somniferum (BILERT et al., 1985), environ 10 à 20 % des métabolites 
synthétisés sont retrouvés dans le milieu. Il peut s’agir, soit d’une excrétion, soit d’un 
relargage dû à un éclatement des cellules. Cependant, il a été démontré par EILERT et 
CONSTABEL (1985) que des cellules de Papaver somniferum, mises en présence 
d’homogénat de Botrytis, ne présentaient pas d’anomalies structurales (aucune rupture au 
niveau du tonoplaste et du plasmalemme). 

Par contre, des modifications de perméabilité membranaire dues à l’action 
d’éliciteurs fongiques ont été décrites récemment (YOUNG er al., 1982 ; DARVILL et 
ALBERSHEIM, 1984). 

Cette excrétion, ou cette diffusion, des métabolites après élicitation est d’un grand 
intérêt, puisqu’il s’avère alors possible d’extraire les métabolites directement du milieu de 
culture et de recycler ensuite les cellules. 

Une autre phase d’élicitation est alors, à nouveau, envisageable. Cela a été réalisé 
avec des suspensions cellulaires de soja. 24 heures après le premier traitement, une 
nouvelle induction de la PAL a été observée, ainsi qu’une accumulation de glycéolline 
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TABLEAU III 

ELICITEURS STIMULANT L’ACCUMULATION DE METABOLITES 

SECONDAIRES DANS DES CULTURES CELLULAIRES IN VITRO 

(d’après EILERT et al., 1985 ; EILERT , 1987) 

ELICITEUR ESPECE PRODUIT REFERENCE 

Eliciteurs abiotiques 
___-_____-_____.___.___1___11___1_______------~~~---~~~~-~-~------------------------~---- 
Na, VO~ Vigna angularis Isoflavonojides HATPORI et OHTA (1985) 
vo SO4 Catharanthus roseus Cathranthine SMITH et af. (1987) 

Ajmalicine 

Eliciteurs biotiques 

Actinornycine 

Chitosan 

Nigeran 

Poly-L-lysine 

Levure 

Aspergillus niger 

Papaver somiferum 

Glycine max 
Phaseolus vulgaris 
Ruta graveolens 

Glycine max 
Solanurn melongena 
Vigna angularis 
Solanwn melongena 

Phaseolus vulgaris 

Glycine max 
Thalictrum rugosum 

Cinchonu ledgeriana 
Rubis tinctoria 
Morinda citrfolia 
Tabernaemontanu sp. 

Cssléine HSU (1981) 

Isoflavonoïdes EBEL et al. (1976) 
IsoflavonoYdes KOHLE et al. (1984) 
Acridone-epoxides EILERT et ai. (1984) 

Isoflavonoïdes 
Polyacétylènes 
Isoflavonoïdes 
Diacétylèmes 

EBEL et al. (1976) 
OHTA et al. (1987)* 
KATTORI et OHTA (1985) 
IMOTO et OHTA (1988) 

Phaséolline DIXON et BENDALL 
(1978) 

Glycéolline 
Berberine 

FIJNK et al. (1987) 

Anthraquinones 
Anthraquinones 
Anthraquinones 
Triterpenes 

WIJNSMA et a1 
(1987)* 

VAN DER HEIJDEN et 
af. (1988) 

Verticillium dahliae Papaver somniferwn Codéine 
Papaver somniferum Morphine 

HEINSTEIN (1985) 
HEINSTEIN (1985) 
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(FIJNK et al., 1987). 

En conclusion, l’emploi d’éliciteurs (de diverses origines) offre une nouvelle 
approche, pour une obtention rapide de métabolites secondaires. 

Les produits accumulés dans les cultures cellulaires en réponse à une &Citation sont 
donnés dans le tableau IV. La grande diversité de ces composés montre les potentialités 
intéressantes de cette technique d’induction du métabolisme secondaire. 

Son application commerciale possible dans l’induction de métabolites secondaires 
d’importance économique a été sérieusement discutée par DICOSMO et TALLEVI, 1985. 

L’élicitation peut améliorer l’efficience de l’accumulation de métabolites dans des 
cultures cellulaires de plusieurs manières : 

* Le temps d’obtention du produit peut être réduit ; 
* Un transfert de milieu (milieu de production) n’est plus nécessaire ; 
* Les métabolites peuvent être accumulés pas seulement dans les cellules ; des 

teneurs importantes peuvent être excrétées dans le milieu de culture ; 
* La “réélicitation” permet une production semi-continue. 

Il est également possible, après étude in vitro, d’utiliser l’élicitation pour la 
stimulation du métabolisme secondaire sur des cultures végétales en plein champ. 

2) Incorporation .de précurseurs 

Un autre facteur essentiel pouvant stimuler la production de métabolites secondaire, 
est l’ajout de précurseurs biosynthétiques (ZENK et al., 1977). 

* En ce qui concerne la production d’alcaloïdes indoliques, des résultats 
contradictoires ont été obtenus lors de l’incorporation de tryptophane ou de tryptamine, 
suivant les lignées cellulaires considérées. Ces deux composés sont des intermédiaires 
obligatoires dans la voie de biosynthèse des alcaloïdes. 

Si certaines lignées répondent de façon positive à cette incorporation (ZBNK et al., 
1977), chez d’autres on observe une diminution de la formation d’alcaloïdes, lors de 
l’ajout de l’un ou des deux précurseurs (DOLLER et al., 1976 ; KNOBLOCH et BERLIN, 

. . 1980). 
. . ._ : La L-phénylalanine ou la L-tyrosine incorporée à des cultures cellulaires de Coleus 

blmei est transformée en acide rosmarinique (RAZZAQUB et ELLIS,1977 ; ZENK et al., 
” 1977). L’addition de phénylalanine augmente également l’accumulation d’esters . 

Rappels bibliographiques 



50 

TABLEAU III MJITE\ 

ELICITEUR ESPECE PRODUIT REFERENCE 

Altemaria carthumi Petroselinum hortense Bergaptène 

Botrytis cinerea 

Bobytis allii Ruta graveolens 

Bot@s sp. 

Gliocladium 
akliquescens 

Colletotrichum 
1Memuthiamu-n 

Pythium 
aphanide~ 

Sclerotinia 
sclerotiorum 

Phaseollus vulgark 

Papaver somni$erum 

Capsicum annunm 

Phaseollus vulgaris 

Bidenspilosa. 

Catharanthus roseus 

Cathuranthus roseus 

Dioscorea deltoidea 

Phaséolline 

Rutacridone 
epoxide 

Sanguinarine 

Capsidiol 

Isoflavonoïdes 

Polyacétylènes 

Tryptamine 
Ajmalicine 
Catharantine 

S trie tosidine 
Ajmalicine 
Tabersonine 
Lochnéricine 
Catharanthine 

Diosgénine 

TIETJEN et al. (1983) 

DIXON et LAMB (1979) 

WOLTERS et EILERT 
(1982) 

EILERT et al. (1987)” 

BROOKS et al. (1986) 

LAWTON et al. (1980) 

DICOSMO et al. (1982). 

TALLEVI ei al. (1987)” 

EILERT et al. (1987)* 

ROKEM et al. (1984) 

* Résumés . VI International Congress of Plant Tissue and 
Ce11 Culture. D.A.Somer, B.G. Gengenbach, D.D. Biesboer, 
W.P. Hackett et C.E. Green , eds.,University of 

Minneapolis Press, Minneapolis, MN (1987). 



hydroxycinnamoyl dans des cultures cellulaires de pomme (KOUMBA et MACHEIX, 
1982), de polyphénols dans des cultures de tabac (SAHAI et SHULER, 1984) et de 
naphtoquinones chez Lithospermum (MIZUKAMI et al., 1977). 

Dans des cultures de Datura ou de Scopolia TABATA et al., (1971b) ont montré 
que la production d’alcaloïdes tropaniques pouvait être largement augmentée par l’apport 
d’acide tropanique, le précurseur direct dans la voie de biosynthèse de ces métabolites. 

Des essais d’amélioration de la production de sapogénines stéroïdiques par des 
cultures de tissus de Fenugrec ont été également réalisés (TRISONTHI et al., 1980). Des 
incorporations de certains précurseurs biosynthétiques des sapogénines, proches comme le 
cholestérol ou plus en amont comme l’acide mévalonique, ont été étudiées. L’acide 
mévalonique s’est révélé le plus favorable à la production de sapogénines. 

Cependant, l’incorporation de précurseurs directs n’entraine pas nécessairement, 
une augmentation du produit final. 

Ainsi, l’apport de phénylalanine, à des cultures cellulaires de Lithospermum 
augmente plus de trois fois la production de shikonine, alors que l’incorporation de 
précurseurs plus directs, tel que l’acide p-hydroxybenzoïque, n’a aucun effet’ sur la 
production (TABATA et al., 1976). 

WILSON et BALAGUE (1985) ont montré pour leur part que l’apport d’acide 
orthosuccinylbenzoïque (précurseur de la biosynthèse d’anthraquinones), dans des 
suspensions cellulaires de Galium, augmente considérablement la synthèse 
d’anthraquinone-dans des conditions limitantes en phosphate, mais pas dans des conditions 
de culture limitantes en saccharose. 

Une meilleure connaissance de la période optimale d’apport de précurseur, mais 
également, de leur compartimentation en relation’avec les enzymes impliquées dans leur 
utilisation, devrait permettre une meilleure utilisation de ces composés par les cellules 
végétales et ainsi une meilleure expression de la production de métabolites secondaires 
(IBRAHIM, 1987). 

3) Culture à grande échelle 

Dans le but de réaliser une application industrielle de production de métabolites 
secondaires par voie biotéchnologique, certaines conditions sont requises. 

* Le taux de croissance et de production doit être suffisamment élevé pour 
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TABLEAU I-V 

PRODUITS COMMERCIALISES 
OU EN COURS DE DEVELOPPEMENT 

( D’après STECK et PETIARD, 1985) 

PRODUIT ESPECE USAGE PRIX FmME PAYS 
(sous resexve) 

Shikonine Lithospermum Phamxtcie 
erythrorhizon Cosm&ique 

Teinturerie 

4000 $/Kg MITSUI Japon 
Petrochemicals 

Ber tierine Coptis japonica Pharmacie MITSUI Japon 
Thalictrum minus Petrqchemicals 

Biomasse Panax ginseng Bi&%que 30 $/Kg NlTTO DENKI Japon 
KOGYO 

Peroxydase Raphanus Diagnostic 2ooo $Kg TOYOBO Japon 

KANEBO Japon 

NATTERMAN RFA 

Geraniol Geranium 

Acide Coleus blumei 
rosmarinique 

Parfumerie 

Pharmacie 

Digoxine Digitalis lanata Pharmacie 3ooo $/Kg BOEHRJNGER RFA 
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l’obtention d’un bon pourcentage de produit fini en un minimum de temps. 
Or, les cellules végétales se multiplient beaucoup plus lentement que les bactéries 

(environ 100 fois moins vite). 
A la suite d’essais d’amélioration de ce taux de croissance, NOGUSHI et al. 

(1977),ont obtenu un temps de doublement de 15 heures, pour une suspension cellulaire 
de Nicotiana tabacum, à l’échelle de 20 m3. Le rendement en matière sèche peut atteindre 5 
à 10 g.l-l.jourl. 

* Les cultures cellulaires doivent être génétiquement stables pour assurer un taux 
constant de production. 

* Les métabolites devront être accumulés dans les cellules, sans être catabolisés 
rapidement, ou mieux encore, excrétés dans le milieu de culture. 

Il est important de rechercher, à ce sujet, les facteurs favorisant la diffusion des 
produits, et/ou leur excrétion, dans le milieu de culture. 

Il peut s’établir un gradient de concentration du métabolite, comme le propose le 
modèle de RENAUDIN (RENAUDIN et GUERN, 1982), basé sur l’étude de distributions 
d’alcaloïdes exogènes marqués (valable seulement pour des molécules chargées). 

Cette répartition des alcaloïdes entre cellules et milieu semble dépendre de la forme 
ionique de l’alcaloïde considéré et du gradient de pH existant entre le milieu intérieur et le 
milieu extérieur (NEF et al., 1986). 

* Au vu du coût de la mise en oeuvre d’une telle technologie, seule la production de 
substances à haute valeur ajoutée, peut relever de la culture en bioréacteur. 

STECK et PETIARD (1985) ont rassemblé, les informations accessibles sur 
l’exploitation industrielle des cultures cellulaires végétales (tableau IV) ; ce tableau date’ 
hélas de 1985. Quatre ans après la publication de ce tableau, quelles ont été les innovations 
en ce domaine ? Les cultures industrielles citées ou en voie de développement ont-elles été 
maintenues ? 

Très peu de renseignements sont actuellement disponibles et accessibles à ce propos. 
Il semblerait tout de même que l’équipe japonaise (Mitsui, Petrochemicals) 

travaillant sur la shikonine et ses dérivés, utilisés notamment en pharmacie comme 
cosmétique mais également comme colorant ait maintenu ces activités. 

En ce qui concerne les autres équipes de recherche de part le monde, trop peu de 
publications font mention de l’état d’avancement de leurs recherches quant à la production 
industrielle de métabolites secondaires par voie biotechnologique. 
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Le problème auquel se heurte actuellement la production industrielle de métabolites 
in vitro n’est plus de démontrer la faisabilité d’un tel système, cela a déjà été réalisé, mais 
bien souvent de prouver la rentabilité et la compétitivité d’un tel système face à des 
procédés de production déjà en fonctionnement (extraction classique, synthèse ou 
hémisynthèse), avec les investissements lourds déjà consentis. 

Dans le secteur pharmaceutique, il faut aussi remarquer que le coût de la substance 
active ne représente qu’une faible part du coût de la miwau point d’un médicament. II 
n’existe actuellement que trois ou quatre produits d’origine naturelle (vinblastine, . ..) dont 
le prix et le volume de marché justifieraient d’envisager une production par culture de 
cellules végétales. Et, de plus, ces composés ne sont pas à l’abri de la découverte d’une 
autre molécule plus efficace ou moins toxique, qui fasse s’effondrer ce marché potentiel 
comme ce fut récemment le cas pour la digoxine de Digitaiis Zanata. 

Les contraintes sont probablement moins fortes dans les secteurs des arômes, 
additifs alimentaires, parfums, cosmétiques ou dans l’agro-chimie. Bien que souvent de 
moindre coût que les principes actifs entrant dans la composition d’un médicament, ces 
produits représentent des marchés généralement beaucoup plus importants que ceux de la 
pharmacie. . 

La maitrise des techniques de culture de cellules végétales peut trouver une autre 
voie de valorisation : la découverte de molécules actives originales apparaissant in vitro par 
dérégulation métabolique (cf. page 19), surtout si les tests biologiques systématiques 
(“screening”) peuvent être guidés par des données ethnopharmacologiques, sur la base des 
recensements effectués auprès des tradipraticiens du monde entier, dépositaires d’un savoir 
millénaire. 

L’amortissement d’une telle recherche sera beaucoup plus lié à l’ouverture de 
nouveaux marchés qu’au bénéfice résultant d’une éventuelle production par culture de 
cellules à grande échelle (STECK, communication personnelle). 
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D) LA PHENYLALANINB AMMONIA-LYASE : SON ROLE DANS LA 
PRODUCIION DE METABOLITES SECONDAIRES 

Découverte en 1961 par KOUKOL et CONN, la phénylalanine ammonia-lyase 
(PAL, EC 4.3.1.5.) est l’une des enzymes les plus étudiées en relation avec la production 
de métabolites secondaires. 

Cet intérêt s’explique par sa large répartition dans les végétaux supérieurs et son 
rôle essentiel dans la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. 

En effet, la PAL, qui catalyse la réaction de désamination de la phénylalanine en 
acide cinnamique, réalise une jonction entre le métabolisme primaire (protéosynthèse) et le 
métabolisme secondaire (biosynthèse des phénylpropanoïdes) (figure 4). 

1) Caractéristiques générales de la PAL 

La PAL catalyse la réaction suivante : 

PAL 

L- Phénylalanine Trans - cinnamate 

première étape de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. Elle est inhibée par le 
produit de sa réaction, le trans-cinnamate (KOUKOL et CONN, 1961). 

La PAL est une enzyme homotétramérique. Les poids moléculaires estimés situent 
la taille normale d’une sous-unité à 83,000 (HANSON et HAVIR, 1981). 

Elle possède deux sites actifs, chacun contenant un résidu déhydroalanine, par 
tétramère (HAVIR et HANSON, 1973). 

Elle présente une coopérativité négative vis-à-vis de la L-phénylalanine, d’où 
l’existence de deux constantes de Michaelis. Chez le persil, par exemple, ces deux 
constantes sont : KmL =0,3 x 10” M et KmH G 2,4 x 10” M (ZIMMERMANN et 
HAHLBROCK, 1975). 
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Métabolisme Drimaire 

- \ 
Voie de l’acide shikimique 

PA1 

Métabolisme secondaire 

f 

7 -C=c- 
l 

H 

Cinnamique 

COOH 

. 

Acide Li&e . 

I cblorogénique 

Métabolisme des flavonoïdes 

Isoflavonoïdes 

Figure 4 : Position clé de la Phénylalanine entre le métabolisme primaire 
et secondaire (d’après CREASY, 1987). 



D’après les données bibliographiques disponibles, la PAL est une enzyme difficile 
à purifier.“L’extrait cellulaire initial peut subir cinq étapes successives (DIXON et 

i 
BOLWELL: 1986) : 

* prkcipitation fractionnée au sulfate d’ammonium, 
* chromatographie sur colonne échangeuse d’ions, 
* filtration sur gel (tamis moléculaire), 
* parfois chromatographie sur hydroxylapatite (ZEMMERMANN et 

HAHLBROCK, 1975), 
* et la dernière étape : électrophorèse sur gel polyacrylamide (PAGE). 

2) Rôle métabolique et localisation de la PAL 

a) Rôle métaboliaue 
La réaction de désamination, catalysée par la PAL, est à la base de nombreuses 

voies de biosynthèse possibles (figure 1 ). 
L’orientation de la synthèse vers un produit particulier est dépendante du type, du 

stade de développement du tissu, et également de stimulations extétieures (HAHLBROCK 
et GRISEBACH, 1979). 

b) Localisation subcellulaire 
La compartimentation des enzymes considérées à un niveau cellulaire et 

subcellulaire est un facteur déterminant dans le choix de la voie de biosynthèse qui va 
prédominer. 

Divers sites de désarnination de la phénylalanine ont été mis en évidence dans la 
cellule végétale (Tableau V), (HANSON et HAVIR, 1931). 

On peut noter, qu’en dehors de la fraction soluble qui renferme une part importante 
de l’activité PAL chez tous les végétaux examinés, l’enzyme est également retrouvée dans 
divers organites ou fractions cellulaires : chloroplastes, mitochondries et microsomes. 

Selon SAUNDERS et MAC CLURE (1975) et LOFFELHARDT er al. (1973) les 
chloroplastes de nombreuses Angiospermes possèdent une activité PAL fermement liée aux 
thylakoïdes. Vérifié chez le Pétunia (ALIBERT et al,, 1977), ce résultat ne semble 
toutefois pas être confirmé pour de jeunes plants de céréales (ZAPROMETOV et 
SHIPILOVA, 1972). 

Les résultats qui viennent d’être évoqués montrent une localisation irmacellulaire 
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TABLEAU V 

LOCALISATION INTRACELLULAIRE DE LA PHENYLALANINE 
AMMONIA-LYASE CHEZ LES VEGETAUX SUPERIEURS 

(D’après HANSON et HAVIR, 198 1) 

LOCALISATION ESPECES VEGETALES REFERENCES 

PLASTES 

Hordeum vulgare (C, E) SAUNDERS et MC CLURE (1975) 
Ricinis communis (C, T) RUIS et KINDL (1971) 
Zea mays (C, TK) LO-T et al. (1973) 
Avena sativa (C, E) WEISSENBOCK et al., (1976) 
Petunia hybride (C) ALBERT et al., (1977) 
Spinacea oleracea (C) NISFAWA et al., (1979) 
Helianthus annuus (C, TK) LO-T et al. (1973) 

MlTOCHONDRIES Quercus pedunculata ALIBERT et al., (1972) 
Ricinus communis GREGOR (1976) 

PEROXYS&ES Spinacea oleracea 
Helianthus annuus 

MICROSOMES Fagopyrum esculentum 
Cucumis sativus 
Solarium tuberosuin 

Quercus pedunculata 

Ah4RHEIN et ZENK (1971) 
CZICHI et KINDL (1977) 
CAMM et TOWERS (1973b) 
et CZICHI et KINDL (1975) 
ALIBERT et al., (1972) 

C : Chloroplastes ; E : Etioplastes ; TK : membranes thylakoïdales 
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expérimentaux lors de l’extraction. Le développement de techniques associant 
l’immunofluorescence et la cytolocalisation (microscopie électronique) devrait apporter 
beaucoup dans ce domaine. 

3) Régulation de l’activité PAL 

a) Autoré~lation 
Dès la mise en évidence de la PAL, KOUKOL et CONN (1961), ont démontré la 

sensibilité de cette enzyme à l’action inhibitrice du produit de la réaction, l’acide 
cinnamique, mais aussi de l’acide p-coumarique. Par la suite, un grand nombre de travaux 
ont généralisé ces premières observations (CAMM et TOWERS, 1973a ; SHIELDS et af., 
1982). 

De plus, selon LAMB et RUBERY (1976) les variations du taux de 
phénylpropanoïdes auraient plus d’influente sur l’activité de l’enzyme que celles du 
substrat en raison de l’existence de phénomènes de coopérativité négative entre les sites de 
fixation de la phénylalanine sur les sous-unités de la PAL (DURST, 1974 ; NARI et al., 
1974). 

L’enzyme peut, par ailleurs, exister chez différents végétaux sous deux formes 
isofonctionnelles soumises à rétroinhibition spécifique (RANJEVA et al., 1977). 

b) Influence des facteurs de I’environnemen~ 
La PAL est également extrêmement sensible à l’état physiologique de la plante. 

Une modification de l’activité peut être observée : durant la croissance, après des stress 
d’origine pathogène ou physique, ou sous l’effet de la lumière et de substances de 
croissance, etc... 

_Lumière 
De tous les stimulis examinés, la lumière est celui qui a été le plus étudié, en 

relation avec les mécanismes d’induction de la PAL, sous l’effet de différentes qualités de 
lumière ; blanche, rouge clair / rouge sombre, bleue / U.V. (CAMM et TOWERS, 1977 ; 
S CHOPFER, 1977). 

ZUCKER (1965) a été le premier à montrer l’existence d’une induction transitoire 
de la PAL par la lumière blanche, sur des tubercules de pomme de terre ; le principal 
métabolite formé étant alors l’acide chlorogénique. 

SCHOPFER et MOHR (1972) et WELLMANN (1974, 1975) ont montré, 
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respectivement sur des plantules de moutarde et des cultures cellulaires de persil, que 
l’effet du rouge clair et du rouge sombre sur la synthèse de phénylalanine ammonia-lyase 
était sous la dépendance du phytochrome Pfr (induction de la PAL par le rouge clair et 
suppression de la réponse par le rouge sombre). 

Dans les suspensions cellulaires de Petroselinum hortense, la lumière U.V. 
entraine une augmentation de l’activité PAL, après un temps de latente de 2 à 3 heures, et 
la stimulation de la synthèse de flavonoïdes (HAHLBROCK et al., 1976 ; SCHRODER, 
1977). 

Il a été montré que cette induction transitoire de la PAL, était concomitante à une 
augmentation du pool d’ARNm codant pour cette enzyme, et que l’enzyme était soumise à 
un taux constant de dégradation (BETZ et al., 1978 ; SCHRODER et al., 1977 ; 
SCHRODER et al., 1979). 

Cela implique que la transcription ( ou encore une étape post-transcriptionnelle) est 
sous l’influence d’un récepteur UV. 

Si la lumière stimule la synthèse de la PAL, l’obscurité elle, n’inhibe généralement 
que partiellement son activité (THORPE et al., 1971) sauf dans quelques cas comme 
l’orge (PODSTOLSKI et FRELICH, 1978). 

- Efsets des srress : excision, blessure, infecfion. 
L’excision ou d’autres blessures induit l’augmentation de l’activité PAL dans de 

nombreux tissus végétaux. Dans les tubercules de pomme de terre, des composés tels que 
l’acide chlorogénique sont synthétisés (LAMB et RUBERY, 1976). 

La PAL est également induite sous l’effet d’attaque par des pathogènes. 
Ainsi, les virus, tels que le virus de la mosaïque du tabac, entraînent une synthèse 

de novo de la PAL (DUCHESNE et al., 1977). 

L’induction de la PAL à la suite d’infection pathogène ou encore en présence 
d’éliciteurs a été longuement étudiée (HAHLBROCK et GRISEBACH, 1979). 

Les réponses de l’hôte dans ces cas là impliquent la synthèse de composés tel sque 
la lignine, ou des phytoalexines chez les légumineuses, qui sont des dérivés 
d’isoflavonoïdes (LAMB et al., 1980). 

‘. :  )  

Dans des suspensions cellulaires de Petroselinum .horrense mises en présence 
d’éliciteurs de Phytophthora megaspemta var sojae (F%IS), on observe une augmentation 
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rapide, et importante, des activités PAL et 4-Coumarate CoA ligase. 
Ces variations au niveau de l’activité PAL sont causées pardes modifications 

concomitantes du taux d’ARNm codant pour cette enzyme (HAHLBROCK et a/., 198 1). 

La régulation de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes, dans des 
suspensions cellulaires de Phaseolus vulgaris synthétisant de la phaséolline, a été bien 
étudiée, notamment en rapport avec sa réponse à I’élicitation (DIXON et BOLWELL, 
1986). 

Ainsi, le turn-over de la PAL varie dans ces cultures de cellules, en réponse à des 
éliciteurs biotiques ou abiotiques (LAMB ef al., 1980). 

11 a été montré clairement, par différentes techniques de marquage radioactif, 
d’immunoprécipitation et d’hybridation ADN/ARN, sur ces suspensions cellulaires de 
haricot, que l’élicitation induisait une synthèse de novo de la PAL, sous la dépendance 
d’une augmentation de la transcription génétique (DIXON et BOLWELL, 1986). 

Il a été également demontré dans des suspensions cellulaires de Vigna angularis, 
qu’une augmentation de l’activité PAL, accompagnée par une accumulation de glucosides 
isoflavones, était induite par différents éliciteurs : Pms (Phythophfhora megasperma var 
sojae), Nigeran (polysaccharides des parois cellulaires d’AspergilZus niger), RNase A 
autoclavé (I-IATTORI et OHTA, 1985). 

L’augmentation de l’activité PAL est généralement rapide, mais transitoire, et 
actuellement il semble que la synthèse de novo de la PAL soit une règle générale en 
réponse aux attaques de champignons ou en présence d’éliciteurs. 

_Dilution des suspensions cellulaires 
Une augmentation de l’activité PAL est observée lorsque des suspensions 

cellulaires de persil, en phase linéaire de croissance, sont transférées dans un milieu neuf 
(HAHLBROCK et WELLMAN, 1973), ou dans de l’eau (HAHLBROCK et 
SCHRODER, 1975). Il existe un temps de latente, de 2 à 3 heures, avant le pic d’activité 
(12 - 15 heures après la dilution de la culture) et ensuite, on note une chute importante de 
cette activité. 

Deux autres enzymes de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes sont 
également induites : la cinnamate 4-hydroxylase et la Coa-ligase. 

.1 Cette augmentation d’activité PAL dans les cultures cellulaires diluées de persil est 
également corrélée à une synthèse d’ARNm codant pour cette enzyme. (SCHRODER et 
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al., 1977). 

_ Substances de croissance 
Très peu d’études ont été réalisées sur l’action des hormones de croissance sur 

l’activité PAL in vitro. 
Une diminution de l’apport exogène d’auxines et une augmentation de l’apport de 

cytokinines dans des cultures cellulaires entraînent une amplification de l’activité PAL en 
moins de quelques jours (JONES, 1984). 

Ainsi, DIXON et FULLER (1976) ont observé une augmentation de l’activité 
spécifique de la PAL, lors de la diminution de la concentration en auxine, dans des 
suspensions cellulaires de haricot : le 2,4 D à la concentration de 2 x10- 5 M étant inhibiteur 
à la fois de la croissance cellulaire, de la production de phaséolline et de l’activité PAL. 

Dans le cas de la kinétine, (teneur variant de 0,46 à 2,32 lO- 6 M) une 
augmentation de l’activité est observée 24 heures après (JONES, 1984). L’effet inhibiteur 
de I’ANA sur l’induction de l’activité PAL (concentration de 1,l lO- 5M) est supprimé par 
une concentration plus importante de kinétine. 

L’acide abscissique et les gibberellines peuvent également influencer l’activité de la 
PAL. HADDON et NORTHCOTB (1975) ont montré que l’augmentation de l’activite 
PAL, obtenue dans les cals de haricot lors de la diminution du rapport Auxine/Cytokinine, 
pouvait être inhibée par l’incorporation d’acide abscissique et, différée par l’addition 

d’acide gibberellique. PRY (1979) a trouvé, pour sa part, que l’acide gibberellique (GA3) 

réprimait l’activité PAL dans des suspensions cellulaires de Spinacia. 
L’ABA augmente l’activité PAL chez Phaseolus vulgaris (WALTON et 

SONDHEIMER, 1968) et chez d’autres espèces, toutefois il peut être également inhibiteur 
(JONES, 1984 ; JANAS, 1984) ; cela dépend des conditions environnementales aussi bien 
que de l’état physiologique de la plante. 

En conclusion, la phénylalanine ammonia-lyase, enzyme clé de la voie de 
biosynthèse des phénylpropanoïdes, possède un système de régulation très complexe, sous 
la dépendance de nombreux facteurs de l’environnement tels que : la lumière, des stress de 
différentes origines, des substances de croissance, etc... 

Nous nous proposons au cours de cette étude de suivre l’évolution de l’activité 
spécifique de cette enzyme, durant la culture de suspensions cellulaires hétérotrophes et 
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photomixotrophes de Tephrosiu vogelii , en relation avec l’accumulation de roténoïdes. 
L’hde des modifications de l’activité PAL, sous l’effet de certains stress et de 

l’incorporation de précurseurs, sera également abordée. 
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 

A) LE MATERIEL VEGETAL 

1) Description botanique 

Tephrosiu vogelii, est une angiosperme, dicotylédone, dialypétale caliciflore. 
La classification dHUTCHINSON (1964) a été adoptée : 
- Ordre : Léguminales 
- Famille : Fabaceae (Papilionaceae) 
- Tribu : Tephrosieae 
- Genre : Tephrosiu (+ de 400 espèces des régions tropicales et subtropicales du 
monde) 
- Espèce : Tephrosia vogelii Hook f. 

a) Noms vernaculaires 
KERHARO et BOUQUET (1950) ont rapportés dans un mémoire détaillé les 

nombreux noms vernaculaires de Tephrosiu vogelii : Téphrosie vénéneuse, Diefa, diaba 
(Bambara), Diabi (Dioula), Kioubi (Adioukrou), Méné (Attié, Ebrié), Go, doua (Dan), 
Dréyé léréyé (Guéré), Gbessé (Baoulé). 

b) Descrintion (figure 5) 
Tephrosia vogelii est un arbrisseau ramifié dès sa base, vivace, de 2 m (première 

année à partir de la graine) à 3 m (2ème et 3ème année après recépage), pubescent. Les 
feuilles alternes, stipulées, de 20 à 25 cm de long environ, sont imparipennées comprenant 
une dizaine de paires de folioles allongées de 8-10 cm sur 1,8-2 cm, très tomenteuses à la 
face inférieure. 

Les fleurs, blanches, quelquefois pourpres ou violettes, sont groupées en grappes 
terminales denses. Les gousses, aplaties, tomenteuses, de 10-12 cm sur 1,2 cm, 
renferment des graines elliptiques (6 mm sur 3 mm), noires avec une caroncule blanche 
(BOT-TON, 1957). 

Matériels & Méthodes 



Figure 5 : Tephrosia vogeiii Hook f. 

Q : Rameaux fie.tis avec fruits verts à la partie inférieure de l’inflorescence ; b : 

Fleur vue sur la face externe ; C : Fragment d’inflorescence montrant le bouton, la bractée 

et les bractéoles ; d : Jeune inflorescence ; e : Demi-gousse montrant les graines mûres ; 

f : Stipules ; g : gynécée. (d’après BOTTON, 1957) 
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c) Distribution 
Tephrosia vogelii serait originaire de l’Angola d’où il a été largement disséminé par 

la culture. On le retrouve aujourd’hui dans tout l’Ouest africain depuis le Soudan, où il est 
rare, jusqu’au Congo. 

Il affectionne surtout la forêt équatoriale qui représente assez bien ses limites 
(KERHARO et BOUQUET, 1950). 

2) Données ethnobotaniques - Utilisations traditionnelles 

Tephrosia vogelii est cultivé en Afrique de l’Ouest (culture en voie de régression 
actuellement, en Côte d’ivoire) pour ses propriétés ichtyotoxiques et parasiticides. 

Pour la pêche, on prépare une pâte obtenue en mélangeant des feuilles écrasées avec 
de l’argile. On emploie quelquefois les gousses, seules ou mélangées aux feuilles. On dit 
“que préparation du toxique et pêche doivent s’accompagner d’invocations, pour que le 
produit soit efficace et la pêche fructueuse” (KERHARO et BOUQUET, 1950). 

La décoction de feuilles est employée par les Apindji (WALKER et SILLANS, 
1961), pour tuer les poux, tandis que celle des gousses vertes, des écorces et des feuilles 
aurait des propriétés abortives. 

Tephrosia vogelii est également utilisé comme jachère pérenne de 2 à 3 ans et 
comme ombrage de jeunes caféiers. Comme engrais vert avec une forte densité de semis, 
cette plante peut donner de bons résultats, mais son enfouissage doit être précoce, car elle 
se lignifie très rapidement, au bout de 3 à 4 mois (BOTTON, 1957). 

3) Matériel utilisé. 

Le matériel végétal utilisé pour cette étude provient de prospections réalisées par 
M.F. TROUSLOT et H. TEHE en Côte d’ivoire en novembre 1984 ; les graines et les 
pieds mères ont été récoltés dans deux champs de T. vogelii, l’un à Pauléoula (échantillon 
MFT 487-497), l’autre à Keibly (échantillons MFT 51 l-5 17), dans la région de la forêt 
dense humide de Taï (TROUSLOT, 1984). 

Il a été ensuite entretenu et multiplié sur les parcelles expérimentales du centre 
ORSTOM d’Adiopodoumé. Une collection de semences et de plantes cultivées en plein 
champ a ainsi pu être mise en place. 
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Nous avons utilisé des cals chlorophylliens obtenus dès 1985 : 
1) à partir de fragments d’hypocotyles, prélevés sur de jeunes plantes issues 

de graines (échantillon MFT 512-516) en conditions stériles, par T. HARDY et 1. 
HARDY-CLARIS. 

Au cours des repiquages, des lignées de cals chlorophylliens friables, productrices 
de roténoïdes et notamment de roténone, ont été selectionnées en fonction de leur 
morphologie et de leur production en roténoïdes ; Code : B, X et D. 

2) à partir de la feuille d’une jeune germination stérile (échantillon MFT 494), 
par M. F. TROUSLOT. Code : Fl 

Des cals strictement hétérotrophes ont été obtenus par réversion à l’obscurité des 
cals chlorophylliens appartenant à ces souches. 

B) TECHNIQUES DE CULTURE IN VITRO 

1) Préparation du matériel végétal stérile 

Pour désinfecter les graines et le matériel végétal prélevés dans la nature, deux 
méthodes ont été utilisées. 

Première méthode 
- Lavage à l’eau stérile 
- Passage dans l’alcool 70% pendant lmn 
- Rinçage à l’eau stérile 
-Trempage dans une solution d’hypochlorite de calcium à 7% additionnée de 
quelques gouttes de Tween 80 pendant 3 minutes. 

- Rinçage à l’eau stérile jusqu’à élimination du détergent. 

Deuxième méthode 
- Passage dans l’alcool 70’ pendant lmn 
- Rinçage à l’eau stérile 

- Trempage dans une solution de HgCl* à 1% pendant 3mn 

. - Rinçage à l’eau distillée stérile (3 fois) 
.1 
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2) Germinations et microbouturages in vitro 

Les graines sont ensemencées individuellement en conditions stétiles dans des tubes 
de culture, soit sur un milieu nutritif solide simple, type Knop sans régulateur de 
croissance, soit sur du papier filtre imbibe d’eau stérile. 

La technique de microbouturage mis au point au Laboratoire et appliquée à des 
vitroplants de Tephrosia vogelii est la suivante : 

Dans une boîte de Pétri stérile, on isole des fragments de tige feuillée tels que la 
microbouture corresponde à un noeud caulinaire, sur lequel s’insère la base d’une feuille 
qui abrite dans son aisselle un bourgeon axillaire. 

Les feuilles sont le plus souvent sectionnées. Une partie de l’entrenoeud sous-jacent 
plonge dans le milieu gélosé. Les microboutures sont cultivées en tubes, sur des milieux 
solides appropriés, favorisant la rhizogénèse et le développement des pousses feuillées. 

prolifëration 
3) Ensemencement primaire : initiation de cals de 

Des cals ont été initiés à partir d’explants prélevés sur des germinations stériles et 
mis en culture sur milieu gélosé dans des boîtes de pétri de 90 mm de diamètre contenant 
environ 40 ml de milieu solidifié. 

a) Conditions de culture 
_Paramètres physiques 

La germination des graines, les microboutures et les cals photomixotrophes sont 
cultivés dans les conditions suivantes : 

- Photopériode : 18H/24H de lumière 
- Température : 28 +/- 3°C 
- Intensité d’éclairement : 120 @.m-2.s-1 (4OW.m2) 
l’éclairement est assuré par des tubes fluorescents Cool-White et 
Grolux en proportions égales. 

Les caractéristiques physiques des sources lumineuses utilisées sont déterminées à 
l’aide d’un appareil LICOR (Li-185A) équipé d’un détecteur de type 190s @Em-2.s-1). 

h4akGeis & Méthodes 
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Les cals hétérotrophes sont maintenus à l’obscurité dans les mêmes conditions de 
température. 

_ Milieu de culture 
Le miiieu d’initiation et d’entretien des cals contient : 

- Les macroéléments de MURASHIGE et SKOOG (1962) 
- Les microéléments de NITSCH et al., (1968) 
- Les composés organiques et les vitamines de NITSCH et al., (1968) 

additionnés de glutamine. 
La composition détaillée du milieu de base est indiquée dans le tableau VI. 
On rajoute à ce milieu : 

- Phytohormones (ANA et BAP à lmg.l-1) 

- Agar à 6g.l-1 
- Saccharose en teneur variable suivant la nature de la culture : 15 ou 3Og.k1 
(44 ou 88 mM). 

La balance hormonale ANA/BAP = l/l(mg.l-l) a été adoptée au Laboratoire à partir 
des résultats obtenus sur des cultures photomixotrophes de Cytims scoparius (SATO er 
ai., 1981), d’Euphorbia characias (HARDY ef al., 1987) et d’Abt-us precatorius 
(HARDY-GLARIS, 1988). 

Le pH du milieu est ajusté à 5,8 avant l’autoclavage. La stérilisation des milieux est 
effectuée à l’autoclave à 116OC pendant 30 minutes. 

b) Entretien du souchier-ReDiauage 
Les cals chlorophylliens sont cultivés dans des fioles d’erlenmeyer de 250 ml ou 

300 ml contenant 80 ml de milieu à 88 mM de saccharose, obturées par des bouchons de 
silicone haute performance (VERSILIC : fabrication Verneret- France). 

Les cals hétérotrophes sont entretenus sur le même milieu dans des tubes dont le 
capuchon est obturé par du Scell+&ais. 

Les cals chlorophylliens et hétérotrophes sont repiquées régulièrement toutes les 
trois semaines. 
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TABLEAU VI 

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE 

Macroéléments mg.l-1 

NH4N03 1650 20,61 
mo3 1900 . 18,79 
CaClz,2H20 440 2m 
MgS04,7H20 370 1,50 
m2p04 170 1,25 

Microéléments mg.l-l 

H3B03 
h’hso&ï~o 
ou 
MIlSO4,HzO 
ZIIS 04,7H# 
Na2Mo04,2H20 
CUSO4,5H2O 
coc12,6H.20 
Fe SO4,7H20 
Na2 EDTA,2H20 

10,OO 0,16 
25,00 0,ll 

18,96 
10,OO 
0,25 
0,025 
0,025 

27,80 
37,25 

.O,ll 
3,48 10-Z 
1,00 10-3 
1,OO 10” 

- 1,14 10-4 
0,lO 
0,lO 

Composés organiques mg.l-l 

Glycine 
Myoinositol 
Acide nicotinique 
Pyridoxine Monohydrcxhloride 
Thiamine 
Biotine 
Acide folique 
Glutamine 

HliE 
5:OO 
0,50 
0,50 
0,05 
0,50 

200,OO 

2: 10-2 
4:06 10-Z 
2,40 10-S 
1,50 10-3 
2,00 10” 
1,lO 10-3 
1,36 

.., ._ : 

. : 
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4) Passage en suspension 

Le passage en suspension a été réalisé : 

1) à partir de cals friables et chlorophylliens 
photomixotrophes 
2) et à partir de cals friables et blancs cultivés à 
suspensions hétérotrophes. 

pour les souches 

l’obscurité pour les 

Environ 10 g de matière fraîche sont légèrement écrasés à l’aide d’une spatule, puis 
transférés dans un Erlenmeyer de 300 ml contenant 50 ml de milieu liquide à 15 gl-1 (44 
mM) de saccharose pour les souches photomixotrophes et 20 g.l-1 (58,6 mM) pour les 
souches hétérotrophes. 

Après 7 jours de culture, nous avons obtenu, par filtration en aseptie sur toile à 
blutter en nylon de 1 mm de maille intérieure (Blutex- Fab. Tripette & Renaud), des 
suspensions de cellules et des agrégats de cellules. 

Lors du premier repiquage la suspension est diluée de moitié avec du milieu neuf. 

5) Influence de la densité initiale d’ensemencement 

Nous avons testé sur la souche B hétérotrophe et photomixotrophe différentes 
densités d’ensemencement. 

Les figures 6 et 7 montrent au cours du temps l’évolution comparée des volumes 
sédimentés des suspensions cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes. 

La densité initiale retenue est de 12% pour les suspensions hétérotrophes et de 11% 
pour les suspensions photomixotrophes. Elle allie une bonne reprise de croissance lors du 
repiquage à une biomasse finale satisfaisante. 

6; Culture des suspensions cellulaires en erlenmeyer 

_ Les susuensions cellulaires nhotomixotrouhes sont cultivées en Erlenmeyer de 
300 ml, dans un agitateur orbital (modèle Gallenkamp) thermostaté à 28OC, avec une 
photopériode de 18 heures. 

Une intensité lumineuse d’environ 100 pE.m-2.s-* (20 W.m-2) est assurée par un 
mélange de tubes “Cool-White” (50%) et “Gro-Lux” (50%) (SYLVANIA). L’agitation 
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60 Suspensions hétérotr 

INFLUENCE DE LA DENSITE INITIALE D’ENSEMENCEMENT 

SUR LA CROISSANCE DE LA SOUCHE HETEROTROPHE DE 
TEPHROSIA VOGELII 

50 7 Suspension mixotrophe 1 

40 
-2 b 
B 
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$ 20 
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* vs 17% 

FIGURE 7 ; INFLUENCE DE LA DENSITE INITIALE D’ENSEMENCEMENT 

SUR LA CROISSANCE DE LA SOUCHE MYIXOTROPHE DE 

TEPHROSIA VOGELII 
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orbitale s’effectue par une plaque Gallenkamp à rotation excentrée tournant à 80 r.p.m. 
Les repiquages sont effectués tous les 15 jours (en fin de phase exponentielle), avec 

une densité cellulaire de 11% (v/v) : 20 ml de la suspension mère sont ensemencés dans un 
Erlenmeyer de 300 ml contenant 60 ml de milieu neuf, obturés par des bouchons de 
silicone haute performance (VERSILIC : fabrication Vemeret- France). 

Ces bouchons sont hermétiques et induisent un certain confinement à l’intérieur de la 
fiole d’Erlenmeyer. Or, durant la croissance des suspensions, la respiration s’accompagne 
d’une modification de la composition gazeuse dans 1’Erlenmeyer : augmentation de la 

teneur en CO1 et diminution de celle en 02. Ainsi, la nature du bouchon utilisé en freinant 

les échanges gazeux avec l’extérieur, préserve cette atmosphère favorable à la 
photosynthèse. 

_ Les susuensions cellulaires hétérotrouhes sont entretenues sur une table 
d’agitation orbitale horizontale (modèle Biolafitte) placée dans une chambre thermostatée à 
28 +/- 2 OC, à l’abri de la lumière. 

Les repiquages ont lieu tous les 7 jours, dans un milieu à 20 8.1-l (58,6 mM) de 
saccharose, avec une densité d’inoculum de 12 % (v/v). Les souches hétérotrophes sont 
cultivées dans des fioles d’erlenmeyer de 300 ml, obturées par un bouchon de coton et une 
feuille de papier aluminium. 

7) Culture en bioréacteur 

a) Descrintion du matériel 
Le bioréacteur utilisé (Figure 8) est un incubateur à cultures cellulaires de marque 

BIOLAFITTE, à agitation mécanique, d’un volume total de 2,2 litres (capacité utile : 1,7 
litres). Il comprend une cuve en verre borosilicaté de 110 mm de diamètre, à double 
enveloppe, fond hémisphérique, fermée hermétiquement par une platine en acier 
inoxydable. 

L’homogénéisation de la culture est assurée par une turbine à trois pales amovibles, 
adaptée aux cellules végétales. Son profil en hélice, permet de limiter les contraintes de 
cisaillement, et d’éviter ainsi une lyse cellulaire trop importante. 

Une circulation permanente d’eau thermostatée (27 “C) dans la double envelo@pe 
permet de réguler la température de la cuve. 

Le mélange gazeux (air enrichi ou non en CO& filtré sur une membrane Millipore 
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1: H6lice à trois pales 2 : Diffuseur du m&.uge gazeux 
3 : Sortie d’eau thermostatée 
5 : Entrée de milieu 
7 : Condenseur 
9 : Sonde de mesure de l’oxygène dissous 
11: Electrode de mesure pH 

4 : Conduit pour pn%vemant 
6 : Sortie du mélange gazeux 
8 : Agitation à vitesse variable 
10 : Entr&e du mélange gazeux 
12 : Electrode de mesure rH 

Figure 8 : BIOREACI’EUR AGITE ET AERE DE 2 IJTRES (BIOLAFITIE) 

(d’après HARDY-CLARIS, 1988) 
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(pores de 0,2 FM), est apporté par un diffuseur à la base du réacteur. 
La composition du mélange gazeux est assurée en amont par un débitmètre massique 

de marque BROOKS. Le débit en sortie est cormolé régulièrement à l’aide d’un débitmètre 
à bille BROOKS. 

Dans le milieu de culture peuvent être immergées une électrode à pH stérilisable 
(INGOLD), une électrode de mesure du potentiel d’oxydoréduction stérilisable 
(INGOLD), ainsi qu’une sonde ampérométrique (INGOLD) ou une sonde 

potentiométrique (BIOLAFITTE) pour la mesure de 1’02 dissous. 

Ces sondes, vissées sur la platine métallique, sont reliées au boitier central 
d’alimentation et de contrôle BIOLAFITTE (Figure 9). Un condenseur alimenté en eau 
refroidie (lOOC), placé en sortie du mélange gazeux, limite l’évaporation du milieu de 
culture, provoquée par le bullage d’air sec. 

Un dispositif d’éclairage circulaire composé de tubes fluorescents (SYLVANIA 
Cool-White 50% et Gro-Lux 50%) entoure le réacteur. Le flux lumineux résultant et 
arrivant au centre de la cuve est de 110 p,E.m-*.s-” (environ 25 W.m-2) 

La photopériode (18 heures) est commandée par une horloge électrique. 

b) Techniaues de culture 

_ Mise en.oeuvre June culture en bioréacteur 
Le réacteur équipé de ses sondes, contenant de l’eau bidistillée, est autoclavé à 

116°C pendant 45 minutes. 
Un deuxième autoclavage est ensuite effectué pendant 30 minutes, la cuve étant 

remplie alors, de milieu de culture. Le milieu est mis à agirer sous bullage pendant 24 
heures au moins, afin de détecter une éventuelle contamination due à un défaut de montage 
ou à l’autoclavage du réacteur. 

L’ensemencement est ensuite réalisé à l’aide d’un inoculum homogène de la souche 
B, cultivée en Erlenmeyer à la lumière ou à l’obscurité, en fin de phase exponentielle-début 
de la phase stationnaire. 

_ Techniques de prélèvement 
Il a été mis au point au Laboratoire, deux systèmes de prélèvement in situ de la 

suspension : 
* Un système de mini-prélèvement permettant de soutirer du bioréacteur un 

Matériels & Méthodes 



1 : Prélèvement de cellules + milieu 
2 : Fiole de prélèvement 
3 : Prise d’air 
4 : Raccord rapide 
5 : Pince de Mohr 
6 : Récup&ation cellules + milieu 
9 : Mini prélèvement de milieu 
10 : Pompe péristaltique 

i4h 
18 

11 : Sortie du mélange gazeux 
12 : Condenseur 
13 : Moteur du système d’agitation 
14 : Système de mesure de 1’02 dissous 
15 : Entrée du mélange gazeux 
16 : Circuit de mesure pH 
17 : Circuit de mesure du potentiel 
doxydor6duction 
18 : Affichage (agitation, p02. pH,etc.) 

l 
1 
1 
8 ML 8 
8 
1 
8 

4 5 
Ya 

CO2 

19 : Sens de circulation du mélange 
gazeux 
20 : Débitmètre 
21: Mélangeur 
22 : Débitmètre régulateur 
23 : Affichage 6lectronique de débit 
24 : Manodktdeur 
25 : Double paroi (régulation thermique) 
26 : Source lumineuse 

Fkure 9 : SYSTEME DE REGULATION UTILISE POUR LA CULTURE EN BIOREACTEUR 

(M&fié d’après HARDY-CLARIS, 1988) 
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volume réduit de milieu de culture (environ 5 à 10 ml) en modifiant le moins possible le 
volume total. Ces prélèvements de milieu (après décantation des cellules) sont effectués 
tous les jours et permettent de suivre l’évolution des sucres et des minéraux dans le milieu. 

* Un système de prélèvement (cellules + milieu) par aspiration d’un volume 
de 30 à 50 ml de suspension au travers d’une fiole sous vide stérile (tous les jours pour les 
souches hétérotrophes et tous les 2 ou 3 jours pour les souches photomixotrophes). 

C) METHODES ANALYTIQUES 

1) Evaluation de la biomasse 

Trois paramètres rendant compte des phénomènes de multiplication et de 
grandissement cellulaires ont été retenus pour évaluer la croissance des suspensions : 

- Volume sédimenté (VS), exprimé en mi de biomasse pour 100 ml de suspension 
après décantation dans une éprouvette. Cette mesure peut également être effectuée dans la 
cuve même du réacteur, après étalonnage. 

- Masse fraîche (MB). Les cellules d’une aliquote de la suspension sontrecueillies 
par filtration sous vide partiel sur verre fritté N02, puis rapidement pesées. 

- Masse sèche (MS). L’échantillon précédent est mis à l’étuve à 60°C pendant 48 
heures. 

Ces deux derniers paramètres sont également utilisés pour évaluer la croissance des 
cals. 

2) Mesure du pH ,- - 

La mesure du pH de la suspension est effectuée dans la minute suivant le 
prélèvement. La suspension est agitée le moins possible afin de ne pas faciliter les 
échanges gazeux entre le milieu et l’atmosphère, échanges qui viennent perturber la mesure 
(DOREE et al., 1972). 

3) Dosage des sucres 

Les glucides intracellulaires, et dans le milieu de culture, sont dosés par la méthode 
enzymatique de BERNT et BERGMBYER (1974) et BERGMEYER et af., (1974). 
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Le mode opératoire a été adapté à notre matériel végétal par HARDY-CLARIS 
(1988) à partir des résultats de REBEILLE-BORGELLA (1983). Cette méthode 
enzymatique, sensible et très spécifique, a été employée pour déterminer les teneurs en 
saccharose, fructose et glucoses libres intracellulaires et dans le milieu de culture. 

Princine de la méthode : On catalyse, par des enzymes spécifiques du produit à 
doser, la formation ou la disparition dans des proportions stoechiométriques d’une 
molécule à haut coefficient d’absorption molaire. Il s’agit ici du NADH ou du NADPH, 

dont l’absorption est maximale à 340 nm (E = 6,22 16 mol-l.l.cm-l). 

a) Dosage du glucose et du fï-uctose 

Principe de la réaction: 
HK 

1) GLUCOSE +ATP <======> G6P + ADP 
HK 

FRUCI’OSE + ATP <======> F6P + ADP 

HIC : Hexokinase (EC 2.7.1.1.) 

PGI 
2) F6P <=--===> G6P 

PGI : Phosphoglucose isomérase (EC 5.3.1.9.) 

G6P-DH 
3) G6P + NADP c======> 6-P gluconate + NADPH +H+ 

G6P-DH : Glucose o-phosphate déshydrogénase (EC 1.1.1.49) 

Le glucose et le fructose sont phosphorylés en glucose-6-phosphate et en 
fructose-o-phosphate par l’hexokinase (HK). En présence de glucose-6-phosphate 
déshydrogénase (G-6-P-DH), le 6-P gluconate produit est mesuré indirectement par 
l’augmentation de la densité optique à 340 nm correspondant au NADPH formé. 
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La stoechiométrie de la réaction (1 NADPH produit par 6-P gluconate formé) permet 
de déterminer la concentration en glucose dans l’échantillon en mM. L’addition de 
Phosphoglucose isomérase (PGI) transforme le F-6-P en G-6-P qui réagit comme 
précédemment : la différence entre la D.O. obtenue alors à 340 nm et la D.O. précédente 
nous donne la teneur en fructose en rnM. 

b) Dosage du saccharose 
Le dosage du saccharose fait intervenir une étape supplémentaire qui consiste en une 

hydrolyse de ce dernier par une B fructosidase, à pH acide. 

J fructosidase 

SACCHAROSE + HZ0 ------------> GLUCOSE +FRUCTOSE 

J fructosidase ou invertase : (EC 3.2.1.26) 

La teneur en saccharose est mesurée par la diff+ence des teneurs en glucose avant et 
après hydrolyse enzymatique par action de la 13 fiuctosidase (15 minutes à 25”Cj. 

Les dosages spectrocolorimétriques sont réalisés sur un spectrophotomètre de 
marque BAUSCH et LOMB (type : Spectronic 2000). 

Les sucres intracellulaires sont dosés comme suit : Les cellules (150 mg de MF), 
sont essorées et fixées dans 3 ml de NaOH 0,5 N (le saccharose est instable en milieu 
acide). Les échantillons sont broyés dans un broyeur de potter, avant d’être neutralis&s par 
HCI. BS sont ensuite centrifugés à 27 000 g durant 15 minutes (Centrifugeuse SORVALL 
RCSB. Dupont Instruments), en vue d’éliminer les débris cellulaires. 

Les concentrations en glucides intracellulaires sont estimées en mM, sur la base d’un 
volume vacuolaire ocupant 95 % du volume total. 

4) Dos&e des éléments minéraux 

Méthodes adaptées au matériel végétal in vitro par RIVAL (1989). 
Le milieu de culture n’étant pas renouvelé, il est nécessaire de suivre l’évolution des 

éléments minéraux indispensables à la croissance par un dosage périodique. 
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a) Dosage du uhosuhore inorganioue Pi : 
Le phosphore inorganique est déterminé par dosage calorimétrique suivant la 

méthode de TAUSSKY et SHOOR (1953). 
Princiue : les ions phosphates réagissent avec le molybdate d’ammonium, en 

présence de FeS04 pour former un complexe phosphomolybdique bleu, qui absorbe à 690 

nm. 

b) Dosage des ions sulfates S04-- : 

Les ions sulfates ont été dosés par néphélométrie selon la technique décrite par 
FROMAGEOT (1963). 

à l’état de sulfate de Principe : les sulfates sont précipités, en milieu chlorhydrique, 
baryum. Le précipité ainsi obtenu est stabilisé à l’aide d’une solution de Tween 20 ou de 
polyvinylpyrrolidone soluble. La turbidité des suspensions homogènes est mesurée à 650 
nm. 

c) Dosape des ions nitrates NOS- : 

Le dosage.des nitrates est effectué suivant la méthode de SNELL et SNELL, (1949). 
Principe : les nitrates sont réduits en nitrites par le sulfate d’hydrazine en présence de 

cuivre. Après diazotation avec la sulfanilamide couplée avec le N-(1-naphtyl) ethylène 
diarnine, les nitrites sont déterminés par spectrophotométrie à 535 nm. 

d) Dosage des ions ammonium NH,+ : 

L’ammonium a été dosé par calorimétrie d’après la technique de SOLORZANO 
(1969). 

Princine : L’ammonium, en milieu alcalin, réagit avec l’hypochlorite pour former 
une monochloramine. La monochloramine donne ensuite, avec le phénol et l’hypochlorite 
en excès, le bleu d’indophénol qui absorbe à 640 nm. 

Les dosages de minéraux intracellulaires sont réalisés comme suit : environ un 
gramme de MF de cellules, pesé exactement, est fixé dans 2 ml d’acide trichloroacétique 
0,l N puis broyé au broyeur de Potter et laissé pendant 15 minutes au froid. L’homogénat 
est ensuite centrifugé à 27 Ooo g durant 30 minutes. Les éléments minéraux sont dosés 
dans le surnageant comme pour les milieux de culture. 
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5) Dosage des chlorophylles totales 

Les chlorophylles a+b sont estimées par spectrocolorimétrie suivant la méthode de 
IMACKINNEY, (1941). La technique a été adaptée au matériel végétal in vitro par 
RIVAL, (1989). 

Environ 1 g de cellules fraîches est homogénéisé avec un broyeur de potter dans 4 
ml d’acétone pur à l’obscurité et à 0°C. La solution pigmentée et les débris cellulaires sont 
transférés dans des tubes à centrifugation. Après centrifugation à 27 000 g pendant 10 
minutes, le surnageant pigmenté est ramené à un volume de 15 ml puis la densité optique 
est lue contre l’acétone à 80% aux longueurs d’ondes suivantes : 646 nm - 663 nm. 

Les concentrations en chlorophylles a+b sont calculées d’après les équations de 
LICHTENTHALLER et WELLBURN (1983) : 

Chlorophylles (a+b) (pgml-1 d’extrait) = 7,18 DO663 + 17,32 DO646 

Les résultats sont exprimés en pg chlorophylles. mg-1 MS. 

6) Mesure des échanges gazeux 

Les variations de quantité d’Oz dissous au cours de la photosynthèse et de la 

respiration sont mesurées à l’aide d’une électrode polarographique de type CLARK (YSI 
Mode1 53 Biological Oxygen Monitor). Les échantillons, environ 5 ml de suspension, sont 
placés dans une cellule de mesure fermée et thermostatée à 27°C. 

L’étalonnage est réalisé en faisant buller dans la cuve de l’air pour régler le 100 %, 

ce qui correspond à 250 nmoles d’O* dissous par ml. Le 0 % est ajusté en faisant buller de 

l’azote. L’éclairage saturant est assuré par une lampe halogène de 250 watts, focalisée par 
une lentille à eau, fournissant un rayonnement de 1000 @m-2.s-*. 

L’intensité de la respiration à la lumière et à l’obscurité peut être calculée à laide des 
pentes des enregistrements dans les deux conditions comme suit : 

250 x Volume échantillon x Pente 
R= ----------------------------------------- 

100 x Masse Sèche 
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Volume de l’échantillon : ml 

Pente : % O2 consommé.minl 

R s’exprime en nanomoles de 0, consomméesmin-r.mg-1 MS 

Des mesures in situ de l’évolution de 1’02 dissous ont été réalisées sur les cultures 

en réacteur Biolaffite équipé de sonde à oxygène. Pour faire des mesures d’échanges 
gazeux similaires à celles effectuées à l’electrode de Clark, l’aération est coupée. L’entrée 
et la sortie d’air sont fermées par des pinces de Mohr. On obtient alors un milieu clos 
identique à celui de la cuve de l’électrode de Clark mais avec cette différence qu’il y a dans 
les réacteurs une atmosphère au-dessus de la culture. On enregistre, à la lumière puis à 
l’obscurité et à nouveau à la lumière, les variations de 1’02 dissous dans la culture qui 

résultent de l’activité des cellules et des diffusions gaz ---> liquide. Cependant, il est 
important de noter que ces valeurs obtenues ne peuvent être rapportées à une unité de 
biomasse. 

Un autre critère plus qualitatif a été également utilisé pour caractériser les échanges 
gazeux des suspensions cellulaires photomixotrophes : la capacité photosynthétique. Ce 
critère a été définit par DALTON et STREET, (1976) comme suit : 

variation do2 à la lumière Photosynthèse nette 
Cp = 1 - ------_----_------------------------------ = 1 - -_-----------------_-------- 

consommation d’0, à l’obscurité Respiration 

Ce critère renseigne sur l’activité photosynthétiques des cellules. 
Une CP > 1 indique une photosynthèse nette positive. 
Une CP < 1 indique une photosynthèse nette négative. 
La capacité photosynthétique permet d’avoir accés à l’aptitude photosynthétique 

d’une culture même si celle-ci n’est pas exprimée dans les conditions normales. 
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Matière fraîche (5 8) broyée au mortier 
+ LMeOH (50 ml) + acide oxalique ( 1 mg/ml)* 

I 
agitation (30min à 30°C) 

Filtration fiitté no 5 

Résidus cklaires 

I 
2ème extraction MeOH + a. oxalique 

Phase méthanolique 

I 
Filtration ,kitté no 5 

I 
Résidus cellulaires mis à sécher** 

60°C, 48 H 

I 
Détermination de la MS 

Phase CH2 Cl2 

Evaporation à sec (35°C) 
I Reprise dans 

I 
. acetone (1 ml) 
. H20 (1 mi) 

I 
Centrifu 

? 
ation 27.000 g, 15 min 

I 
Phase méthanolique 

I 
Evaporation à sec (35OC) 

I 
Reprise dans 10 ml MeOH 

+ 25 
7 

NaCl0,25M 

Extraction 3 x CH2 Cl2 (10 ml) 
ampoule à décanter 

I 
I 

Phase hydroalcoolique 

I 
Culot”” 

I 
Récupération du Surnageant 

Stockage au congélateur 
* L’acide oxalique permet de stabiliser la 

roténone (Cahn et al., 1945). - 

** Il a été vérifié que les roténoïdes étaient absents de ces fractions 

Figure 10 : PROTOCOLE D’EXTRACTION DES ROTENOIDES DES 
CELLULES DE TEPHROSIA VC)GELJI 
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7) Extraction et dosage des roténoïdes 

a) Choix et mise au noint d’une techniaue d’extraction 
L’isolement et l’analyse quantitative de composés généralement présents en très 

faibles concentrations sur de petits échantillons supposent des précautions particulières. 
Les protocoles extractifs mis au point dans le cas de plantes entières ne présentent 

pas toujours le même degré d’efficacité sur les cultures de cellules (PETIARD et al., 
1982). 

Dans l’obligation de choisir un protocole d’extraction adapté à notre matériel in vitro 
différents types d’extraction réalisés sur des plantes entières ont été testés (DELFEL, 1973; 
DELFEL et al., 1970 ; MORING et Mc CHESNEY, 1979). 

Nous nous sommes heurtés notamment à un problème de pureté de l’extrait obtenu. 
En effet, dans la plupart de ces travaux, les dosages des roténoïdes sont effectués soit par 
C.C.M. ou encore, par densitométrie ce qui est réalisable sur des extraits bruts. Dans 
notre cas, l’utilisation de l’H.P.L.C., exige l’obtention d’extraits purifiés. 

Un protocole d’extraction de roténoïdes, mis au point sur des cultures cellulaires de 
Derris diptica (KODAMA ef al., 1980 ) a été également expérimenté. 

Les faibles rendements obtenus ainsi que la durée de l’extraction (24 heures) nous a 
fait abandonner très vite ce protocole. - 

Finalement, nous nous sommes inspirés des travaux de NEWSOME & SHIELDS 
(1980) qui proposent une extraction au methanol puis au dichlorométhane. 

De nombreux essais ont été réalisés sur notre matériel végétal in vitro (suspensions 
cellulaires et cals) qui conduisent à proposer la méthode d’extraction donnée dans les 
figures 10 et 11. 

Remarque : la roténone se dégradant à la lumit?re, les extractions sont effectuées à l’obscurité. 

b) Efficacité de la techniaue : 
Nous avons contrôlé l’efficacité de la technique extractive par la méthode des ajouts 

dosés. En outre, le protocole expérimental utilisé a permis de s’assurer que la méthode 
retenue n’engendrait pas d’altération des produits dosés (roténone, dégueline, roténolone, 
téphrosine). 

Pour cela, deux échantillons de poids de matière fraîche identiques ont été soumis à 
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Suspension cellulaire 
fihtion verre fntté no2 

1 
Cellules 

I 
Milieu ( 15 ml) 

+ 10 ml NaC10,25 M 
ampoule i décanter 

Extraction 2x CH2 Cl2 (15 ml) 

Phase CH2 CL2 
1 

I 

Phase aqueuse 

Evaporation à sec 
(35°C) 

I 
Reprise dans acétone pur 

(0,5 ou 1 ml) 

I 
S tcckage au congélateur 

Figure 11: PROTOCOLE D’EXTRACTION DES ROTENOIDES SUR LE 
MILIEU DE CULTURE 



l’extraction. Le premier échantillon (R) est traité directement alors que des concentrations 
préalablement quantifiées des quatre produits sont ajoutées avant extraction au deuxième 

échantillon (R,). 

Les résultats du dosage par H.P.L.C. sont portés dans le tableau suivant : 

Roténolone Téphrosine 

(mg> (mg> ~ 

Roténone 

‘(mg> 

Dégueline 

(mg> 

R 0,036 0,170 0,043 0,327 
-----__----___---------------------------------------------------------------------------------------------- 

Rs 0,701 0,501 0,126 1,007 

R, - R 0,331 

Etalon interne pesée 0,07 0,35 0,089 0,702 
_______________---__---------------------------------------------------------------------------------------- 

. Perte sur 5 594 6,7 3 
étalon interne (%) 

On constate une perte d’environ 6 % seulement, sur les additions détalons internes 
effectuées et ceci pour les quatre substances. L’extraction est donc reproductible et la 
dégradation chimique des roténoïdes est quantitativement faible. 

c) Analvse des roténoïdes : 

- Chromatographie sur couche mince. 
La séparation des roténoïdes est effectuée sur plaque de gel de silice prêtes à 

l’emploi sur support d’ahnninium avec indicateur de fluorescence (Merck). 
Le solvant de migration utilisé est le suivant : Chloroforme/Acétone/Acide acétique 

(196 : 3 : 1, v./v.). 
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0 0 
0 0 

0 0 0 

a a l - 0 a 

1 2’ 3 4 5 

Figure 12 a : ANALYSE EN C.C.M. DE ROTENOIDES 

1) Roténolone 

2) Téphrosine 

. 3) Roténone 

4) Dégueline 

5) Extrait de feuille de 
Tephrosia vogelii 

Figure 12 b : ANALYSE H.P.L.C. DE ROTENOIDES 



Après migration, l’observation des plaques est réalisée de deux manières différentes: 

1) de façon directe à 254 nm : 
Les roténoïdes apparaissent alors sous forme de spots de teinte bleu-violet 
2) après révélation à la vapeur d’iode : 
L’observation est faite à la lumière naturelle, les roténoïdes apparaissant sous forme 
de taches brunes. 

Cette technique d’analyse n’est pas très performante. En effet, elle ne nous permet 
pas de séparer deux roténoïdes voisins : la roténolone et la téphrosine (figure 12). Elle a 
donc été vite remplacée par la Chromatographie Liquide à Haute Performance. 

Toutefois, cette technique nous est utile pour détecter la présence ou non, de 
roténoïdes dans des extraits bruts, et d’effectuer ainsi un “screening” assez rapide sur les 
différentes souches. 

- Chromatographie liquide h haute pe$ormance : 
L’appareil utilisé est un chromatographe à gradient Beckman 332, équipé de deux 

pompes, et d’un détecteur UV 160 de la même marque. L’intégration des pics est 
enregitrée par un intégrateur Shimadzu programmable. 

La phase mobile, est le mélange suivant : MeOH/HzO (65 : 35, v./v.). Cette phase 

mobile est optimale pour la séparation de deux composés : la roténone et la téphrosine , très 
mal séparées par les techniques d’H.PLC trouvées dans la l@érature. 

Conditions d’analyse : 
Débit : 0,8 ml.min-1 
Absorption : 280 nm 
Sensibilité : 0,05 AUFS (50 mD0 pleine échelle) 

Vitesse de papier : 2 cmmin-1 
Atténuation : 2.. (1 d 4 mV pleine échelle) 

Lzprésence,de roténoïdes dans les extraits a été vérifiée après chromatographie sur 
deux types de coJonnes différentes (Lichrospher lOO.CHS et Lichrospher lOO.CH18) 
(MER&) par co-chromatographie ou comparaison avec des substances de référence. 
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a) Chromatomamme de feuilles 

b) Chromatowamrne de cals uhotomixotrophes 

c) Chromato!zramme de susc-ensions cellulaires uhotomixotrouhes 

Fiwre 13 : EXEMPLES DE CHROMATOGRAM.MES OBTENUES SUR DES 
CULTURES CELLULAIRES ET DES PLANTES ENTIERES DE TEPHROIPIA 
VOGEUI. 

1) Roténolone 
2) Téphrosine 
3) Roténone 
4) Dégueline 
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L’origine des substances utilisées est la suivante : roténone pour analyse (Sigma), 
téphrosine et dégueline (gracieusement fournies par le Dr Delle MONACHE, Istituto di 
chimica, Universita Catholica del Sacra Cuore, Roma, Italy) et déhydro-roténone, 
déhydro-dégueline et roténolone (gracieusement fournies par le Dr FUJITA, Department of 
Agricultural Chemistry-College of Agriculture, Kyoto University, Japan). 

Pour les dosages en routine de roténoïdes, la colonne de séparation utilisée est une 
Lichrospher 100 Ch.8/II (Si-(CH2)7-CH3) (5 pm). Un chromatogramme type témoin est 
donné sur la figure 12 et des dosages effectués sur les feuilles, les cals et les suspensions 
cellulaires de Tephrosia vogelii sont illustrés par la figure 13. 

8) Extraction et dosage de l’activité PAL 

Le protocole d’extraction de BERLIN et WIDHOLM (1977) a été adapté à nos 
cultures cellulaires végétales. 

Le matériel végétal (cals ou cellules isolées), environ 1 g de masse fraîche essoré par 
filtration sous vide partiel et pesé exactement, est broyé au mortier, à froid (O-4’ C), dans 
du tampon (2 ml de tampon Tris-Hcl 100 mM à pH 8,6) en présence de : 
Polyvinylpyrrolidone insoluble (0,5g), B Mercaptoéthanol (15 C~M). Le mortier est rincé 
avec 2 ml de tampon froid, l’ensemble est filtré sur laine de verre. 

Le broyat-est ensuite centrifugé pendant 15 minutes à 27 000 g (4OC) (Centrifugeuse 
réfrigérée SORVALL RCSB. Dupont Instruments). Le surnageant obtenu constitue 
l’extrait enzymatique brut. 

b) Mise en évidence d’une activité PAL 
Afin de mettre en évidence l’existence d’une activite PAL dans notre matériel végétal 

in vitro, trois milieux réactionnels témoins sont réalisés : 
- Tl contenant substrat et tampon : témoin d’une éventuelle réaction chimique non 

enzymatique. 
- T2 contenant tampon et extrait enzymatique : la présence du produit final 

signifierait qu’il est déjà présent dans le milieu réactionnel (témoins extrait végétal). 
- T3 contenant substrat et enzyme dénaturée par la chaleur (ébullition pendant 5 min) 

si le produit n’est pas formé, c’est que l’enzyme est nécessaire pour sa synthèse. 
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_ Composition des milieux réactionnels pour 1 ,.Y ml total 

Essais Extrait enzymatique Extrait bouilli Phénylalanine Tampon Tris-HC1 
100 ni&4 100 mïï pH 8,6 

Tl 0 0 200 p1 13OojA 

T2 0 

E 

Chaque échantillon est réalisé en triple exemplaire. 

L’ensemble est incubé au bain-marie 25 OC durant. 12 heures, afin d’obtenir 
suffisamment de produit de la réaction enzymatique pour la réalisation d’une 
chromatographie descendante mono-dimensionnelle. 
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_Arrêt de la réaction et extraction 

Milieu réactionnel + 

I 

4- 250 ~1 d’HCL 6 N ( arrêt de la réaction, formation d’un 
précipité contenant : l’acide cinnamique 
sous forme -COOH et la phénylalanine 
sous forme -NH3+) 

-5 ml d’éther éthylique (solubilisation de l’acide cinnamique 
apolaire) 

Evaporation à sec 
de la phase éthérée 

I 

4- 5 ml d’éther de pétrole (solubilisation des pigments dans 
l’éther de pétrole ) 

Jeter la phase liquide 
et laisser évaporer 
les restes d’éther de pétrole 
dans le ballon 

le résidu de chaque échantillon est repris par 200 ~1 de méthanol , 

On réalise une chromatographie descendante mono-dimensionnelle sur papier 
Whatmann n* 1 dans le solvant suivant : butanol, acide acétique, eau (6 : 1 : 2- v/v). 

100 ~1 de chaque solution sont déposés sur le papier. A chaque extrémité est déposé 
également un témoin d’acide cinnamique (50 pg). 

Après une migration de 10 heures, les spots d’acide cinnamique sont détectés aux 
rayons UV. La bande de papier correspondant à ces spots est découpée. 

_ Mise en solution de l’acide cinnamique et mesures 
Chaque zone de papier découpée est éluée par présence de 10 ml de méthanol. Le 

liquide est filtré sur laine de verre, le futrat est analysé au spectrophotomètre. 

Un blanc est réalisé avec du papier Whatmann no1 élué avec du méthanol. On réalise 
un spectre d’absorption de chaque échantillon entre 400 et 200 nm. 
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Résultats : 
Tl contre blanc 
T2 contre Tl 
T3 contre Tl 

pas de réponse 
idem 
idem 

E contre T2 hm = 270 nm (longueur d’onde correspondant au hm de l’acide 
cinnamique). 

Seul l’essai E contient de l’acide cinnamique. On peut ainsi affirmer que la présence 
d’acide cinnamique est due à l’action d’une enzyme, la PAL, présente dans notre extrait 
végétal et encore fonctionnelle après l’extraction. 

c) Mesure de l’activité PAL 
La réaction catalysée par la PAL est irréversible et l’évaluation spectrophotométrique 

de la vitesse de production d’acide cinnamique donne l’intensité de l’activité enzymatique. 

Le coefficient d’extinction molaire de l’acide trans-cinnarnique est E = 10 000 

mol-*.l.cm-1 à 290 nm alors que la phénylalanine n’a pratiquement aucune absorption à 
cette longueur d’onde. En conséquence, la désamination du substrat peut être suivie 
commodément par l’augmentation de la densité optique au cours du temps. 

Les mesures sont effectuées en triple exemplaire. 
Les milieux réactionnels suivants,sont réalisés et mis à incuber à 30 “C pendant 1 

heure 30 dans des microtubes Eppendorf. La linéarité en fonction du temps d’incubation a 
été réalisée, les courbes et les résultats sont présentés dans le chapitre V. 

Essais Témoin Mesure activité Concentration 
finale en mM 

Tris-HCL pH 8,6 
1oon-M 

1300@ 800 ~1 53,3 mM 

Phénylalanine 100 mM 0 500@ 33,3 mM 

Extrait enzymatique 200 /.ll 2wJ 

La réaction est stoppée par adjonction de 100 ~1 d’une solution d’HCL à 6N. Les 
tubes sont mis à centrifuger pendant 5 minutes à 10 000 g (Microfuge BECKMANN), afin 
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de sédimenter les protéines. 
Dans ces conditions, la concentration en substrat est saturante et la vitesse 

d’apparition du produit de la réaction est proportionnelle à la quantité d’enzyme présente 
dans l’extrait (les courbes de ces différentes expérimentations sont présentées dans le 
chapitre V). 

d) Dosacre des Drotéines solubles 
Le dosage des protéines solubles est réalisé suivant la méthode de SEDMAK et 

GROSSBERG (1977), qui allie une bonne reproductibilité et permet de détecter des 
teneurs en protéines solubles inférieures à 1 pg. 

Ce test peut être utilisé pour une grande variété de protéines dont le poids 
moléculaire est supérieur à 3 000. La solution de Sedmack est préparée comme suit : Bleu 
de Coomassie G250 : 0,06 % dans une solution de PCA à 3%. 

Les protéines sont dosées spectrophotométriquement à 610 nm. 

e) Calculs de l’activité enzvrnatiaue 
La quantité d’acide cinnamique formée est donnée par la loi de BEER-LAMBERT 

D.O. = E. C. d 

C = concentration en mole.l-l 
d = épaisseur de la cuve : 1 cm 

E = Coefficient d’extinction molaire : 10 000 mol-l.l.cm-l 

L’activité spécifique de la PAL est finalement donnée par la formule suivante : 

A D8 x V x 1000 

en ~mole.min-l.g-l de protéines 

& X d X ht X V X Cpreteines 

v : (1) 

& : 10 000 mol-l.l.cm-1 

d:lcm 
At : min 

Cprotéhes : g.1 -1 
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9) Essais de stimulation de la production 

< -  

4” 

a) Incomoration de Drécurseur 
Des solutions de L-phénylalanine de différentes concentrations (10 rmM ; lmkl ; 

0,5mlM; 0,lmM; 0,05 mM ; 0,Ol mM), sont ajoutées au milieu de culture déjà 
autoclavé après filtration stérile sur membrane millipore de 0,45 ym. 

Une vingtaine d’Erlenmeyers sont ensemencés (cf. chapitre III) dans les conditions 
habituelles de culture (densité cellulaire initiale de 11 % pour les suspensions hétérotrophes 
et de 12 % pour les suspensiopns photomixotrophes) : trois Erlenmeyers par essais de 
concentration en L-phénylalanine plus trois témoins. Au 6ème jour de culture pour la 
souche hétérotrophe et au 12 ème jour de culture pour la souche mixotrophe (période 
précédent le pic de production), les solutions de L-phénylalanine de différentes 
concentrations, sont ajoutées stérilement dans les Erlenmeyers correspondants (environ’ 
500 ~1 de solutions), afin de modifier au minimum les conditions de culture à l’intérieur de 
I’erlen. 

b) ADDOIT d’éliciteur Dathofzène 

-- Préparation du matériel fongique : 
A partir de plants de Catharanthus roseus présentant des symptômes nécrotiques, 

des agents pathogènes ont été isolés et cultivés sur milieu nutritif. 
Deux souches mycéliennes ont pu être ainsi purifiées : il s’agit de deux Fusarium 

dont l’espèce est en-cours d’identification. Ces deux souches (Fu 123 et Fu 127) sont 
maintenues en mycothèque au Laboratoire de Phytopathologie de 1’ORSTOM 
d’Adiopodoumé. 

La préparation du matériel fongique donnée ici a été réalisée par 8. EUO, 
Phytopathologiste à 1’ORSTOM. 

Pour les besoins d’une infection, le matériei fongique est cultivé en milieu 
liquide (100 ml de milieu pour des Erlenmeyers de 250 ml), agité ou non agité. 

Matériels & Méfhodes 
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Composition du milieu liauide : 

Pour un litre de milieu liquide : 

saccharose 
sol.thiamine (0,005 %) 
sol. d’oligoéléments 
Asparagine 

NaNO 

K2H P04 

m2 po4 

Mi3 SO4 

KCl 

20 g 
lml 
lml 

lg 

2g 

038 g 

072 g 
OS g 
OS g 

L’expérimentation est menée comme suit : 

MILIEU DE 
cuLTuRl~ 

SEUL 

MlLlEU 
+ 

Fusarium 
(Fu-123) 

MILIEU 

FlLLiUP?l 
(Fu- 127) 

Erlens agités (A) TA : 2 Erlenmeyers 123A : 7 Erlenmeyers 127A : 6 Erlenmeyers 

Erlens non agités (B) TB : 2 Erlenmeyt;s 123B : 7 Erlenmeyers 127B : 6 Erlenmeyers 
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Après huit jours de culture, les échantillons sont traités comme suit : 

Filtration sur verre fritté no 1 

filtrat 
de culture congelé 

mycelium broyé au “Waring Blendor” 
dans 600 ml d’eau 

4 
Autoclavage 2 h à 110°C 

Filtration sur verre fritté no1 puis no4 

+ 
concentration du filtrat à 30 ml 

(ro tavapor) 
+ 

+ 70 
.F 

1 EtOH 

conservation 24 h à 4°C 

+ 
Centrifugation (5 min., 27 000 g) 

4 
concentration à sec du surnageant 

Extrait sec repris par H20 : 
SOLUTION MERE (congelée) 

_Protocole : 
Une vingtaine d’erlens sont ensemencés par pesée dans les conditions habituelles de 

culture (densité intiale de 11 % pour les suspensions hétérotrophes, et 12 % pour les 
suspensions phoeomixotrophes) : trois Erlenmeyers par essais de. concentration en 
éliciteurs, plus trois témoins. ,, ,:. 

Au 6Eme jour de culture pour la souche hétérotrophes et au 12ème jour de culture pour 
1 
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la souche mixotrophe (piriode précédant le pic de production), 1Oi; @l et 500 ~1 de la 
solution d’éliciteur 123 B sont ajoutés stérilement dans les Erlenmeyers (la solution 
d’éliciteur ayant été au préalable autoclavée à 116” C pendant 30 minutes). 

c) A~uort de solutions tamuonnées 

Des tampons MES-KOH de différents pH (50 ; $5 ; 6,0) sont realisés. 
Ces différentes solutions sont ajoutées au milieu de culture à une ;;!ncentration finale 

de5mM. 
Le pH des milieux de culture est mesuré juste après l’adjonction de la solution 

tampon. 
Une vingtaine d’Erlenmeyers sont ensemencés par pesée (cf. chapitre III) dans les 

conditions habituelles de culture (densité cellulaire initiale de 12 % pour la souche 
mixotrophe et de 11 % pour la souche hétérotrophe) : trois Erlenmeyers par essai de 
solutions tampons de pH différents, plus trois témoins. 

Au 12ème jour de culture pour les cultures mixotrophes et au 6ème jour pour les 
suspensions hétérotrophes, les solutions tamponnées de différents pH sont ajoutées 
stérilement dans les Erlenmeyers (les solutions tampons ayant été au préalable autoclavées 
à 116OC pendant 30 minutes). 

d) Adionction de fortes concentrations en sels 

Une solution de NaCl (2,85 M) est réalisée. 
0,25 ml (9 mM concentration finale) ; 0,5 ml (18 mM) ; 1 ml (18 mM) ou 1,s ml (45 

mM) de cette solution sont ajoutés après filtration stérile sur membrane millipore de 0,45 
prn, au milieu de culture des essais. 

Une quinzaine d’Erlenmyers sont ensemencés par pesée (cf. chapitre III) dans les 
conditions habituelles de culture (densité cellulaire initiale de 11 % pour la souche 
hétérotrophe et de 12 % pour la souche photomixotrophe) : trois Erlenmeyers par essais de 
concentration en sels plus trois témoins. 

Au 6ème jour de culture pour les suspensions hétérotrophes et au 12ème jour de 
culture pour les suspensions mixotrophes, les différentes concentrations en NaCI, sont 
ajoutées stklement dans les Erlenmeyers correspondants (0,25 ml ; 0,5 ml ; 1 ml et 1,5 
ml). 

Matériels & Méthodes 
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L’ensemble des Erienmeyers sont alors remis à agiter dans les conditions standards 
de culture, puis sont utilisés 45 heures après l’apport en sels. 

e) Traitement à I’ethrel 
Les cultures sont ensemencées dans des fioles à vide comportant un filtre k-iie de 

0,45 prn de type Millex. 
Dans une seconde fiole à vide, on incorpore 1Oml de tampon Tris-HC1 100 rnM à 

pH 8,4 et une petite cupule contenant 100 ~1 d’ethrel (acide Zchloroéthylphosphonique 
appelé encore Ethephon ou CEP), générateur d’éthylène, préparés à I’IRCA (Institut de 
Recherche sur le Caoutchouc en Afrique, Côte d’ivoire). 

Les fioles à vide sont reliées entres elles, et la cupule contenant l’ethrel est renversée 
dans la solution tampon ce qui entrake un dégagement d’éthylène. 

Un témoin est réalisé de manière équivalente, mais les 100 ~1 d’éthrel sont 
remplacés par de l’eau bidistillée. 

Matériels & Mérhodes 
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CHAPITRE III : OBTENTION ET CARACTERISATION DES 
CULTURES CELLULAIRES HETEROTROPHES ET 
PHOTOMIXOTROPHES 

A) CROISSANCE ET PRODUCIION SUR MILIEU GELOSE 

La croissance en relation avec la production de roténoïdes est étudiée sur des cals 
chlorophylliens cultivés à la lumière, et sur des cals hétérotrophes stricts, cultivés à 
l’obscurité. 

1) Matériel végétal 

*Cals chlorophylliens : souche B ayant subi 16 repiquages successifs à la lumière 
sur le milieu décrit dans le chapitre matériel et méthodes, additionné de 30 8.1-r (88 mM) de 
saccharose, cals mères âgés de 22 jours. 

* Cals hétérotrophes : souche 13 ayant subi 25 repiquages successifs à l’obscurité sur 
le milieu décrit dans le chapitre matériel et méthodes additionné de 30 g.l-1 (88 mM) de 
saccharose, cals mères âgés de 25 jours. 

2) Protocole 

Cinq cals de masse voisine (0,2 g Ml?) sont ensemencés dans un Erlenmeyer de 300 
ml contenant 80 ml de milieu gélosé. Une vingtaine d’erlenmeyer sont ainsi préparés. Tous 
les cinq jours, un Erlenmeyer (deux en début de culture compte tenu de la faible biomasse) 
est sacrifié. 

Les paramètres suivis sont : 
_ Masse fraîche (MP) par erlen et/ou MF moyen par cal ; 
_ Masse sèche (MS) sur aliquote ; 
_ Teneur en chlorophylles (a + b) sur aliquote ; 
_ Teneur en roténoïdes totaux ; 
_ Teneur en roténone. 

Condition de cultures à la lumière ou à l’obscurité, suivant la souche : cf. techniques 
de culture. 

Résultats & dimissions ’ 
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Remarque : Les résultats donnés dans lesfigures 14,15,16 et 17 corespondent à une moyenne faite 

sur quatre manipulations pour les cals chlorophylliens et ceux donnés dans les figures 18,19 et 20 pour 

trois manipulations sur les cals hétérotrophes. I 

Les teneurs en chlorophylles totales proviennent de manipulations effectuées par 
M. F. TROUSLOT sur des cals chlorophylliens d’une autre souche de Tephrosia vogelii. 

3) Résultats 

a) Souches cultivées à la lumière : 
_ Croissance 

L’examen de la figure 14 montre que l’évolution de la masse fraîche (MF moyen par 
cal) en fonction du temps, s’inscrit sur une courbe à phase accélérée suivie d’une phase 
ralentie, le point d’inflexion se situant au 20ème jour de culture. 

Les valeurs expérimentales transformées selon l’expression Ln (Masse fraîche) 

s’ordonnent sur une droite jusqu’au temps t20, avec un coefficient de corrélation p = 0,997 

(figure 15). La croissance accélérée des cals peut donc être assimilée à une croissance 
exponentielle. Le rapport de la biomasse fraîche finale moyenne a tdo (3,18 g) et de la 

biomasse fraîche à l’ensemencement tc (0,29 g) nous donne un facteur de multiplication de 

10,96 pour les cals. La masse sèche est multipliée par 53. 
La diminution de la teneur en matière sèche à partir du 25ème jour de culture est à 

corréler avec l’augmentation de la fiiabilité du cal, facteur important pour le passage en 
suspension (observations visuelles). 

La teneur des cals en chlorophylles se situe entre 1,2 et 2,3 pg.mg-1 MS tout au long 
de la culture (figure 16). 

La forte teneur en chlorophylles au temps te (2,3 pg.mg-1 MS) est liée à la sélection 

des parties les plus vertes et les plus jeunes au moment du repiquage. 

_Evolution de la Production de roténoïdes (figure 17) 
Les cals chlorophylliens de souche 13 synthétisent principalement de la roténone 

(environ 76 % des roténoïdes totaux). On observe après l’ensemencement tout d’abord une 
chute de la production de roténoïdes, puis une augmentation dont le maximum se situe en 
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pleine phase exponentielle, à t20 avec une teneur en roténone de 573 pg.g-l MS (750 

pg.g-1 MS de roténoïdes totaux) contre une teneur de 469 pg.g-1 MS à te. Cette forte 

teneur en roténone au temps te s’explique par le fait que le repiquage des cals est effectué 

au 22ème jour de culture, correspondant au maximum de production de cette souche. La 
production de roténone chute ensuite au 25 ème jour de culture (190 pg.g-1 MS) et reste 

faible et relativement stable jusqu’à ta. 

b) Souches cultivées à l’obscur@ 

_ Croissance 
On note (figure 18) une évolution de la masse fraîche (MF par erlen) sensiblement 

différente de celle obtenue avec la souche B chlorophyllienne. 
Les valeurs expérimentales transformées suivant l’expression Ln (MF) s’ordonnent 

sur une droite entre les temps ts et tz, avec un coeffkient de corrélation de 0,998 (figure 

19). La phase accélérée de la croissance des cals peut donc être assimilée à une croissance 

exponentielle. La biomasse fraîche finale se situe à 10585 g (tdo) pour un ensemencement 

de 1,l g (te), soit un taux de multiplication de 9,86. La masse sèche est multipliée par 5. 

_ Evolution de la production de rothwïdes (figure 20) 
Contrairement aux observations faites sur les cals chlorophylliens de la même 

souche, l’ensemble des roténoïdes rencontrés dans les plantes entières (dégueline, 
téphrosine et roténone) sont retrouvés après extraction et dosage des cals hétérotrophes. 
La production de roténone est très faible par rapport à l’ensemble des roténoïdes totaux 
(seulement environ 15%), elle est parfois même non dosable. 

Après une chute au repiquage, la production maximale de roténoïdes est obtenue au 
15ème jour de culture (87 pg.g-1 MS). Après le 2@me jour de culture la production diminue 

considérablement, pour se stabili-er à ta à 35 pg.g-t MS. 

4) Comparaison-Discussion 

* Dans les conditions expérimentales utilisées, la croissance des cals chlorophylliens 
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et hétérotrophes de Tephrosia vogelii de souche B est exponentielle puis ralentie. 
On note très peu d’écart entre le taux de multiplication des souches hérérotrophes 

(9,St;) et celui des souches chlorophylliennes (10,96). 
De même, le facteur de multiplication de la masse sèche est de 5. 
La lumière ne semble donc pas jouer de rôle prépondérant sur la croissance des cals 

de Tephrosia vogelii. 
Le(s) facteur(s) limitant(s) de la croissance sont problablement d’ordre nutritionnel : 

pour conserver une souche sur milieu solide, il est impératif de la repiquer à intervalles 
réguliers sur du milieu neuf. Les cals hétérotrophes et chlorophylliens sont repiqués toutes 
les trois semaines. 

Des courbes de croissance de même type ont été obtenues sur d’autres souches de 
Tephrosia vogelli, (TROUSLOT, communication personnelle) et sur des souches de Abrus 
precatorius (HARDY-CLARIS, 1988). 

* La biosynthèse des roténoïdes dans les cals chlorophylliens et hétérotrophes de 
souche 13 est réalisée parallèlement à la croissance (maximum de prduction en pleine phase 
exponentielle). 

Ce type de cinétique a déjà été décrit par BEÇKER et SCHRALL (1977) lors de 
l’étude de la croissance de cals de Sylbinurn rnaritimun 9 en relation avec la production de 
flavonoïdes. 

La biosynthèse presque exclusive de roténone dans les cals chlorophylliens (76 % 
des roténoïdes totaux) est un fait intéressant, puisque, rappelons-le, ce composé (le plus 
actif) est présent en quantité mineure (seulement 7 à 12 % parmi les roténoïdes totaux des 
feuilles de T. vogefii). Ce phénomène peut être imputt5 à une déviation métabolique souvent 
observée en culture in vitro (IBIW-IIM, 1983), ou encore à une inhibition enzymatique de 
la transformation de la roténone en d’autres roténoïdes. 

On peut également noter une accumulation de roténoïdes plus importante dans les 
cals chlorophylliens par rapport aux cals hétérotrophes. 

Cette observation peut être reliée au fait que la PAL, enzyme clé de la biosynthèse 
des phénylpropanoïdes et donc des roténoïdes (cf. voie de biosynthèse chapitre 1, figure 2) 
est stimulée à la lumière ( HAHLBROCK et al., 1976 ; EBEL et HAHLBROCK, 1977). 

Nous aborderons cet aspect métabolique dans le chapitre V. 4 
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Un effet positif de la lumière sur la formation de serpentine (ROLLER, 1978), mais 
aussi d’anthocyanines (CAREW et KRUEGER, 1976), a été également rapporté dans le 
cadre d’expériences faites sur des cals de Catharanthus roseus. 

En conclusion, cette étude nous a permis : 
* de définir la p &-iode optimale pour le repiquage des souches ; en fin de 
phase exponentielle : 25 ème jour de culture (primordial pour l’entretien et le 
maintien de la stabilité du souchier) ; 
* de connaître le facteur de multiplication de la biomasse ; 
* de déterminer la période où la production de roténoïdes 
est maximale : 20éme jour pour la souche chlorophyllienne et 15ème jour pour 
la souche hétérotrophe. 

Aucune différence n’a pu être mise en évidence au niveau de la croissance des cals 
hétérotrophes et chlorophylliens. La lumière, par contre, semble affecter fortement la 
biosynthèse et l’accumulation de roténoïdes dans les cals de Tephrosia vogelii. En effet, la 
-production de roténoïdes est pratiquement 10 fois plus élevée à la lumière quà l’obscurité. 

Les résultats obtenus ici, constituent un préalable indispensable à la suite de notre 
étude. Ils nous ont permis notamment, de sélectionner des souches hétérotrophes et 
photomixotrophes ayant une bonne croissance et synthétisant des quantités non 
négligeables de roténoïdes. 

Ces souches, ainsi caractérisées, vont servir d’inoculum pour les suspensions 
cellulaires sur lesquelles seront effectuées de nombreuses études, tant au point de vue de la 
caractérisation de-la croissance, dü métabolisme glucidique et azoté, que de la production 
de métabolites secondaires. 

B) ETUDE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES EN ERLENMEYER 

. . 

La stratégie la plus couramment utilisée lors de la mise en oeuvre d’une production 
de métabolites secondaires consiste, en premier lieu, à comparer les cinétiques de 

.‘croissance et de biosynthèse de métabolites secondaires en culture discontinue ; il est alors 
possible de s’orienter vers un choix technologique permettant de se placer dans des . . . . . f. 
conditions favorables à la production. 
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Quand l’accumulation de métabolites s’effectue durant la phase exponentielle, le 
développement de procédés assurant une croissance optimale permettra l’obtention de 
quantités plus importantes de métabolites. Ce modèle de prduction est réalisé notamment 
par des suspensions cellulaires de Berberis (HINZ et ZENK, 1981) synthétisant de la 
berbérine et des suspensions cellulaires de Phytolacca americana synthétisant des 
béthacyanines (SAKUTA er al., 1986). 

En revanche, lorsque production et croissance sont découplées, il est intéressant de 
maintenir les cellules dans un état de non prolifération après la croissance (TABATA et al., 
1974 ; NOE et af., 1980). 

La croissance de suspensions cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes de 
Tephrosia vogelii en relation avec certains aspects du métabolisme et de la production de 
roténoïdes a été étudiée. 

Nous nous sommes plus spécialement attachés à suivre l’évolution des nutriments 
azotés et glucidiques ainsi qu’à celle du phosphore inorganique et des sulfates, le milieu de 
culture n’étant pas renouvelé. 

Les caractéristiques de la croissance et les modifications du métabolisme- 
glucide-azoté, en relation avec le métabolisme secondaire, ont été suivies au cours du 
cycle de croissance. 

1) Matériel végétal 

* Suspension hétérotrophe de Tephrosia vogeiii : souche B ayant subi 15 
repiquages sur un milieu liquide à 20 g-l-1 (58,6 mM) de saccharose. 

* Suspension photomixotrophe de Tephrosia vogelii : souche l3 ayant subi 9 
repiquages successifs à la lumière sur le milieu liquide donné dans le chapitre “Matériel et 
Méthodes”, additionné de 15 g.l-1 (44 mM) de saccharose. 

2) Protocole 

* Suspension hétérotrophe : 
La suspension initiale âgée de 7 jours (ce qui correspond d’après Ies 

expérimentations réalisées au préalable à la fin de la phase exponentielle de croissance) est 
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filtrée sur toile à bluter de maille 40 prn, de manière à obtenir d’une part, la biomasse 
fraîche, d’autre part, le milieu conditionné sans lequel la suspension ne pourrait démarrer. 

En effet, ce milieu conditionné est recueilli et mélangé à du milieu neuf à raison de 
75 ml pour 600 ml de milieu neuf. 

Pour une densité d’ensemencement de 12%, environ 8 g de matière fraîche (pesée 
stérile) sont ensemencés dans 80 ml de milieu dans chaque erlen. 15 Erlenmeyers sont 
ainsi préparés. 

Tous les jours, un erlen (deux en début de culture, compte tenue de la faible densité 
cellulaire) est utilisé. 

Les paramètres suivis sont : 
- 1epH; ’ 
- le volume sédimenté ; 
- la Ml? de la suspension ; 
- la MS sur une aliquote ; 
- la respiration ; 
- les glucides imra et extracellulaires ; 
- les ions ammoniums et le phosphore inorganique intra et extracellulaires ; 
- les ions nitrates et sulfates extracellulaires ; 
- les roténoïdes totaux intra et extracellulaires ; 
- la roténone intra et extracellulaire. 

* Suspension p hotomixotrophe : 
La suspension initiale âgée de 14 jours est filtrée sur toile à bluter de. maille de 

4Opm. 20 Erlenmeyers sont ensemencés à raison de 8 g de matière fraîche (peése stérile) 
pour 80 ml de milieu (100 ml de milieu conditionné pour 500 ml de milieu neuf), 
correspondant à une densité cellulaire initiale de 11%. 

Un Erlenmeyer est utilisé tous les deux jours et les paramètres définis pour la souche 
hétérouophe sont suivis en y ajoutant : 

- la photosynthèse 
- la teneur en cholorophylles (a+b) 

.., ._ : 
. 
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3) Résultats 

a) Souche hétérotrouhe 
Les résultats présentés dans ce paragraphe correspondent à deux répétitions. 

- Evolution générale de la croissance et du pH extracellulaire 
Dans les conditions de culture retenues, la croissance des suspensions cellulaires 

hétérotrophes de Tephrosia vogelii est caractérisée par : 
- une phase de latente brève de un jour (pas toujours reproductible et visible 
seulement au niveau du VS), 
- une phase exponentielle de 4 jours (figure Zl), 
- une phase stationnaire de croissance de 2 jours. 

La phase exponentielle se traduit en coordonnée semi-logarithmique par une droite 
d’équation : 

Y = 0,22 X + 2,7 Y = biomasse et X= Temps (avec p = 0,999) (figure 22) 
Le temps de doublement de la population cellulaire (Td) est ici de 65 heures. 
Le maximum de biomasse produite en fin de croissance exponentielle est atteint au 

7ème jour de culture (Biomasse finale : 200 gl-l en masse fraîche et 13,3 8.1-l en masse 
sèche). 

La MF est multipliée par 35 en une semaine alors que la MS est multipliée par 2,56. 

Le pH du milieu de culture varie : il est de 5,25 à l’ensemencement, s’abaisse à 4,5 
au 3ème jour de culture et s’élève progressivement à 5,0 au gème jour de culture (figure 23). 

_Evolution des échanges gazeux 
L’intensité respiratoire à l’obscurité est faible en début de culture (figure 24). Elle 

s’intensifie fortement pendant la phase de multiplication cellulaire intense, jusqu’au 6ème 
jour de culture. En fin de cycle, cette respiration cellulaire diminue sensiblement, ce qui 
qui pourrait être mis’ en relation avec le début de la lyse cellulaire. 
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Figure 25 : Figm 26 : 
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_ La nutrition carbonée 
* Glucides extracellulaires : Ch.ue 25 1 
L’hydrolyse du saccharose exogène étant totale dans le milieu de culture après les 3 

premiers jours de culture, la croissance s’effectue sur le mélange : glucose + fkrctose. 
La présence de glucose et de fi-uctose à l’ensemencement peut s’expliquer par une 

hydrolyse partielle du saccharose durant l’autoclavage du milieu de culture. 
Le glucose et le fmctose ne disparaissent jamais complètement du milieu, le glucose 

étant cependant consommé préférentiellement au fmctose. 
En fin de culture, il reste encore 5,5 mM de fructose et 25 mM de glucose dans le 

milieu. L’arrêt de la croissance ne semble donc pas directement imputable a une carence en 
sucres en fïn de culture. 

* Glucides intracellulaires : b%mre 26 1 
Le dosage des glucides intracellulaires nous a permis de mettre en évidence 

l’existence d’un pool interne important. 
Durant les deux premiers jours de culture, le saccharose interne augmente, et passe 

de 22,5 mM à 31,5 mM. Il est ensuite rapidement métabolisé lors de la phase exponentielle 
de croissance, et sa teneur en fin de cycle est encore de 15 mM. 

Le glucose et le fructose internes évoluent concomitamment au saccharose, un pic 
d’accumulation transitoire est observable au 2&me jour de culture, ces monosides sont 
ensuite métabolisés. Le glucose semble être accumulé préférentiellement au fiuctose, ce 
dernier étant peut-être plus rapidement métabolisé. 

La teneur résiduelle en glucose en fin de culture est de 15,4 mM et en fmctose de 
10,lmM. 

En fin de phase exponentielle, il demeure encore dans le milieu de culture une 
concentration en glucides intracellulaires de 27,5 mM (en équivalent saccharose) contre 
35,25 mM en début de culture. 

La figure 27 rend compte de l’évolution des glucides totaux externes et cellulaires 
exprimés en équivalent saccharose. Un flux important d’entrée des glucides est observé 
durant les deux premiers jours de la culture, suivi par une consommation rapide de ces 
éléments jusqu’au 5 he jour. Cette teneur intracellulaire en sucres se stabilise ensuite autour 
d’une valeur assez proche de celle de l’ensemencement (30 mM). 
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Figure 28 : 
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Les glucides extracellulaires totaux sont assimilés régulièrement au cours de la 
croissance jusqu’au 6ème jour de culture. Il reste environs 3 mM de glucides totaux dans le 
milieu lors de l’arrêt de la croissance. 

_ Les éléments min&-aux 
* Les ions NJ&+ sont absorbés en 7 jours (consommation unpeu plus ralentie entre 

le 5ème et le 7ème ’ JOLU de culture) (figure 28) 
Le dosage des ions ammoniums intracellulaires n’a pas été effectué. 
* En revanche, les ions nitrates sont assimilés beaucoup plus lentement et il reste 

encore 20 mM de nitrates en fin de ctilture, soit un peu plus du tiers de la concentration à 
l’ensemencement (figure 28). 

* Les sulfates ne disparaissent pas totalement du milku. La teneur résiduelle en 
sulfates en fin de culture est de 0,l mM contre 1,5 mM à l’ensemencement (figure 29). 

* Le phosphore inorganique est absorbé très rapidement (en deux jours de culture). 
Il n’est plus dosable dans le milieu dès le 2ème jour de culture (figure 29). 

Le dosage intracellulaire de ces ions nous a permis de constater une accumulation 
transitoire de ces ions durant les premiers jours de culture (6,9 mM contre 3,25 mM à 
l’ensemencement), diminuant ensuite très rapidement et atteignant un minimum (2,83 mM) 
lors de l’arrêt de la croissance. 

_ Evolution des roténoïdes : (figure 30) 
Les dosages HPLC effectués sur des échantillons prélevés chaque jour (à la fois sur 

le milieu et les cellules) révèlent la présence de plusieurs roténoïdes : dégueline, téphrosine, 
et roténone. La proportion de chacun de ces composés est similaire à celle observée dans 
les feuilles : le roténoïde majoritaire est la dégueline, suivi de la téphrosine et de la 
roténone, dont les faibles teneurs ne nous permettent pas toujours de la détecter dans le 
matéfiel végétal. 

Remaraue : 

Après extractions et dosages, des roténoïdes ont été détectés à la fois dans les cellules et le milieu 

de culture. Aussi, avec le souci d’homogénéiser nos résultats, nous avons exprimé les teneurs 

intracellulaires en roténoïdes en pg.g-1 MF et les concentrations extracellulaires en pg.ml-1 de milieu. En ., 
effet, les roténoïdes étant très probablement stockés dans la vacuole comme de nombreuxjlavonoï&s ou 
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Figure 30 : 
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phénylpropanoïdes (STANFORD, 1981 ; GUERN et al., 1987), il nous semble plus judicieux d’exprimer 

les concentrations par rapport à la masse fraîche comme, RENAUDIN le fait pour lëtude de la 

compartimentation des aicaloiiles chez m {RENAUDIN, 1982). 

Les roténoïdes totaux (intra et extracellulaires) seront exprimés en pg lerlen. 

* Roténoïdes intracelluiaires : 

Durant les quatre premiers jours de culture la teneur en roténoïdes a tendance à 
diminuer à l’exception du deuxième jour, où l’on note un petit pic de production. Dès le 

4ème jour s’ammorce le début d’un pic de production dont le maximum est atteint au 7ème 
jour de culture, en fin de phase exponentielle. Le maximum obtenu en roténoïdes totaux 
est de 3,42 ~g.g-~ h4F contre 1,84 pg.g-r MF à l’ensemencement. Cette concentration en 
roténoïdes diminue sensiblement lors du 8‘ me et 9ème jour de culture (159 pg.gr MF) . 

* Roténoïdes extracellulaires ; 

Les roténoïdes retrouvés dans le milieu de culture présentent une cinétique 
d’apparition identique à celle observée dans les cellules. 

Le maximum de production est obtenu après 7 jours de culture : 1,42 pg.ml-1 de 
milieu contre 0,5 pgml-1 de milieu à l’ensemencement. Lors du 8&me et gème jour de 
culture cette teneur diminue jusqu’à une valeur de : 1,09 pg.mkl de milieu. 

b) Souche nhotomixotronhe 
Les résultats présentés correspondent à des manipulations ayant été réalisées trois 

fois en quelques mois d’intervalle. 
_ Evolution & la croissance et du pH extracellulaire: 

L’évolution de la biomasse en fonction du temps peut se décomposer en : 
- une phase de latente de 2 jours, 
- une phase exponentielle d’une durée de 7 jours au cours de laquelle la population 

cellulaire a été multipliée par 3 (figure 32). La courbe de croissance transformée en donnée 

semi-logarithmique, permet d’ajuster une droite entre b et tic, dont l’équation est : 

Y = 0,ll X + 2,32 (p = 0,99) avec un Td = 56 heures. 

- une phase stationnaire de croissance de 4 jours. 
Durant la phase de latente, la masse sèche reste constante. Elle augmente ensuite 
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régulièrement pour se stabiliser entre le lWe et le 12 ème jour et finalement décroître, ce 
qui correspond probablement au début de la lyse cellulaire. 

Entre le 10ème et le 12‘ em= jour de culture, la matière fraîche atteint un plateau. 
Le maximum de biomasse produite est de 145 g de MF.l-1 de suspensions et de 9,3 

g de MS.l-1 de suspensions. La MF est donc multipliée par 4 alors que la MS est seulement 
multipliée par 2,7. 

Le pH du milieu de culture s’acidifie tout au long de la phase de latente et le début 

de la phase stationnaire (figure 33). Il passe d’une valeur de $25 à b à une valeur de 4,25 

à ttz II s’alcalinise ensuite lentement durant la phase exponentielle et la phase stationnaire 

pour atteindre la valeur de 5,0. 

(a+b) : 
_ Evolution des échanges gazeux et de la teneur en chlorophylles 

* Resoi&on d l’obs,-u r $4 

L’évolution de l’intensité respiratoire des cellules au cours de la culture est rapportée 
sur la figure 34. 

Dès le premier jour de culture, on observe une augmentation drastique de l’intensité 

respiratoire. En effet, elle passe d’une valeur de 60 nmoles Oz.min-l.mg-l MS à 110 

nmoles 02.min-i.mg-1 MS en deux jours. La respiration cellulaire est maximale au 6ème 

jour de culture (180 nmoles 02 min-l.mg-1 MS), elle diminue ensuite sensiblement entre 

le 6he et le 12ème jour de culture. 
La respiration cellulaire augmente à nouveau en pleine phase stationnaire après 12 

jours de culture atteignant 200 nmoles 02.min-l.mg-1 MS. 

A l’ensemencement, la respiration à la lumière est plus faible que la respiration à 

l’obscurité (30 nmoles 02.min1.mg-1 MS), ce qui traduit une activité photosynthétisante 

(figure 34). Après deux jours de culture, l’intensité respiratoire est la même à la lumière 
qu’à l’obscurité. Au 6 ème jour, elle diminue régulièrement et se stabilise autour de la valeur 
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Figure 36 : 
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de-100 nmoles 02.min-t.mg-1 MS. 

Au cours de cette manipulation nous n’avons pas pu mesurer de photosynthèse 
nette. Par contre M. F. TROUSLOT, sur cette même souche photomixotrophe a pu 
mesurer une photosynthèse nette positive au cours d’autres manipulations (TROUSLOT 
M. F., communication personnelle). 

La capacité photosynthétique est de 0,5 lors de l’ensemencement et ne recouvre cette 
valeur qu’en fin de culture. Cette faible valeur inférieure à 1, ne permet pas de préjuger de 
la potentialité photoautrophe de cette culture. 

* LA teneur en chlorovhvlles (a+b) : (figure 3.5) 
Pendant les quatre premiers. jours de culture, correspondant à la phase de latente et 

le début de la phase exponentielle de croissance, la teneur en chlorophylles (a+b) exprimée 
en pg.mg-t MS diminue pratiquement de moitié. 

La synthèse chlorophyllienne reprend ensuite très activement jusqu’au début de la 
phase stationnaire. En fin de cycle, la chlorophylle commence à se dégrader, et sa teneur 
diminue sensiblement (1,25 pg.mg’1 MS), correspondant au début d’un état senescent. 
Cette expression de. la teneur en pigment reflète plus précisément l’intensité de la 
chlorophyllogénèse. 

Par contre, si l’on considère la concentration en chlorophylles totales par erlen, 
expression tenant compte de la biomasse et donc de la croissance, une toute autre évolution 

. est mise en évidence. La teneur en chlorophylles est peu modifiée durant les quatre 
premiers jours de culture puis augmente régulièrement jusqu’au l@me jour de culture 
correspondant à la fin de la phase exponentielle. Elle chute ensuiteJors de la phase 
stationnaire de croissance. 

_Evolution des nutrknents carbonés 
* Glucides extracellulaires : @mre 36) 

Les résultats montrent une hydrolyse rapide et complète du saccharose lors des 
quatre premiers jours de culture comme chez les suspensions hétérotrophes. 

Le glucose et le fructose formés ont totalement disparu du milieu, respectivement au 
loème et au 14be jour de culture, le glucose étant utilisé préférentiellement au fiuctose. ./ 

. . . . . .,, :. . 
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Figure 39 : 
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* Glucides intracellulaires : &wre 37) 
Durant les quatre premiers jours de culture (correspondant à l’hydrolyse totale du 

saccharose dans le milieu ) on note une augmentation du pool interne de saccharose 
(celui-ci doublant pratiquement). Cette teneur diminue ensuite lentement au cours de la 
culture. Il reste encore 7 mM de saccharose durant la phase stationnaire de croissance. 

Le glucose est stocké préférentiellement au fi-uctose. Le glucose et le fî-uctose ne 
sont pas totalement épuisés en fin de culture, on retrouve en effet environ 2 mM de glucose 
et de fructose. La teneur résiduelle en glucides (en équivalent saccharose), en fin de cycle, 
est de 9,5 n-M. 

L’évolution comparée des glucides totaux intra et extracellulaires (figure 38) permet 
de mettre en évidence les faits suivants : 

* les glucides intracellulaires sont consommés de façon régulière au cours de la 
culture jusqu’au 14ème jour. 

* l’entrée des glucides s’effectue essentiellement durant les deux premiers jours de 
culture. Ce pool interne est ensuite rapidement métabolisé, il reste 10 mM de glucides 
totaux (exprimés en équivalent saccharose) lors de l’arrêt de la croissance. 

_ Les éléments minéraux : 
* Les ions ammoniums sont assimilés régulièrement au cours de la croissance ; ils 

ont totalement disparu du milieu de culture au loème jour, ce qui coïncide avec l’arrêt de 
croissance des suspensions cellulaires photomixotrophes (figure 39). 

Un dosage intracellulaire des ions ammoniums s’est donc révélé indispensable. On 
observe alors un pic d’incorporation de l’ammonium au 4è*e jour de culture, en pleine 
phase exponentielle. 

Ce pool intracellulaire diminue ensuite progressivement au cours du temps, pour se 
stabiliser autour de 5 mM au 14he jour de culture. 

Les ions ammoniums ne paraissent donc pas être limitants pour la croissance. 
* Les nitrates ne sont pas totalement assimilés. La teneur résiduelle en nitrates dans 

le milieu est encore de 12,3 mM en fin de culture (figure 39). 
*Les ions sulfates sont progressivement absorbés pendant la phase de croissance. 

Ils ne sont plus dosables au loème jour de culture (figure 40). 
* Par contre, le phosphore inorganique est très vite absorbe, il a totalement disparu 
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du milieu au 4ème jour de culture (figure 40). 
Le dosage du phosphore inorganique intracellulaire permet de mettre en évidence 

l’existence d’un pool interne important, avec une teneur moyenne de 4 mM (à 
l’ensemencement comme en fin de culture) et l’existence d’un pic d’incorporation 
transitoire important (9,3 rnM) en début de culture, coincidant avec la disparition du Pi du 
milieu. 

_ Evolution des rotérwïdes : (jTigure 41) 
* Roténoïdes intracellulaires 

/ 

Les principaux roténoïdes retrouvés dans les cellules sont les suivants : roténone, 
dégueline, téphrosine (par ordre de concentration décroissante) ce qui diffère des 
suspensions hétérotrophes. 

On observe un maximum de production de roténoïdes lors du 8ème jour de culture, 
en milieu de phase exponentielle (8,17 pg.g-1 MF contre 0,43 pg.g-l MF). Cette 
accumulation conséquente diminue ensuite très rapidement, et reste relativement stable 
jusqu’au 14ème jour de culture avec une teneur en roténoïdes totaux de l’ordre de 3 pg.g-1 
MF. 

La roténone représente environ 64 % des roténoïdes totaux, et suit le même type de 
cinétique d’apparition que l’ensemble des roténoïdes au cours de la croissance. 

* Ro ténoïdes extracellulaires 
On observe une évolution et une répartition des roténoïdes extracellulaires similaires 

à celles décrites pour les roténoïdes intracellulaires. 
- la courbe de production des roténoïdes extracellelaires suit la croissance 
- le maximum d’accumulation de roténoïdes est atteint au geme jour de culture 
(0,722 pg.mF milieu) 
- un déclin de la production est observé durant la phase stationnaire. 

4) Discussion-Comparaison . 

a) Croissance et métabolisme 
- Croissance : 

L’existence d’un temps de latente (2 jours pour les cellules photomixotrophes et 1 
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jour pour les cellules hétérouophes), est probablement liée au fait que les cultures ont été 
ensemencées par des suspensions cellulaires ayant déjà atteint la phase stationnaire. 

Le facteur de multiplication de la biomasse est de 3,S4 pour la souche hétérotrophe 
et de 27 pour la souche photomixotrophe. Une meilleure croissance est donc obtenue pour 
la souche hétérotrophe dont le milieu de culture, rappelons-le, est plus riche en saccharose : 
58,6 mM contre 44 mM. 

Il est également intéressant de constater que le pourcentage en masse sèche (par 
rapport à la masse fraîche) des cellules hétérotrophes est, dans nos résultats, inférieur à 
celui des cellules chlorophylliennes (6 à 8 % contre 9 à 11 %). Ces résultats different de 
ceux obtenus sur des suspensions cellulaires d’Abrus precaforius où le pourcentage en 
matière sèche des cultures hétérotrophes oscille entre 10 et 15 % alors que celui des 
cultures photomixotrophes est inférieur à 10 % (HARDY-CLAFUS, 1988). De même, la 
teneur en matière sèche pour des suspensions cellulaires d’Acer pseudoplatanw cultivées à 
l’obscurité est de S à 12 % (GUERI$ 1979 ; JULIEN, 1985). 

- pH extracellulaire : 
Le pH initial des cultures est acide. Le passage à l’autoclave provoque généralement 

une acidification de l’ordre de 0,s unités pH. Pendant le cycle de culture les valeurs du pH 
varient considérablement car les milieux-de cuhure sont peu tamponnés. 

Le pH du milieu de culture, quelque soit la souche, s’acidifie durant la phase de 
latente et le début de la phase exponentielle, puis s’élève progressivement jusqu’à une 
valeur supérieure à 5,0 en fin de culture. 

D’après la bibliographie (LEGUAY, 1979 ; NEF, 1983 ; JULIEN, 1985) et suivant 
nos résultats, l’interprétation que l’on peut proposer est la suivante : 

- l’acidification du milieu serait consécutive à une augmentation de la pression 

partielle en CO2 dans l’atmosphère de l’erlen de culture d’une part, et d’autre part à une 

consommation plus importante des ions NH4+ que des ions NO,-, aboutissant globalement 

à une extrusion de protons. 
- l’alcalinisation relative du milieu en fin de croissance proviendrait en l’absence 

d’NH4+ de l’assimilation des nitrates se traduisant par une absorption de protons et une 

exuusion de OH. 
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mixotrophe) 
- Evolution de la teneur en chlorophylles (Suspension 

Au cours des quatre premiers jours de culture, on observe une croissance active et 
par contre une chlorophyllogénèse faible. Cet antagonisme a déjà déjà été noté par de 
nombreux auteurs (DALTON et STREET, 1976 ; NATO et al., 1977) . 

De plus, lors du repiquage, les cellules sont mises en présence d’une teneur en sucre 
importante qui limite la chlorophyllogénèse. Ce rôle inhibiteur du saccharose sur la 
chlorophyllogénèse a déjà été étudié par plusieurs auteurs (KAUL et SABHARWAHL, 
1971 ;NEUMANN et RAAFAT, 1973 ; YAMADA et SATO, 1978 et HARDY, 1984). 

_Nutrition carbonée 
Le saccharose est totalement hydrolysé en moins de quatre jours, aussi bien dans les 

cultures hétérotrophes que dans les cultures photomixotrophes. 
Cette hydrolyse du saccharose a été également observée dans des cultures cellulaires 

de carotte (UEDA et al., 1974 et KANABUS et al., 1986), de canne à sucre (THOM et al., 
1981>, des tissus de betterave à sucre (ZAMSKI et WYSE, 1985) et d’autres cultures 
(FOWLER et STEPHAN-SARKISSIAN, 1985). Ces observations impliquent la présence 
d’une invertase au niveau de la paroi cellulaire ou encore que la cellule sécrète une invertase 
dans le milieu de culture (AMIN0 et TAZAWA, 1988). 

L’acidifkation du milieu, en début de culture, pourrait promouvoir cette hydrolyse 
du saccharose par une invertase dont le pH optimum est généralement acide (COPPING et 
STREET, 1972). 

. . 

Alors qu’après hydrolyse du saccharose, une même teneur en glucose et en fructose 
est disponible dans le milieu, nous avons pu observer quelle que soit la souche, une 
consommation préférentielle du glucose par rapport au fructose. 

Cependant, lors de la disparition totale du glucose, la croissance et la production 
sont maintenues par la seule présence du fructose. Cette consommation préférentielle du 
glucose a déjà été .obtenue par KATOH et al., (1979), sur des cultures de tabac ; par 
MERILLON et al., 1983, sur des suspensions cellulaires de Catharanthus roseus et 
également par DRAPEAU .et al., (1986a), dans des cultures en batch de Dioscorea 
delt@&a. 

Le dosage des glucides intracellulaires nous a permis de mettre en évidence la .,., ._ : 
présence d’un pool interne relativement important de saccharose, glucose et fructose dont 
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la concentration totale en fin de culture est de 9 mM pour la souche photomixotrophe et de 
275 mM pour la souche hétérotrophe (valeurs exprimées en équivalent saccharose). 

La concentration en glucides ne peut donc pas être considérée comme facteur limitant 
de la croissance dans les suspensions cellulaires hétérotrophes, ni dans les suspensions 
photomixotrophes de Tephrosiu vogelii, à moins qu’il existe une concentration seuil 
d’utilisation des glucides par rapport au stockage intracellulaire. 

Les suspensions hétérotrophes accumulent en moyenne deux à trois fois plus de 
sucre que les suspensions mixotrophes. 

_ EBnents minéraux : 
Rappel : La concentration en ions du milieu Murushige et Skoog est la suivante : 

Pi I,25 mM 
so4-- 1,s mlw 

lvH4+ 2oJ.5 mki 

NO3 - 39,41 mM 

- Le phosphore inorganique (Pi) est le premier élément à disparaître du milieu de 
culture : au 3è*ejour (pour les cultures hédrotrophes), et au 4ème jour (pour les cultures 
photomixotrophes). Il n’estdonc pas limitant pour la croissance. Ceci est en accord avec 
les observations faites par MEEULLON et ai., 1983 sur Cutharanthus roseus et HENRY et 
a/., 198 1 sur Saponaria ocymoides. 

Ce composé qui régule bon nombre d’activités enzymatiques (SAVANT et ~sb., 
1982) peut également inhiber l’accumulation de métabolites secondaires (BALAGUE et 
WILSON, 1982 ; KNOBLOCH et BERLIN, 1983). 

La synthèse de nombreux composés phénoliques in vitro est limitée en présence de 
phosphate. Ainsi, l’accumulation de coumarines dans des cultures cellulaires de tabac 
(OKAZAKI et al., 1982), d’acide rosmarinique dans des suspensions cellulaires de 
Anchusa officinalis (DE-EKNAMBUL et ELLIS, 1985b) mais aussi d’anthocyanines 
dans des cultures cellulaires de Catharanthus roseus (KNOBLOCH et al., 1982) et de 
Viris (YAMAKAWA er al., 1983), est inhibée en présence de cet élément. 

Par contre, certaines cultures cellulaires, telle que Coleus blumei s peuvent voir leur 
production d’anthraquinones stimulée par de fortes teneurs en phosphate (ZJZNK et al., 
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1975). 
De ce fait, de nombreux milieux de production mis au point notamment pour la 

biosynthèse d’alcaloïdes dans des suspensions cellulaires de Catharanthus roscus (ZENK 
et al., 1977), ou encore pour la production de composés phénoliques et d’alcaloïdes sur ce 
même matériel (KNOBLOCH et BERLIN, 1983), sont dépourvus ou pauvres en 
phosphates. 

Le dosage intracellulaire du Pi dans les deux souches, nous a permis de constater 
une accumulation de ces ions durant les premiers jours de culture, ce pool diminuant 
ensuite, le Pi étant rapidement mobilisé pour le fonctionnement du metabolisme sous forme 
organique. Il reste encore 4 mM de Pi en fin de culture. La concentration de ces ions ne 
paraît donc pas être limitante pour la croissance. 

- En ce qui concerne la nutrition azotée, les ions ammoniums sont consommés 
préférentiellement aux ions nitrates dont la teneur résiduelle dans le milieu, en fin de culture 
est encore de 12 mM pour la souche photomixotrophe et de 20 mM pour la souche 
hétérotrophe. Ceci a déjà été observé par MERILLON et al., (1983) et MAC CARTHY et 
al., (1980) sur des suspensions cellulaires de Catharanthus roseus. 

Cette consommation préférentielle peut être mise en relation avec le fait que 

l’incorporation de l’azote par l’organisme végétal sous forme NHd+ nécessite moins 

d’énergie que l’incorporation sous forme NOS- (SALSAC et al., 1987). 

Il existe une relation étroite entre l’arrêt de la croissance et la disparition des ions 
ammoniums du milieu de culture. 

Cependant la présence de 5 mM de NHb+ intracellulaire en fin de culture dans les 

suspensions cellulaires photomixotrophes, ne nous permet pas de considérerer cet clément 
comme facteur limitant la croissance. 

b) Evolution de la nroduction de roténoïdes 

roténoiiis intracellulaires : - 
On observe une évolution assez similaire de la production intracellulaire de 

roténoïdes chez les cellules hétérotrophes et photomixotmphes au cours de la croissance. 
Toutefois, la production de roténoïdes dans la souche chlorophyllienne est réalisée .V. ’ : 
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beaucoup plus tôt, en pleine phase exponentielle. 

.i 

De plus, on peut noter des différences tant du point de vue qualitatif que quantitatif, 
sur la production de roténoïdes par des suspensions cellulaires de Tephrosia vogeiii 
cultivées dans deux conditions différentes. 

* Les souches maintenues à l’obscurité synthétisent l’ensemble des 
roténoïdes dosés dans les feuilles, avec comme constituant majeur la dégueline. 

* Les souches cultivées à la lumière synthétisent également l’ensemble des 
roténoïdes avec cependant une proportion plus importante de roténone (65 % des 
roténoïdes totaux). 

* La teneur maximale ‘en roténoïdes totaux est de 817 kg.g-1 MB pour les 
suspensions cultivées à la lumière contre 3,42 pg.g-1 MF pour les suspensions maintenues 
à l’obscurité, soit un peu plus du double. 

Ces différences observées au niveau de la production tant du point de vue qualitatif 
que quantitatif sont dues : 

- soit à des caractéristiques inhérentes à chaque souche, 
- soit à des conditions environnementales plus favorables à l’expression du 
métabolisme secondaire dans le cas de la souche photomixotrophe. 

Les conditions de culture des deux souches diffèrent seulement sur deux points : 
- la teneur en sucres : 44 mM pour la souche mixotrophe et 58,6 r& pour la 
souche hétérotrophe, 
- le facteur lumière. 

Le rôle positif de la lumi&e a déjà été observé durant l’étude de la croissance et de la 
production de roténoïdes de Tephrosia vogelii sur milieu gélosé ( cf. paragraphe A). 

Il est maintenant reconnu que la production de composés phénoliques in vitro est 
largement influencée à la fois par la qualité et l’intensité de la lumière. 

A l’exception d’une lignée cellulaire de carotte qui synthétise des anthocyanines à 
l’obscurité (OZEKI et KOMAMINE, 1981), la lumière blanche, dans bien des cas, induit 
ou stimule la formation de dérivés flavone dans des cultures cellulaires de Citrus et de 
Perroselinum horrense (BRUNET et IBEWHIM, 1973 ; KREUZALER et HAHLBROCK, 
1973) et d’anthocyanines dans des suspensions cellulaires de Catharanthus roseus 
(KNOBLOCH er ai., 1982). 
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La stimulation de la production de composés phénoliques sous l’effet de la lumière, 
est à relier avec son action au niveau de la régulation des enzymes impliquées dans la voie 
de biosynthèse des phénylpropanoïdes (HAHLBROCK, 1977) ; cet aspect sera discuté 
plus amplement dans le chapitre V concernant la PAL. 

_ Roténoïdes extracellulaires : 
Les extractions et les dosages effectués sur le milieu de culture nous ont permis de 

mettre en évidence la présence de roténoïdes extracellulaires, aussi bien dans la souche 
hétérotrophe que dans la souche photomixotrophe. 

Ces roténoïdes extracellulaires, dans la majorité des cas, sont identiques à ceux 
retrouvés dans les cellules pour la même souche. 

Cette présence de roténoïdes dans le milieu de culture est un fait très intéressant, 
puisque l’on sait qu’un des principaux handicaps de la production de métabolites par voie 
biotechnologique est l’obligation de devoir “sacrifier” la biomasse lors de l’extraction. 

L’accumulation de roténoïdes dans le milieu de culture, quelle que soit la souche, 
suit l’évolution de la cinétique d’apparition des roténoïdes dans les cellules. 

Aussi la lyse probable des cellules ne peut expliquer que partiellement la présence 
de roténoïdes dans le milieu. 

Il y aurait donc des phénomènes de diffusion ou d’excrétion de roténoïdes des 
cellules vers le milieu de culture. 

L’excrétion des métabolites secondaires in vitro est sujet à controverse depuis 
plusieurs années. La présence de métabolites dans le milieu de culture a d’abord été réfutée 
(SCOTT et al., 1979) ou encore attribuée à la lyse cellulaire (HINZ et ZENK, 1981). 
Cependant une étude comparée de l’évolution de la mortalité cellulaire et de l’excrétion de 
métabolites secondaires a montré dans bien des cas que l’excrétion des composés est 
réellement un processus physiologique contribuant à la dynamique globale de ces 
métabolites (GUERN et al., 1987). 

De plus certaines études montrent que les lignées cellulaires diffèrent dans leurs 
capacités à excréter les métabolites secondaires. C’est notamment le cas des cultures de 
Catharanthm roseus (PETIARD et COURTOIS, 1983) et des suspensions cellulaires de 
Cinchona Zedgeriana où.le pourcentage de métabolites excrétés peut varier del0 à 99 % de 
la production totale en fonction de la variété considérée (ANDERSON et al., 1982). 
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L’état des connaissances actuelles sur les mécanismes d’excrétion des métabolites 
secondaires par les cellules végétales est plutôt mince. Le terme lui-même d’excrétion est 
impropre puisqu’il implique l’existence d’un processus actif. Une des principales raison de 
cette méprise est le manque d’étude quantitative. La simple mesure des métabolites 
cellulaires et de ceux retrouvés dans le milieu de culture n’apportent pas suffisamment 
d’information. Le rapport des concentrations intra et extracellulaires en métabolites 
secondaires est plus significatif. Ainsi dans les cultures cellulaires végétales de Tephrosia 
vogelii, l’accumulation de roténoïdes intracellulaires est plus importante dans les 
suspensions mixotrophes que dans les suspensions hétérotrophes (figures 43,44). 

Suivant le type de métabolites considérés différents modèles d’excrétion peuvent être 
envisagés. Ainsi, dans le cas de certains alcaloïdes apolaires, une simple diffusion des 
formes neutres d’alcaloïdes pourrait expliquer la distribution des alcaloïdes entre les 
différents compartiments (RENAUDIN et GUERN, 1982 ; NEUMANN et al., 1983). 
Cette répartition des alcaloïdes entre cellules et milieu semble dépendre de la forme ionique 
de l’alcaloïde considéré et du gradient du pH existant entre le milieu intérieur et le milieu 
extérieur (NEF et al., 1986). A l’opposé, l’existence de vésicules intracellulaires qui 
fusionnent avec le plasmalemme et déchargent leur contenu à l’extérieur de la cellule 
(phénomène d’exoeytose) a été décrit dans certains cas (GUERN et al., 1987). 

Dans le cas de Tephrosia vogelii, il ne nous est pas possible dans l’état actuel des 
recherches de proposer un processus spécifique d’excrétion des roténoïdes. 

Cependant l’influence de l’évolution du pH de la culture sur la répartition des 
roténoïdes entre cellules et milieu devrait nous apprendre beaucoup à ce sujet. 

Aussi serait-il intéressant de cultiver des suspensions cellulaires sur des milieux de 
culture tamponnés, à des pH différents, et d’étudier la cinétique d’apparition des roténoïdes 
dans les cellules et leur répartition entre cellules et milieu. Ce type d’expérimentation a déjà 
réalisé par NEF er af., (1986) su des cultures cellulaires de Catharanthus roseus. Il est 
toutefois important de noter à ce propos que les roténoïdes ne sont pas des molécules 
chargées, contrairement aux alcaloïdes. 

Une teneur plus importante de roténoïdes dans le milieu est retrouvée chez les 
cultures hétérotrophes (maximum 1,42 pg.ml-1 milieu) que chez les cultures 
photomixotrophes (maximum 0,72 pg.ml-1 milieu), à l’inverse de l’accumulation 
intracellulaire. 
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Ce résultat intéressant est peut-être à relier avec le fait que les roténoïdes, rappelons 
le, sont des composés sensibles à la lumière, une possible dégradation de ceux-ci n’est 
donc pas à négliger. Afin de vérifier cette hypothèse, la souche hétéroirophe sera cultivée 
dans un premier temps à l’obscurité puis à la lumière. Les résultats de cette expérimentation 
seront donnés dans le paragraphe C. 

Production totale de roténoïdes : - 
Du point de vue du bilan de la production totale de roténoïdes par une souche B 

hétérotrophe et une souche photomixotrophe, nous pouvons conclure que l’accumulation 
de roténoïdes s’effectue simultanément à la croissance. Ainsi, le maximum de production 
est obtenu durant la phase exponentielle ou encore en début de la phase stationnaire. 

Ce mode de production a déjà été décrit, notamment dans les suspensions celhktires 
de Phytolacca americana accumulant des bétacyanines (SAKUTA et al., 1986), et chez de 
nombreuses Sofanaceae synthétisant des alcaloïdes du type tropane (TABATA et af., 
197 lb), dans des cultures cellulaires de Morinda cirrifobia (ZENK et ai., 1975) et de 
Galium moilugo (‘WILSON et BALAGUE, 1985) produisant des anthraquinones . 

La production totale de roténoïdes (cellules + milieu) calculée par erlens, est de 
106,L4 pg/erlen chez la souche photomixotrophe au 8ème jour de culture, et de 145 
pg/erlen dans la souche hétérotrophe au 7ème jour de culture. Ensuite, dans les deux cas, 
cette production totale diminue, ce qui est peut-être à mettre sur le compte d’un 
“catabolisme roténoïdique”. Cette expression de la production totale reflète assez,mal 
l’évolution quantitative réelle des roténoïdes dans chaque souche, puisque la biomasse 
finale des suspensions hétérotrophes est pratiquement le double des suspensions 
mixotrophes. Cependant elle rend compte de l’évolution qualitative de la teneur en 
roténoïdes totaux (intra et extracellulaires) au cours de la croissance des deux souches. 

La productivité calculée par jour suit le même type d’évolution (figures 31 et 42). 

C) CULTURE EN BIOBEACTEUB 

L’objectif de cette,étude est de suivre les cinétiques de croissance et de production de 

roténoïdes dans un environnement gazeux contrôlé, (air enrichi ou non en COZ) dont le 

débit est ajusté à 10 V.V.H. (Volume de gaz par volume de culture et par heure). 
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Le type de réacteur utilisé est celui décrit dans le chapitre “Matériel et Méthodes”. 

1) Matériel végétal 

* Suspensions cellulaires hétérotrophes : Souche 13 maintenue à l’obscurité, cultivée 
sur le milieu donné dans le chapitre 1 additionné de 20 8.1-l (58,6 mM) de saccharose, 
ayant subi 47 repiquages. 

* Suspensions cellulaires photomixotrophes : Souche B cultivée à la lumière depuis 
16 repiquages sur le milieu donné dans le chapitre 1 additionné de 15 8.1-l (44 mM) de 
saccharose. 

2) Protocole 

* Suspensions hétérotrophes : 
Le bioréacteur est ensemencé avec une suspension initiale âgée de 7 jours (en fm de 

phase exponentielle). L’ensemble du milieu conditionné est conservé. On ajoute dans la 
fiole d’ensemencement du milieu neuf de telle sorte que la densité cellulaire initiale soit 
voisine de 12 %. On a alors environ 1/3 de suspension pour 2/3 de milieu neuf. 

Aucun renouvellement de milieu n’est effectué durant un cycle de culture de 9 jours. 
Un premier cycle de culture est effectué à l’obscurité dans les conditions standards 

de culture définies dans le chapitre Matériel et Méthodes. Ensuite, un deuxième cycle de 
culture est réalisé à la lumière après réalimentation avec le même milieu de culture, afin 
d’étudier l’impact de la lumière sur la croissance de cette souche B hétérotrophe, en relation 
avec la production de roténoïdes. 

Cela nous permet également d’étudier le rôle de la lumière sur l’accumulation de 
roténoïdes dans le milieu de culture. 

Grace aux deux modes de prélèvement mis au point au Laboratoire et décrit dans le 
chapitre 1, les paramètres suivant ont été suivis tous les jours : 

-1epH; 
- le volume sédimenté ; 
- la MF sur une aliquote ; 
- la MS sur une aliquote ; 
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Figure 35 : Ficure 36 : 
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- la respiration ; 
- les glucides intra et extracellulaires ; 
- I’ammonium et le phosphore inorganique intra et extracellulaires ; 
- les nitrates et les sulfates extracellulaires ; 
- les roténoïdes totaux intra et extracellulaires ; 
- la roténone intra et extracellulaires. 

* Suspensions photomixotrophes : 
Le bioréacteur est ensemencé avec une suspension cellulaire initiale âgée de 14 jours 

par l’intermédiaire d’une fiole d’ensemencement. L’ensemble du milieu conditionné est 
conservé. On ajoute alors du milieu neuf de telle sorte que la densité cellulaire initiale soit 
voisine de 11 %. 

Des prélèvements sont réalisés tous les deux jours et les paramètres suivis sont 
identiques à ceux étudiés pour la souche hétérotrophe avec de plus : 

- la photosynthèse 
- le dosage des chlorophylles 

Remarque : contrairement aux études réalisées en Erlenmeyer, les mesures de respiration et de 

photosynthèse, n’ont pas été effectuées à Selectrode de clark mais directement dans le bioréacteur grâce à une 

sonde ampérométrique immergée dans le milieu de culture. Le volume de milieu variant en cours du cycle 

de croissance ainsi que l’atmosphère au dessus de la culture, les résultats seront exprimés en % d’02 

consommé ou dégagé par minute. Cette méthode de mesure nous permet de suivre réguliérement et 

qualitativement la teneur en 02 du milieu in situ en s’affranchissant des problèmes de la prise de 

prélèvement et du stress possible descellules lors de leur passage dans la cuve de mesure. 

3) Résultats 

a) Souche héterotronhe 
Cette manipulation a été répétée trois fois en l’espace de plusieurs mois. 
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al) Premier cvcle à l’obscurit< 

_ Evolution de la croissance 
Les courbes obtenues montrent que l’évolution de la biomasse peut se subdiviser en 

trois phases : 
- une phase de latente de 2 jours 
- une phase exponentielle de croissance de 5 jours (figure 45) qui se traduit en 

coordonnées semi-logarithmiques par une droite d’équation : 

Y = 0,174 X + 255 (p = 0,999) le temps de doublement Td = 61,2 heures 

- une phase stationnaire de 2 jours 
Le maximum de biomasse est obtenu en fin de phase exponentielle au 7ème jour de 

culture : MP = 151 g.l-1 de suspension (contre 60,6 8.1-l à l’ensemencement) 
et MS = 7,04 g.l-1 de suspension (contre 3,09 g.l-1 à l’ensemencement). 

La masse fraîche a donc été multipliée par 2,5 en 9 jours et la masse sèche par 2,28. 

-pH extracehlaire : cfisure 46) 
Une acidification du mileu de culture est observée durant la phase de latente : le pH 

passe d’une valeur de 5,7 à tc à une valeur de 4,8 à t3. Il demeure stable durant la phase 

exponentielle puis s’alcalinise légèrement lors du passage à la phase stationnaire (pH 5,l). 

- Evolution des échanges gazeux : fjïgure 47) 
Pendant les deux premiers jours de la culture correspondant à la phase de latente la 

respiration n’est pas très intense. 
Cette respiration s’intensifie durant la phase exponentielle jusqu’au 4ème jour de 

culture, puis diminue pour se stabiliser entre ts et ts. En fin de phase exponentielle la 

respiration diminue encore et finalement retrouve une valeur identique à celle de 
l’ensemencement. 

_Nutrition Carbon&e 
* Glucides extracellulaires : Ifipure 481 
Le saccharose est totalement hydrolysé en deux jours. 
Le glucose et le fructose ont disparu completement du milieu respectivement au 6he 

et 8he jour de culture. .I 
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On observe toutefois que le glucose est consommé préférentiellement au fructose, le 
fructose étant assimilé plus rapidement lors de la disparition totale du glucose dans le 
milieu. 

On ne note aucune corrélation apparente entre épuisement en glucides du milieu et 
arrêt de la croissance. En effet, le fructose est encore assimilé entre le 7ème et le @me jour 
alors que la croissance est arrêtée. 

* Glucides intracellulaires : h%we 49) 
Durant les premiers jours de croissance, on observe une importante accumulation de 

saccharose, dont le maximum se situe à t2 à 24 mM. Ce pool interne de saccharose est 

ensuite très rapidement métabolisé durant la phase exponentielle de la croissance. Il se 
stabilise autour du Sème jour de culture à une valeur de 9 mM. 

Le glucose et le fructose sont accumulés dans les cellules pendant les premiers jours 
de culture avec un pic détectable à t3 : 24 mM de fmctose et 123 mM de glucose. 

Le glucose est ensuite métabolisé plus rapidement que le fructose. 
A partir du 6è*e jour de culture les concentrations en glucides ne varient plus. La 

teneur résiduelle en sucres du milieu lors de l’arrêt de croissance est de 173 mM, contre 
12.rnM’(en équivaIent sachharose) lors de l’ensemencement. La suspension hétérotrophe a 
donc accumulé un stock de glucides (et notamment de fructose) directement assimilable 
pendant ce cycle. 

L’évolution de la teneur en glucides totaux intra et extracellulaires illustré par la 
figure 50 montre tout d’abord : 

* une disparition des glucides du milieu nettement accélérée après 5 jours de culture 
* une accumulation transitoire des sucres durant les trois premiers jours du cycle de 

croissance. 

_Eléments minéraux : 
* Les ions ammoniums sont assimilés de façon linéaire durant la croissance. Ils ne 

sont plus dosables lors de prélèvements effectués au 7eme jour de culture (figure 5 1). 
Il existe une étroite relation entre la disparition totale d’ammonium du milieu de 

culture et l’arrêt de la croissance. 
Le dosage intracellulaire des ions ammoniums, nous a permis de mettre en évidence 
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Figure 53 : 
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la présence d’un pool interne important. Le maximum d’incorporation est obtenu au temps 
t2 (18,4 mM). Ces ions ammoniums intracellulaires sont peu à peu métabolisés et on ne 

note plus aucune variation après le 6 ème jour de culture où la concentration en ammonium 
est encore de 11,5 mM. 

* Les nitrates ne sont pas totalement assimilés durant le cycle de croissance, leur 
teneur résiduelle est encore de 10,5 mM en fin de culture (figure 5 1). 

* Les ions phosphates sont les premiers éléments à disparaître du milieu de culture, 
en effet, ils ne sont plus dosables dès le la jour de croissance (figure 52). 

Le dosage du phosphore inorganique intracellulaire a montré la présence d’une 
teneur en ions voisine de 1,O mM lors de l’ensemencement. Cette concentration est 
maximale dans les cellules au moment du premier prélèvement (ler jour). La quantité 
absorbée présente alors environ 52 % de la quantité présente initialement dans le milieu. La 
concentration diminue ensuite très rapidement et atteint un minimum (1,3 mM) lors de 
l’arrêt de la croissance. 

* Les ions sulfates sont rapidement consommés avec une accélération perceptible de 
cette assimilation à partir du 3 ~IIE jour de culture (figure 52). Ils ont totalement disparu du 
milieu au 6ème jour. 

_ Evolution de la production de roténoïdes : (figure 53) 
* Roténoïdes intracehlaires ; 
La production de roténoïdes intracellulaires suit la croissance ; une teneur maximale 

en roténoïdes est obtenue au 8he - jour de culture, en fin de phase exponentielle (6,9 pg.g-1 
MF contre 1,8 pg.g-1 MF à l’ensemencement). La concentration en roténoïdes 
intracellulaires est donc pratiquement multipliée par quatre au cours de la culture. 

La teneur en roténone des cellules est très faible (environ 1 à 5 % des roténoïdes 
totaux) aussi n’exprimerons nous la production qu’en fonction des roténoïdes totaux. 

* Roténoïdes PT-: 
Au cours des repiquages et également lors du passage en bioréacteur, des teneurs de 

plus en plus faibles en roténoïdes ont été décelées dans le milieu de culture. 
Durant ces manipulations qui ont été répétées plusieurs fois, les roténoïdes n’ont été 

décelé qu’à l’état de traces dans le milieu de culture. Aucune évolution de ces composés au 
cours de la culture, ne pourra donc être donnée. 
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De même, aucune conclusion ne pourra être formulée en ce qui concerne l’étude des 
phénomènes d’excrétion et/ou de diffusion des roténoïdes dans le milieu, en relation avec 
le facteur lumière. 

a$ Deuxième cvcle à la lumière 

Evolution de la croissance : @gure 54) 
Dans les conditions de culture retenues, la croissance de la souche B hétérotrophe 

cultivée en bioréacteur à la lumière, est caractérisée par : 
- une phase de latente très brève d’un jour (à peine perceptible), 
-une phase exponentielle de croissance de 6 jours, 
- une phase stationnaire de croissance de 3 jours. 

La phase exponentielle de croissance se traduit en coordonnées semi-logarithmique 

par une droite d’équation : Y = 0,196 X + 2,553 (avec p = 0,999) . Le temps de 

doublement de la population cellulaire (Td) est ici de 61,3 heures. 
Le maximum de biomasse produite en fin de croissance exponentielle est atteint au 

7ème jour de culture : 
masse fkûclie = 156 g.l-1 de suspensions 
masse sèche = 6,18 g. 1-l de suspensions 

La masse fraîche est multipliée par 2,71 en une semaine et la masse sèche par 1,88. 

-pH exmcellulaire : @gure 55) 

Le pH du milieu de culture s’acidifie d’une façon intense entre te et t2 ; sa valeur 

passe de 5,3 à 4,7. 
Il est ensuite relativement stable jusqu’au 5&me jour de culture puis s’alcalinise 

progressivement. En fin de culture sa valeur est de 4,99. 

_Evolution de la respiration 
Des mesures de respiration ont été effectuées dans un premier temps à la lumière 

puis à l’obscurité. 
Aucune différence significative n’ayant été observée entre ces deux évolutions de 

l’intensité respiratoire, seules les valeurs obtenues à la lumière ont été reportées sur la 
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figure 56. 
On observe une respiration déjà très intense dès l’addition du milieu et qui augmente 

encore durant les quatre premiers jours de la culture. 
Cette intensité respiratoire diminue ensuite très fortement et se stabilise finalement en 

fin de culture autour d’une valeur plus faible que lors de l’ensemencement. 

_Nutrition carbonnée 
* Glu ide s extracellulaires : Kw-e 57) c 
Le saccharose est hydrolysé très rapidement. Il n’est plus dosable dès le le’ jour de 

culture. 
Le glucose et le fructose, produits de l’hydrolyse du saccharose, sont à leur tour très 

rapidement assimilés (beaucoup plus rapidement qu’à l’obscurité). Ils disparaissent du 
milieu respectivement au 3ème et au 5‘ eme jour de culture, en pleine phase exponentielle. 

* Glucides intracellulaires : &w.re 581 
Il existe un pool interne très important de glucides. 
Un pic d’incorporation de saccharose (33,8 mM) est observé très tôt lors de la 

culture (le premier jour). Cette accumulation n’est que transitoire, puisque dès le 2he jour 
de culture cette concentration baisse de façon drastique (6 mM) pour n’être plus que de 0,4 
mM en fin de phase exponentielle. 

Le fructose est accumulé dans les cellules durant le premier jour de culture, il est 
ensuite progressivement métabolisé. Sa teneur résiduelle intracellulaire en fin de culture est 
de 0,94 mM. 

Un pic d’app&ion du glucose est perceptible au 2ème jour de culture (19,2 mM de 
glucose contre 3,8 mM à l’ensemencement). Le glucose est ensuite très rapidement utilisé ; 
il reste seulement 0,88 mM de glucose en fin de phase stationnaire. 

La concentration en glucides, exprimée en équivalent saccharose, lors de l’arrêt de la 
croissance est de 1,34 mM contre 20, 75 mM à l’ensemencement. Au cours du cycle de 
culture à la lumière, les suspensions hétérotrophes ont utilisé une grande partie de leur 
réserve en glucides. 

Les glucides intracellulaires sont t&s peu utilisés après le 4ème jour de culture. 
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_ Eléments minéraux 
* Les ions ammoniums sont assimilés régulièrement au cours de la croissance 

(figure 60). Ils ne sont plus dosables après le 6 ème jour de culture. Cela coïncide avec 
l’arrêt de la croissance. 

Lors du dosage intracellulaire des ions ammoniums, nous avons pu observer une 
accumulation transitoire de ces ions, au lerjour de culture (21,2 mM contre 14,8 mM à 
l’ensemencement). Cet élément est ensuite rapidement métabolisé jusqu’au $me jour de 
culture. Sa concentration est alors stable (4,2 mM) jusqu’en fin de phase stationnaire. 

* Les ions nitrates ne sont pas totalement consommés. La teneur résiduelle de cet 
élément dans le milieu en fin de culture est encore de 20,4 mM soit un peu plus de la moitié 
de sa valeur à l’ensemencement (figure 60). 

On ne note pas de consommation accélérée de nitrates lors de la disparition des ions 
ammoniums dans le milieu de culture. 

* Les ions sulfates sont absorbes très rapidement durant les deux premiers jours de 
culture (leurs teneurs passent de 1,25 mM a 0,25 mM en deux jours). La concentration en 
sulfates se stabilise ensuite. Ces éléments ne sont plus dosables dans le milieu au 6tie jour 
de culture (figure 61). 

* Le phosphore inorganique est le premier élément à disparaître du milieu (dès le 
premier jour de culture) (figure 61). 

Le dosage intracellulaire de cet élément nous a permis de mettre en évidence la 
présence d’un pool interne. 

Une absorption maximale de Pi (5,4 mM contre 1,8 mM à l’ensemencement) est 
observée alors que celui-ci n’est déjà plus dosable dans le milieu de culture. Ce pool 
interne diminue rapidement pour n’être plus que del,6 mM en fin de phase exponentielle. 

_Evolution des roténoïdes : #îgure 62) 
* Roténokies intracellulaires : 
on observe au cours de la culture, une augmentation progressive de la teneur en 

roténoïdes intracellulaires. Un pic important de production (12,l pg.g-1 MF) est obtenu en 
fin de phase exponentielle. Cette concentration en roténoïdes chute ensuite très rapidement 
et atteint lors de la phase stationnaire une valeur proche de celle à l’ensemencement (43 

NsK1 Mm. . . . . :. , 
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Figure 63 : Fiare 6d : 
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* Roténoïdes emacellulaires : 
De même que dans le cycle précédent effectué à l’obscurité, on ne note aucune 

quantité dosable de roténoïdes dans le milieu tout au long du cycle de culture à la lumière. 

b) Souche Dhotomixotronhe 

_Evolution de la croissance 
D’après les figures 63 et 34, la croissance de la souche B photomixotrophe peut se 

subdiviser en : 
- une phase de latente de 2 jours très peu perceptible 
- une phase exponentielle de croissance de 8 jours 
- une phase stationnaire de 6 jours. 

La phase exponentielle de croissance se traduit en coordonnée semi-logarithmique 
par une droite d’équation : 

Y = 0,1655 X + 2,1965 (r = 0,99) . Le temps de doublement Td = 52,7. 
Durant la phase de latente, le poids de matière sèche reste constant. Ensuite, la 

matière sèche augmente régulièrement pour se stabiliser entre le l@me et le 12ème jour de 
culture. 

Entre le l@me et le 12he jour, la masse fraîche atteint également un plateau. 
Le maximum de biomasse produite est de 135,68 g de MF.l-1 de suspensions contre 

39,39 g à l’ensemencement, et de 11,43 g de MS.l-r de suspensions contre 4,16 g à t+ La 

MF est donc multipliée par 344 alors que la MS est seulement multipliée par 2,75. 
La population finale a été multipliée par un facteur de 3,3. 

-pH extracellulaire : (jîgwe 64) 
Une importante acidification du milieu (d’une unité pH) est observée durant la phase 

de latente et le début de la phase exponentielle, jusqu’au 6ème jour de culture. 
m Le milieu s’alcalinise ensuite peu à peu durant la phase exponentielle et se stabilise 

autour de 4,9 en fin de croissance. 
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_ Evolution de la respiration et de la photosynthèse 
* Evolution de la resviration : 
L’évolution de la respiration à l’obscurité durant le cycle de culture est donnée dans 

la figure 65. 
L’intensité respiratoire est très importante durant les quatre premiers jours de la 

culture. Elle se stabilise entre les jours 4 et 6 puis diminue rapidement jusqu’au jour 8 lors 
de l’apparition de la photosynthèse. Elle reste alors assez stable et de faible amplitude 
jusquà la fin de la croissance. 

. * Evolution de la ohotosvnthèse . 
Lors de l’ensemencement, la suspension cellulaire photomixotrophe 13 était 

photosynthétisante. Cette capacité à photosynthétiser est perdue transitoirement par la 
suspension durant la phase exponentielle de croissance entre les jours 2 et 8. 

A partir du 8ème jour de croissance (correspondant à la disparition totale des 
glucides dans le milieu de culture) la photosynthèse s’exprime à nouveau. Elle atteindra un 
maximum lors du 14he jour de culture. 

_Evolution de la teneur en chlorophylles (a+b) cfigure 66) 
La teneur en,chlorophylles (a+b) diminue légèrement durant la phase de latente. 
La synthèse chlorophyllienne augmente ensuite progressivemment durant la phase 

exponentielle jusqu’au 6 ème jour et se stabilise jusqu’au 10ème jour autour d’une valeur de 

1,67 pg.g-1 MS de chlorophylles contre une teneur de 1,43 à ta. 

Cette concentration diminue ensuite sensiblement durant la phase stationnaire. 

_Nutrition Carbon&e 
* Glucides extracellulaires ; 
Les résultats donnés dans la figure 67, permettent de mettre en évidence une 

hydrolyse rapide et complète du saccharose lors des quatre premiers jours de culture (avec 
une efficacité beaucoup plus importante durant les deux premiers jours). 

Le glucose et le fructose formés ont totalement disparu du milieu au 6ème jour de 
culture. Le glucose semble disparaître plus rapidement que le frnctose. 

Résultats & discussions 



Ficure 70 : 

- Suspension mixotrophe en réacteur - 

14 2 4 6 8 10 12 

JOURS 

NUTRITION AZOTEE 

+ NEI4ex (mMI 
-9 NH4 int(mM 

16 

- Suspension mixorrophe en réacteur - 

-Q-’ Piex(mMj LA + Piint(mM) 
-0 SO4(mM) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 

JOURS 

EVOLUTION DU PI[ & DES SULFATES 



159 

* Glucides intracellubires : (fi w-e 68 1 
Durant les deux premiers jours de culture (correspondant à l’hydrolyse quasi totale 

du saccharose dans le milieu), on note une forte augmentation du pool interne de 
saccharose qui est alors multiplié par deux. Cette teneur diminue ensuite considérablement 
jusqu’au 8ème jour de culture. La concentration interne en saccharose se stabilise ensuite 
aux environs de 2 mM jusqu’en fin de culture. 

Le glucose et le fructose sont accumulés de façon similaire, leurs concentrations 
intracellulaires étant maximales lors du 4‘ eme jour de culture (glucose : 5,43 mM et fructose 
6,99 mM). Le glucose et le fructose ne sont plus consommés à partir du 10ème jour. 

La teneur en glucides totaux lors de l’arrêt de croissance est de 3,75 mM en 
équivalent saccharose contre 12,5 mM a l’ensemencement. La suspension mixotrophe a 
donc utilisé une part importante de ses réserves en sucres. 

L’évolution des glucides totaux est donnée sur la figure 69. 

_Eléments min&aux : 
* Les ions ammoniums sont assimilés régulièrement au cours de la croissance ; ils 

ont totalement disparu du milieu de culture au 6 ème jour, bien avant l’arrêt de croissance 
. des suspensions cellulaires photomixotrophes (figure 70). 

Un dosage intracellulaire des ions ammoniums s’est donc révélé indispensable. On 
observe alors un pic d’accumulaion de l’ammonium au 2ème jour de culture, lors de la 
phase de latente. Ce pool intracellulaire diminue ensuite progressivement au cours du 
temps, pour se stabiliser autour d’l mM au 14ème jour de culture. On peut noter cependant 
que ce pool interne évolue peu entre le 6heet le 16he jour de culture. 

* Les nitrates ne sont pas totalement assimilés, la teneur résiduelle en nitrates dans 
le -milieu est encore de 10 mM, en fin de culture (figure 70). On observe également 
qu’après une incorporation rapide des ions nitrates durant les 6 premiers jours de la x 
culture, celle-ci est ralentie jusqu’à la fur de la culture. 

*Les ions sulfates sont progressivement utilisés pendant la phase de croissance 
(figure 71). Ils n’évoluent plus après le 8 he jour de culture. En fin de culture, la teneur en 
sulfates du milieu n’est pratiquement plus dosable. 

* Par contre, le phosphore inorganique est très vite absorbé, il a totalement disparu 
du milieu au 4ème jour de culture (figure 71). 

Lors du dosage du phosphore inorganique intracellulaire, on observe un pool interne 
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Figure 72 : 
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de cet élément avec un pic d’accumulation de forte amplitude au 2ème jour de culture (248 
mhI contre 1,l mM à l’ensemencement). En fin de culture cette concentration en Pi reste 
constante et se stabilise autour de 7,5 mM. 

_Evolution des rotérwïaks : cfigure 72) 
* Roténoïdes intracellulaires 
Durant les premier jours de culture la concentration en roténoïdes augmentent très 

lentement. Un pic de production de forte amplitude est observée à partir du 10ème jour de 
culture soit en fin de phase exponentielle-début de la phase stationnaire ( 18,9 pg.g-1 MP 
contre 23 pg.g-l MF à l’ensemencement). 

L’accumulation de roténoïdes au 12‘ eme jour de culture.n’est que transitoire, elle 
diminue rapidement. La concentration est de 43 pg.g-l MP lors de la phase stationnaire 
de croissance. 

La roténone présente une cinétique d’apparition similaire à celle des roténoïdes. Elle 
représente environ 45 % des roténoïdes totaux. 

Rotémïdes extraceilulaires 
Au cours des repiquages et également lors du passage en bioréacteur, des teneurs de 

plus en plus faibles en roténoïdes ont été dosées dans le milieu de culture. 
Durant ces manipulations qui ont été répétées plusieurs fois, les roténoïdes 

extracellulaires n’ayant été décelés qu’à l’état de traces, aucune évolution de ces composés 
ne sera donnée. 

4) Comparaison-Discussion 

a) Croissance et m&abolisme 
_ Croissance : 

L’existence d’un temps de latente de 2 jours pour la souche B hétérotrophe, cultivée 
à l’obscurité, et la souche B photomixotrophe, est probablement liée au fait que les 
bioréacteurs ont été ensemencés avec des suspensions ayant atteint la phase stationnaire. 

Un temps de latente identique avait été observé lors de la culture de ces mêmes 
souches en erlenmeyer. 

Par contre, on ne note pratiquement pas de phase de latente dans le cas de la souche 
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13 hétérotrophe cultivée à la lumière. Cela est peut être à relier à un effet positif de la lumière 
sur lû croissance. 

Le facteur de multiplication de la biomasse est de 2,43 pour la souche hétérotophe 
maintenue à l’obscurité contre 3,2 lors du passage à la lumière. 

Ce premier facteur de multiplication de la biomasse à l’obscurité est faible puisque 
nous avions obtenu un facteur de 3,84 pour cette même souche cultivée en erlenmeyer. Le 
facteur 3,2 obtenu lors du passage à la lumière n’est peut être donc pas dû à l’action directe 
de la lumière mais plutôt à une meilleure adaptation de cette souche aux conditions de 
culture en bioréacteur aéré et agité. 

Le facteur de multiplication de la population cellulaire dans le cas de la souche 
photomixotrophe est de 3,32. Il était de 2,7 lors de la culture de cette même souche en 
erlenmeyer. 

Cette différence au niveau du facteur de multiplication de la biomasse, entre %a 
culture en erlenmeyer et la culture en bioréacteur, en milieu non renouvelé, est peut être à 
mettre sur le compte d’une aération renouvelée dans le cas des cultures en réacteur. 

En effet, il est bien établi, que la croissance des cultures cellulaires peut être affectée 

par de faibles teneurs en 0, (VERMA et MARCUS, 1974 ; PAREILLEUX et VINAS, 

1983 ; RAT0 et al., 1975). 
Cependant, une trop forte aération peut également inhiber la croissance ou léser. les 

cellules (HEGAR’IY et ai., 1986). 

-pH txmcelluiaire : 
Pendant le’cycle de culture des deux souches hétroérophe et photomixotrophe, 

cultivées en erlenmeyer et en bioréacteur, les valeurs du pH varient de manière équivalente. 
On note tout d’abord une acidifïcation du milieu de culture durant la phase de latente et le 
début de la phase exponentielle, puis une lente alcalinisation. Les valeurs du pH se 
stabilisent en fin de culture autour de 5,0-5,2. Ces variations ont été généralement reliées à 

l’absorption des ions NI&+ et NOS-, différée dans le temps. 

_ Echanges gazeux : 
Il est très difficile, voire impossible, de comparer les valeurs obtenues en erlenmeyer 
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et en bioréacteur car les méthodes utilisées pour les mesures des échanges gazeux sont 
totalement différentes ainsi que l’expression des résultats, on se contente donc d’une 
comparaison qualitative des évolutions. 

D’une façon générale, la respiration est maximale pendant la phase de multiplication 
cellulaire intense, puis diminue lorsque la croissance se ralentit, dans les deux souches. 

Durant la croissance de la souche 8 hétérotrophe en réacteur, on observe une 
respiration beaucoup plus intense lors du passage à la lumière, en début de la phase 
exponentielle, par rapport à la culture à l’obscurité. Ensuite cette respiration à la lumière 
devient très faible ce qui peut-être mis en relation avec un début de verdissement de la 
culture cellulaire. Son évolution globale est plutôt proche de l’évolution d’une souche 
mixotrophe que d’une souche hétérotrophe cultivée à l’obscurité. 

- La photosynthèse (suspension photomixotrophe) 
La photosynthèse s’annule en même temps que la chlorophyllogénèse pendant les 

premiers jours de culture. La photosynthèse et la chlorophyllogénèse réapparaissent ensuite 
progressivement (lorsque la teneur en glucides du milieu est suffkamment faible) et sont 
maximales pendant la phase stationnaire. 

_Nutrition carbonke 
La présence des produits de l’hydrolyse du saccharose dans le milieu de culture peut . 

être attribuée à l’existence d’une invertase pariétale déjà observée dans de nombreuses 
cultures cellulaires (UEDA et al., 1974 ; KANABUS et al., 1986 ; THOM et al., 1981 ; 
ZAMSKI et WYSE, 1985 ; FOU?LER et STEPHAN-SARKISSIAN, 1985). 

L’hydrolyse totale du saccharose dans les suspensions cellulaires de Tephrosia 
vogelii, quelle que soit la souche considérée, est réalisée en moins de quatre jours. 

Durant le cycle de culture des suspensions hétérotrophes et photomixotrophes 
(cultivées à la lumiére ou à l’obscurité), nous avons pu observer une consommation 
préférentielle du glucose par rapport au fructose. Ces résultats concordent avec les 
observations faites par MERILLON et al., (1983) sur les suspensions cellulaires de 
Catharanthus roseus, par DRAPEAU et al., (1986a) sur des cultures en batch de Dioscorea 
deltoidea et également par KA?O et al., (1979), sur des cultures de tabac. 

Il est intéressant de remarquer toutefois, qu’au cours de la croissance de la souche 
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photomixonophe en bioréacteur, on ne note aucune différence dans l’assimilation dans le 
temps des deux monomères, produits de l’hydrolyse du saccharose. Mais si l’on considère 
l’intensité du phénomène, le glucose disparaît plus rapidement que le fructose. 

Le dosage des glucides intracellulaires, nous a permis de mettre en évidence 
l’existence de différences importantes de comportement, suivant la souche considérée mais 
aussi en fonction des conditions de culture utilisées. 

Ainsi, les suspensions cellulaires hétérotrophes cultivées en bioréacteur à l’obscurité 
ont accumulé des glucides durant le cycle de croissance. Par contre ces mêmes suspensions 
cultivées à la lumière ont utilisé 1/3 de leur réserve après 10 jours de culture. 

Le facteur lumière semble jouer un rôle prépondérant sur la croissance et 
l’assimilation des glucides de suspensions hétérotrophes. Le rendement en masse sèche du 
saccharose de la souche hétérotrophe est toujours supérieur à la lumière. 

Il faut noter cependant que ces différences de comportement entre les deux cultures 
consécutives, effectuées d’une part à l’obscurité d’autre part à la lumière, sont peut -être à 
mettre sur le compte d’une meil%eure adaptation de la souche (lors du deuxième passage) 
aux conditions de culture dans un bioréacteur. 

Quoique dans certains cas, la concentratiorren glucides intracellulaires ne soit pas 
très élevée en fin de culture, il ne nous a pas 686 possible de fairedes recoupements entre 
arrêt de la croissance et faible teneur en sucres, et cela quelle que soit la souche considétie. 
,II est tout à fait probable qu’il existe un seuil minimal de mobilisation et d’utilisation des 
glucides, auquel cas ce paramètre pourrait jouer le rôle de facteur limitant de la croissance. 

Des conditions de culture différentes (erlenmeyer-bioréacteur) induisent 
apparemment des comportements différents vis à vis de la vitesse de consommation des 
sucres. Dans tous les cas celle-ci est exacerb&e en bioréacteur. 

_ Eléments minéraux : 
* Le phosphore inorganique est un élément nutitionnel majeur pour les cellules 

végétales, impliqué au niveau du métabolisme des acides nucléiques et du métabolisme 
énergétique en tant que constituant de NJDP, ADP, ATP... 

Le phosphore inorganique est le premier élément à disparaître du milieu de culture, 
dès le premier jour pour les suspensions hétérotrophes et dès le 4ème jour pour les 
suspensions mixotrophes. Il n’est donc pas limitant pour la croissance. 
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Ceci est en accord avec les observations faites sur ces mêmes souches cultivées en 
erlenmeyer mais également sur les suspensions cellulaires de Catharanthus roseus 
(MERILLON et al., 1983) et sur des cultures de Suponaria ocymoides (HENRY et al., 
1981). 

Le dosage intracellulaire du phosphore inorganique, nous a permis de noter une 
accqmulation transitoire de ces ions durant les premiers jours de culture. Ce pool diminue 
très rapidement et atteint un minimum en fin de culture de 0,15 mM pour les suspensions 
hétérotrophes (quelles que soient les conditions de culture) et de 0,5 mM pour les 
suspensions photomixotrophes. Le Pi est en fait rapidement mobilisé pour le métabolisme 
et incorporé dans des structures organiques. 

* Du point de vue de la nutrition azotée, les ions ammoniums sont consommés 
préférentiellement aux ions nitrates quelles que soient la souche et les conditions de culture 
considérées. Des observations identiques avaient été réalisées sur ces mêmes souches 
cultivées en erlenmeyer ; mais également par MAC CARTHY et al., (1980) et MERILLON 
et al., (1983), sur des suspensions cellulaires de Cuthuranthus roseus. 

La teneur résiduelle en nitrates en fin de culture est encore de 105 mM pour les 
suspensions cellulaires hétérotrophes, cultivées à l’obscurité et de 20,4 mM pour celles 
cultivées à la lumière et de 10 mM pour les suspensions cellulaires photomixotrophes. 
Cette différence au niveau de la disparition des nitrates du milieu de culture est peut être à 
mettre sur le compte d’une meilleure adaptation de la souche hétérotrophe lors du 2ème 
passage en bioréacteur à la lumière. 

Il existe une étroite relation entre la disparition totale des ions ammoniums du milieu 
de culture et l’arrêt de la croissance. Cependant la présence d’un pool intracellulaire de ces 
ions, 115 mM pour la souche hétérotrophe cultivée à l’obscurité et 4,2 mM lors de la 
culture de cette même souche à la lumière, ne permet pas de conclure au rôle possible de cet 
élément comme facteur limitant de la croissance. Mais peut-être existe -t-il un seuil de 
stockage rninimum ? 

Par contre, la faible teneur en ammonium obtenue en fin de.culture par la souche 
photomixotrophe (0,9 mM) est peut être trop faible pour assurer une croissance normale de 
la suspension. Il serait intéressant de tester dans ce cas un système d’alimentation en 
continu. 
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b) Evolution de la uroduction de roténoïdes : 

* Roténoïdes intraceilulaires 
Un seul pic important d’accumulation de roténoïdes est observé durant le cycle de 

croissance des suspensions cellulaires hétérotrophes cultivées à la fois à la lumière et à 
l’obscurité et également pour la souche photomixotrophe. 

Dans la souche hétérotrophe, l’accumulation de roténoïdes est exacerbée à la 
lumière. En effet le maximum de production obtenu au hème jour de culture. est de 12,l 
pg.g-1 MF à la 1 umière contre 6,9 pg.g-1 MF à l’obscurité, soit le double. Ces mêmes 
concentrations en roténoïdes rapportées à la masse sèche évoluent dans le même sens. 

De même, la production maximale de roténoïdes dans les suspensions cellulaires 
mixotrophes est de 18,9 pg.g-1 h4F soit le triple de la production de la souche hétérotrophe 
à l’obscurité. 

Cette stimulation de l’accumulation de roténoïdes à la lumière a déjà été observée et 
discutée dans le paragraphe traitant de l’évolution de la croissance et de la production de 
roténoïdes en erlenrneyer. 

Ces résultats obtenus ici confortent l’idée que le-facteur lumière est indispensable 
pour l’expression optimale de la production de roténoïdes. 

Cependant, il est intéressant de remarquer à ce propos. que l’accumulation de 
roténoïdes à la lumière ,d@s les suspensions hétérotrophes differe de celle observée dans 
les suspensions photomixotrophes. 

Ainsi, le seul facteur lumière ne permet pas de restaurer l’accumulation de roténoïdes 
obtenue dans la souche chlorophyllienne. Les cultures successives à l’obscurité ont peut- 
être engendré des modifications irréversibles à l’échelle cellulaire et subcellulaire, 
notamment au niveau des chloroplastes. Or, d’après la littérature, il semblerait que 
certaines étapes de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes soient réalisées au niveau 
des chloropiastes (ALIBERT et ai., 1977 ; HANSON et HAVIR, 1981). 

Des observations, en microscopie électronique à la fois sur des suspensions 

. hétérotrophes et photomixotrophes de Tephrosia vogelii, s’avèrent donc nécessaires, afin 
de vérifier l’efficience potentielle de ces organites. 

* Roténoïdes extracellulaires 

., Le dosage des roténoïdes extracelhrlaires a été hélas très décevant, et cela quelles que 
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soient la souche considérée et les conditions de culture : lumière/obscurité. En effet, leur 
présence dans le milieu de culture s’est avérée trop faible pour réaliser un dosage par 
HF’LC représentatif. Aucune conclusion ne pouma donc être donnée quant aux conditions 
de culture (lumière/obscurité) favotisant la présence de ces composés dans le milieu de 
culture. 

D) CONCLUSIONS 

Au cours de cette étude, nous avons pu dans un premier temps, çaractériser 1q 
croissance en relation avec la nroduction de roténoïdes. de cals chloronhvlliens et 
hétérotronhes de Teohrosia vopelii, 

Ces premiers résultats nous ont permis de montrer que les cinétiques de croissance 
et le taux de multiplication des cals hétérotroihes ou chlorophylliens sont similaires. La 
croissance ne semble pas significativement mcxWiée par la présence ou l’absence du facteur 
lumière. Les courbes de croissance obtenues montrent, après une phase exponentielle, 
l’apparition d’une phase ralentie attribuable à une déficience nutritionnelle qui permet de 
définir la périodicité des repiquages pour chaque souche (toutes les trois semaines). Dans 
les deux cas, la biosynthèse de roténoïdes est maximale pendant la phase exponentielle dF 
croissance ; mais les cals chlorophylliens synthétisent des teneurs beaucoup plus 
importantes de roténoïdes (dont 75 % de roténone) que les cals hétérotrophes chez lesquels 
la roténone est minoritaire (15 % des roténoïdes totaux). 

Ceci est un préliminaire indispensable à la suite de notre étude, ces cals servant 
d’inoculum pour les suspensions cellulaires, matériel plus homogène pour effectuer des 
études physiologiques. 

Les principaux résultats portant sur la caractkisation des susnensions cellulaires 
hétérotronhes ou nhotomixotronhes cultivées en fiole d’Erlenmever ou en bioréacteur sont 
résumés dans le tableau VII. Ils permettent de mettre en évidence les faits suivants : 

_ Les suspensions celklaires hétérotrophes ont une croissance et un métabolisme 
très intense. La vitesse de disparition des éléments nutritifs du milieu est environ deux fois 
plus rapide dans la souche hétérotrophe que dans la souche photomixotrophe cultivée en 
Erlenmeyer. 

- Le saccharose du milieu est totalement hydrolysé et le glucose est consommé 
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TABLEAU : VT1 

ETUDE COMPARATIVE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES 
HE-lXROTROPHES ET PHOTOMIXOTROPHE DE TEPHROSIA VOGELIZ 

EN ERLENMEYER ET EN BIOREACIEUR 

Suspension mixotrophe Suspension hétérotrophe Suspension mixotrophe Suspension hétérotrophe 
en erlen en erlen en bioréacteur en bioréacteur 

OBSC. LUM. 

Durée de la phase 2 1 2 2 1 
de latente (jours) 

Facteur de 
muhiplication 
de la biomasse 

2,69 3,84 3,36 ~4 33 >A 

Productivitien 
biomasse 
g.MS.j-1 1-L 

035 1.1 0.6 1,Ol 1,34 

Td (heures) 56 65 5297 61,l 61.3 

Chlore (a+@ 
(mg-1 MS) 

1-4 1-7 

NH4+ + 195 335 393 272 342,5 
(Fmole;j-1.g1 MS) 

NO3- * 
(pmole.j-1.g1 MS) 

124,2 303 258 259 224.3 

so4-- * 
(pmole.j-l.g-1 MS) 

18.4 22,2 13,4 40,3 33 

Rendement de 
conversion du 
saccharose (5%) 

39 46 48,5 36 40 

Roténone int 
c!-ws-l w 52 0,024 735 
------- ---- -----_---------_------- 
Roténoïdes totaux 
intracellulaires Max. 8 3.42 19 7 12 
cwg-1 m 
Période de production @me 7ème 12ème 7~@me 7~#me 

MaximaIe~(jour) 

Roténoïdes totaux 
exhacellulaires Max. 0.75 1.42 0 0 0 
pg.ml-1 milieu 
Période de production @me 7ème 
Maximale Gour) 

* Les valeurs données dans ce tableau correspondent à une vitesse de consommation des 
éléments minéraux calculées selon la formule suivante : 

AE 
V = ~~~~-----~~~~~ 

AJ x AMS 



préférentiellement au fructose dans les deux souches et quelles que soient ies conditions 3: 
culture. 

_ les ions ammoniums sont consommés préférentiellement aux ions nitrates dans 
les deux souches et les deux types de culture. 

__ Il ne nous a pas été possible de déterminer le facteur limitant la croissance. Il 
apparaît toutefois clairement, que la disparition totale des ions arrfiîoniums du milieu 
correspond dans bien des cas, à l’arrêt de la croissance. Le pool interne d’ammonium mis 
en évidence dans les cellules en fin de culture est peut être trop faible pour assurer une 
croissance. 

-Dans le cas de la souche photomixotrophe, la croissance semble être un peu 
améliorée lors du passage en bioréacteur. Le métabolisme primaire semble plus actif, les 
vitesses de consommation des éléments minéraux en témoignent, ainsi que l’assimilation 
plus rapide des glucides. Ces améliorations au niveau du métabolisme primaire sont 
certainement liées au mode d’agitation et d’aération, l’apport d’O2 en bioréacteur étant bien 

supérieur à celui dont pouvait bénéficier les cellules en Erlenmeyer. 
Pour la souche hétérotrophe, le passage en bioréacteur n’a pas entraîné de 

modifications positives sur la croissance, au contraire. Il semblerait que les cellules se 
soient mal adaptées à ces nouvelles conditions de culture. Lors du 2”e cycle, la croissance 
et le métabolisme se sont révélés plus intenses, ceci étant dû, soit au facteur lumière, soit à 
une meilleure adaptation aux conditions de culture en bioréacteur. 

_ Les cinétiques de production de roténoïdes intracellulaires sont similaires dans les 
deux types de suspensions cultivées en Erlenmeyer ou en bioréacteur (maximum en milieu 
ou fin de phase exponentielle) ; cependant la souche photomixotrophe en synthétise deux 
fois plus, essentiellement (65 %) sous forme de roténone, alors que la souche hétérotrophe 
synthétise surtout de la dégueline. Par ailleurs, la synthèse des roténoïdes (dégueline 
majoritaire) est activée à la lumière chez les suspensions hétérotrophes cultivées en 
bioréacteur. 

_ Le passage de la culture en Erlenmeyer (atmosphère confinée) à la culture en 
bioréacteur aéré se traduit par une amélioration de la production ; cependant, contrairement 
au mode de culture en erlen, aucun des roténoïdes synth@isé n’est retrouvé dans le milieu 
de culture en réacteur. Cette absence de roténoïdes extracellulaires a en fait été observée au 
cours des repiquages et ne semble pas être rattachée au passage en bioréacteur. Elle 
pourrait par contre être corrélée aux modifications structurales des suspensions intervenant 

Résultats % discussion 



170 

au cours des repiquages : les cultures cellulaires initiées depuis peu de temps s’organisent 
souvent sous forme d’agrégats. 
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CHAPITRE IV : ESSAIS D’OPTIMISATION DE LA PRODUCTION 
DE ROTENOIDES PAR DES SUSPENSIONS CELLULAIRES DE 
TEPHROSIA VOGELII 

A) INTRODUCTION 

L’utilisation industrielle des cellules cultivées in vitro pour la production de 
métabolites secondaires est actuellement peu développée, car les substances recherchées 
sont la plupart du temps présentes en trop faible quantité. 

Seulement quelques procédés industriels ont été mis en place et sont encore 
actuellement en exploitation. Le plus bel exemple est celui de la production de shikonine , 
mais également de dérivés de la shikonine, par des suspensions cellulaires de 
Lithospemuun erythrorhizon, au Japon (FUJITA et al., 1983). Ces composés sont utilisés 
comme colorants, cosmétiques et également en pharmacie. 

De ce fait, les conditions d’optimisation de la biosynthèse de métabolites secondaires 
in vitro, ont été largement étudiées ces dernières années. 

D’importantes recherches ont été effectuées pour définir les conditions optimales de 
cultures favorisant l’expression du métabolisme secondaire : 

- source carbonée (BALAGUE et WILSON, 1982 ; KNOBLOCH et BERLIN, 
1980 ; MXXKAMI et al., 1977 ; OZEKI et KOMAMJNB, 1985) - 

_ source azotée (YAMAKAWA et al., 1983 ; TAL et GOLDBERG, 1982 ; FUJITA 
et al., 1981a) 

_ phosphates (BALAGUE et WILSON, 1982 ; KNOBLOCH et BERLIN, 1983) 
_ hormones de croissance (TABATA et al., 1982 ; MATSUMOTO et al., 1973 ; 

OZEKI et KOMAMINB, 1986) 
_ lumière (BRUNBT et JBRAHIM, 1973 ; KRBUZALER et HAHLBROCK, 1973 ; 

KNOBLOCH et al., 1982 ; SUZUKI et al., 1981) . . . 
Il est clair que des conditions qui sont optimales pour la croissance ne le sont pas 

toujours pour la production de métabolites secondaires. 
En effet, il existe souvent un antagonisme entre métabolisme primaire et 

métabolisme secondaire. : 

Aussi ces dernières années, se sont développées des cultures en deux stades pour la 
production de métabolites secondaires : un premier milieu stimulant la croissance et un 
deuxième milieu favorisant l’expression du métabolisme secondaire (F’UJITA et al., 
1981a, b ; ZENK et al., 1977). 

. 
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De nombreux efforts ont été également réalisés afin d’élucider les voies de 
biosynthèse des métabolites secondaires ainsi que leur mode de régulation (IBRAWM, 
1987 ; KUTNEY er al., 1985 ; FAHN er al., 1985). 

A ce propos, la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes est l’une des voies les 
plus étudiées ces dernières années, par le biais de suspensions cellulaires de Phaseolus 
vulgaris prises comme modèle, synthétisant des phytoalexines isoflavonoïdes (DIXON et 
BOLWELL, 1986). 

Un facteur essentiel (qui a été également beaucoup étudié), pouvant stimuler la 
production de métabolites secondaires, est l’ajout de précurseurs biosynthétiques (ZENK 
et al., 1977). 

L’emploi d’éliciteurs (procédé relativement nouveau) offre une nouvelle approche 
pour une obtention rapide de métabolites secondaires. 

Son application possible sur le plan industriel et commercial, dans l’induction de 
métabolites secondaires, d’importance économique, a été discutée par DICOSMO et 
TALLEVI, 1985. 

Nous nous sommes proposés, pour noue part, de faire des essais d’optimisation de 
la production de roténoïdes par deux approches différentes et éventuellement 
complementaks : 

- incorporation de précurseurs : en l’occurence la L-Phénylalanine 
_ effet de différents stress par ajout d’éliciteurs au milieu de culture ou par 

modifications des conditions de culture .(ajout de NaCl, ajout d’éliciteurs 
pathogènes, ajout d’éthrel, modifications du pH du milieu de culture). 

B) INCORPORBTION DE PRECURSEURS 

MARGNA (1977), à la suite d’expériences faites sur la régulation du métabolisme 
des phénylpropanoïdes, suggère que l’accumulation de flavonoïdes et d’autres dérivés 
polyphénoliques n’est pas un processus contrôlé seulement par la teneur en enzyme. Elle 
serait surtout directement dépendante de la quantité disponible en L-phénylalanine. 

1) Matériel utilisé 

Des essais d’incorporation de L-phénylalanine ont d’abord été effectués sur des cals 
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hétérotrophes et photomixotrophes, afin de mettre au point ultérieurement un protocole de 
manipulation sur les suspensions cellulaires. Les différents résultats obtenus nous ont 
permis de transposer ces techniques sur les suspensions cellulaires, matériel plus 
homogène et plus adapté pour la production de métabolites secondaires (protocole donné 
dans le chapitre Matériel et Méthodes ). 

* Suspensions cellulaires hétérotrophes : souche cultivée à l’obscurité, ayant subi 39 
repiquages sur le milieu décrit dans le chapitre “Matériels et Méthodes”. 

* Suspensions cellulaires photomixotrophes : souche B, cultivée à la lumière, ayant 
subi 10 repiquages. 

Les erlens sont utilisés 24 heures après l’incorporation de phénylalanine dans les 
suspensions hétérotrophes et 48 heures après dans les suspensions mixotrophes. Les 
paramètres suivants sont analysés : 

- pH extracellulaire ; 
- masse fraîche ; 
- roténoïdes intracellulaires ; 
- roténoïdes extracellulaires ; 

2) Résultats 

Remaraue ; 

L.u L-phénylalanine apportée d la concentration de 10 mM est’ létale pour les cultures (cals et 

suspensions) et cela quelles que soient la souche considérée et les conditions de culture utilisées (lundère ou 

obscurité). 

Cette observation avait déjd été faite par THORPE u (1971) sur des cals de Citrus oaradisl. et 

par h4lZUKAh-U e& (1977) sur des cals de &hosoewrn ervthrorhvzon 

a) Souche hétérotrouhe : 

Les résultats présentés dans ce paragraphe correspondent à 3 répétitions. 

- Evolution de la massejî-aiiche (figure 73) 
On observe, sur la croissance, un effet plutôt négatif de l’ajout de L-phénylalanine 

dans le milieu de culture (tout de même pas très significatif). Les valeurs de la masse 
fraîche sont inversement proportionnelles à la concentration en L-phénylalanine dans le 
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Fioure 73 : 

Suspensions hétérotrophes - 

0 
0 0.01 0,05 0.1 0,5 1 

Phénylalanine (mM) 
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Figure 75 : 
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milieu. Ainsi le maximum de croissance est obtenu par le témoin (23,l g/erlen) et le 
minimum en présence de L-phénylalanine à la concentration de 1 mM (18,3 g/erlen). 

_ Evolution du pH extracellulaire (figure 74) 
On note une légère acidification du milieu de culture en présence de faible 

concentration en L-phénylalanine (0,Ol mM, 0,05 mM et 0,l mM). Le maximum de 
variation obtenu est de 0,4 unité pH (526 pour 0,l mM contre $66 pour le témoin). 

Par contre, de fortes concentrations en L-phénylalanine (05 mM et 1 mM) 
entraînent plutôt une alcalinisation du milieu de culture (pH de 5,84). Il est cependant 
difficile de se prononcer quant à la signification de ces variations. 

- Evolution de la production & roténoïdes (figure 75) 
Les teneurs en roténones sont tellement faibles que nous n’exprimerons les résultats 

qu’en fonction des roténoïdes totaux. 
On observe un effet fortement positif de l’apport de L-phénylalanine au milieu de 

culture aux concentrations de 0,5 mM et 0,l mM. Cet effet est beaucoup plus marqué à 

0,5 mM où la production de roténoïdes totaux est multipliée par 5,38 au lieu de 3,5 à 0,l 
mM par rapport au témoin. I 

On peut également noter qu’à la concentration de 1 mM un effet légèrement positif 
est observé : la teneur en roténoïdes totaux est multipliée par 1,8. 

b) Souche DhotomixotroDhe 

- Evolution de la masse fraîche : (figure 76) 
Contrairement à la souche I3 hétérotrophe, on observe un effet plutôt positif sur la 

croissance de l’ajout de L-phénylalanine au milieu de culture. 
En effet, la masse fraîche est de 13 g/erlen en présence de 0,5 mM et de 12,l g/erlen 

en présence de 1 mM de L-phénylalanine contre 8 g/erlen dans le témoin. 

- Evolution du pH extracellulaire : (figue 77) 
Le pH du milieu de culture des suspensions photomixotrophes est très peu modifié 

en présence des différentes concentrations en L-phénylalanine. 

- Evolution de laproduction de roténoïdes : (figure 78) 
Un effet positif de l’ajout de L-phénylalanine dans le milieu de culture sur la 
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production de roténoïdes est obtenu à la concentration de 0,l mM et 0,5 mM. 
L’accumulation de roténoïdes est alors multipliée par 3 par rapport au témoin à 0,l 

mM et par 2,4 à 0,5 mM. 
La teneur en roténone représente seulement 12 % des roténoïdes totaux et suit les 

mêmes variations que les roténoïdes totaux, en fonction de la concentration en 
L-phénylalanine du milieu. 

3) Comparaison-Discussion 

* On note des modifications au niveau du pH extracellulaire tout à fait différentes en 
fonction de la souche considérée. 

Ainsi, la souche B photomixotrophe ne présente aucune variation significative du pH 
du milieu de culture quelle que soit la concentration en L-phénylalanine. 

Par contre, la souche I3 hétérotrophe semble être un peu plus affectée par l’ajout de 
ce précurseur. A. faible concentration en phénylalanine on note une légère acidification du 
milieu de culture et à forte concentration on observe, au contraire, une certaine 
alcalinisation. Les milieux de culture in vitro sont des milieux très peu tamponnés, ce qui 
pourrait permettre d’expliquer en partie les fortes variations de pH lors de l’ajout d’un 
composé tel que la L-phénylalanine. 

Cependant cela n’explique pas les différences de comportement des deux souches. Il 
semblerait qu’il y ait alors des raisons d’ordre physiologique. 

* L’évolution de la masse fraîche en présence de différentes concentrations en 
précurseur dépend également de la souche considérée. 

Ainsi, dans la souche hétérotrophe on observe un effet plutôt négatif de l’apport de 
L-phénylalanine sur la croissance. 

Par contre l’ajout de précurseur dans des cultures photomixotrophes semble stimuler 
le métabolisme primaire. 

On peut considérer que l’apport de L-phénylalanine exacerbe un antagonisme entre 
métabolisme primaire et métabolisme secondaire. En effet ce précurseur se trouve à la 
charnière entre ces deux voies de biosynthèse. Suivant les conditions du milieu, la 
L-phénylalanine serait plutôt incorporée pour la synthèse des protéines ou plutôt assimilée 
via la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. 

* Quelle que soit la souche considérée, on observe un effet positif de l’apport de 
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L-phénylalanine à la concentration de 0,l mM et de 0,5 mM, sur la production de 
roténoïdes inuacellulaires. 

Cette observation est en accord avec les résultats de MIZUKAIMI er al. (1977) qui 
notent une stimulation de la production de shikonine en présence de L-phénylalanine dans 
des cultures de Lithospermwn erythorhyzon. 

De même, RAZZAQUE et ELLIS, (1977) et ZENK et ai. (1977) ont rapporté que 
la L-Phénylalanine, administrée à des cultures cellulaires de Coleus blumei, est transformée 
en acide rosmarinique. 

Cet effet positif de l’incorporation de la L-phénylalanine, observé ici sur la 
production de roténoïdes à la fois dans les cultures hétérotrophes et photomixotrophes, 
confirme l’idée de MARGNA (1977) de l’importance du pool interne en substrat sur la 
régulation de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. 

On note cependant une accumulation en roténoïdes totaux toujours beaucoup plus 
importante chez les cultures photornixotrophes que chez les cultures hétérotrophes, et cela 
quelles que soient les concentrations de phénylalanine exogènes. D’autres facteurs limitants 
que la concentration en substrat, interviennent au niveau de la régulation de la voie de 
biosynthèse des phénylpropanoïdes, dont notamment le facteur lumière via la PAL. Des 
mesures d’activité spécifique de la PAL sur notre matériel végétal cultivé in vitro 
apparaissent donc nécessaires, (cf. Chapitre V). 

C) EFFETS DES STRESS 

Un grand nombre d’espèces végétales accumulent, en réponse à une attaque par un 
agent pathogène, des métabolites secondaires définis comme étant des phytoalexines 
(KUC, 1972 ; PAXTON, 1981) qui constituent un facteur de defense important pour la 
plante (DARVILL et ALBERSHEIM, 1984). 

Lors de l’étude de l’induction de l’accumulation de phytoalexines, il s’est avéré que 
les composés issus du pathogène avaient les mêmes effets que le pathogène lui-même. Le 
nom d’éliciteur a alors été donné à ces composés (KEEN et al., 1972). 

Les sixess physiques et chimiques, comme les irradiations UV, les fortes ou basses 
températures, les fortes concentrations en sels, éthylène, fongicides, antibiotiques, métaux 
lourds, . . . peuvent également induire l’accumulation de métabolites. Ce sont donc des 
agents stressants, appelés encore éliciteurs abiotiques (YOSHKAWA, 1978 ; MOESTA 
et GRISEBACH, 1981; TIETJEN et MATERN, 1983 ; TIETJEN et al., 1983 ; DAVIS et 
al., 1986). 
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Dans le but de stimuler la production de roténoïdes, et également, d’essayer de 
mieux comprendre les mécanismes d’accumulation des composés synthétisés à la suite de 
stress, nous avons effectué plusieurs traitements sur nos cultures: 

- stress d’origine biotique : - éliciteurs pathogènes 

_ stress d’origine abiotique : - modification du pH du milieu de culture 
- fortes concentrations en sels 
- éthrel (générateur d’éthylène) 

1) Stress d’origine biotique 

a) éhciteurs nathogènes 
_Matériel végétal utilisé 

* Suspensions cellulaires hétérotrophes : souche B cultivée à l’obscurité, ayant subi 
44 repiquages sur le milieu décrit dans le chapitre “M&$iel et Méthodes”. 

* Suspensions cellulaires photomixotrophes : souche B, cultivée à la lumière, ayant I 
subi 11 repiquages. 

_ Protocole 
Les éliciteurs pathogènes sont préparés suivant le protocole donné dans le chapitre 

“Matériel et Méthodes”. 
Les éliciteurs isolés au Laboratoire ont tout d’abord été testés sur un large éventail de 

matériel, afin de déterminer l’éliciteur le plus prometteur pour des études plus fines sur les 
mécanismes de stimulation et de régulation de la production de roténoïdes. 

Des cals et des suspensions cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes ont été 
cultivés en présence de quatre éliciteurs différents : 123A, 123B, 127A et 127B (cf ” 
Matériel et Méthodes”). 100 1.11 de solution mère diluée de moitié ont été ajoutés au milieu 
de culture avant l’autoclavage. 

Les Erlenmeyers sont utilisés à des temps différents correspondant au maximum de 
production de la culture considérée. 

les résultats obtenus sont donnés dans le tableau ci-dessous : 
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Fioure 79 : 

2. ,- Suspensions hétérotrophes 1 

5 

0 

a El. (0 ~1) 
q El. (100 ~1) 
q El. (500 ,ui) I 

24 H 48 H 5J 
TEMPS (après élicitation) 

EVOLUTION DE LA BIOMASSE APRES ELICITATION 
DANS DES SUSPENSIONS HETEROTROPHES 

-Fimre 80 : 

A- Suspensions hétérotrophes 1 

a El. (Opl) 
q El. (100 ~1) 
q El. (500 ~1) 

24 H 48 H 5J 
TEMPS (après élicitation) 

EVOLUTION DU PH APRES ELICITATION 

DANS DES SUSPENSIONS HETEROTROPHES 
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Eliciteurs 

Production 
de roténoïdes 

123A 123B 127A 127B 

Cals hétérotrophes 

Cals photomixotrophes 

Suspensions 
hétérotrophes 

Suspensions 
photomixotrophes 

i- + 

0 0 + 

+ ++ 

Légende : + : &etstimulatew 
0 : aucun effet 
- : @jet inhibiteur 

Après examen des résuitats portésdans ce tableau, l’éliciteur 123B a été retenu car il 
est apparemment un des plus intéressant. L’ensemble des manipulations qui vont suivre 
seront donc effectuées en présence de cet éhciteur. 

Les Erlenmeyers sont utilisés 24 heures, 48 heures puis 5 jours après l’élicitation. 
Les paramètres suivants sont analysés : 

- pH extracellulaire ; 
- masse fraîche ; 
- roténoïdes intracellulaires ; 
- roténoïdes extracellulaires. 

_Résultats 

*SOUCHE HETEROTROPHE 
- . ** Evolution de la ngsse fialche . Mkwre 791 

La présence d’éliciteur dans le milieu de culture apyès l’élicitation, n’entraîne pas de 
modification significative au niveau de la masse fraîche. Seule une légère inhibition peut 
être observée aux fortes concentrations au temps 5 jours. 
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1 El. (0~1) 
a El.(lOOjQ 
a El. (500 p-1) I 

” 
2418 48’H 

TEMPS (après élicitation) 

EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE ROTENOIDES 

INTRACELLULAIRES APRES ELICITATION 

Fimre 82 : 

0.8 r 
Suspensions hétérotrophes - 

î 
22 
.Z 
E 

24’I-I 48’H 5’J 
TEIWS (après élicitation) 

E El. (0 ~0 
63 El. UOOPU 
iii! El. (~~PU I 

EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE ROTENOIDES 

EXTRACELLULAIRES DANS DES SUSPENSIONS HETEROTROPHES 
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** Evolution du DH extracellulaire 
L’évolution du pH extracellulaire 24 heures, 48 heures et 5 jours après l’élicitation, 

est donnée dans la figure 80. 
Aucune modification significative au niveau du pH extracellulaire n’est observable 

au cours du temps. 

** Evolution de la Droduction totale de roténoïdes :h%mres 81.82 

On observe un effet stimulateur de l’apport d’éliciteur 123 B sur la production totale 
de roténoïdes (exprimée en pg/erlen) aux deux concentrations testées et cela 24 heures, 48 
heures et 5 jours après le traitement. 

Cet effet est plus particulièrement marqué 24 heures et 48 heures après Ehcitation à 
la concentration interrnédiaire de 100 ~1 (la production est multipliée par 2,5 et 7 
respectivement). 

La stimulation de la production de roténoïdes en présence d’éliciteur est détectable à 
la fois au niveau des concentrations intracellulaires et extracellulaires, excepté 24 heures 
après le traitement en présence de 500 ~1 de solution 123 B où la teneur en roténoïdes 
intracellulaires est largement diminuée. 

Si l’on considère la répartition intra et extracellulaire de ces composés, on note, 24 
heures après l’apport de 500 ~1 d’éliciteur, une très forte proportion de roténoïdes dans le 
milieu de culture (environ 80 % des roténoïdes totaux). Cette importante concentration en 
roténoïdes extracellulaires a tendance à diminuer au cours du temps (50% 48 heures après 
le traitement et 10 % 5 jours après). 

Par contre, lors de l’apport de 100 ~1 d’éliciteur, on note une répartition des 
roténoïdes complètement inversée. Les roténoïdes extracellulaires ne représentent jamais 
plus de 30 % des roténoïdes totaux. 

*SOUCHE PHOTOMIXOTROPHE 

** Evolution de la masse fraxhe . A . (~?PU re 84) 
La présence d’éliciteur dans le milieu de culture à deux concentrations différentes 

(100 et 500 fl), 24 heures après l’élicitation, n’entraîne pas de modification au niveau de la 
masse fraîche. 

A faible concentration en éliciteur (100 PI), l’évolution de la croissance n’est pas 
affectée par rapport au témoin et cela 48 heures et 5 jours après l’élicitation. 
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On observe par contre un effet légèrement négatif sur la croissance, 48 heures après 
l’ajout de 500 ~1 d’éliciteur 123 B. 

** Evolution du DH extracellulaire 
L’évolution du pH extracellulaire 24 heures, 48 heures et 5 jours après l’élicitation, 

est donnée dans la figure 85. 
On note seulement une légère alcalinisation du milieu de culture 24 heures après 

l’ajout de 500 p,l d’éliciteur (5,31 contre 5,18). 

87 

** Evolution de la Droduch’on totale de roténoïdes : (fimres 86, 

La présence d’éliciteur dans le milieu de culture à la concentration de 100 et 500 fl 
stimule la production globale de roténoïdes 24 heures, 48 heures et 5 jours après le 
traitement. Cette stimulation de la production est plus marquée 48 heures après l’élicitation 

(x W. 

La teneur en roténoïdes extracellulaires est augmentée quels que soient la 
concentration en éliciteur et le temps considér6 après le traitement, excepté 24 heures après 
l’apport de 500 1.11 de solution 123 B. 

De même les teneurs en roténoïdes intracellulaires sont stimulées en présence 
d’éliciteur (de manière parfois un peu moins spectaculaire), excepté 5 jours après traitement 
en présence de 500 ~1 de solution 123 B. 

La proportion de roténoïdes extracellulaires par rapport aux roténoïdes 
intracellulaires atteint parfois 70 % mais est souvent plus proche de 50 %, en présence de 
100 et 500 CL1 d’éliciteur. 

_ Cbmparaison-Discussion 

* On ne note pas de modifications importantes au niveau du pH extracellulaire 24 
heures, 48 heures et 5 jours après l’ajout de différentes concentrations en éliciteur (100 et 
500 ~1) et cela quelle que soit la souche considérée. 

Seule une légère alcalinisation du milieu de culture est observée 24 heures après 
l’ajout de 500 ~1 d’éliciteur 123 B. 

* L’apport de faibles concentrations en éliciteur (100 ~1) n’a apparemment aucun 
effet sur l’évolution de la masse fraîche 24 heures, 48 heures et 5 jours après le traitement, 
quelle que soit la souche considérée. 
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Fieure 84 : 

Suspensions mixotrophes - 

24 H 48 H 5J 
TEMPS (après élicitation) 

a El. (0 PI) 
q El. (100 ~1) 
q El. (500 /.d) l 

EVOLUTION DE LA BIOMASSE APRES ELICITATION 
DANS DES SUSPENSIONS MIXOTROPHES 

Figure 85 : 
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5 5,oo 

4.75 
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r Suspensions mixouophes - 

24 H 48 H 51 
TEMPS (après élicitation) 

4 El. (OPU 
63 El. (100~) 
1 El. (5OQfl) 

EVOLUTION DU PH APRES ELICITATION DANS DES 
SUSPENSIONS MIXOTROPHES 
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Figure 86 : 

2o fr- 
Suspensions mixotrophes 

ICI El. (0 ~1) 
q El. (100 ~1) 
q El. (500 ~1) I 

24 H 48 H 51 
TEMPS (après élicitation) 

EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE ROTENOIDES 
INTRACELLULMRES DANS LES SUSPENSIONS MIXOTROPHES 

Fimre 87 : 

098 

n 

Suspensions mixotrophes - 

o,o 
24 H 48 H 5J 

TEMPS (après élicitation) 

EVOLUTION DE LA PRODUCTION DE ROTENOIDES 
EXTRACELLULAIRES DANS DES SUSPENSIONS MIXOTROPHES 
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Par contre, la présence de 500 ~1 d’éliciteur a un effet légèrement inhibiteur sur 
l’évolution de la biomasse, 48 heures ou 5 jours après l’élicitation. 

Il est important de noter également que l’ajout d’éliciteur à forte dose (500 ~1) 
entraîne des modifications au niveau de l’aspect des cultures hétérotrophes et 
photomixotrophes, qui ont alors tendance à brunir 48 heures après l’élicitation. 

* La production globale de roténoïdes dans la souche hétéroptrophe et 
photomixotrophe de Tephrosiu vogelii est stimulée en présence des deux concentrations en 
éliciteur testées. Dans les deux cas cette stimulation est maximale 48 heures après le 
traitement. 

Cette accumulation de roténoïdes, induite en présence d’un éliciteur isolé à partir de 
plantes malades de Catharalrthus roseus et non de Tephrosia vogelii, peut paraître 
paradoxale. En fait, il a été démontré, par EILERT (1987), qu’un même éliciteur pouvait 
stimuler l’accumulation de métabolites secondaires chez différentes cultures ceMaires. De 
nombreux exemples pris dans la littérature et rassemblés dans le tableau III (chapitre 1) 
ilhrstrent cette observation. 

Dans la plupart des cas, l’accumulation de métabolites secondaires débute quelques 
heures après l’élicitation, et se trouve précédée dune augmentation de l’activité des 
enzymes de la voie de biosynthèse. Les teneurs maximales sont atteintes 12 heures a 5 
jours après, et généralement suivies par un déclin rapide (EILERT, 1987). 

Lors du traitement de suspensions cellulaires de Vigna angularis par des éliciteurs 
isolés de Phythopthoru megasperma, une augmentation de la teneur en isoflavone est 
détectable 6 heures après l’élicitation, et le maximum d’accumulation est obtenu 33 heures 
après (HATTORI et CHTA, 1985). 

.-1 

L’élicitation, réalisée en fin de phase exponentielle aussi bien pour les suspensions 
hétérotrophes (6F jour) que pour les suspensions photomixotrophes (12ème jour), a eu un 
effet très positif sur la production de roténoïdes. 

En fait, le stade de croissance durant lequel est effectué l’élicitation joue un rôle 
prépondérant sur la réponse obtenue. 

En effet, dans la plupart des cas, les suspensions cellulaires répondent de façon 
optimale à l’élicitation en fin.de phase exponentielle (KOMBRINK et HAHLBROCK, 
1985 ; EILBRT éi k., 1986a ; EBEL et al., 1976) ou encore parfois en tout début de phase 
stationnaire (KUROSAKI et ai., 1985). 

’ Il semblerait que l’élicitation induit dans certain cas un arrêt temporaire ou permanent 
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de la croissance cellulaire, favorable à l’expression du métabolisme secondaire (EBEL et 
al., 1976 ; KOMBRINK et HAHLBROCK, 1985). 

De fortes teneurs en roténoïdes sont retrouvées dans le milieu de culture après 
élicitation quelles que soient la souche considérée et la concentration en éliciteur. Cette 
excrétion et/ou ce relargage de roténoïdes dans le milieu de culture est maximal 24 heures 
après le traitement dans la souche hétérotrophe et 48 heures après dans la souche 
photomixotrophe. La répartition des roténoïdes extracellulaires par rapport aux roténoïdes 
intracellulaires atteint dans certain cas 80 %. 

Les fortes concentrations en éliciteur (500 ~1) semblent promouvoir fortement ce 
phénomène de relargage. 

La présence des produits de l’élicitation dans le milieu de culture est un fait qui a 
déjà été observé chez de nombreuses cultures cellulaires. 

Ainsi, dans des suspensions cellulaires de Catharanthus roscus (EILERT et al., 
1986a), et de Papaver somniferum (EILERT et al., 1985), environ 10 à 20 % des 
métabolites synthétisés sont retrouvés dans le milieu de culture. 

Cette forte teneur en métabolites secondaires dans le milieu peut s’expliquer par : 
- l’existence d’un relargage des composés synthétisés dû à l’éclatement des 
cellules ; 
- la possibilité d’une excrétion des métabolites produits. 

Il a été démontre par EILERT et CONSTABEL (1985) que des cellules de Papaver 
somniferum mises en présence d’homogénat de Botrytis, ne présentaient que très peu de 
différences avec le témoin. Les cellules n’ont pas subi de lyse, contrairement à ce qu’on 
aurait pu attendre. 

Par contre, des modifications de perméabilité membranaire dues à l’action 
d’éliciteurs fongiques ont été décrites récemment par DARVILL et ALBERSHEIM (1984) 
et par YOUNG et al. (1982) sur des cultures cellulaires de Phaseolus vulgaris et de 
Glycine max. 

L’élicitation n’entraînant donc pas apparemment de lyse cellulaire et favorisant 
l’excrétion ou la diffusion des métabolites secondaires synthétisés, il est alors possible 
d’extraire les métabolites du milieu de culture sans sacrifier les cellules et ainsi pouvoir 
recommencer d’autres cycles de production. 

Cette nouvelle technique d’optimisation de la production paraît donc être très 
prometteuse, le traitement renouvelé des cellules permettant une production semi-continue. 
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Figure 90 : 
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Cela a été réalisé avec succès par FUNK er al. (1987) sur des cultures cellulaires de 
soja synthétisant de la glycéolline. 

* Cette expression de la production globale en roténoïdes tenant compte de la 
biomasse ne nous permet pas d’avoir une bonne comparaison des teneurs obtenues dans la 
souche hétérotrophe et dans la souche photomixotrophe (la MF des suspensions 
hétérotrophes étant le double de celle des suspensions mixotrophes). Les résultats 
exprimés par unité de biomasse et ml de milieu présentés sur les figures (SI, 82) et (86, 
87) permettent de mettre en évidence une teneur toujours plus forte de roténoïdes 
intracellulaires dans les suspensions mixotrophes. Les concentrations en roténoïdes 
extracellulaires sont pratiquement similaires dans les deux souches. 

2) Stress d’origine abiotique 

a) Modification du DH du milieu de culture 
_ Matériel végétal utilisé 

* Suspensions cellulaires photomixotrophes : souche 13, cultivée à la lumière, ayant 
subi 10 repiquages. 

Les Erlenmeyers sont utilisés 4 heures, 24 heures puis 48 heures après l’ajout des 
solutions tampons. 

Les paramètres suivis sont : 
- le pH extracellulaire ; 
- la masse fraîche ; 
- les roténoïdes intracelhtlaires ; 
- les roténoïdes extracellulaires. 

_Résultats 

- . **ti gure 89 
On ne note pas de modifications significatives dans l’évolution de la masse fraîche 

24 heures et 48 heures après l’ajout de solutions tamponnées de pH différents. 

** Evolution du DU emacellulaire : Uh.ve 901 
Quatre heures après l’ajout des solutions tampons dans le milieu de culture, on note 

des valeurs-de pH sensiblement équivalentes à celles attendues en théorie ( $08 pour pH 5 
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Figure 91 : 
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5,42 pour pH.5,5 ; 5,98 pour pH 6). 
Les écarts existant au départ entre les pH des différents essais tendent à s’estomper 

24 heures et à s’homogénéiser 48 heures après l’ajout des solutions tampons. 
En effet 48 heures après, les valeurs de pH obtenues pour l’essai pH 5,5 est de 5,34 

et pour l’essai pH 6 de 5,35 contre 5,19 pour le témoin. 

** Evolution de la oroduction de roténoïdes intracellulaires : 

Quatre heures après l’ajout des solutions tamponnées de pH différents, les faibles 
différences observées quant à la teneur en roténoïdes intracellulaires semblent plutôt 
imputables à des erreurs de manipulation lors de l’extraction et du dosage de ces composés 
ou encore du domaine de la variabilité du matériel végétal. 

Par contre, des différences plus marquées sont détectables entre les essais, 24 
heures et 48 heures après le traitement. 

En effet l’accumulation de roténoïdes intracellulaires est stimulée 24 heures après 
l’ajout d’une solution tampon à pH 5,5 (x 2,3 par rapport au témoin) et à pH 6 (x 2,26). 

Cette stimulation est encore plus manifeste 48 heures après, aussi bien à pH 5 qu’à 
pH 5,5 et pH 6 où la production de métabolites est multipliée respectivement par 2,19 ; 
4,12 et 2,5. 

** Evolution de la uroduction de roténoïdes extracellulaires 
La présence de roténoïdes dans le milieu de culture n’ayant été détéctée qu’à l’état de 

traces, aucun résultat ne pourra être présenté. 

_ Discussion 

* On ne note pas de modifications significatives au niveau du pH extracellulaire 4 
heures, 24 heures et 48 heures après l’ajout des solutions tampons de différents pH et cela 
quelle que soit la souche considérée. 

* De même, la présence de solutions tamponnées n’entraîne pas de modification au 
niveau de l’évolution de la masse fraîche. 

+ Par contre, il est intéressant de noter que la production de roténoïdes est 
largement augmentée 24 heures et 48 heures après l’apport de solutions tamponnées. Cette 
stimulation est plus effective à pH 5,5 et 6;O. 

Rtkdtats c? aGxssiom 



199 

Figure 92 : 
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De telles observations ont déjà été faites par HATTORI et OHTA (1985) sur des 
suspensions cellulaires de Vigna angularis synthétisant des isoflavones. Ils ont également 
noté, que cette élévation de pH du milieu de culture induisait une augmentation de l’activité 
PAL. 

Le fait d’élever le pH du milieu de culture autour de 5 ; 5,5 et 6 n’est pas toxique 
pour les cellules, le pH du milieu neuf au moment de l’ensemencement étant proche de 
5,5. De ce point de vue, ce type de stress est assez différent des traitements effectués en 
présence d’éliciteurs. 

Actuellement, on ne sait toujours pas comment l’élévation du pH du milieu de 
culture peut affecter les cellules et par là même la production de métabolites secondaires et 
l’activité d’une enzyme telle que la PAL. Il semblerait toutefois, d’après lalittérature que la 
PAL soit sensible au pH du milieu de culture (HANSON et HAVIR, 1981) (cf. chapitre 

v>. 
De plus cette soudaine augmentation du pH du milieu pourrait entraîner une 

perturbation du potentiel membranaire et une inhibition des transports actifs de certains 
solutés conduisant à une activation des gènes codant pour la PAL et d’autres enzymes 
biosynthétiques (HA’ITORI et OHTA, 1985). 

Il serait donc intéressant dans notre cas d’étudier les relations et interactions existant 
entre l’élévation du pH du milieu de culture, l’augmentation de l’activité PAL et 
l’accumulation de roténoïdes intracellulaires, dans les suspensions cellulaires hétérotrophes 
et photomixotrophes de Tephrosia vogelii (cf chapitre V). 

b) Adionction de fortes concentrations en sels 
_ Matériel végétal utilisé 

. 

* Suspensions cellulaires hétérotrophes : souche B cultivée à l’obscurité, ayant subi 
49 repiquages sur le milieu décrit dans le chapitre “Matériel et Méthodes”. 

* Suspensions cellulaires photomixotrophes : souche 13, cultivée à la lumière, ayant 
subi 15 repiquages. 

Les Eklenmeyers sont utilisés 48 heures après l’apport de concentrations croissantes 
en sels (cf protocole dans le chapitre II). 

Les paramètres définis pour les manipulations précédentes sont suivis. 
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_Résultats 

*SOUCHE HETEROTROPHE 

** Evolution de la masse fraîche : Kwre 92 ) 
On ne constate aucun’effet significatif des concentrations en sels sur l’évolution de la 

masse fraîche (écart maximum c JO %). 

** Evolution du DH extracellulaire 
Aucune modification significative du pH n’est observée lors de l’ajout de 

concentrations croissantes en NaCl dans le milieu de culture (figure 93). 

95.961 
** Evolution de la Droduction totale de roténoïdes: (fiaure 94, 

* On peut noter une forte stimulation de l’accumulation de roténoïdes 
intracellulaires, 48 heures après l’ajout de concentrations croissantes en NaCl. 

On observe en fait qu’il existe une corrélation positive entre la concentration en sels 
apportée au milieu de culture et l’accumulation de roténoïdes. 

* On observe un fait relativement identique à celui noté pour les teneurs en 
roténoïdes intracellulaires : plus la concentration en NaCl est forte plus l’effet sur la 
production de roténoïdes extracellulaires est important. A concentration croissante en 
NaCl, la teneur en roténoïdes intracellulaires est respectivement de 0,ll ; 0,16 et 0,95 
~g.ml-1 de milieu. 

* L’kvolution cumulée des roténoïdes intra et extracellulaires exprimée par 
Erlenmeyer permette de visualiser la répartition des roténoïdes intracellulaires par rapport 
aux roténoïdes extracellulaires. Elle est de 31 % en présence de 36 mM de NaCl et 
seulement de 7 % a faibles concentrations en sels. 

* SOUCHE PHOTOMIXOTROPHE 

A . 4M Fvolution de la me fralck @pure 971 

La masse fraîche des différents essais ne semble pas être affectée par la présence de 
Concentratibns croissantes en sels dans le milieu de culture. 

Rth’tats % a!iscussions 



202 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

0 

Figure 97 : 

48 H après l’addition NaCI 

1 

0 18 36 45 
NaCl (mM) 

EVOLUTION DE LA BIOMASSE DANS 

LES SUSPENSIONS MIXOTROPHES 

Figure 98 : 

’ 
5,50 

48 H après l’addition de Nk3 - 

0 18 36 45 
NaCI (mM) 

EVOLUTION DU PH DANS LES SUSPENSIONS 

MIXOTROPHES 



203 

** Evolution du DH extracellulaire 
On ne note, aucune modification du pH lors de l’ajout de concentrations croissantes 

en NaCl dans le milieu de culture (figure 98). 

100 et 101) 
** Evolution de la Droduction totale de roténoïdes : (fïaure 99, 

* On observe une stimulation croissante de la .production de roténoïdes 
intracellulaires en fonction des teneurs en sels. Cette stimulation est beaucoup plus 
effective à fortes concentrations (45 ml@. 

Il est important de signaler que l’on retrouve à nouveau dans ces suspensions 
cellulaires photomixotrophes de Tephrosia vogeZii de fortes teneurs en roténone par 
rapport aux roténoïdes totaux (environ 65 à 75 S), mais cela aussi bien dans les témoins 
que dans les essais. 

* D’après la figure 101, à faible concentration en sels (18 mM), on observe une 
légère stimulation du relargage des roténoïdes dans le milieu (x 144). Par contre, à plus 
fortes concentrations (36 et 45 mM) on note &e forte diminution de la teneur en 
métabolites dans le milieu de culture. 

* L’évolution globale de la concentration en roténoïdes exprimée par Erlenmeyer 
nous permet de montrer que l’apport de solutions salées n’a pas ou que très peu d’effet sur 
la production de roténoïdes totaux. 

_ Comparaison-Discussion 

** Evolution du uH extracellulaire 
Il n’apparaît pas de modification importante au niveau du pH extracellulaire 48 

heures après l’ajout de concentrations croissantes en NaCl, et cela, quelle que soit la 
souche considérée (hétérotrophe ou photomixotrophe). 

Des concentrations croissantes en NaCl dans le milieu de culture n’entraînent pas de 
modification au niveau de la masse fraîche 48 heures après, aussi bien dans les 
suspensions cellulaires hétérotrophes que dans les suspensions cellulaires 
photomixotrophes. 

Résultats & discussions 
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** Evolution de la vroduction totale de roténoïdes 
* Une stimulation de l’accumulation de roténoïdes intracellulaires est observée en 

présence de concentrations croissantes en NaCl, de façon plus marquée dans la souche 
hétérotrophe (taux de multiplication maximal 7,46) que dans la souche photomixotrophe 
(taux de multiplication maximal 1,9). 

* Des comportements différents sont observés au niveau du relargage des roténoïdes 
dans le milieu de culture en fonction de la souche considérée : 

_ dans des suspensions hétérotrophes ce phénomène semble stimulé par de 
fortes concentrations en sels 

_ dans des suspensions mixotrophes il est fortement inhibe par ces mêmes 
concentrations en sels. 

* Au niveau bilan global des roténoïdes, on observe en présence d’une solution de 
NaCl : une stimulation de la production de roténoïdes chez les suspesnions hétérotrophes et 
par contre aucun effet chez les suspensions mixotrophes. 

Cette stimulation de la production de métabolites secondaires lors de l’addition de 
concentrations croissantes en sels a été également observé par NEF et al., (1988) sur des 
suspensions cellulaires hétérotrophes de Catharanthus roseus synthétisant des alcaloïdes 
indoliques. 

c) Traitement à l’ethrel 

_ Matériel végétal utilisé 
* Suspensions cellulaires hétérotrophes : souche B cultivée à l’obscurité, ayant subi 

53 repiquages sur le milieu décrit dans le chapitre “Matériel et Méthodes”. 
* Suspensions cellulaires photomixotrophes : souche B, cultivée à la lumière, ayant 

subi 17 repiquages. 

* Souche hétérotronhe : 
Douze fioles à vide sont ensemencées par pesée (cf. paragraphe A) dans les 

conditions habituelles de culture (densité cellulaire initiale de 11 %) : trois fioles à vide par 
temps de prélèvements, plus trois témoins. 

Au 65me jour de culture, la mise en présence d’éthylène est réalisée suivant le 
protocole décrit dans le chapitre II. 

L’ensemble des fioles à vide sont alors remises à agiter dans les conditions standard 

Rkdtats & discussions 
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Figure 102 : 

- 48 H après ajout d’éthrel 
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de culture, puis sont sacrifiées à des temps différents suivant l’évolution des cultures. 

Les paramètres suivis durant cette étude sont : 
- pH extracellulaire ; 
- poids de matière fraîche ; 
- roténoïdes intracellulaires ; 
- roténoïdes extracellulaires. 

* Souche uhotomixotronhe : 
Le protocole est identique à celui décrit pour la souche hétérotrophe. La densité 

cellulaire d’ensemencement est de 12 %. La fiole à vide contenant l’éthrel est mise en 
présence de la suspension cellulaire 12 jours après le début de la culture. 

Les Erlenmeyers sont utilisés 72 heures après. 
Les paramètres définis pour la souche hétérotrophe sont suivis. 

_Résultats 
Remarque : la manipulation suivante n’a été rt?alisée qu’une seule fois. 

*SOUCHE HETEROTROPHE (figure 102) 

** Evolution du DH extracellulaire 
On ne note pas de modification notoire du pH dans le milieu de culture, par rapport 

au témoin 48 heures après la mise en présence d’éthylène. 

** Evolution de la masse.tFaîche 
L’apport d’éthylène au milieu de cultures semble entraîner une diminution de la masse 

fraîche des suspensions cellulaires hétérotrophes (10,5 pour les essais contre 12,7 pour les 
témoins). 

** Evolution des roténoïdes intra & extracellulaires 

Aucune différence significative au niveau de l’accumulation de roténoïdes 
intracellulaires n’est observée 48 heures après l’incorporation d’éthylène dans le mileu de 
culture. En effet la teneur en roténoïdes dans l’essai est de 80,25 pg.g-1 MS contre 83 
pg.g-1 MS dans le témoin. 

Le dosage des roténoïdes extracellulaires réalisé dans les conditions standard n’a 

Résultats & aïscrrssions 
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Fisare 103 : 
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donné aucun résultat, à la fois dans l’essai et dans le témoin. 

*SOUCHE PHOTOMIXOTROPHE (figure 103) 

** Evolution du uH extracellulaire 
Le pH extracellulaire ne semble pas affecté par la présence d’éthylène. 

** Evolution & la masse fraîche 
L’évolution de la masse fraîche du témoin et de l’essai en présence d’éthylène est 

identique. 

** Evolution des rotérwïdes intra & extracellulaires 
Un effet sensiblement négatif sur la production de roténoïdes intracellulaires a été 

observé en présence d’éthylène. L’accumulation en roténoïdes totaux est de 78,82 p,g.g-1 
MF dans le témoin contre 56 pg.g-1 MF dans l’essai. 

Durant cette étude, aucune accumulation de roténoïdes n’a pu être mise en évidence, 
à la fois dans le témoin et en présence d’éthylène. 

_ Comparaison-Discussion 
Aucune modification du pH extracellulaire ni de la masse fraîche n’a été mise en 

évidence lors du dégagement d’éthylène dans l’lcrlenmeyer, à la fois dans les suspensions 
hétérotrophes et photomixotrophes. 

Du point de vue de la production de roténoïdes intracellulaires, les résultats sont 
identiques. La présence d’éthylène dans le milieu de culture ne semble pas affecter 
l’accumulation des métabolites secondaires, et cela quelle que soit la souche considérée. 

En conclusion, il semblerait que le dégagement d’éthylène dans le milieu de culture 
n’ait aucune action sur les paramètres étudiés chez des suspensions hétérotrophes et 
photomixotrophes de Tephrosia vogelii. Toutefois il se peut également, que le protocole. 
utilisé n’ait pas permis une bonne diffusion de l’éthylène vers 1’Erlenmeyer contenant la 
culture, auquel cas, des modifications devront être apportées au protocole lors de 
prochaines manipulations, notamment en provoquant une circulation du mélange gazeux... 
Le dosage de l’activité enzymatique de la PAL nous donnera peut-être plus d’indications 
quant à l’action effective de l’éthylène (cf. chapitre V). 

Résultats & discussiom 



210 

TABLEAU : VTII 

Aiout 
d’éliciteur 
pathogène 

Stress pH 

Stress salin 

Adjonction 
d’ethrel 

ncorporation 
de 

ihénytalanine 

TABLEAU RECAPITULATIF DE L’ESSAI DE STIMULATION 

DE LA PRODUCTION DE ROTENOIDES 

pH 570 

pH 595 

DH 6.0 
9mM 

18 mM 

361x-M 

10-4 M x3 

5.10-4 M x 2,4 

SUSPENSION 
MIXOTROPHE EN 

ERLENMEYER 

SUSPENSION 
HETEROTROPHEEN 

ERLENMEYER . 

I Facteur de multiplication de la production de roténoYdes 

Roténoïdes 
imacellulaires 

x 4,s 

x 2,19, 

x 4,12 

x 295 

x 1,22 

x 1,54 

Aucun efîet 

Roténoïdes 
I 

Roténoïdes 
I 

RoténoYdes 
extracelluki.ires intmcellulaires extracellulaires 

x 3,2 X5 loopl x 3,5 

x2 5OOpLa x7,4 

Aucun effet 

x 3,48 

x $38 



211 

D) DISCUSSION GENERALE SUR L’ESSAI D’OPTIMISATION DE LA 
PRODUCTION 

Il est important de noter en premier lieu, que les essais d’optimisation de la 
production de roténoïdes par des suspensions cellulaires hétérotrophes et 
photomixotrophes de Tephrosiu vogelii, soit par incorporation de précurseurs, soit sous 
l’effet de différents stress, se sont révélés dans certains cas très positifs et prometteurs. 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau VIII. 
On observe des différences de réponses, en fonction du traitement effectué, mais 

également en fonction de la souche considérée. 
_ Ainsi, les traitements ayant donné les résultats les plus intéressants sont les essais 

de stimulation en présence d’éliciteur pathogène ou d’incorporation de phénylalanine et de 
fortes concentrations en sels. 

- Les suspensions hétérotrophes de Tephrosia vogelii répondent de manière 
beaucoup plus intense aux différents essais de stimulation. L’accumulation de roténoïdes 
est parfois multipliée par un facteur de 7,5 par rapport au témoin. 

Cependant les teneurs en roténoïdes obtenues après différents traitements des 
suspensions hétérotrophes sont toujours inférieures à celles des souches 
photomixotrophes. 

Il semble que les agents stimulateurs de la production ne suffisent pas à restaurer 
dans les suspensions hétérotrophes, les potentialités biosynthétiques de la PAL à la 
lumière. 

De plus, c’est en présence de phénylalanine que l’on obtient le maximum 
d’accumulation de roténoïdes dans les suspensions cellulaires mixotrophes. 

Par contre, lors de l’incorporation de phénylalanine dans des suspensions 
hétérotrophes on observe, certes une augmentation de la production, mais celle-ci n’atteint 
jamais les teneurs observées à la lumière. 

, Il apparaît donc que la lumière est un des principaux facteurs limitant la production 
de roténoïdes. La phénylalanine semble jouer également un rôle important dans ce mode de 
régulation de la production, une fois le facteur lumière rétabli. 

D’autres études, notamment au niveau de la voie de biosynthèse des roténoïdes et 
plus particulièrement lors de la première étape (impliquant largement la PAL), nous seront 
très utiles pour une meilleure compréhension et interprétation des résultats obtenus (cf. 
chapitre V). 

Résultats & discussion 
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CHAPITRE V : CARACTERISATION ET EVOLUTION D’UNE 
ENZYME CLE DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES ROTENOIDES : LA 
PAL 

A) INTRODUCTlON 

La phénylalanine ammonia-lyase qui catalyse la première réaction de la voie de 
biosynthèse des phénylpropanoïdes, se trouve à l’interface entre le métabolisme primaire 
(protéosynthèse) et le métabolisme secondaire (biosynthèse des phénylpropanoïdes). 

Selon la littérature, cette enzyme est extrêmement sensible à l’état physiologique de 
la plante. 

Des modifications rapides et transitoires de l’activité enzymatique de la PAL ont été 
ainsi observées sous l’effet de divers stimuli : lumière (ZIMMERMANN et 
HAHLBROCK, 1975 ; HAHLBROCK et al., 1976) ; dilution de suspensions cellulaires 
(HAHLBROCK et SCHRODER, 1975) ; éliciteurs pathogènes (HAHLBROCK et al., 

1981 ; LAMB et DIXON, 1978 ; EBEL et al., 1976) éliciteurs abiotiques (HA‘ITORI et 
OHTA, 1985 ; MOESTA et GRISEBACH, 1981; DAVIS et al., 1986). 

DELAPAL 
B) DEFlNITIONS DES CONDITIONS 0 PTIMALES DE DOSAGE 

Remarque : Pour l’ensemble des maniiulatiom de caract&isation partielle aè la PAL. nous avons utilisés 

des cak chlorophylliens de souche FI Cad car moinsjXable, donc une teneur en eau plus faible et plus chargés en 

protéines solubles. 

1) Linéarité en fonction du temps d’incubation et de la 
teneur en protéines 

a) Matériel végétal 

Cals chlorophylliens de souche Fr Cad ayant subi 30 repiquages sur le milieu donné 

dans le chapitre “Matériel et Méthodes” additionné de 30 g.l-1 (88 mM) de saccharose, âgés 
de 12 jours de culture. 

b) Protocole 
Le protocole est celui donné dans le chapitre “Matériel et Méthodes”. La réaction 

Résultats & discussiorrs 
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Figure 104 Figure 104 : : Ficm-e 105 : 
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enzymatique est arrêtée à différents temps. Ainsi la période optimale d’incubation sera 
définie. De même, des concentrations croissantes en extraits enzymatiques bruts sont 
ajoutées au milieu d’incubation afin de déterminer la quantité optimale de protéines requises 
lors du dosage de l’activité de la P+AL. 

c) Résultats 
Les résultats de ces deux manipulations sont donnés dans les figures 104 et 105. 

- Linéarité en fonction du temps d’incubation 
La formation d’acide cinnamique catalysée par la PAL est linéaire pendant plus de 

deux heures, à 30 OC. Pour les dosages en routine, le temps d’incubation retenu est de 90 
minutes. 

- Linéarité en fonction de la teneur en protéines 
L’effet de la concentration en protéines sur l’activité enzymatique de la PAL est 

donné dans la figure. La formation de l’acide cinnamique, dosée par spectrophotométrie, 
est linéaire jusqu’à une teneur en protéines de 1 500 pg. Lors des dosages en routine de 
l’activité enzymatique de la PAL, une teneur en protéines d’environ 1000 p,g sera requise. 

L’activité spécifique de la PAL dans cette expérience est de 1,OS nmoles d’acide 
cinnamiquemin-t.mg-1 protéines. 

2) Effet du pH 

a) Matériel végétal 
Cals chlorophylliens de souche Fr Cad. ayant subi 32 repiquages sur le milieu 

donné dans le chapitre “Ma&ie1 et Méthodes” additionné de 30 g.l-1 (88 mM) de 
saccharose, âgés de 13 jours. 

b) -Protocole 
Le protocole est celui décrit dans le chapitre “Matériel et Méthodes”. Deux solutions 

tampons différentes sont pn?parées : 
- un tampon Tris-HCL (100 mM) ajusté B 5 pH différents (7,2 ; 7,4 ; 7,8 ; 8,2 ; 8,6) 
- un tampon borate (100 mM) ajusté à 5 pH différents (8,2 ; 8,6 ; 8,8 ; 9,0 ; 9,4) 
10 milieux d’incubation sont alors réalisés en présence des tampons de pH 

différents. Le pH de chaque milieu d’incubation est mesuré en présence de l’échantillon 
avant le début de la réaction. Le pH mesuré correspond bien au pH lors de la réaction. 

Résultats Bc akxssion~ 
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c) Résultats 
Les résultats de cette expérience sont portés sur la figure 106. 
On observe un pH optimum de la PAL autour de 8,6. Cette valeur correspond au pH 

optimum obtenu par KOUKOL et CONN en 1961, lors de premières mesures faites sur 
Hordeum vuZgare et également par HANSON et HAVIR dans leur revue bibliographique 
sur la PAL (1981). 

L’incubation dans du tampon Tris-HC1 permet une meilleure expression de l’activité 
de la L-phénylalanine ammonia-lyase. Pour les dosages en routine de la PAL, nous 
utiliserons donc une solution tampon Tris-HC1 100 mM ajustée à pH 8,6. 

3) Effet de la concentration en substrat-Détermination de la 
constante de Michaelis-Menten 

a) Matériel végétal 

Cals chlorophylliens de souche Fr Cad., âgés de 15 jours, ayant subi 34 repiquages 

sur le milieu donné dans le chapitre “Matériel et Méthodes”, additionnés de 30 g.l-1 (88 
mM) de saccharose. 

b) Protocole 
Le protocole est celui décrit dans le chapitre “Matériel et Méthodes”. 
Neuf milieux d’incubations sont réalisés en présence de concentrations croissantes 

en L-Phénylalanine ( de 0,125 mM à 8 mM). De la même manière, 8 milieux d’incubations 
sont réalisés avec de plus fortes teneurs en L-Phénylalanine (0,25 mM à 32 mM). 

c) Résultats 
Les valeurs obtenues au cours de cette expérience sont reportées sur la figure 107 

pour les faibles concentrations en L-Phénylalanine et sur la figure 108 pour les fortes 
concentrations en substrat. Les analyses cinétiques montrent que l’enzyme ne suit pas un 
simple mécanisme michaélien ; la forme sigmoïdale indique que l’enzyme semble soumise 
à une régulation allostérique de type coopérativité négative. Les courbes V = f(S) 
présentent une saturation de l’enzyme à 5 mM en phénylalanine. 

Les valeurs transformées suivant LINEWEAVFIR et BURK sont representées sur la 

figure 109. La constante de Michaelis-Menten, K, calculée graphiquement est estimée à 2 

mM. 
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Cette caractérisation partielle de la PAL sur les cultures cellulaires de Tephrosia 
vogelii nous a permis de déterminer les conditions de dosages qui seront utilisées en 
routine pour les expérimentations suivantes. 

C) EVOLUTION DE L’ACTIVITE PAL DANS LES SUSPENSIONS 
CELLULAIRES CULTIVEES EN BIOREACTEUR 

1) Introduction 

Lors de l’analyse des résultats obtenus sur les manipulations présentées dans les 
chapitres III et IV, nous avons, à maintes reprises, mentionné le rôle probablement 
prédominant de la PAL en tant qu’enzyme pivot du métabolisme des phénylpropanoïdes. 

Aussi, après adaptation des méthodes d’extraction et de dosage de l’activité 
enzymatique de la PAL à noue matériel végétal in vitro, nous avons suivi l’évolution de 
cette activité enzymatique au cours de la culture de suspensions hétérotrophes et 
photomixotrophes de Tephrosia vogelii, cultivées en bioréacteur. 

2) Suspensions hétérotroghes 

a) Matériel vécIétal utilisé 
* Suspensions ceilulaires hétérotrophes : souche 13 cultivée à l’obscurité, ayant subi 

47 repiquages sur le milieu décrit dans le chapitre “Matériels et Méthodes”. 

b) Protocole 
Le protocole de culture pour les suspensions hétérotrophes est identique à celui 

présenté dans le chapitre III sur la culture en bioréacteur. (Un premier cycle de culture est 
donc réalisé à l’obscurité, et un deuxième cycle à la lumière après renouvellement du 
milieu). 

Les seuls paramètres suivis, sont les suivants : 
_ Roténoïdes totaux intracellulaires 
_ Roténoïdes totaux extracellulaires 
_ Activité spécifique de la PAL 

c) Résultats 
Les résultats présentés ici correspondent à des manipulations répétées deux fois. 

Résultats L discussims 
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- Premier cycle à Itobscurité cfigure 110) 

** Evolution de la production de roténoïdes intracellulaires 
La production de roténoïdes intracellulaires est maximale en fin de phase 

exponentielle, entre le 6 ème (7 pg.g-1 MF) et le 8”e jour de culture. 
Les teneurs en roténone étant très faibles (environ 1 à 5 % des roténoïdes totaux), la 

production ne sera exprimée qu’en fonction des roténoïdes totaux. 

** Evolution de la production de roténoïdes extracellulaires 
Au cours des repiquages et lors du passage en bioréacteur, les roténoïdes 

extracellulaires n’ont été présents qu’à l’état de trace à peine détectabl’e lors des analyses 
HPLC. 

** Evolution de l’activité spécifique de la PAL 
D’après la figure 110, on note deux pics d’activité de la PAL. 
Un premier pic se situe au premier jour de culture, juste après l’ensemencement, et 

un deuxième pic au 6he jour de culture, peu avant la fin de la phase exponentielle. 
Ces deux pics, à deux temps bien définis du cycle de croissance de la culture, sont 

d’amplitudes égales et de courtes durées (1 à 2 jours maximum). Le phénomène est 
reproductible. 

- Deuxième cycle à la lumière @gure II 1) 

** Evolution de la production de roténoïdes intracellulaires 
Le maximum de production de roténoïdes (123 pg.g-1 MI’) est atteint au 8ème jour 

de culture, en fin de phase exponentielle. L’accumulation de roténoïdes intracellulaires 
diminue ensuite très rapidement, elle n’est plus que de 4,25 pg.g-1 Ml? au 10ème jour de 
culture. 

** Evolution de la production en roténoïdes extracellulaires 
De très faibles concentrations en roténoïdes extracellulaires ont été détectées durant 

cette expérimentation. 

** Evolution de l’activité spécifique de la PAL 
On observe, durant la croissance a la lumière de la suspension cellulaire 
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Figure 110 : 
r Suspension hétérotrophe en réacteur 
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hétérotrophe, deux pics d’activité spécifique de la PAL, tout à fait superposab1e.à ceux 
obtenus à l’obscurité. 

Comme à l’obscurité, un premier pic est détectable dès le premier jour de culture 

puis chute jusqu’à b, un deuxième pic est ensuite observé en fin de phase exponentielle de 

croissance, c’est à dire dès les 6‘ eme et 7ème jour de culture. Ces deux pics d’activité 
spécifique de la PAL sont’d’amplitudes équivalentes et leurs durées n’excèdent jamais deux 
jours. 

3) Suspension photomixotrophe 

a) Matériel v&étal utilisé 
* Suspensions cellulaires photomixotrophes : souche 13, cultivée à la lumière, ayant 

subi 16 repiquages. 

b) Protocole 
Le protocole est identique à celui décrit dans le chapitre III sur la culture en 

bioréacteur. Les paramètres suivis sont les mêmes que ceux définis pour les suspensions 
cellulaires hétérotrophes. 

c) Résultats 
Les résultats présentés ici correspondent à des manipulations répétées trois fois 

(figure 112). 

** Evolution de la production de roténoïdes intracellulaires 
On observe deux pics de production de roténoïdes intracellulaires.~ 
Un premier, en tout début de culture, de faible amplitude lors du 2ème jour (5,5 

l,tg.g-1 MF roténoïdes totaux contre 2,41 pg.g-1 MF à l’ensemencement), et le deuxième 
de plus forte amplitude en fin de phase exponentielle au 12ème jour de culture (19 pg.g-1 . 
MF). Cette accumulation de roténoïdes intracellulaires au 12”le jour de culture n’est que 
transitoire, en effet, elle diminue très rapidement (sa teneur n’est plus que de 2,3 l.tg.g-1 
Ml? en fin de culture). 

La roténone représente ici environ 40 % des roténoïdes totaux. 
4, 
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** Evolution des roténoïdes extracellulaires : à peine détectables 

** Evolution de l’activité spécifique de la PAL (figure 114) 
Deux pics d’activité spécifique de la PAL sont encore observés au cours du cycle de 

croissance des cellules photomixotrophes : un premier pic détectable dès le premier jour de 
culture et de très courte durée, et un deuxième pic de plus forte amplitude apparaissant 
beaucoup plus tard dans le temps, au 8 ème jour de culture en pleine phase exponentielle, 
s’étalant sur deux jours. 

4) Comparaison-Discussion 

a) Evolution des roténoïdes intracellulaires 
Deux pics d’accumulation de roténoïdes sont mis en évidence dans la souche 

hétérotrophe (obscurité/lumière) et également pour la souche photomixotrophe. 
Il est important de noter que le premier pic de production observé en début de culture 

est à la limite de la signifïcativité et de beaucoup plus faible amplitude que le second mis en 
place durant la phase exponentielle. 

Dans la souche hétérotrophe, l’accumulation de roténoïdes est exacerbée à la 
lumière. En effet, le maximum de production obtenu au 6”e jour de culture est de 12 
pg.g-1 MF a la lumière contre 7 pg.g-1 Ml? à l’obscurité soit pratiquement le double. 

Cette stimulation de l’accumulation de roténoïdes a la lumière a déjà été observée et 
discutée dans le paragraphe traitant de l’évolution de la croissance et de la production de 
roténoïdes en Erlenmeyer. 

Ces résultats obtenus ici nous confortent dans l’idée que le facteur lumière est 
indispensable pour l’expression optimale de la production deroténoïdes. 

b) Evolution des roténoïdes extracellulaires 
Le dosage des roténoïdes extracellulaires n’a permis de détecter que des traces 

quelles que soient les souches et les conditions de culture : lumière/obscurité. Il est donc 
impossible de mettre en relation l’activité PAL et l’excrétion des roténoïdes dans le milieu 
avec les paramètres lumière ou obscurité. 

c) Evolution de l’activité snécifïaue de la PAL 
On observe, a la fois dans les cultures hétérotrophes et photomixtrophes, deux pics 

d’activité spécifique de la Phénylalanine ammonia-lyase, l’un dès le premier jour de’culture 
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et l’autre.en fin de phase exponentielle . 
L’intensité de ces deux pics est identique lorsqu’on considère la souche hétérotrophe 

que ce soit à la lumière ou à l’obscurité. 
Par contre, dans les cultures photomixotrophes, ces deux pics ne présentent pas la 

même amplitude ; le deuxième pic, en fin de phase exponentielle étant deux fois plus 
important que le premier. 

Durant ces expériences, nous avons pu également noter que lors du passage des 
cultures hétérotrophes de Tephrosia vogelii de l’obscurité à la lumière, l’activité spécifique 
de la PAL est légèrement amplifiée (facteur d’amplification 30%, pas très significatif). 

Il est à remarquer que, quelles que soient les conditions de culture : 
lumière/obscurité, les cellules maintiennent une certaine activité PAL. Cela avait déjà été 
observé par THORPE et ai., 1971, sur des cals de Cirrus cultivés à la lumière ôu à 
l’obscurité. 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ces mawipulations est en accord 
notamment avec les résultats de ZIMMERMANN et HAHLBROCK, en 1975 sur les 
cultures cellulaires de Petroselinwn b-terne. 

Ces auteurs ont tout d’abord montré l’existence de deux pics distincts d’activité 
spécifique de la PAL durant le cycle de, la culture. L’un est mesurable juste après 
l’ensemencement, l’autre est .mis en place à la fin de la péri~ode d’accroissement de la masse 
fraîche. Il semblerait, dans le cas du premier pic, que le transfert des cellules, en fin de 
phase stationnaire dans un milieu neuf, entraîne une augmentation de l’activité PAL 
(HAHLBROCK et WELLMANN, 1973). De mêmes observations ont été faites par 
HAHLBROCK et SCHRODER (1975) lors de dilution de suspensions cellulaires de persil 
dans, de l’eau. Un temps de latente de 2 à 3 heures est noté avant le pic d’activité (12-15 
heures après la dilution de la culture) qui chute ensuite très rapidement. Ce changement 
d’activité enzymatique, dans les cultures cellulaires de persil diluées, est corrélé à une 
synthèse d’ARNm (SCHRODER. et al., 1977). 

Pensant que l’induction de la PAL était due à une diminution de la densité cellulaire 
des cultures, HAHLBROCK et SCHRODER, en 1975, ont éliminé des cellules d’une 
culture en pleine croissance, tout en gardant le même milieu. Aucune induction n’a été 
observée. Le stimulus dépend donc de la baisse en concentration d’un composé d’origine 
cellulaire dans le milieu de culture. La nature de ce composé n’a pas été déterminée dans les 
suspensions cellulaires de persil. Cependant, il a été envisagé la possibilité suivante : une 
diminution de la concentration en acide hydroxycinnarnique pourrait être responsable d’une 
dérépression de la synthèse de la PAL (ENGELSMA, b19’72). Une des approches 
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possibles de ce problème est de tester l’effet de repiquage de cellules dans du milieu de 
culture conditionné (sur lequel ont déjà poussé des suspensions). Ainsi, dans des cultures 
de Phase&s vdgaris, le milieu conditionné inhiberait l’augmentation de l’activité PAL de 
façon variable (DIXON et aE., 1980). Il a été également démontré, que l’eau distillée ayant 
servi à laver les cellules avait une action inhibitrice sur la PAL. L’acide hydrocinnamique 
semble être responsable de cette inhibition, mais n’est peut-être pas le seul facteur 

impliqué. En effet, la concentration en CO2 dissout pourrait jouer également M rôle crucial 

dans ce mécanisme. Le dioxyde de carbone, qui est essentiel pour l’initiation de la 
croissance de cultures cellulaires de Sycomore (GATHERCOLE et al., 1976), absent lors 
du repiquage, pourrait être impliqué dans l’induction de la PAL. L’hypothèse suivante a été 

émise : ‘la disponibilité en 02, augmentée lors de la dilution de la culture, en fin de phase 

exponentielle, pourrait entraîner une véritable stimulation de la phosphorylation oxydative, 
d’où une synthèse de protéines. 

En fait, le repiquage provoque une rapide stimulation de la formation de polysome et 
une augmentation du taux d’ARNm (non définis) dans des cultures cellulaires de 
Phaseoks vulgaris et de Glycine max (BEVAN et NORTHCOTE, 1981). Ainsi, d’autres 
enzymes que la PAL sont activées lors du repiquage des cultures cellulaires : Nitrate 
réductase et Rubisco (RIVAL, 1989). 

’ 

L’augmentation de l’activité de la PAL (faible dans le cas de Tephrosia vogelio, lors 
du passage de I!obscurité à la lumière des suspensions cellulaires hétérotrophes, a déjà été 
observée par de nombreux auteurs sur d’autres cultures cellulaires (ZIMMERMANN et 
HAHLBROCK, 1975 ; CAMM et TOWERS, 1977’; SCHRODER et al., 1977). Cette 
stimulation transitoire de l’activité spécifique de la PAL, lors de l’éclairement des 
suspensions, est due à une dérepression du génome et une augmentation du pool d’ARNm 
codant pour cette enzyme (BETZ et aZ., 1978 ; SCHRODER et al., 1977 ; SCHRODER et 
al., 1979). 

L’existerce d’une activité PAL à l’obscurité peut paraître paradoxale. En fait, il a été 
également démontré que si la lumière stimulait la synthèse de la PAL, l’obscurité , elle, 
n’inhibait ni sa synthèse ni son activité qui n’est alors que réduite (THORPE et al., 1971). 

La PAL, en fait, est sous contrôle du phytochrome. Cela a été démontré au niveau 
de la plante entière (SCHOPPER, 1977) mais également sur des cultures cellulaires de 
Petr0seZinu.m hortense (WELLMANN, 1974 ; WELLMANN, 1975 ; WELLMANN et 
SCHOPPER , 1975). Les résultats obtenus montrent que l’activité de l’enzyme augmente 
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considérablement après un temps de latente d’environ 1 heure, après l’éclairement RS. 
Après une vingtaine d’heures, l’activité chute ; on peut interpréter ces faits en supposant 
l’existence de trois évènements qui se succèdent dans le temps : induction de la synthèse de 
l’enzyme, inactivation de l’enzyme et répression de la synthèse enzymatique. 

Ce type de mécanisme est identique à celui qui survient lors du repiquage des 
suspensions cellulaires. 

Cela implique donc, que la PAL est sous contrôle transcriptionnel pour la lumière et 
la dilution, dans les cultures cellulaires de Petrosefinum homme (JONES, 1984). 

Ainsi selon la littérature, sous l’effet des deux types de stimuli que sont la dilution 
de suspensions cellulaires et la lumière, on assiste réellement à une induction et non à une 
stimulation post traductrionnelle de l’activité de la phénylalaniue ammonia-lyase. 

d) Corrélation entre activité PAL et broduction de roténoïdes 
Dans les deux souches étudiées, après dilution de la suspension, il semble que 

l’induction de la PAL et son activité maximale prkèdent légèrement le pic de production de 
roténoïdes. 

De même, le deuxième pic d’activité spécifique de la.PAL, dans tous les cas (souche 
. :’ hétérotrophe- lumière/obscurité, souche photomixotrophe), précède légèrement 

.- . . . l’augmentation de la production de roténoïdes intracelhkires. 

: ,; Le passage de l’obscurité à la lumière, ‘des cultures cellulaires hétérotrophes de 
Tephrosiu vogefii, se traduit par une augmentation de l’activité PAL corrélée à celle de la 
production de roténoïdes. L’activité PAL à la lumière est ainsi mutipliée par un facteur de 
1,35 et l’accumulation par un facteur 2. 

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés dans la littérature. En effet, 
l’induction de l’activité PAL par la lumière, en relation avec une production maximale de 
métabolites in vitro, a déjà été rapportée par IBRAHIM et EDGAR, (1976) ainsi que 
KOUMBA et MACHEIX (1982 ), pour l’accumulation d’acide hydroxycinnamique dans 
des suspensions cellulaires respectivement de Perilfa et de pomme. BRUNET et 
IBRAHIM en 1973, ont également mis en évidence des résultats analogues sur des cultures 
de tissu de Cirrus produisant des dérivées flavones. De même, OZEKI et KOMAMINB, 
en 1985, notent sous l’effet de la lumière une induction de la PAL corrélée à une 
accumulation d’anthocyanines dans des suspensions cellulaires de carotte. 

Cependant, le taux de production des composés phénoliques ne se trouve pas 
seulement sous la dépendance de l’induction de la PAL, d’autres enzymes également sont 
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impliquées. 
Ainsi, dans les cultures cellulaires de persil, lors de l’induction de l’accumulation de 

flavonoïdes sous l’effet de la lumière blanche ou UV, une induction simultanée de trois 
enzymes du métabolisme général des phénylpropanoïdes (Groupe 1 : Phénylalanine 
ammonia-lyase (PAL), Cinnamate-4-hydroxylase (C4H) et Lt-hydroxycinnamate CoA 
ligase (4HCL)) et de cinq enzymes de la voie des flavones (groupe II) a été mise en 
évidence (HAHLBROCK et al., 1976). 

La durée des activités induites des deux groupes enzymatiques diffère 
considérablement. Cependant, les enzymes de chaque groupe enzymatique, qui catalysent 
successivement les différentes séquences de la voie de biosynthèse des flavonoïdes, 
apparaissent être régulés de manière coordonnée. 

L’implication du Pfr dans ce mécanisme complexe, peut être démontrée après des 
expériences d’induction/réversion dans des suspensions cellulaires de persil 
(WELLMANN, 1974 ; WELLMANN, 1975 ; WELLMANN et SCHOPFER ,1975). 

Finalement, la synthèse de flavonoïdes, sous la dépendance de la lumière, semble 
être initiée par Pfr, par l’intermédiaire de l’induction simultanée de deux groupes 
d’enzymes coordonnées. 

D) LA STIMULATION DE LA PRODUCTION ET L’ACTIVITE PAL 

1) Introduction 

La PAL, rappelons-le, enzyme clé de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes 
et donc des roténoïdes, est facilement inductible sous l’effet de différents agents stressants. 

Aussi, une étude de l’évolution de l’activité spécifique de la Phénylalanine 
ammonia-lyase en ‘relation avec la production de roténoïdes, dans des suspensions 
hétérotrophes et photomixotrophes de Tephrosia vogelii soumises à différents stress 
biotiques ou abiotiques, et également lors de l’ajout de précurseur tel que la 
L-phénylalanine, a été entreprise. 

2) Incorporation .de L-Phénylalanine 

a) Souche hétérotronhe 
Remaraue : L+e matériel végétai et le protocole utilisés pour ces expériences sont 

identiques d ceux décrits dans le paragraphe D sur l’optimisation de la production de 
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roténoïdes. Des prékvements sont effectués 4 ,24 et 48 heures après l’inco~oration de 
L-phénylalanine. . 

figure 113) - 
Evolution de la production de roténoïdes intracellulaires 

Quatre heures après l’ajout de L-phénylalanine dans le milieu de culture, on 
n’observe pas de modification notoire de l’accumulation de roténoïdes intracellulaires. 

Un effet positif des teneurs 0,l mM et 0,5 mM en précurseur est noté 24 heures 
après l’incorporation. La production de roténoïdes intracellulaires est multipliée par 35 à 
0,l mM et par 5 à 0,5 mM par rapport au témoin. 

48 heures après l’ajout de précurseur, plus aucune stimulation de l’accumulation de 
roténoïdes intracellulaires n’est mise en évidence, et cela quelle que soit la concentration en 
L-phénylalanine. 

- Evolution de l’activité spécij?que de la PAL cfisure 114) 
L’activité spécifique de la L-phénylalanine ammonia-lyase n’est pas modifiée 4 

heures après l’incorporation de précurseur dans le milieu de culture, excepté à la 
concentration de 0,5 mM, où elkest multipliée par 2,5. 

24 heures après, on observe une stimulation transitoire de l’activité PAL par des 
concentrations en L-phénylalanine exogène de 0,l mM (x 1,65), de 0,5 mM (x 2) et de 1 
mM (x 1,54), qui n’est plus détectable 48 heures après le traitement. 

b)Souche uhotomixotronhe 
Remarque identique h celle faite précéakmment sur la sou.cheJ hétérotrophe quant au 

matériel végétal et au protocole utilisés. 

- Evolution de la production de roténoïdes intracellulaires 
(figure 115) 

On observe, 4 heures après l’ajonction de précurseurs, de très faibles teneurs en 
roténoïdes identiques dans les essais et les témoins. 

24 heures après l’ajout du prkurseur, l’accumulation de roténoïdes intracellulaires 
est très largement modifiée, surtout aux fortes concentrations en phénylalanine. 

La teneur en métabolites est multipliée par 10 à la concentration optimum de 0,l 
mM,par8à0,5mMetpar4à1mM. 

Il semblerait que 48 heures après l’ajout de phénylalanine il n’y ait plus aucun effet 
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sur l’accumulation de roténoïdes intracellulaires. 
Par contre, la teneur en métabolites du témoin est importante, ce qui semblerait 

correspondre au pic de production tel qu’il a été décrit dans le chapitre sur l’évolution de 
l’activité PAL au cours de la culture des suspensions cellulaires. 

_Evolution des roténoïdes extracellulaires 
Au cours de cette expérience, les roténoïdes extracellulaires n’ont été détectées qu’à 

l’état de traces. 

- Evolution de l’activité spécijïque de la PAL (figure Il 6) 
La Phénylalanine ammonia-lyase est’sensible à la présence de L-phénylalanine, dans 

le milieu de culture et cela 4 heures après l’incorporation. Une augmentation de l’activité 
PAL est observable à la concentration de 0,l mM, où elle est multipliée par un facteur 3 et 
à 0,5 mM, où l’activité de la PAL n’est multipliée que par un facteur 2. 

24 heures après, on ne note plus d’effet positif du précurseur sur l’activité de la 
PAL. Par contre, une importante augmentation de l’activité PAL est notée dans le témoin, 
correspondant apparemment au pic d’activité en fin de phase exponentielle, précédant le pic 
de production de roténoïdes. 

Cette activité spécifique de la PAL reste encore forte 48 heures après l’incorporation 
aussi. bien dans le témoin que dans les essais comportant de faibles teneurs en 
phénylalanine. 

c) Comuaraison-Discussion 
r f. 

- Evolution de la production de rothoï&s intracellulaires 
On note en général un effet plutôt positif de l’incorporation de L-phénylalanine au 

milieu de culture sur la production de roténoïdes intracellulaires, aussi bien pour les 
suspensions cellulaires hétérotrophes que photomixotrophes. 

Cette stimulation est surtout observable 24 heures après l’adjonction de précurseurs, 
à fortes concentrations en phénylalanine. 

L’accumulation de roténoïdes lors de l’apport de phényk.lanine, est beaucoup plus 
.* importante dans les cultures photomixotrophes que dans les cultures hétérotrophes. 

2.. . . ;. /. . En effet, pour la même concentration en précurseur de 0,l mM, on note un facteur 
de multiplication de la production de 10 pour la souche photomixotrophe, et de 3,5 

“seulement pour la souche hétérotrophe. 
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- Evolution de l’activité spécifique de la PAL 
L’adjonction de L-phénylalanine au milieu de culture induit, 4 heures après, une 

augmentation transitoire de l’activité spécifique de la PAL, dans des suspensions cellulaires 
hétérotrophes et photomixotrophes. Cette activité est maximale en présence de 0,l mM de 
phénylalanine dans la souche photomixotrophe et de 0,5 mM dans la souche hétérotrophe. 

24 heures et 48 heures après on ne note plus d’effet positif de l’adjonction du 
précurseur biosynthétique sur l’activité PAL. 

Ces résultats sont en accord avec les observations fait& par CREASY (1968) sur 
des feuilles de fraisier. Il a démontré que de faibles teneurs en phénylalanine inhibaient 
l’activité spécifique de. la PAL ; par contre, des concentrations int&médiaires ont un effet 
favorable sur le taux de Phénylalanine ammonia-lyase. 

ZUCKER, en 1968, a montré quant à lui que la phénylalanine, apportée à forte dose 
(5x 10-2 M) à des tubercules de Pomme de terre, inhibait l’activité spécifique de la PAL. 

THORPE et al. (1971), ont pour leur part observé que la phénylalanine (à faible 
concentration non toxique, 0,l m.M et 0,001 mM) produisait un effet légèrement positif sur 
l’activité de la PAL de cultures de tissus de Citrus paradisi. ’ 

roténoï&s 
- Evolution de l’activité PAL en relation avec la production de 

L’activité spécifique de la PAL semble précéder l’accumulation de roténoïdes, dans 
les suspensions cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes, en présence de 
phénylalanine. Les concentrations en précurseur de 0,l mM et de 0,5 mM sont les plus 
favorables à la production de roténoïdes et induisent une augmentation de l’activité PAL. 
MACHEIX et aZ., (1981) ont également démontré que l’accumulation de dérivés 
phénoliques lors de l’incorporation de phénylalanine était corrélée positivement à une 
augmentation de l’activité PAL, dans des suspensions cellulaires de Pomme. 

Il existe en fait, un certain antagonisme dans l’utilisation possible de la 
phénylalanine entre la protéosynthèse et la biosynthèse de flavonoïdes et de dérivées 
cinnamiques (MARGNA, 1977 ; PHILLIPS et HENSHAW, 1977). 

En effet, dans des conditions favorables pour la biosynthèse de protéines 
(croissance active de la suspension), on observe une diminution de la teneur en, 
phénylpropanoïdes. Par contre, toutes conditions conduisant à une répression de la, 
synthèse de protéines ou favorisant leur “tum-over” et leur catabolisme semblent stimuler 
l’accumulation de composés phénoliques. Ainsi, MACHEIX et al., (1981) ont démontré 
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que l’incorporation de phénylalanine dans les dérivés phénoliques est pratiquement 
inexistante pendant la phase exponentielle de croissance de suspensions cellulaires de 
Pomme lorsque la teneur en protéines est importante. La concentration en composés 
phénoliques augmente seulement lors de l’addition de phénylalanine, en début de culture 
ou durant la phase stationnaire de croissance. 

Il est probable que la biosynthèse de protéines, processus cellulaire indispensable à 
la croissance, soit le premier consommateur de phénylalanine synthétisée par les cellules. 
La quantité de phénylalanine devenant disponible pour la production de phénylpropanoïdes 
est déterminée alors suivant le degré d’utilisation de celle-ci dans la protéosynthèse, d’une 
part, et suivant l’importance de son relargage par les protéines durant leur “turn-over”, 
d’autre part. Les relations synchrones existant entre le métabolisme des protéines et 
l’accumulation de phénylpropanoïdes semblent prouver que la quantité disponible en 
phénylalanine est souvent beaucoup plus faible que la capacité catalytique de la PAL 
(MARGNA, 1977), et limite donc l’expression maximale de la production de métabolites. 

L’exemple de cultures cellulaires de Acer pseudoplatanus, illustre bien cette 

antagonisme. L’apport de phénylalanine marquée au W permet de suivre son 

incorporation à différents niveaux de la biosynth&e. Ainsi, lors d’apport de ce précurseur 
aux cultures cellulaires, la radioactivité se retrouve au niveau des phénols. Par contre, si on 
injecte en surcroit de l’urée, la phénylalanine sera incorporée @férentiellement dans les 
protéines. 

La période à laquelle est apportée le précurseur est donc de la plus grande 
importance, pour présager de son action sur la production de composés 
phénylpropanoïdiques. En effet, suivant la teneur en azote du milieu, la phénylalanine sera 
utiliséevia la protéosynthèse ou via la biosynthèse de phénylpropanoïdes. 

3) Stress d’origine biotique 

a) Elicitew uatho&ne 

_ Souche J hétérotrophe 
Remarque : Le matériel vkgétal et le protocole utilisés pour ces expériences sont 

identiques h ceux décrits dans le chapitre IV sur l’optimisation de la production de 
roténoïdes. Des prélt?vements sont effectués 4 ,24 er 48 heures après l’incorporation de 
100 et 500 fl d’éliciteurs 123 B. 
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. 

** Evolution de la Droduction intracellulaire de roténoïdes : Nw-e 117) 
Quatre heures après l’ajout de deux concentrations en éliciteurs (100 et 500 pl), on 

n’observe pas de modification de la teneur en roténoïdes intracellulaires par rapport au 
témoin. 

En présence d’éliciteur à la concentration de 100 ~1, on note une stimulation de la 
l’accumulation de roténoïdes intracellulaires (x3,6), 24 heures après l’élicitation. Un même 
effet positif mais moindre, de forte teneur en éliciteur (500 J.@, est obtenu après ce même 
temps (la production est multiplieé par 1,7). 

48 heures après l’élicitation, un effet positif des deux concentrations en éliciteurs est 
observé sur l’accumulation de roténoïdes avec un facteur de multiplication de 35 en 
présence de 100 y1 d’éliciteur et de 2,5 en présence de 500 @. 

** Evolution de l’activité mécitïaue de la PAL (fiaure 1181 
L’activité spécifique de la L-phénylalanine ammonia-lyase est largement modifiée 4 

heures après l’ajout d’éliciteur dans le milieu de culture, aussi bien lors de l’incorporation 
de 100 ~1 (activité PAL x 3), que de 500 jtl (activité PAL x 4). L’induction de la PAL 
précède nettement la synthèse des roténoïdes. 

24 heures après l’élicitation, plus aucune stimulation de l’activité enzymatique de la 
PAL par des teneurs croissantes en éliciteur 123 B n’est détectable ; au contraire, on note 
même une diminution des activités enzymatiques par rapport au témoin. 

L’évolution de l’activité PAL 48 heures après élicitation est identique à celle 
observée 24 heures après, les valeurs obtenues en présence d’éliciteurs sont plus faibles 
que dans le témoin. 

Discussion - 

* On note un effet plutôt positif de l’incorporation cl’éliciteur 123 B au milieu de 
culture sur la production de roténoïdes intracellulaires. 

Cette stimulation est surtout observable 24 heures et 48 heures après l’adjonction 
d’éliciteurs pathogènes à la concentration de 100 ~1 et également 500 pl. Le facteur de 
multiplication de la production est identique 24 et 48 heures après Micitation en présence 
de 100 ~1 d’éliciteur (x 3,5). 

* L’adjonction d’éliciteur au milieu de culture induit également, 4 heures après, une 
augmentation rapide et transitoire de l’activité PAL (x3 voire 4) qui précède le pic de 
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production de roténoïdes. 
Cette stimulation de l’activité de la phénylalanine ammonia-lyase, après élicitation, a 

déjà été rapportée notamment par LAMB et DIXON, (1978), sur des cultures cellulaires de 
Phaseolus vulgaris, par EBEL et aE., (1976, 1984), sur des suspensions cellulaires de 
Glycine max et par HAHLBROCK et al., (198 l), TIBTJEN et MATERN, (1983) sur des 
cultures de Petroselinum hortense. 

Il semblerait que l’addition d’éliciteur induit une dérépression du génome et 
l’expression des enzymes de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes, dont 
notamment la PAL, dans les trois types de culture citées ci-dessus (BILERT, 1987). 

Cette induction de l’activité de la phénylalanine ammonia-lyase a été également 
observée chez d’autres plantes. Ainsi, HATTORI et OHTA, (1985) ont montré l’existence 
d’une stimulation de l’activité spécifique de la PAL lors de l’apport de Phythophthoi-a 
megasperma var. sojae sur des suspensions cellulaires de Vigna angularis. Cette 
augmentation de l’activité PAL est également due ici à une synthèse de novo de la PAL 
(HATTORI et OHTA, 1985). 

La réponse de la PAL lors de l’élicitation est très rapide et transitoire, son activité est 
maximale 4 heures après le traitement dans les cultures hétérotrophes de Tephrosia vogelii 
et précède la synthèse de roténoïdes. 

Cette observation avait déjà été faite par HATTORI et OHTA, (1985), sur des 
suspensions cellulaires de Vigna angularis, où l’activité maximale de la PAL est atteinte 3 à 
4 heures après Micitation, et ensuite diminue très vite en l’espace de quelques heures. 

De nombreuses études ont été réalisées afin de mieux comprendre le mécanisme 
d’induction de I’activité PAL mais également d’autres enzymes de la voie de biosynthèse 
des phénylpropanoïdes, lors d’élicitation. 

Il a été suggéré que les modifications du potentiel de membrane ou des transports 
d’ions décrits par différents auteurs (EBEL et al., 1976 ; KATOU et al., 1982 ; LERNER 
et REUVENI, 1982 ; YOUNG et al., 1982) pourraient être une des étapes intermédiaires 
induisant l’augmentation de la transcription des ARNm, codant notamment pour la PAL, 
lors du processus d’élicitation. 

** Evolution de I’activité PAL en reZation avec la production & roténoïdes 
Au cours de cette étude, on observe une accumulation de roténoïdes intracellulaires 

précédée par une augmentation de l’activité PAL aussi bien dans les suspensions 
hétérotrophes que photomixotrophes. 
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Bien que ces composés ne soient pas des phytoalexines au sens strict du terme, leur 
production est stimulée en présence d’éliciteurs pathogènes, ils sont donc considérés 
comme des “stress compounds”. De tels résultats ont été observés notamment par 
HATTORI et OHTA (1985) sur des suspensions cellulaires de Vigna angularis, où 
l’induction de l’activité PAL est corrélée à la teneur en isoflavone. 

De même, dans des cultures cellulaires de Glycine max traitées avec Phythophthora, 
on observe une augmentation de l’activité PAL précédant la synthèse d’isoflavonoïdes 
(EBEL et al., 1976). 

Cependant, l’augmentation de l’activité PAL lors de la mise en présence avec un 
éliciteur n’induit pas nécessairement une accumulation de métabolites. Ainsi, dans des 
cultures cellulaires de persil, l’ajout de différents éliciteurs tels que chitosane ou 
poly-L-lysine entraîne une augmentation de l’activité PAL mais aucune modification dans 
la formation de coumarine (KOMBRINK et HAHLBROCK, 1986). 

EBEL et al., 1984, ont également démontré que l’induction de la PAL mais 
également d’autres enzymes de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes, après 
traitement avec des éliciteurs, n’est pas obligatoirement suivie par une formation 
d’isoflavonoïdes dans des cultures cellulaires de Glycine max. 

Ce manque de coordination entre l’activité de la phénylalanine ammonia-lyase et la 
chalcone synthase et le taux de phytoalexines induites, pourrait impliquer qu’une autre 
enzyme de la voie. de biosynthèse, dans les cultures cellulaires de soja, catalyse une étape 
limitante dans les conditions de culture retenue (EBEL et al., 1984). 

4) Stress d’origine abiotique 

a) modification du nH du milieu de culture 

_ Souche J photomixotrophe 

Remaraue : Le matériel végétal et le protocole utilist% pour ces expériences sont 
identiques d ceux décrits dans le chapitre IV sur l’optimisation de la production de 
roténoïdes. Des prélevements sont effectués 4 ,24 et 48 heures après l’incorporation de 

.’ solutions tamponnées d pH 5,O ; 5,5 ; 6,0. 
** Evolution de la vroduction intracellulaire de roténoïdes Mwre 1191 
Pour les résultats se reférer au chapitre IV. 
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** Evolution de l’activité mécifiaue de la PAL (finue 120) 
Lors de l’élévation du pH du milieu de culture, on n’observe pas, 4 heures après 

l’addition de solutions tamponnées, de modifications importantes au niveau de l’activité 
spécifique de la PAL. 

24 heures après, une nette stimulation des solutions tamponnées sur l’activité 
enzymatique de la PAL est notée : à pH 5 (x 2,3) ; à pH 5,5 (x 3,4) ; et un effet négatif à 
pH 6. 

Cette induction de l’activité PAL par un stress à pH 5,0 et 5,5 est encore détectable, 
48 heures après l’addition des solutions tamponnées. L’activité spécifique de la PAL à pH 
5,0 est multipliée par 3,8 et à pH 5,5 par 9. 

_Discussion 

* La stimulation de la production de roténoïdes dans les cultures photomixotrophes, 
lors de l’élévation transitoire du pH du milieu de culture (de 5,0 à 6,0), par addition des 
solutions tamponnées, est un fait très intéressant. 

De telles observations ont déjà été faites, par HATTOFU et OHTA, en 1985, sur des 
suspensions cellulaires de Vigna angularis, synthétisant des isoflavones. 

* Une augmentation de l’activité PAL est également observée lors de l’ajout de 
solutions tamponnées de différents pH. 

Cette activation de la PAL n’est pas encore détectable 4 heures après le traitement, 
contrairement aux réponses obtenues précédemment lors d’élicitation par un extrait de 
pathogène. L’activité spécifique de la PAL ne commence à augmenter qu’après un temps 
de latente, et atteint son maximum 48 heures après, c’est-à-dire lorsque le pH du milieu est 
rétabli. 

La réponse des cellules lors de l’élévation du pH du milieu de culture est donc 
différée dans le temps dans nos conditions de culture. 

Ceci est en désaccord avec les observations faites par HATTORI et OHTA,(1985) 
sur des suspensions cellulaires de Vigna anguluris, dont l’activité PAL est maximale 4 
heures après l’addition de solutions tampons de pH différents. 

* Pour les pH 5,0 et 5,5, l’augmentation de l’activité spécifique de la PAL est 
corrélée à une stimulation de la production de roténoïdes intracellulaires. Dans ce cas, il y a 
donc concommittance des effets contrairement aux autres stress où l’activation de la PAL 
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précède l’augmentation de la production de roténoïdes. Cela n’est par contre plus valable à 
pH 6,0. 

Des observations identiques ont déjà été mentionnées par HATTORI et OHTA 
(1985) sur des suspensions cellulaires de Vigna angularis synthétisant des isoflavones. 

Cette augmentation de l’activité PAL, seulement par élévation du pH du milieu de 
culture n’a pas fait l’objet jusqu’à présent de nombreuses publications. 

Il semblerait, toutefois, qu’une soudaine augmentation du pH du milieu de culture 
entraînerait une diminution de l’amplitude du gradient de protons au travers de la 
membrane plasmique et une perturbation du potentiel de membrane, ce qui impliquerait une 
diminution des transports actifs transplasmalemme. L’ensemble de ces modifications 
pourrait avoir pour conséquence une activation des gènes codant pour la PAL (HATTOFU 
et OHTA, 1985). 

b) Adjonction de fortes concentrations en sels 

_ SoudleJ hétérotropht? 
Remarque : Le matériel et le protocole utilisés pour ces expériences sont identiques à 

ceux décrits dans le chapitre IV sur l’optimisation de la production de roténoïdes. 
DiSférentes iolutions salines sont utilisées NaCl, KCl, CaCl,, (2,85 M), et sont ajoutées 

au milieu de culture h la concentration finale de 36 mM (concentration optimqle pour la 
stimulation de la production, d’après le chapitre précédent). Les Erlenmeyers sont utilisés 
4,24 et 48 heures après l’incorporation des solutions salines. 

** Evolubon de la oroduction de roténoïdes intracellulaires bure 1211 
Quatre heures après l’ajout de solutions salines dans le milieu de culture, on 

n’observe une stimulation de l’accumulation de roténoïdes qu’en présence de KCl (x 2) et 

de CaC12 (x 4). Cette stimulation de la production est encore détectable 24 heures et 48 

heures après en présence de CaCl,, avec des teneurs en roténoïdes 3 fois plus importantes 

que dans le témoin. 
L’addition de NaCl entraîne une modification de la production de métabolites 

secondaires seulement 48 heures après le traitement. Ceci est en accord avec les résultats 
obtenus dans le chapitre précédent, le facteur de multiplication de la production étant 
cependant plus faible (3 fois contre 7 précédemment). 
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** Evolution de l’activité soécifiaue de la PAL (fipure 122 1 
On n’observe aucune modification de l’activité spécifique de la PAL lors de l’ajout 

de différentes solutions salines, et cela 4 heures, 24 heures et 48 heures après le traitement, 
sauf en présence de KCl après 24 heures. 

Dicussion - 
** Evolution de l’activité PAL et de la oroduction de roténoïdes intraceElulaireS 
Les stress salins testés se traduisent systématiquement par une augmentation de la 

synthèse des roténoïdes. Cette stimulation est beaucoup plus marquée en présence de 
CaC12. 

L’accumulation de métabolites, quelle que soit la solution saline utilisée, n’est pas 
corrélée à une amplification de l’activité PAL, contrairement aux résultats obtenus lors des 
autres stress. Il semblerait d’après la littérature qu’il n’y ait pas toujours corrélation entre 
induction de la PAL et production de métabolites secondaires issus de la voie de 
biosynthèse des phénylpropanoïdes. SUGANO et al., en 1975, ont montré sur des 
suspensions cellulaires de carotte, l’existence d’une importante activité PAL non corrélée à 
une accumulation de composés phénoliques. Ces résultats suggèrent donc que la 
biosynthèse de composés phénylpropanoïdiques ne dépend pas uniquement de l’activité 
PAL. 

Très peu d’études ont été réalisées à ce jour sur l’effet de fortes concentrations en 
sels sur des suspensions cellulaires, en relation avec la production de métabolites 
secondaires . 

AYABE et al., en 1986, ont étudié l’effet de l’adjonction de CaC12 (au 7ème jour de 

culture) sur des cellules immobilisées de Glycyrrhiza echinata, synthétisant de l’échinatine, 
transférées en milieu liquide. L’apport de CaC& n’exalte pas la production de métabolites, 

et inhibe par contre la prolifération cellulaire. 

c) Traitement à l’éthrel 

Remarqa: Le matériel et le protocole utilisés pour ces expériences sont identiques à 
ceux décrits dans le chapitre IV sur l’optimisation de la prtiduction de roténoïdes. Les 
Erlenmeyers sont utilisés 48 heures (suspensions hétérotrophes) et 72 heures (suspensions 
photomkotrophes) après l’incorporation d’éthrel. 

RtMtats & discussions 
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__ .- 

Souche hktérotrophe 
** Evolution de la oroduction de roténoïdeg 
On n’observe aucun effet favorable de l’apport d’éthylène sur la production de 

roténoïdes. 

** Evolution de l’activité svécifiaue de la PAL 
La présence d’éthylène exogène n’induit pas dans nos conditions de culture de 

modification notoire de l’activité spécifique de la PAL. 

-Souche photomixotrophe 
Dans les suspensions cellulaires photomixotrophes de Tephrosia vogelii , aucune 

variation n’est observée lors de l’apport d’éthylène aussi bien sur la production de 
roténoïdes que sur l’activité spécifique de la PAL. 

_ Discussion 
** Evolutions de la vroducn’on de roténoïdes en relation avec l’activité svécifiaue de 

la PAL 
Durant ces expériences effectuées’ une seule fois sur les’ suspensions cellulaires 

hétérotrophes et photomixotrophes, on ne note pas de modification de l’accumulation de 
roténoïdes et de l’activité de la PAL lors de l’adjonction d’éthylène. 

Le rôle de l’éthylène dans l’induction et la répression de certaines enzymes chez’ les 
végétaux, et notamment de la PAL, a fait l’objet de nombreux travaux (CHALUT2 E., 
1973; HYODO et YANG, 1971 ; IMAZEKI et al., 1968 ; RHODES et WOOLTORTON, 
1971 ; RIOV et al., 1969 ; HYODO et ai, 1978 ). Il est apparu que l’effet est très variable, 
voire opposé suivant la dose d’éthylène appliquée. De nombreux tissus de différentes 
plantes, ne présentent pas de modification au niveau de l’activité PAL, en présence 
d’éthylène. Et même dans certains tissus, l’éthylène n’augmente pas l’activité de la PAL 
(ENGELSMA et VAN BRUGGEN, 1971; HYODO et YANG, 1974). 

L’éthylène peut avoir également un effet stimulateur sur la production de métabolites 
secondaires. 

Le plus bel exemple est celui de la stimulation de la production de caoutchouc 
d’tievea brasiliensis par l’éthrel (PAARDEKOOPER et SAINT-SAMORSON, 1969 ; 
COUPE, 1977 ; CHRESTIN, 1984). 

Dans les cultures cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes de Tephrosia vogefii 
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l’apport d’éthrei .~‘a engendré aucune modification tant au point de vue de l’acrivité PAL 
que de l’accumulation de roténoïdes ou de l’aspect extérieur des suspensions. il est 
possible que dans nos conditions de manipulation l’éthylène dégagé n’est pas diffusé vers 
I’Erlenmeyer contenant la culture. 

Des modifications devront être apportées à ce protocole, pour vérii?er si :‘kchykne & 
dose non létale peut constituer un agent potentiel de stimulation de la prodwdon de 
roténoïdes dans des suspensions cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes de 
Tephrosia vogelii. 

5) Conclusion 

Durant cette dernière partie, nous avons pu démontrer, d’une part, qu’une 
augmentation de l’activité spécifique de la PAL était accompagnée d’une accumulation de 
roténoïdes au cours du cycle de la culture de souche hétérotrophe et photomixotrophe de 

’ Tephrosiu vogelii (lors du repiquage et durant la phase exponentielle), d’autre part, que 
l’activité spécifique de la PAL est sensiblement plus faible à l’obscurité qu’à la lumière. 

Dans l’état d’avancement de nos recherches, il ne nous est pas possible de conclure 
s’il s’agit véritablement d’une induction de la PAL ou simplement d’une amplification de 
son activité. Des techniques telles que l’immuno-enzymologie devrait nous permettre de 
répondre à ces questions. 

Les essais de stimulation de la production mis en place, sur les suspensions 
cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes, nous ont permis également de mettre en 
évidence qu’une augmentation de l’activité PAL était concomittante ou précédait 
l’accumulation de roténoïdes, lors d’incorporation de phénylalanine ou encore sous l’effet 
d’éliciteur pathogène 123B et de fortes concentrations en sels. 

L’augmentation de l’activité PAL corrélée à une accumulation de roténoïdes, après 
l’élévation du pH du milieu, est un fait intéressant. En effet, très souvent les éliciteurs 
abiotiques utilisés sont toxiques pour les cellules. L’élévation transitoire du pH du milieu 
de culture de 5,O à 6,0 n’est pas toxique pour les suspensions, le pH du milieu de culture 
étant ajusté à 5,5 à l’ensemencement. 

La phase de latente précédant l’induction de la PAL varie significativement en 
fonctiqn du facteur stressant. L’activité maximale de la PAL peut être atteinte 4 henres, 24 
heures et parfois même 48 heures après le traitement. 

Cette “induction” de l’activité PAL est souvent corrk?lée, d’après la littérature, à une 
augmentation du pool d’ARNm codant pour cette enzyme, donc à une dérépression du 
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génome. 
Il est important de noter tout de même qu’une forte activité spécifique de la PAL ne 

correspond pas obligatoirement à une accumulation proportionnelle de roténoïdes. Cela est 
très bien illustré par les résultats obtenus lors d’un stress pH effectué sur des cultures 
mixoaophes. Ainsi, l’élévation du pH du milieu de culture à une valeur proche de 5,.5, se 
traduit 48 heures après, par un pic d’activité de la PAL de forte amplitude, corrélé à une 
faible accumulation de roténoïdes. Ii semblerait donc que la PAL ne soit pas le principal 
facteur limitant l’expression du métabolisme des roténoïdes. 

De plus, pour étayer notre hypothèse, il est important de remarquer que l’addition de 
phénylalanine à des suspensions mixotrophes n’induit qu’une augmentation de l’activité 
PAL de très faible amplitude, et par contre une accumulation importante de roténoïdes. La 
phénylalanine paraît jouer un rôle prépondérant dans 1.a régulation de la biosynthèse de 
roténoïdes, représentant apparemment le facteur limitant l’accumulation des 
phénylpropanoïdes. Cette hypothèse avait déjà été émise par MARGNA en 1977, allant à 
l’encontre des idées de ENGELSMA (1967) ; AMRHEIN et ZENK (1971) ; 
HAHLBROCK et ai. (1971) etc., considérant que l’accumulation de flavonoïdes ou 
d’autres polyphénols dérivés de la phénylalanine était contrôlée au niveau enzymatique. 

Il a ainsi démontré que, dans bien des cas, la capacité potentielle de désamination,de 
la PAL était bien supérieure à ce que laissait présager l’accumulation de composés . 
phénoliques. En d’autres termes, dans la plupart des cas, la PAL ne constituerait pas le 
facteur limitant la production. 

Les mécanismes mis en place lors d’une élicitation sont encore très mal connus. Il 
semblerait d’après les données bibliographiques disponibles (HATTORI et OHTA, 1985 ; 
KATOU e% af., ‘i982 ; YOUNG et al., 1982 etc) que la reconnaissance initiale des 
molécules élicitrices, probablement lors de leur fixation sur un récepteur spécifique, 
entraîne une inhibition de 1’ATPase. Il s’en suivrait une modification du potentiel 
membranaire ou une interruption des transports actifs des substrats métaboliques. Le 
résultat final de l’enchaînement de ces évènements aboutirait ainsi à l’activation de gènes 
impliqués dans la biosynthèse d’enzyme telle que la PAL et,l’accumulation subséquente,de 
composés du type desphytoalexines. 

D’autres travaux devront être effectués afin de vérifier ces hypothèses sur notre 
matériel, notamment des mesures de potentiel membranaire et de transport de solutés après 
différents traitements. 

Résultats & discussion ~ 



,... 

. :  < ‘-, 
_ 

-  
. ,  

.’ 

s 

.  

,a_ :  

Conclusion géhale & perspectives 





256 

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

Dans le cadre du programme ORSTOM de valorisation biotechnologique des plantes 
médicinales tropicales, une étude comparative des marqueurs du métabolisme primaire et de 
l’évolution du métabolisme secondaire a été effectuée sur des suspensions cellulaires 
hétérotrophes et photomixotrophes de Tephrosia vogelii, synthétisant des roténoïdes 
(insecticides biodégradables). 

Des essais de stimulation de la production ont été envisagés (addition de 
précurseurs, élicitation). 

Dans le but de cerner quelques facteurs limitants de la voie de biosynthèse des 
roténoïdes et de mettre en évidence l’effet des agents stimulateurs sur celle-ci, notre travail 
s’est orienté ensuite vers l’étude d’une enzyme clé de la production de roténoïdes : la 
phénylalanine ammonia-lyase. 

1) Obtention des cultures. statiques 
Croissance et production sur milieu gélosé 

Un souchier de cals hétérotrophes et photomixotrophes a été créé à partir de 
fragments d’hypocotyles et de feuilles, sur un milieu de culture favorisant la 
chlorophyllogénèse et déjà expérimenté par HARDY pour l’obtention de cultures 
autotrophes d’Euphorbia characias (HARDY et al., 1987) et CLARIS-HARDY pour 
l’obtention de cultures photomixotrophes d”Abrusprecatorius (GLARIS-HARDY, 1988). 

Les lignées photomixotrophes ont fait l’objet d’une rigoureuse sélection visuelle à 
chaque repiquage, permettant de conserver et d’améliorer les caractères de friabilité et de 
forte teneur en chlorophylles (maximum : 2,3 pg.mg-1 MS). 

Dans un souci d’homogénéité quant à la provenance des souches, les lignées 
hétérotrophes ont été obtenues après réversion des cals chlorophylliens à l’obscurité. 

Au cours des repiquages, nous avons sélectionné une souche appelée “13” cultivée à 
la fois dans des conditions d’hétérotrophie et de photomixotrophie, synthétisant des 
roténoïdes avec un pourcentage en roténone optimal mesuré en condition de mixotrophie de 
l’ordre de 80 % (la teneur relative en roténone des feuilles est de 7 à12 % des roténoïdes 
totaux). 

Une etude détaillée des paramètres de croissance et d’accumulation des métabolites 
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secondaires, à la fois dans des cals hétérotrophes et chlorophylliens nous a permis de 
préciser les caractéristiques suivantes : 

_ Les conditions de culture : lumière ou obscurité ne modifient pas 
significativement la croissance des cals. Les courbes de croissance obtenues montrent, 
après une phase expon.entielle, l’apparition d’une phase ralentie attribuable à une déficience 
nutritionnelle qui permet de définir la périodicité des repiquages pour chaque souche. 

_ L’accumulation de roténoïdes dans les deux souches est corrélée 
positivement à la croissance, le maximum de production étant obtenu en fin de phase 
exponentielle. 

_ La production de roténoïdes est largement améliorée à la lumière : 750 
pg.g-1 MS (dont 75 9% de ro.ténone) contre 87 pg.g-1 MS à l’obscurité où la roténone 
est minoritaire (15 % des roténoïdes totaux). 

2) Caractérisation des suspensions hétérotrophes et 
photomixotrophes 

Les suspensions cellulaires ont été initiées à partir des cals hétérotrophes et 
chlorophylliens caractérisés auparavant. 

Quatre cultures cellulaires différentes suivant leur comportement photosynthétique et 
le système de culture employé, hétérotrophe et photomixotrophe, cultivées en bioréacteur de 
2 litres (Biolafîtte) ou en fioles d’Erlenmeyer, ont été étudiées. 

Sur ces cultures, nous avons suivi différents marqueurs de l’activité du métabolisme 
primaire en relation avec le métabolisme secondaire. 

Ainsi, nous avons pu comparer d’une part, les cinétiques de production de 
biomasse, l’évolution de la teneur en chlorophylles Ft de l’activité respiratoire et 
photosynthétique, d’autre part l’évolution de certains paramètres nutritionnels du matériel in 
vitro (glucides, nitrate, ammonium, phosphate, sulfate), en relation avec l’accumulation et . 
“l’excrétion” de roténoïdes. 

Les résultats portant sur la caractérisation de suspensions cellulaires 
hétérotrophes et photomixotrophes cultivées en fioles d’Erlenmeyer- montrent: 

_ Des cinétiques de croissance similaires pour les deux souches mais une 
croissance plus importante dans la souche hétérotrophe (le facteur de multiplication de la 
biomasse, la productivité en biomassse ainsi que le rendement de conversion du saccharose 
sont augmentés). On peut attribuer ces modifications à une plus grande disponibilité en 
glucides au départ (58,6 mM contre 44 mM de saccharose). 
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- Une hydrolyse totale du saccharose du milieu, avec consommation 
préférentielle du glucose, chez les deux souches. Les glucides disparaissent complètement 
du milieu de culture en pleine croissance, ce qui ne permet pas d’expliquer son arrêt, vue les 
les réserves relativement importantes en glucides intracellulaires existant en fin de culture 
dans les deux souches. 

_ Une consommation préférentielle des ions ammoniums qui disparaissent 
du milieu en fm de croissance, par rapport aux nitrates dont les concentrations dans le 
milieu, en fin de culture, sont encore supérieures à 12 mM. Cependant les teneurs en 
ammonium intracellulaire mesurées (5 mM) lors de l’arrêt de la croissance ne semblent pas 
indiquer que cet ion soit réellement limitant. 

_ Les cinétiques d’apparition des roténoïdes intracellulaires sont similaires 
chez les deux souches (maximum de production en fin de phase exponentielle) ; cependant 
la souche photomixotrophe synthétise deux fois plus de roténoïdes, essentiellement (65%) 
sous forme de roténone, alors que la souche hétérotrophe synthétise surtout de la dégueline. 

_ Une libération de roténoïdes dans le milieu chez les deux souches, 
qualitativement, ce sontles mêmes que ceux accumulés par les cellules de chaque souche. 
Cependanb contrairement’aux concentrations inttkellulaires, on retrouve deux fois plus de 
roténoïdes dans le milieu des suspensions hétérotrophes que photomixotrophes. 

L’étude comparative du comportement des suspensions hétérotrophes 
et photomixotrophes cultivées en fioles d’Erlenmeyer ou en bioréacteur nous 
ont permis de mettre en évidence les caractéristiques suivantes : 

_ Le passage en bioréacteur aéré et agité est bénéfique seulement pour la 
souche photomixotrophe, dont la croissance, la vitesse de consommation des élements 
nutritifs du milieu et le métabolisme général sont significativement activés. Le 
comportement de la souche hétérotrophe vis-à-vis de ces mêmes paramètres, reste 
pratiquement inchangé lors du passage de la culture en Erlenmeyer (atmosphère confinée) à 
la culture en bioréacteur aéré. 

- Seule la disparition totale de l’ammonium du milieu, corrélée à des 
réserves intracelhrlaires en cet ion relativement faibles, semble liée à l’arrêt de la croissance 
chez les deux souches, et pourrait ainsi constituer le principal facteur limitant la croissance. 

_ Chez les deux souches cultivées en Erlenmeyer comme en bior&cte&; la 
synthèse et l’accumulation de roténoïdes sont corrélées positivement à. la croissance (le 
maximum est atteint au cours ou en fin de phase exponentielle). 
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_ La biosynthèse de roténoïdes (roténone majoritaire) est toujours beaucoup 
plus importante chez les suspensions photomixotrophes, quel que soit le type de culture 
considéré. Par ailleurs, cette biosynthèse est activée à la lumière chez les suspensions 
hétérotrophes cultivées en bioréacteur. 

_ Le passage de la culture en Erlenmeyer (atmosphère confinée) à la culture 
en bioréacteur aéré se traduit par une amélioration de la production et de l’accumulation de 
roténoïdes intracellulaires mais, par contre, par une forte diminution voire la disparition de 
l’excrétion des roténoïdes dans le milieu de culture. 

3) Essa.is d’optimisation de la production 

Afin d’optimiser Ia production de roténoïdes par des suspensions ceIIulaires de 
Tephrosia vogelii, des essais de stimulation du métabolisme secondaire ont été effectués soit 
par addition de précurseur type phénylalanine (bioconversion), soit sous l’effet de stress 
(eliciteur pathogène 123B, pH, salins, éthrel). 

Ces expériences nous ont permis de montrer qu’il est possible d’augmenter de façon 
importante la synthèse et l’accumulation de roténoïdes (facteur maximum de multiplication 
de la production : 10). 

On observe des différences de réponses, en fonction du traitement testé, mais 
également en fonction de la souche considérée. 

_ Ainsi, les traitements ayant donné les résultats les plus intéressants sont 
les essais de stimulation en présence d’éliciteurs fongiques ou de fortes concentrations en 
sels, ainsi que lors de l’addition de précurseur tel que la phénylalanine. 

- Pour un traitement donné, les suspensions hétérotrophes de Tephrosia 
vogelii répondent souvent de manière beaucoup plus intense que les suspensions 
mixotrophes. Cependant l’accumulation de roténoïdes est toujours inférieure aux teneurs 
rencontrées dans des conditions de mixouophie. 

Il semblerait donc que les agents te‘stés, stimulant la production, tendraient mais ne 
permettraient pas de restaurer, dans les suspensions hétérotrophes, les potentialités 
biosynthétiques de la PAL exprimées à la lumière. 

De plus, l’addition du précurseur phénylalanine dans des suspensions hétérotrophes 
et photomixotrophes se traduit toujours par une synthèse plus faible de roténoïdes dans les 
souches cultivées à l’obscurité. 

Par contre, l’apport de ce précurseur biosynthétique dans des suspensions 
mixotrophes entraîne une très forte accumulation de roténoïdes, bien supérieure à celle 
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,obtenue lors des autres traitements. Les suspensions photomixotrophes se montrent donc 
plus aptes à assurer une bioconversion de la phénylalanine via les roténoïdes. 

Au terme de cette étude, il est intéressant de pouvoir comparer les différentes teneurs 
en roténoïdes totaux obtenues à la fois dans les plantes entières, les cals et les suspensions 
hétérotrophes et photomixotrophes de Tephrosia vogelii et après stimulation de la 
production par différents stress (tableau IX). Cela nous permet de montrer que quels que 
soient la souche considérée et le type de culture utilisé (Erlenmeyer, bioréacteur) la 
production de roténoïdes in vitro est inférieure à celle obtenue dans la plante entière. Les 
essais de stimulation de la production permettent d’améliorer cette biosynthèse in vitro, sans 
cependant restaurer les potentialités de production de roténoïdes de la plante entière. Cette 
faible potentialité biosynthétique in vitro a déjà été observée par de nombreux auteurs 
(BOHM, 1980 ; DEUS et ZENK, 1982 ; IBRAHIM, 1983 ; WINK, 1987). En fait, il a été 
démontré par ZENK et al. (1977) que la biosynthèse de métabolites secondaires se produit 
avec une très grande variabilité selon les souches considérées, la plupart de celles-ci 
produisant d’ailleurs fort peu ou pas de métabolites secondaires. Mais, et c’est là l’intérêt 
fondamental de ces résultats sur la variabilité, il s’avère possible par clonage (clonage vrai 
ou sur petits agrégats) de sélectionner des souches produisant autant et même plus que la 
plante entière (STECK et PETIABD, 1985 ; cf. tableau I). 

Afin de préciser en partie, les facteurs régulant la voie de biosynthèse des 
roténoïdes, une étude de l’évolution de l’activité spécifique de la phénylalanine 
ammonia-lyase (enzyme clé de la voie de biosynthèse des roténoïdes) a été effectuée. 

4) L’activité spécifique de la PAL et la production de roténoïdes 

La phénylalanine ammonia-lyase (PAL) de Tephrosia vogelii a été partiellement 
caractérisée sur du matériel cultivé in vitro, dans le but de déterminer les conditions 
optimales de son extraction et de son dosage à, utiliser dans les expérimentations ultérieures. 

a) Evolution de l’activité snécifiaue de la PAL au cours du cvcle de culture 
Des dosages de l’activité spécifique de la PAL durant le cycle de croissance de 

suspensions hétérotrophes et photomixotrophes, nous ont permis de préciser les faits 
suivants : 

_ Durant le cycle de culture, on observe deux pics d’activité de la PAL : un 
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TARIFAU IX >J : 

COMPARAISON DES TENEURS EN ROTENOIDES DANS LES FEUILLES, CALS ET CULTURES CELLUI~AIRES 

DE TEPHROSIA VOGELII ET APRES STIMULATION 

Feuilles 
I 

Cals 

; 

ROTENONE 0,32 0,0017 0,057 0,012 

ROTENOIDES 
TOTAUX 399 0,0087 0,075 0,016 0,019 

Mixotrophe Hédrotrophe Mixotrophe 

l- 5 iuspensions en Erlenmeyer Suspensions en dacteur Après sliniulalion 1 
Hétérotrophe Mixolrophe 

,0007 0,008 0,016 

lb,015 0,03 0,029 

0,245 

092 0,392 

Les valeurs sont exprimées en % MS 
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premier pic transitoire lors de l’ensemencement et un deuxième plus intense au cours de la 
phase exponentielle de croissance. Cette augmentation de l’activité PAL précède légèrement 
ou accompagne l’accumulation de roténoïdes, quelle que soit la souche considérée. 

lumière. 
_ L’amplitude de ces deux pics est légèrement supérieure en présence de 

b) Evolution de l’activité snécifiaue de la PAL lors de la stimulation de la 
production 

Nous avons pu démontrer que la stimulation de la production de roténoïdes, soit par 
l’apport de précurseurs comme la L-phénylalanine, ou sous l’effet d’éliciteurs fongiques, 
ou encore par des stress pH, est précédée par une augmentation rapide et transitoire de 
l’activité PAL dans les deux types de suspensions considérés. Par contre, l’accumulation de 
roténoïdes sous l’effet de stress salins n’est pas corrélée à une quelconque stimulation de 
l’activité PAL. 

Il ne paraît pas y avoir de différences importantes entre l’amplitude des pics 
d’activité de la PAL, obtenues dans ces conditions, et celle observée lors du cycle de 
croissance des suspensions cellulaires en condition d’hétérotrophie et de photomixotrophie. 

La phase de latente précédant l’induction de la PAL varie en fonction du traitement 
effectué. Le maximum d’activité peut être atteint4- heures, 24 heures et parfois même 48 
heures après le traitement. 

Trois .mécanismes de régulation fondamentalement différents ont été proposés pour 
expliquer cette augmentation rapide de l’activité enzymatique en réponse à des traitements 
divers (LOSCHKB et al., 1981). Les deux premiers mécanismes proposent une régulation 
de type post-traductionnelle par activation d’une forme enzymatiqueinactive (AITRIDGE 
et SMITH, 1974 ; ENGELSMA, 1974), ou par déshinibition d’un pool d’enzyme 
préexistant (ZUCKBR, 1971). Dans le troisième cas, c’est un mécanisme de régulation de 
type traductionnel qui est présenté par dérépression et répression du génome (DUCHESNB 
et al., 1977 ; HAHLBROCK et al., 1981 ; SCHRODER, 1977 ; SCHRODER et al., 
1979, TANAKA et URITANI, 1976 ; LAMB et MERRIT, 1979). Selon la littérature, il 
apparaît plus probable que l’augmentation transitoire de l’activité spécifique de la PAL en 
repense à une élicitation dans des cultures cellulaires in vitro soit sous contrôle du ttbisième 
type de mécanisme : régulation de l’expression du génome (LAWTON. et al., 1980 ; EBEL 
et al., 1984 ; KUHN et al.,’ 1984 ; EDWARDS et al., 1985 ; CHAPPEL et 
HAHLBROCK, ,1984). 

Ne disposant pas sur place de matériel et des techniques adaptées, nous n’avons pas 
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pu, dans le cadre de notre étude, déterminer si l’augmentation transitoire de la PAL dans les 
suspensions cellulaires de Tephrosia vogeiii est le résultat d’une néosynthèse protéique ou 
d’une activation post-traductionnelle de l’enzyme considérée. En effet, les mesures 
d’activités enzymatiques classiques se révèlent insuffisantes pour répondre à ce type de 
question. Par contre, les réactifs immunologiques permettent actuellement de mettre en 
évidence une enzyme quel que soit son niveau d’activité. Pour cela une purification poussée 
de l’enzyme considérée, ici, la phénylalanine ammonia-lyase doit être réalisée en vue de la 
préparation d’anticorps polyclonaux monospécifiques qui nous permettraient d’effectuer 
une étude immuno-enzymologique fine. 

De tels travaux sont tout à fait envisageables, et ont déjà été entrepris par RIVAL en 
collaboration avec le Laboratoire de Structure et Métabolisme des Plantes de l’Université 
d’Orsay, sur d’autres enzymes telles que la Nitrate réductase ou la RubP Carboxylase des 
suspensions cellulaires d’Abrus precatorius , cultivées au Laboratoire (RIVAL, 1989). 

Les mécanismes mis en place lors d’une élicitation sont encore très mal connus. Il 
semblerait, d’après les données bibliographiques disponibles (HAITORI et OHTA, 1985 ; 
KATOU et al., 1982 ; YOUNG et al., 1982 etc) que la reconnaissance initiale des 
molécules élicitrices, probablement lors de leur futation sur un récepteur spécifique, entraîne 
une inhibition de l’ATPase, une modification du potentiel membranaire ou une interruption 
des transports actifs des substrats métaboliques. La réponse des cellules à l’enchaînement 
de ces évènements comprend : l’activation des gènes, puis de la transcription, la 
biosynthèse d’enzymes telles que la PAL et l’accumulation subséquente’de composés du 
type des phytoalexines. 

L’activation de ce mécanisme de défense spécifique requiert un deuxième signal ou 
“second messager” au niveau cellulaire, qui fait l’objet actuellement de nombreuses 
investigations. Sa présence, jusqu’a présent, n’a pas été prouvée. Toutefois, de 
nombreuses recherches démontrent le rôle prépondérant des ions Ca++ comme transducteurs 
du signal entre la reconnaissance du site spécifique de l’éliciteur et la réponse finale : 
l’accumulation de phytoalexines. Ainsi, en l’absence de calcium ou encore lors 
d’incorporation dans le milieu de culture d’agents chélateurs tels que I’EGTA ou l’EDTA , 
aucune accumulation de phytoalexines n’est retrouvée après élicitation dans des cultures 
cellula&s de Escholtzia california (SCUMACHER et ai., 1987) et de Glycine max (EBEL 
et al., 1984). De même, dans des cultures élicitées de soja, la synthèse de callose est Ca* 
dépendante (KOHLE et ai., 1985). Ce rôle du Ca++‘en tant que second messager a déjà été 
appréhendé chez les végétaux dans un certain nombre de régulations enzymatiques 
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(MARME, 1985). Cependant, d’autres études sont nécessaires pour déterminer si les ions 
calcium jouent seuls le rôle de “second messager” ou encore s’ils participent avec d’autres 
signaux aux réactions de défense de la plante contre les attaques des agents pathogènes. 

Pour une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeux dans des cultures 
cellulaires de Tephrosia vogelii sous l’effet de différents stress, une étude plus 
approfondie, notamment des modifications du potentiel membranaire, est à envisager. De 
tels travaux ont été initiés au Laboratoire par C. NEF, sur des suspensions cellulaires de 
Catharanthus roseus soumises à certains stress, en collaboration avec le Laboratoire 
d’électrophysiologie du Pr RONA à l’Université de Paris VII. Les premiers résultats 
obtenus sur ce matériel végétal ont été encourageants (C. NEF, Communication 
personnelle) et semblent aller dans le sens des observations faites par PELISSIER et al. 
(1986) sur l’effet d’éliciteurs sur le potentiel de surface des cellules. 

De même, les modifications au niveau de l’activité ATPase après &Citation, 
(rapportées par différents auteurs : HATTORI et OHTA, 1985 ; LERNER et REUVENI, 
1982 ; YOUNG et al., 1982) nous semblent un point important à développer et à 
approfondir. Des résultats intéressants dans ce domaine ont été obtenus chez Hevea 
brasiliensis (d’AUZAC et al., 1989). Dans le cadre de recherches sur la stimulation de la 
production du cis-polyisoprène, CHRESTIN et al. (1986) ont pu mettre en évidence 
l’existence d’une augmentation de l’activité ATPase tonoplastique 13 à 21 heures après le 
traitement à l’éthrel, corrélée à ,une activation de la protéosynthèse au niveau du tonoplaste 
lutoïdique (GIDROL, 1984). Il en résulte une augmentation de la production de caoutchouc 
(CHRESTIN et al., 1986). 11 semble donc que l’activité ATPase ait un rôle important à 

jouer au niveau des mécanismes de régulation de la biosynthèse de métabolites secondaires 
en réponse à un stress. 

Concernant le métabolisme phénylpropanoïdique, de nombreuses études semblent 
indiquer que la PAL est le facteur limitant principal (ENGELSMA, 1967 ; AMRHElN et 
ZENK, 1971 ; HAHLBROCK et al., 1971 ; HAHLBROCK et GRISEBACH, 1979 ; 
DIXON et al., 1986). 

Les résultats obtenus au cours de nos manipulations ne nous permettent pas 
d’adopter pleinement cette hypothèse. En effet, dans les suspensions cellulaires de 
Tephrosia vogelii, une forte activité spécifique de la PAL ne correspond pas obligatoirement 
à une accumulation optimale de roténoïdes (cf. stress pH, chapitre V, et premier pic lors de 
l’ensemencement). De plus, lors de l’incorporation de phénylalanine dans des suspensions 
mixotmphes, on observe une augmentation de l’activité PAL de faible amplitude, alors que 
l’accumulation de roténoïdes est la plus forte mesurée. La phénylalanine ammonia-lyase ne 
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paraît donc pas constituer le principal facteur limitant la synthèse et l’accumulation de 
roténoïdes dans les cultures cellulaires de Tephrosia vogelli. 

La phénylalanine, par contre, semble jouer un rôle important dans la régulation de la 
biosynthèse de ces composés. En effet son incorporation dans des suspensions cellulaires 
photomixouophes induit une production maximaIe de roténoïdes. Il semblerait dans ce cas 
que ce précurseur biosynthétique, représente un des facteurs potentiels de limitation de 
l’accumulation des roténoïdes. 

Ces observations vont dans le sens de celles réalisées par MARGNA, (1977) qui a 
montré que la capacité potentielIe de désamination de la PAL était bien supérieure au taux 
requis pour l’accumulation de composés phénoliques dans de nombreux tissus. De même, 
l’accumulation de phénylpropanoïdes en présence de phénylalanine exogène ou encore 
l’existence d’un rapport équilibré entre le métabolisme protéique et la formation de 
flavonoïdes et de dérivés de l’acide cinnamique dans les plantes sont, pour lui, autant de 
preuves du rôle prépondérant de la phénylalanine dans ce mode de régulation. 

La lumière joue également un rôle majeur sur la régulation de l’accumulation de 
roténoïdes dans les suspensions cellulaires de Tephrosiu vogefli. En effet, on observe 
toujours, même après stimulation de la production, des teneurs plus faibles en métabolites 
secondaires dans la souche cultivée en condition d’hétérotrophie. L’induction de l’activité 
PAL par la lumière, en relation avec une production maximale de métabolites in vin-o, a déjà 
été rapportée sur d’autres cultures cellulaires (IBRAHIM et EDGAR, 1976 ; KOUMBA et 
MACHEIX, 1982 ; BRUNET et IBR4HI.M en 1973 ; OZEKI et KOMAMINE, 1985). 

Il faut cependant rester très prudent quant à l’interprétation des résultats obtenus 
durant cette étude. En effet les mécanismes de régulation de la voie de biosynthèse des 
phénylpropanoïdes sont très complexes et de nombreux facteurs interagissent entre eux. 
Des données supplémentaires, notamment au niveau d’autres étapes enzymatiques de cette 
voie biosynthétique, devraient nous permettre de mieux appréhender son mode de 
régulation. 
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PLANCHE 1: 

A) et B) Plants de Tephrosia vogelii Hook f. sur les parcelles expérimentales du centre 
ORSTOM d’Adiopodoumé (Côte d’Ivoire). 
(Photo N. LAMBERT) 

C) Microboutures enracinées de Tephrosia vogelii sur milieu KNOP 
(Photo A. RIVAL) 

D) Germinations de Tephrosia vogelii sur de l’l!$O bidistillée 
(Photo N. LAMBERT) 

E) Culture en bioréacteur expérimental de 2 litres (Biolafitte) de suspensions cellulaires 
hétérotrophes et photomixotrophes de Tephrosia vogelii . 
(Photo N. LAMBERT) 





PLANCHE II : 

F> Comparaison de cals hétérotrophes et chlorophylliens de Tephrusia vogelii : souche B 
cultivés en boites de Pétri. 

(Photo A. RIVAL) 

G) Cal Çhlorophyllien de souche B. (Photo A. RIVAL) 

H) Cal hétérotrophe de souche B. (Photo A. RIVAL) 

I) Cal chlorophyllien de souche B cultivé en Erlenmeyer. (Photo A. RIVAL) 





PLANCHE III : 

J) Culture en Bioréacteur expérimental de 2 litres (Biolafitte) de suspensions cellulaires 
photomixotrophes de Tephrosia vogelii : souche 0. 

II (Photo N. LAMBERT) 

K) Suspensions cellulaires hétérotrophes de souche 13 en début de phase stationnaire 

(leme jour de culture). 
(Photo N. LAMBERT) 

L) Suspensions cellulaires photomixotrophes de souche 13 agées de 15 jours. 
(Photo N. LAMBERT) 

M) et N) Suspensions cellulaires photomixotrophes de souche B en début de culture. 
(Photo N. LAMBERT) 

0) Système de régulation utilisée pour la cultumen bioréacteur de 2 litres (Biolafitte). 
(Photo N. LAMBERT) 





Office d’Edition de la Recherche Scientifique 
et Coopération Internationale 

O.E.R.S.C.I. 

z535h 

REPRQGRAPHIE INDUSTRIELLl 
EDITIONS - DUPLICA T/ONS 

Parc Modulopolis H 1 Zone Euromédecine 
Montpellier 67.52.20.05 



RÉSUMÉ 

Une souche hétérotrophe et une souche photomixotrophe de Tephrosia vogelii Hook f., 
Papilionaceae tropicale accumulant, dans ses feuilles des roténoïdes (insecticides bio- 
dégradables) ont été étudiées dans le but de cerner l’impact de la lumière sur la production 
de métabolites secondaires in vitro. Deux systèmes de culture ont été employés : culture en 
Erlenmeyer de 250 ml et culture en bioréacteur de 2 litres (Biolafitte). 

Les cinétiques de production de biomasse, d’accumulation et d’excrétion de roténoïdes, 
l’évolution de la teneur en chlorophylles et de l’activité respiratoire et photosynthétique 
ainsi que les modifications intra et extracellulaires en certains constituants glucidiques, 
azotés et phosphatés ont été comparés. Des différences importantes de comportement en 
fonction des potentialités photosynthétiques de la souche considérée et du système de 
culture employe ont été mises en évidence. 

Dans tous les cas, la production de roténoïdes est améliorée en condition de photomixo- 
trophie et est maximale en fin de phase exponentielle. 

Des essais d’optimisation de la production ont été réalisés : incorporation de précurseurs 
(L-Phénylalanine), stimulation par différents stress (éliciteur pathogène, salin, pH, éthy- 
lène...). Les résultats de ces manipulations se sont avérés positifs et très prometteurs : dans 
certains cas,,la production estmultipliée par un facteur 7,5). 

Cette étude est complétée par une caractérisation partielle de la Phénylalanine Ammo- 
nia-lyase, enzyme clé de la voie de biosynthèse des roténoïdes. Son évolution au cours du 
cycle de culture des suspensions cellulaires hétérotrophes et photomixotrophes et lors de, 
traitements différents a été suivi. Le rôle de la PAL dans les mécanismes de régulation de 
la voie de biosynthèse des roténoïdes est discuté. I. d 

MOTS-CLÉS : 

Culture in vitro 
Tephrosia vogelii 
Ro ténoïdes 
Hétérotrophie 
Photomixotrophie 
Incorporation de L-Phénylalanine 
Stress : pathogène, salin, éthylène 
Phénylalanine Ammonia-lyase 


