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Pour Renée, merci encore.. . 

Pour Manuelle, 

Pour Jeanne . . . ou Baptiste! 
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Grise est la Théorie, mais vert est 1 ‘arbre de la Vie. 
Goethe. 

Avant-propos 
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RESUME 

Dans le but de cerner in vitro l’impact de la photosynthèse sur les 
voies métaboliques essentielles, un souchier de lignées cellulaires 
photomixotrophes et photohétérotrophes a été établi, sous forme de 

. cals et de suspensions cellulaires, pour une plante médicinale tropicale: 
Abrus precatorius L.(Leguminosae). 

La consommation, en cours de culture, des macroéléments 
majeurs du milieu (nitrates, ammonium, phosphore inorganique, 
sulfates) a été mesurée. Cette étude a permis de mettre en évidence des 
différences importantes entre les besoins nutritionnels pour chaque 
élément. I 

De plus, une caractérisation partielle des deux enzymes impliquées 
dans l’assimilation de l’azote minéral: Nitrate Réductase (NR) et 
Glutamine Synthétase (GS) a été réalisée. 

Afin de mieux connaître les phénomènes biochimiques liés à la 
photomixotrophie , l’activité de deux carboxylases (Ribulose 1,5 
bisphosphate Carboxylase -Rubis~~- & PhosphoEnol Pyruvate Carbo 
xylase -PEI%-) a été mesurée sur les suspensions cellulaires. 

Nous avons suivi l’activité de ces quatre systemes enzymatiques 
(NR,GS Rubi sco & P&?c) au cours de cultures conduites dans différentes 
conditions (hétéro/mixotrphie) CL l’aide de deux systèniés de culture 
(fioles d’Erlenmeyer et bioréacteur expérimental de 2 litres). 

Cette étude est complétée par une caractérisation immuno 
logique de ces enzymes, permettant de dégager quelques données 
concernant leur biosynthese et leur régulation. 

Mots-clés: ” Abrus precatorius L. 
‘.‘. . : Cultures cellulaires 

Photomixotrophie 
. Nutrition azotée 

Nitrate Réductase 
Glutamine Synthétase 
Ribulose 1,5 bisphosphate Carboxylase 
PhosphoEnolPyruvate Carboxylase 

Avant-propos 
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Kinetic patterns of minera1 nutrition & metabolism of carbon & 
nitrogen in heterotrophic and photomixotrophic ce11 suspensions. 

Physiological & Biochemical aspects in Abms precatorius 
(Leguminosae) 

ABSTRACT 

In order to describe the part of photoautotrophy upon essential 
metabolic pathways, a collection of ce11 lines (photoheterotrophic & 
photomixotrophic) is established, as calluses and ce11 suspension 
cultures, for a tropical medicinal plant : Abrus precatorius L. 
(Leguminosae). 

Buring the culture, the uptake of major macroelements from the 
medium (nitrates, ammonia, inorganic phosphorus and sulphates) is 
evaluated. This study permitted to point out several important 
differences in the nutritional requirements of the cellls, for each minera1 
nutriment. 

‘. 
. 

Furthermore, a partial characterization of two enzymes involved 
in the assimilation of minera1 nitrogen : Nitrate Keductase (NR) & 
Glutamine Synthetase (GS) is performed . 

In the aim of undesstanding the biochemical phenomenons 
related to mixotrophy, the activity of two carboxylating enzymes : 
Ribulose %,5 bisphosphate Carboxylase (Rubisco) & Phospho 
Enolpyruvate Carboxylase (PEPc) is measured in cell suspensions. ’ 

We studied the activity of four enzymatic systems (NR, GS, PEPc 
& Rubisco) established in different conditions (hetero- or mixotrophy) 
in two distincts culture apparatuses: erlenmeyer flasks or 2 liters- 
experimental bioreactor. 

This study is final%y perfected by an immunological 
characterization of two of these enzymes (NR dz Rubisco), wich allowed 
to obtain several informations about their biosynthesis and regulation. 

Key words: Abrus precaforius L. 
CM cultures 
Photomixotrophy 
Nitrogen nutrition 
Nitrate Reductase . 
Glutamine Synthetase 
Ribulose 15 bisphosphate Carboxylase 
PhosphoEnolPyruvate Carboxylase 

Avant-propos 
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Masse moléculaire apparente exprimée en Dalton 
Diethylaminoéthyl-Cellulose 
Densité Optique 
Dithiothréitol 
Acide (ethylene dinitrilo)-tétraacétique 
Extrait Enzymatique Brut 
Ethylène glycol 
Ethylèneglycol-bis-(B-aminoethylether)N,N,N’,N’-te~aacetate 
Enzyme Linked hnmonosorbant Essay 
Flavine Adenine Dinucléotide 
~lutaryl Hydroxamate 
Elavine mononucléotide (Riboflavine S-phosphate) 
Glutamate Déshydrogénase : E.C. 1.4.1.2 
Glutamate (amide)-2-oxoglutarate aminotransférase 
Glutamate Oxaloacetate Transaminase 
Glutamine Synthétase 
Acide N-2-Hydroxyéthylpiperazine-N’-2-ethane sulfonique 
Iso Electre Focusing 
Immunoglobine G 
Masse moléculaire apparente exprimée en kilo Dal ton 
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Avant-propos 
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r.p.m. 
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“L’un des principaux objectifs sociaux des gouvernements et de la communauté 
mondiale au cours des prochaines décennies doit être de donner à tous les peuples du 
monde, d’ici l’an 2000, un niveau de santé qui leur permette de mener une vie socialement 
et économiquement productive.” 

Déclaration finaIe Conférence de I’ONU . Alma Ata (1978). 

Afin d’atteindre cet objectif avec la participation des communautés rurales, les 
soins de santé primaires constituent, dans tous les Pays En Développement, l’une des 
stratégies les plus réalistes et les plus efficaces. Dans ce cadre, l’intérêt que représente la 
pharmacopée traditionnelle en tant que ressource locale ne fait aujourd’hui plus aucun 
doute. 

Outre une relative indépendance sanitaire, la valorisation commerciale de cette 
richesse permettrait d’assurer un apport en devises important. Selon les statitiques 
françaises et américaines, 40% des spécialités pharmaceutiques actuelles dérivent des 
végétaux, pour l’année 1980 leur valeur était estimée à 8 millions de dollars. (AKB ASSI 
- 1983; SASSON -1986). 

La Côte d’ivoire, comme la plupart des pays tropicaux, possede une flore 
abondante, riche en espèces médicinales, en savane comme en forêt tropicale humide 
(KERHARO & BOUQUET -1950 ; BOUQUET & DEBRAY - 1974; WATERMAN - 1986). 

D’apres AKE-ASSI (1983), le tiers environ des représentants ivoiriens de la flore 
phanérogamique offre un grand choix de plantes 8 principes actifs ou toxiques utilisables 
par l’homme. 

La culture in vitro des plantes supérieures offre depuis les vingt demieres années, 
des outils nouveaux pour la sélection, le clônage et la propagation des plantes 
supérieures. La culture de cellules végétales isolées constitue, en outre, un modèle 
physiologique de grand intérêt pour la connaissance des voies métaboliques primaires et 
secondaires conduisant à la biosynthèse de composés à haute valeur ajoutée. 

Cette technique permet, en outre, d’envisager la culture en masse de suspensions 
cellulaires végétales en vue de la production industrielle de métabolites secondaires. 

Un tel procédé, dès lors qu’il est entierement maîtrisé, présente des avantages 
considérables: 

- La production est indépendante des conditions climatiques, pédologiques et 
phytopathologiques. 

- Un contrôle peut être exercé sur la production de substances de caractere 
pharmaceutique a haute toxicité, hors des contraintes géopolitiques et des 
fluctuations de prix à l’exportation. 

. 
- Les acquis importants obtenus en biotechnologie des micro organismes concernant 
la maîtrise des procédés industriels et des cultures en masse en fermenteur peuvent 
être transférés, avec les restrictions imposées par les spécificités de la cellule 
végétale, à la production industrielle de molécules a haute valeur ajoutée. 

Il convient, avant tout, d’approfondir les connaissances fondamentales sur la 
physiologie et la biochimie de la cellule végétale, piacée dans les conditions de culture 
in vitro. 

Introduction 
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Le Programme “Valorisation des Plantes Médicinales Tropicales” à 
1’ORSTOM 

Le Laboratoire de Biotechnologie & Physiologie Végétales du Centre ORSTOM 
d’Adiopodoumé (Abidjan-Côte d’ivoire) s’intéresse, depuis 1985, à la valorisation 
biotechnologique de la flore médicinale ivoirienne. 

Bénéficiant, depuis plus de vingt ans, d’acquis scientifiques importants concernant 
les bases physiologiques et biochimiques de la production du cis-polyisoprène 
(caoutchouc naturel) chez Her~eu b~usiliensis, ce Laboratoire s’est doté, en 1985, d’une 
Unité de Biotechnologie. Il a été dès lors possible de mettre à profit les connaissances 
acquises concernant le métabolisme secondaire de l’hévéa sur des plantes médicinales 
produisant des molécules 8 haute valeur ajoutée (biosynthese des composés issus de la 
Voie Mévalonique). 

Ce programme doit aboutir, par une connaissance approfondie des facteurs influant 
sur la dérepression du génome, à la création de lignées cellulaires performantes, et, 
parallèlement, à la fourniture de plants hautement producteurs pour l’exploitation en 
plein champ. (Figure no11 

La stratégie proposée s’échelonne en deux temps: 

11 Dans un premier temps, deux plantes modèles ont été choisies, en fonction de leur 
aptitude à se développer in vitro , à partir d’ une vitrothèque de plus de dix espèces 
connues dans la pharmacopée ivoirienne. Il s’agit de: 

- Tephrosiu vogelii (Légumineuse productrice de roténoïdes : isoflavonoïdes 
biodégradables à action pesticide) et 

- Abrus precaforius (à qui plusieurs auteurs attribuent la biosynthèse d’un 
triterpène à action antiseptique et édulcorante: la glycyrrhizine) 

Ces plantes modèles ont pour fonction de permettre la mise au point des techniques 
de culture in vitro (microbouturage, culture de cals et de suspensions cellulaires) et des 
méthodes d’analyse indispensables à la caractérisation physiologique et biochimique 
des lignées obtenues, et au dosage des métabolites secondaires. On étudie, sur ce matériel, 
l’impact de divers facteurs de l’environnement cellulaire agissant sur la dérepression du 
génome: conditions d’hétéro ou de photomixotrophie (HARDY-CLARIS - 1988), actions 
de substances de stress et de précurseurs de biosynthèse (LAMBERT - 1989). L’apport des 
techniques modernes de Biologie Moléculaire permettra ensuite de mettre en évidence 
les marqueurs moléculaires de la biosynthèse des.métabolites sec,ondaires. 

2) Dans un deuxième temps, l’ensemble des résultats obtenus avec ces systèmes 
modèles sera transféré sur des plantes produisant des molécules à très haute valeur 
ajoutée, ou correspondant à des besoins à court terme pour les Pays en Voie de 
Développement (antipaludéens, antitrépanocytaires,. . .) 
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Abrus precatorius : une plante modèle. 

Au sein du programme Abrus, notre propos est de : 

- mettre au point les conditions d’isolement et d’entretien de lignées cellulaires 
dans des conditions variées (photohétérotrophie ou photomixotrophie), 

- caractériser le plus complètement possible le métabolisme primaire de ces 
lignées. En effet, bon nombre de métabolites secondaires étant synthétisés dans les 
feuilles, il est important de connaitre l’impact de la photosynthèse sur le métabolisme 
cellulaire. 

Dans ce büt, un grand nombre de méthodes et de techniques doit être mis au point 
et adaptés. 

Ce programme a été initialement conçu par T. HARDY & H. CHRESTIN en 1984.11 
a été ensuite été mené conjointement avec Isabelle HARDY-CLARIS, qui s’est 
principalement interessée à l’obtention des lignées , puis à la nutrition carbonée et à la 
charge énergétique et 21 la charge redox des cultures cellulaires obtenues. Ses recherches 
ont fait l’objet dune These de Doctorat (HARDY- CLARIS - 1988). 

Il a été indispensable de sélectionner et d’établir, dans un premier temps un 
souchier statique de cals de prolifération chlorophylliens et friables. Cet important 
travail a été réalisé en 1984-85 par Thierry HARDY et Isabelle HARDY-CLARIS; il a 
abouti à la création d’une large vitroth&que d’Ahus. (microboutures, cals et suspensions 
chlorophylliens et hétérotrophes) 

Etudes physiologiques et biochimiques : le cadre de notre étude 

Dans un premier temps, nous avons caractérise la croissance d’une culture statique 
de cals photomixotrophes d’Ahus, afin d’ optimiser les conditions de son entretien et le 
maintien d’une chlorophyllogénese stable. 

Nous nous sommes d’abord intéressés a la nutrition minérale de suspensions 
cellulaires d’Abrus placées en conditions d’hétéro- ou de mixotrophie, et cultivées en 
fioles d’Erlenmeyer ou en bioréacteur expérimental. Ce travail nous a conduit à mettre 
au point et à adapter aux cultures cellulaires végétales diverses méthodes 
analytiquespour le dosage des minéraux. 

Afin de mieux comprendre le comportement des différents lignées vis à vis de 
certains nutriments (l’azote sous forme réduite ou oxydée, en particulier), il nous est 
apparu indispénsable de caractériser puis de doser l’activité des enzymes impliquées 
dans Vincorporation du nitrate et de ‘l’ammonium: Nitrate Réductase et Glutamine 
Synthétase. % 

Nous avons également suivi dans nos cultures l’activité des deux carboxylases 
impliquées dans la fixation primitive du CO2 , et donc des états d’hétéro - et de 
photomixotrophie: Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase et Phosphoénolpyruvate 
Carboxylase. 

Ces études enzymologiques ont logiquement suscité des questions quant au mode de 
régulation des systèmes étudiés dans notre matériel in vitro. Grâce à l’emploi de 
techniques immunoenzyrnologiques récentes, nous avons tenté d’apporter quelques 
réponses. 

L’ensemble de nos résultats, une fois corrélés avec les données obtenues par 
I.HARDY CLARIS, permet enfin d’obtenir un suivi physiologique et biochimique le plus 
complet possible concernant une même culture cellulaire. 

Introduction 
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A) LES CULTURES CELULAIRES VEGETALES & LA PRODUCTION IN 
VITRO DE METABOLITES SECONDAIRES: 

Dés 1902, HABERLANDT écrivait: 

“Lu 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” (in: KRIKORIAN & BERQUAM - 1969). 

Pionnier dans le domaine de la culture in vitro des végétaux , HABERLANDT 
obtint la survie durant quelques mois de tissus de parenchyme palissadique de Lamium 
purpureum sur un milieu de culture tres simple (une solution de KNOP additionnée de 
saccharose). Sa tentative échoua car la seule photosynthese des cellules fut insuffisante 
pour assurer la production des composes organiques indispensables à leur survie sur un 
milieu pauvre. 

Il fallut cependant attendre 1939 pour que différentes équipes travaillant 
indépendament puissent établir des cultures indéfinies de fragments d’organes végétaux. 
(GAUTHERET - 1939; WHITE - 1939; NOBECOURT - 1940) 

GAUTHERET obtient, des 1954, des cals friables de carotte se dissociant 
spontanément en cellules isolées.(in: GAUTHERET - 1959). 

En 1958, MUIR, HILDEBRANDT & RIKER réalisent les premieres cultures de 
cellules isolées issues de cals de prolifération. Cette technique a été, par la suite, 
largement développée grâce, notamment, aux travaux de STREET (1966) en Angleterre. 

Aujourd’hui, l’intérêt des cultures in vitro de suspensions cellulaires végétales 
réside principalement en ses trois domaines d’application: 

- La recherche fondamentale en cytologie et physiologie cellulaires: études 
physiologiques, biochimiques et enzymologiques sur la nutrition et le métabolisme d’ une 
cellule privée de toute corrélation. C’est dans ce domaine que s’insère notre travail. 

- 1’Agronomie: multiplication, clônage et amélioration des espèces cultivées 

-la bio-Industrie: biosynthese et transformation de substances naturelles à haute 
valeur ajoutée 

L’abondant ouvrage bibliographique récemment publié par BHOJWANI et al. 
0986), regroupant plus de 12 000 références, permet d’appréhender l’importance acquise 
aujourd’hui par les cultures de tissus végétaux. 

1) Spécificité de la cellule végétale: 

Face a d’autres organismes vivants d’ores et déja exploités industriellement, la 
cellule végétale constitue un systeme original, présentant un certain nombre de 
caractéristiques propres: 

a) La vitesse de croissance: 
Le tableau présenté ci-dessous, établi par PETIARD (19811, permet de comparer le 

temps de génération (Tg) et le taux de croissance maximum (prnax) moyens de divers 
organismes cultivés in vitro: 

Données bibliographiques 
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------------------------------------------------------------------ 

BACTERIE LEVURE CHAMPIGNON CELLULE 
FILAMENTEUX VEGETALE 

Tgenheures 0.3 13 3P 24 

p max. (h-l) 2.3 
------- -m-e 

oi46 0.23 WJ 
------_I-----_---__l__l___ 

En termes de production de biomasse, la cellule végétale apparait indiscuta 
-blement comme l’organisme le plus défavorise en vue d’une exploitation 
bio technologique. 

b) Ea stabilith des limées: 

Concernant leur stabilit6 de production, les lignées cellulaires cultivées in tifro 
présentent deux types de comportement: 

- La productivité peut Gtre élevée et constante dans le temps: 
De nombreux auteurs rapportent de telles situations. ZENK & DEUS (1982) ont 

cultivé durant phrsieurs ann&s des souches stabilisées a forte productivité (12 ans pour 
Morimda citrifolia, 8 ZIRS pour CMeus bhmi). 1 

L’exploitation de telles souches peut faire l’objet d’une prise de brevet (STABA & 
KAUL - 1971) en vue de son exploitation industrielle. DEUS & ZENIC montrent, chez 
Catknrantkus roseus, une stabilité de production durable chez les lignées cellulaires’ 
isolées de plantes mères hautement productrices (1982). 

- D’autres lignées présentent une productivité variabb au cours Bes repiquages 
smeessifso 

En effet, une population cellulaire est compos6e d’une mosaïque d’individus 
hétérogenes quant a leur âge , leur degré de ploïdie (MURATA & ORTON - 19821, leur 
productivité (SATO & YAMADA - 1984). Chaque repiquage correspond à une pression de 
s&ect.ion exercée sur la population donnant seulement a une fraction de la population la 
possibilité de s’exprimer et de régénérer la lignée. 

Un clanage de la suspension, répété, peut alors être effectué à partir de cellules 
isolées ou de micropopulations hautement productrices. ( TABATA - 1978; ZENK - 1978; 
ELLIS - 1982; PETIARD - 19839. 

Une telle variabilite s’exprime 6galement au niveau de la chlorophyllogénese. 
Plusieurs auteurs ont propo& des méthodes de s&ction et de clônage afin de favoriser 
l’aptitude ch la photoautotrophie de cals ou de suspensions cellulaires (YASUDA et al. - 
1980; YAMADA g, SATO - 1983). 

Les plantes suptkieures pr&entent une structure g&tique infiniment plus complexe 
que celle des microorganismes. L’information génétique, codée par un plus grand nombre 
de chromosomes, est port& par le noyau, mais aussi par les chloroplastes (DYER- 
1985) et les mitochondries. Les interactions multiples entre ces différents génomes (voir 
la biosynthese de la Rubisco) compliquent encore lWude des syntheses et régulations 
enzymatiques. . 

Données bibliographiques 
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Figure no 2 : Variabilité cellulaire dans les cultures in vitro de végétaux 
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Malgré les immenses progres accomplis par la Biologie Moléculaire au cours des 
dernières années, bien peu de résultats concernent la régulation, au niveau du génôme et 
de son expression, des voies biosynthétiques du métabolisme secondaire chez les 
Végétaux Supérieurs. 

Le choix judicieux d’enzymes-cibles verrouillant des étapes limitantes de la 
synthi%e, la purification et la caractérisation de ces enzymes, la mise au point d’outils 
immunologiques (antisérums, AcMc) et de Biologie Moléculaire (ARNm, puis ADN 
recombinants, sondes nucléaires radioactives) apparaissent comme autant d’obstacles à 
franchir. 

Cependant, Ia variabilité cellulaire spontanée peut aussi être largement 
exploitée pour la s&ction de lignées à haute capacité de biosynthese. Les traitements 
mutag&nes (irradiations, traitements chimiques) constituent des outils intéressants en 
vue d’élargir cette diversité. (Figure no 2 ) 

CI la fraeilitb de la structure cellulaire: 

Contrairement à certains microorganismes, la cellule végétale présente une 
structure cellulaire de grande taille, fragile# limitée par une paroi pectocellulosique 
rigide. Tres sensibles aux contraintes de cisaillement, les suspensions cellulaires 
nécessitent remploi de bioréacteurs a agitation ménagée. L’utilisation cal incubateurs de 
type “Airlift” ou l’adaptation de turbines d’agitation 1 profil aigu a permis dans la 
plupart des cas de r&oudre les problemes de lyse cellulaire par chocs mécâniques. La 
réponse de chaque matériel v&éta% à la mise en suspension, et sa résistance a la culture 
en bioréacteur est fonction de l’espèce végetale considérée. 

21 Les potentialités biosynthétiques de la cellule végétale: 

Malgré ces handicaps certains par rapport aux microorganismes, la cellule 
végétale posskie un atout indiscutable: Kmmense diversité et la complexité des 
métabolites secondaires dont elle capable d’assurer la biosynthese. ’ 

Plus de 90% du volume cellulaire est occupé par le compartiment vacuolake, qui 
constitue un lieu privilégié de stockage des métabolites secondaires (voir les travaux 
fondamentaux de MATEE (19781, et la récente revue de MARIN - 1986). 

Des 1950, ARREGUIN & BONNER rapportent la formation in sibro 
d’isoprénoides dans les tissus de guayule. Pour la Premiere fois, la capacité de 
biosynthese d’organes vegetaux cultivés ita vitro sur un milieu artificiel était mise en 
évidence. 

Jusqu’au début des années 70, on rapporte tr&s peu d’exemples de synthkse de 
métabolites secondaires in tifro dans des proportions équivalentes à celles décelées dans 
la plante. La dkiifférenciation morphologique tissulaire induite par la mise en culture 
est alors considérée comme un obstacle incontournable pour la biosynthke de la molécule 
considénk. (CAREW & STABA - 196% . 

D’autre part, depuis 1959, TULECKE & NICKEL avaient réussi a cultiver en 
masse, dans un incubateur simple, des cellules de plusieurs esp&ces végétales. 

Les travaux de ZENK et uZ. (19’19 et de TABATA (1978) ont montré que les cultures 
in z&ro de cals ou de suspensions cellulaires étaient capables de produire des 
métabolites secondaires sans exiger d’induction morphogénétique. 

Ainsi, BACCOU ef aZ (1983) ont démontre l’identité structurale des saponines et 
sapogénines stérïdiques extraites de cultures cellulaires de fenugrec (TrigoneIZa 
foenumgraecum L.) et de plantes de plein champ. 
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Ces travaux ont permis d’envisager une exploitation biotechnologique du fenugrec 
en tant que source de précurseurs pour l’hémisynthese de médicaments stéroïdiques : 
cortisoniques, hormones sexuelles, anti-inflammatoires.. . (RIVAL et a2 - 1983 & 1984) 

L’idée d’exploiter des suspensions cellulaires pour la production de métabolites 
secondaires utiles, grâce à des techniques transférées de la Microbiologie Industrielle, 
s’est rapidement répandue. La culture de cellules végétales isolées, forte de ces 
nouvelles perspectives industrielles, a dès lors connu un important regain d’intérêt. 

3) Technologie des bioréacteurs et potentialités industrielles: (voir 
l’importante revue bibliographique de STABA - 1980) 

En 1959, TULECKE & NICKEL mettent au point le premier modele d’incubateur 
cellulaire destiné à des cultures en masse. Ce bioréacteur, de conception tres simple, a 
permis alors la culture de 10 litres de suspensions cellulaires de diverses esp&ces 
végétales: Ldium, Rasa, Gyngko. C’est un systeme de type Airlift, où une circulation 
d’air assure l’agitation de la culture. En 1960, ces mêmes auteurs décrivent des cultures 
menées, sur ce type d’appareil, avec des volumes de 30 à 134 litres de suspension. 

Ce type de réacteur Airlift simple est souvent utilise, aujourd’hui, au niveau du 
Laboratoire de recherche, pour la production en routine de biomasse cellulaire. 

Néanmoins, son principal défaut réside dans l’impossibilité de séparer les 
fonctions d’oxygénation et d’agitation de la culture. 

En outre, nous avons pu remarquer, au cours d’expérimentations préliminaires sur 
Abrus precatorius (résultats non publiés) que les réacteurs de type Airlift nécessitaient 
l’emploi sytématiques de composes tensio-actifs anti-mousse; en effet l’aération, dans ce 
type de contenant, doit être suffisamment intense pour assurer l’homogénéité de la 
suspension, provoquant alors la formation d’une importante collerette de mousse en tête 
de réacteur . Les cellules ramenées à la surface forment alors, sur cette collerette, des 
amas de macrocals importants (quelques cm) qui se maintiennent dans la cuve au cours des 
repiquages, rtendant ainsi inutile toute selection préalable de la suspension pour sa 
finesse. 

La conception des bioréacteurs a ensuite évolué grâce a l’adoption de systemes 
d’agitation mécaniques: par tige coudée (VERMA & VAN HWSTEE - 1971), par 
barreau aimanté et agitateur magnétique (VELIKY & MARTIN - 1970). 

Actuellement, de nombreuses équipes utilisent, suivant leur matériel végétal, 
divers types de fermenteurs initialement conçus pour la microbiologie et donc 
disponibles. commercialement (New-Brunshwick, Biolaffite, Set&). L’ agitation est 
assur&z soit par des pales entraînées mécaniquement (Stirred Jar Fermentor), soit par 
circulation d’air (Airlift Fermentor). Ce type de matériel est adapté h l’emploi 
d’électrodes et de sondes stérilisables , couplées à des dispositifs de contrôle et de 
régulation pour divers parametres de culture : température, pH, pO2, potentiel Redox.. . 

Nous avons ainsi pu conduire les premières cultures cellulaires de fenugrec 
(Trigonellu foenumgruecum L. 1 en bioréacteur expérimental de deux litres adapté aux 
cellules végétales (RIVAL - 1983; RIVAL et al. -1983 & 1984). Ce matériel nous a alors 
permis de suivre in situ l’évolution des principaux macroéléments du milieu, et de 
corréler ces données avec la croissance de la suspension et la production de métabolites 
secondaires : sapogénines stéroïdiques. 

Différents auteurs ont décrit, a ce jour des expériences de cultures cellulaires en 
grand volume: de 30 a 1500 litres. (RAT0 et al. -1975; MARTIN -1980-a). 

Données bibliographiques 



Tableau n” 1 : PRODUITS COMMERCIALISES OU EN COURS DE DEVELOPPEMENT 

(D’après STECK & PETIARD, 1985) 

PRODUIT ESPECE USAGE PRIX 
(sous réserve) 

FIRME PAYS 

Shikonine Lithospermum 
erythrorhlzon 

Pharmacie 4000$/kg MITSUI Japon 
Cosmétique Petrochemicals 
Teinturerie 

Berberlne 

BiOmaSSe 

Coptis japonfca Pharmacie IidITSUI Japon 
Thalictrum minus Petrochemicals 

Panax ginseng Diététique 30 $/Kg NI’ITO DENKI Japon 
KOGYO 

Peroxydase 

Geraniol 

Acide 
rosmarinique 

Digoxine 

Raphanus 

Geranium 

Coleus blumei 

Digitalis Lanata 

Diagnostic 2000 $/Kg TOYOBO Japon 

Parfumerie KANEBO Japon 

Pharmacie NATTERMAN RFA 

Pharmacie 3000$/kg BOEHRINGER RFA 
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Les cultures en semi-continu (ou fed-batch) sont aujourd’hui plus largement 
utilisées. L’optimisation de l’acroissement en biomasse et de la productivité en 
métabolites secondaires s’effectue par adjonction, en cours de culture, de composés tels que 
: nutriments, vitamines, phytohormones, précurseurs. La totalité de la population 
cellulaire est ensuite récoltée en fin de culture. 

Aujourd’hui, plusieurs projets industriels de production de métabolites secondaires 
végétaux sont d’ores et déjà opérationnels, ou en cours de réalisation: voir le tableau no 
1, établi par STECK & PETIARD en1985. 

Données bibliographiques 



TABLEAU Ns 2 
CULTURES CELLULAIRES EN PHOTOAUTOTWOWIE 

REMARQUES 

CHANDLER et al 

Chenopodium rubrm 

tcotmna tabncum 

YAMADA et a1 Nicotiana tabacwn Réacteur de 5 litres 

Nicotiana tabacum 

Souches autotrophiques 
(ni hormone, ni vitamine) 

N 
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B) LES CULTURES DE CELLULES VEGETALES AUTOTROPHES : 

L’optimisation de la production in vitro de métabolites utiles doit s’effectuer dans 
deux voies complémentaires: 

- L’amélioration du matériel biologique: grâce à une skction de la plante mère, 
une exploitation de la variabilité cellulaire in vitro spontanée ou induite 

-L’amélioration des procédés de culture: composition des milieux, actions 
d’effecteurs divers (précurseurs, éliciteurs...) , paramètres physiques de la culture 
en bioréacteur.. . 

La sélection et l’obtention de suspensions cellulaires végétales mixotrophes ou 
photoautotrophes s’inscrit dans Ce$tte logique. La cellule végétale photoautotrophe est 
un systeme tr& spécialisé, résultat d’une différenciation intra-cellulaire Comp&te; il 
apparaît très intéressant d’obtenir et de maintenir in Mfro un tel systeme, afin de lui 
faire exprimer ses potentialités de biosynthese dans des conditions optimales, les plus 
proches possibles de celles de la plante-mke. 

GAUTHERET note, di?s 1934, le développement de chloroplastes dans les 
fragments d’organes cultivés in titra en conditions d’hétérotrophie. 

Pus tard, divers auteurs (HILDEBRANDT et al. - 1963; VENKETESWARAN - 
1965; VASIL & HILDEBRANDT - 1966) ont étudié les conditions (nutrition minérale , 
parametres de culture) favorables B la synthèse de chlorophylle, dans des cultures 
cellulaires de plusieurs espkes végétales. L’activité photosynthétique de telles cultures 
a pu ensuite être mesurée (VENKETESWARAN - 1965; BERGMAN -1967) 

L’obtention et la maintenance de cultures photoautotrophes nécessite la mise en 
place d’une stratégie rigoureuse: HUSEMAN -1985; CHAUMONT & GUDIN - 1985-a; 
HARDY et al. - 1987). 

1) Obtention de cals hétérotrophes viables et sélection visuelle des colonies 
tissulaires les plus chlorophylliennes. 
2) Obtention de suspensions cellulaires fines constituée de cellules 
chlorophylliennes isolées a partir des cals sélectionnés 
3) entretien et stabilisation de la lignée cellulaire en photomixotrophie 
4) passage de la photomixotrophie a la photoautotrophie 
5) amélioration du taux de croissance et/ou des capacités de biosynthese de la 
lignée autotrophe. 

La maintenance de cultures en conditions de photoautotrophie stricte n’est pas 
toujours réalisable; plusieurs auteurs décrivent une nécrose des lignées apr& quelques 
subcultures (DAVEY et al. - 1971) 

Néanmoins, au cours des dernieres années, plusieurs équipes ont réussi & maintenir 
durablement des cultures de cellules végétales en autotrophie. Les principales 
carac’téristiques de ces cultures sont rassemblées dans le tableau no 2 . La récente revue 
bibliographique réalisée par HUSEMAN (1985) rassemble les résultats obtenus 
concernant l’action de divers facteurs externes sur le passage & la photoautotrophie: 
lumière, source de carbone, environnement gazeux, nutrition minérale, phytohormones.. . 
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TABLEAU No 2 (Suite) 

CULTURES CELLULAIRES EN PHOTOAUTOTROPHIE 

AUTEURS ANNEE 

PEEL 1982 

PLANTE 

Asparagwoficinalis 

CONDITIONS DE CULTURE 
REMARQUES 

MILIEU LUMIERE CO2 

MS. 120pEm-2se1 1 %dansl’air Culture continue en turbidostat 
ANA 1 mg.l’” photopkiode de 16h 
Kh 0.5 mg.1’ 

HUSEMANN 1983 

KATOH 1983 

HORN er a1 1983 

Chuwpodium rubwn 

uafchantiapolymorphn 

Glycine mar 

MS. 

5SD4.5 pM 

MS. 
ANA 1 mg.? 
Kin 02 mg.I’ 

1ooCKl lux 
(continue) 

90 pEm% 
h 165 pBmV 

2001300 
pEms2sm’ 

solution tampon Culture continue 
2M KHCQ&CO, 

196blkiX Possibilit6 d’omettre le 2.4 D 
et de r6disa des cultures autotrophes. 

5%dansl’W 

LA ROSA et al. 1984 

HARDY 1984 
HARDY es al. 1987 

Sola.numtubermm 

Euphorbia characias 

M.S. 
2,4-D 3 mg? 
Kin 0.2 mg.I’ 

M.S. 
ANA 1 mg? 
BAP 1 mg.1’ 

901110 29bdanslXl 
pEm-2&’ 
Photopkiodede 16h 

90 @lrî2s-’ 2%dans I’air Biortacteur airlift expésimenlal de 2 1. 
Photop&iode de 16h 

TYLER er al. 1986 Catharanthus roseus GAMBORG B% 
ANA lmg.l‘l 
Kin 1mg.I’ 

llNlpEm5g1 2% dans l’eh 

Y 
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1) Intérêt comme modèle physiologique: 

Les cultures de cellules végétales autotrophes constituent des outils expérimentaux 
indispensables pour l’étude des voies métaboliques primaires et secondaires associées à 
l’appareil plastidial. Elles constituent un systeme homogène, stérile, aisément 
accessible aux solutés, dans lequel la majorité des cellules sont actives. (SATO et al. - 
1987) 

L’étude des modifications physiologiques lors de la reversion de la 
photoautotrophie à l’hétérotrophie (et vice-versa) constitue une approche intéressante 
pour élucider comment ces conditions de croissance déterminent la 
repression/dérepression de certaines voies métaboliques. 

Des études cytologiques et biochimiques des phénomenes accompagnant le 
verdissement ont ainsi été réalisées sur des suspensions cellulaires de Tabac . Les 
processus de développement intracellulaire durant le verdissement de cellules 
hétérotrophes in vitro sont à rapprocher, pour ces auteurs, de la différenciation des 
cellules méristématiques en cellules matures chez la plante entière. (BRANGEON & 
NATO - 1981; NATO et al. - 1981) 

Plusieurs auteurs ont pu élucider, sur des cultures cellulaires autotrophes, l’action 
de certains facteurs influant sur la chlorophyllogéni%e (voir la revue bibliographique 
de : HUSEMAN - 1985; les travaux de YAMADA & SATO - 1978; DALTON & PEEL - 
1983; BENZ et al. 1984) 

SATOet al. (1987) discutent l’intérêt des suspensions cellulaires autotrophes en 
tant que modèle physiologique représentatif des cellules du mésophylle. En effet, leur 
comportement vis a vis de la fixation du carbone est sensiblement différent (voir les 
données bibliographiques concernant PEPc & Rubisco dans les cultures cellulaires). 

Ces auteurs comparent l’effet de plusieurs types d’herbicides sur des germinations 
et sur des cultures cellulaires mixo- et photoautotrophes de tabac. Ces différents - 
systemes permettent de comparer l’action de molécules herbicides sur des fonctions 
métaboliques différentes (photosynthese, chlorophyllogénèse,. . . ). Les résultats obtenus 
viennent compléter les travaux de CSEPLO & MEDGYESY (1986) sur l’inhibition de la 
photosynthèse par des herbicides, réalisés sur des cultures photomixotrophes de tabac. 

DE KLERK-KIEBERT & VAN DER PLAS (1984) étudient l’évolution du taux en 
adénine nucléotides dans des cultures hétérotrophes ou photomixotrophes de soja. Des 
différences notables dans le métabolisme énergétique des lignées chlorophylliennes ou 
non ont pu être mises en évidence. 

2) Photoautotrophie & métabolisme secondaire: 

De nombreuses voies du métabolisme secondaire ont été, du moins pour certaines 
étapes, clairement localisées dans le chloroplaste. 

La PAL (Phénylalanine Ammonia Liase), extraite de nombreuses especes 
végétales, constitue une étape clef dans la biosynthèse des composés phénoliques. Cette 
enzyme a été détectée dans les chloroplastes d’un grand nombre .. de végétaux 
(SAUNDERS & Mc CLURE - 1975). Les travaux de WIERMAN (1981).et de.BROWN, 
(1981) ont par ailleurs permis de considérer les chloroplastes comme étant le site de la 
synthese des flavonoides , et pour partie, des coumarines. . 

LAMBERT (1989) s’est intéressée, dans notre Laboratoire, h la biosynthèsé de 
roténoïdes (isoflanonoïdes à action pesticide issus de la voie de biosynthèse des 

Données bibliographiques 



PHYTOSTERQLS 

§APONlNES 

STEWBIDES 

TRII’ERPENES 
PENTACYCLIQUES 

y~@ %A ACETATE 
CYCLE DE CALVIN ~ci3-rLCo~ ISY~~~~ASE 

CQ2 ACE’&oA 
I 

MONOTERPENES 

SESQUITERPENES 

ISOPRENOIDES 

HMG--CoA 
HMGCoA !EDUCïASE 

MEVAL&ATE 
WA) 

MEVALCNriTE KINASE 

Il\ I!XJPENTENYL PkOPHOSPHATE 
(IPP) I 

1 GERAI+%PP I DITERPENES 

,OROPHYLLES 

PHYLLOQUINONES 

TOCOPHEROL 

Figure no 3 : ScMma de la compartimentatiow subcellulaire supp&e de la biosynthbse des teapénoïdes dans une cellule v&géta%e autotrophe. 

ScMma de l’auteur d’ apri?s les travaux de: HILL dr ROGERS (1966); CRUMBACH 61 BACH Wï’9); CRUMBACH & FORN (19Bo); KUHN et a! (1981). 
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phénylpropanoïdes) par des suspensions cellulaires hétéro-ou photomixotrophes de 
Tephrosia vogelii. Le passage B la photomixotrophie induit, sur ce matériel, 
d’importantes modifications portant à la fois sur la productivité et sur le spectre en 
roténoides; le rapport roténone/roténoides totaux passe alors de 5 à 70%. 

Parmi les cibles biochimiques envisageables pour l’étude de l’impact de la 
photoautotrophie sur le métabolisme secondaire, la Voie mévalonique paraît 
particulièrement digne d’intérêt. En effet, plusieurs de ses étapes fondamentales ont été 
clairement localisées dans le chloroplaste: (Voir la figure no 3) 

KUHN et al. (1981) montrent, sur des protoplastes de feuilles de Spinacea 
oIeracea, que l’incorporation de l’acétate par l’Acetyl-CoA-synthétase s’effectue dans 
le chloroplaste. Une autre enzyme intemenant dans la voie mévalonique a été détectée 
dans les chloroplastes de plantes supérieures: il s’agit de la Mevalonate kinase (HILL 
& ROGERS - 1974). 

Une tres grande activité spécifique de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme 
A -reductase (HMG-CoA Reductase) a été mesurée par GRUMBACH & BACH (1979) 
dans les chloroplastes de germinations de radis. 

GRUMBACH & FORN (1980) mettent en évidence une autonomie complète du 

, 

chloroplaste dans la synthese d’Acetyl-CoA et de terpénoides (chaines isoprénoides 
latérales des chlorophylles et des plastoquinones). Ces auteurs suggerent l’existence d’un 
flux de carbone à l’intérieur du chloroplaste à partir de métabolites intermédiaires du 
cycle de Calvin (APG, pyruvate) vers les terpènes, via l’Acetyl-CoA et le mévalonate 
présents dans les plastes. 

RADIN et a2 (1982) montrent que des tissus de guayule cultivés in vitro à la 
lumière produisent jusqu’a dix fois plus de cis -polyisopr&ne (caoutchouc) que ceux 
maintenus à l’obscurité. 

Les cultures de cellules végétales présentant des chloroplastes fonctionnels 
constituent donc un mod&le expérimental particulièrement intéressant pour l’étude de la 
biosynthèse de métabolites secondaires issus de la Voie Mévalonique. 

C) LA NUTRITION MINERALE DES CULTURES CELLLULAIRES 
VEGETALES: 

1) La nutrition minérale des cultures in vitro: 

Les cultures de tissus végétaux in vitro offrent des avantages certains pour l’étude 
de la nutrition minérale: leur caractere stérile permet d’éliminer les interactions avec 
les microorganismes, simplifiant ainsi les bilans des échanges celluleshnilieux. De plus, 
les équilibres ioniques peuvent Otre modifiés a volonté, et les solutions nutritives sont 
directement accessibles pour la cellule. Enfin, il est possible de connaître les besoins 
nutritionnels d’un type précis de cellules spécialisées, une fois mises en culture. 

Les remarquables travaux de HELLER (1953) ont jeté les bases méthodologiques 
pour l’étude de la nutrition minérale des colonies tissulaires végétales. Cet auteur a 
mis en évidence la nécessité de fournir aux colonies tissulaires végétales les macro et 
micro éléments connus pour leur rôle chez la plante entiere. L’effet des principaux 
éléments minéraux sur la croissance de cals de prolifération de plusieurs esp&es 
végétales a été alors décrit. 

Données bibliographiques 
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Tableau no 3 

COMPOSITION ORGANO- LE DE QUATRE MILIEUX 
POUR LA CULTUREDE TISSUS VEGETAUX 

MACROELEMENTS (mM) 

NO3 
NH4 

Pi 
K 

MPCROELEMENTS (uM) 

Fe 
Ml 
zm 

B 
cil 

na 
ci3 

1 
Al 
Ni 

COMPOSES ORGANIQUESJmg. 

WHITE HELLER MURASHIGE & GAMBORG 
-1939- -1953- SKOOG -196% -1968- 

3,2 7J 40 25 
20 2 

0,14 03 13 L1 
1,7 * 10 20 25 
12 0,Sl 3 1 
3 1 13 1 

4,4 1 14 2 

4,5 
% 
3‘5 
16,3 
61 
e 

0,015 
02 
0,12 

100 
100 
30,6 
foo 
0,$6 

1 
1 
5 

50 
56 
6,9- 
482 
2‘2 
1 
1 

e5 

Acide mkotinicpe 0,s - 03 1 
Thiamime HQ O,l 1 OJ 10 

Pyridoxine HC1 0,1 03 1 
GIycime 3 - 2 - 

mdnositol 100 100 

u-0 - - m 2. 
AIA - 1130 - 

Kimétime - 0,04 110 s 

Saeharose (g.l-1) l 20 20 30 20 
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De nombreux auteurs WHITE (1939), GAMBORG et al. (19651, LINSMAIER & 
SKOOG (1965), MURASI-IIGE & SKOOG (19621, MARGAIU (1978) ont recherché les 
milieux optimaux pour répondre à des types précis de cultures in vitro. 

Ces recherches ont abouti ci la mise au point de milieux de culture de compositions 
minérales tres différentes, communément employés aujourd’hui en Recherche et en 
Productioon . Malgré les résultats satisfaisants qu’ils offrent dans la majorité des cas, ces 
milieux demandent à être adaptés à chaque matériel nouvellement mis en culture. 

Ce probleme du milieu de base est trop souvent résolu par le choix arbitraire d’un 
milieu classique, le plus souvent sans tenir compte de l’espèce ni du type de culture 
envisagé. Les milieux les plus communéménts utilises pour les cultures cellulaires sont 
les solutions de WHITE, de GAMBORG (BS) et surtout, le milieu de MURASHIGE & 
SKOOG , qui n’est certainement pas optimal dans tous les cas, en raison notamment de 
son rapport NHq/Ntotal tres élevé. 

Le tableau no 3 donne la composition comparative en macroéléments des milieux 
les plus couramment utilisés pour la culture de cellules végétales. 

STREET a réalise, en 1966, une revue bibliographique complete faisant le point 
sur l’état des connaissances concernant la nutrition organominérale et le métabolisme des 
cultures in vitro de tissus et d’organes végétaux. Cet auteur mettait alors en évidence la 
nécessité d’un enrichissement des solutions minérales de GAUTHERET (1939) et de 
WHITE (1939). 

Peu d’auteurs, à notre connaissance, ont étudié conjointement les caractéristiques 
cinétiques de la croissance et de la nutrition minérale de suspensions de cellules 
végétales cultivées in vitro . Pourtant, l’étude du devenir, en cours de culture, des 
éléments minéraux mis B la disposition de la suspension permet d’obtenir des données 
importantes sur l’évolution du métabolisme primaire, notamment en ce qui concerne 
l’azote et le carbone. De plus, il importe de connaitre l’adéquation des besoins 
nutritionnels de la cellule végétale avec la nature du milieu de culture utilise. 

THOM et al. (1981) ont étudié, sur des suspensions cellulaires de canne à sucre, 
l’évolution au cours de la culture, des nutriments extra et endocellulaires ainsi que les 
changements morphologiques des cellules, en relation avec les caractéristiques 
cinétiques du transport d’un analogue du glucose: le 3 0-methyl glucose. Ils montrent que 
les ions préférentiellement consommés durant la phase exponentielle sont les 
phosphates, les sulfates et le potassium. Des différences importantes concernant les 
vitesses d’absorption de différents ions minéraux ont été mises en évidence. 

Les travaux conduits par AGIER eb al. (1983) sur des suspensions cellulaires de 
Silene alba et de Cardamine prutensis permettent de supposer qu’un ou plusieurs 
éléments du milieu de MURASHIGE & SKOOG (1962) sont en quantité insuffisante pour 
assurer une croissance optimale. 

A l’inverse, HBNRY et af. (1981) ne mettent en évidence aucun facteur limitant de 
nature minérale chez une suspension cellulaire stabilisée de Suporzuria ocynoides. Ces 
auteurs utilisent, pour mettre en évidence ce facteurs limitants, la mesure de la 
vitesse moyenne de croissance de la suspension. Dans le cas d’un milieu parfaitement 
adapté a la lignée étudiée, la vitesse moyenne de croissance doit rester constante 
quelque soit l’inoculum cellulaire. A l’inverse, des variations de cette vitesse mettent en 
évidence l’insuffisance du milieu de culture en un ou plusieurs ions minéraux et doivent 
conduire à la recherche de facteurs limitants. 
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KATOH et al. (1980) adaptent le rnileu M. & S. à la culture de suspensions 
cellulaires photomixotrophes de Mnrchantia polymorpha. La teneur en phosphore 
inorganique est portée par ces auteurs à 3,13 mM , au lieu de 1,l mM pour le milieu de 
GAMBORG et 1,3 pour celui de MURASHIGE & SKOOG. 

Le rapport N03/NH4 optimal est fixé par ces auteurs B 2/1, montrant ainsi une 
adéquation satisfaisante du milieu M&S a ce matériel végétal. 

2) Nutrition minérale et métabolisme secondaire: 

Les cultures cellulaires vég&les constituent un outil remarquable pour l’étude des 
relations entre métabolisme primaire et métabolisme secondaire. En effet, de profondes 
modifications physiologiques et biochimiques interviennent dans les cellules au cours 
d’un cycle de culture en milieu non renouvelé. Il importe de connaître et de caractériser le 
plus précisément possible la &quence de ces év&nenwnts, afin de comprendre les processus 
de régulations réciproques de ces deux grandes voies métaboliques. 

Parmi les divers facteurs extracellulaires affectant la biosynthese de composes 
secondaires, la composition des milieux de culture a fait l’objet de nombreux travaux, 
pour la plupart résents. (voir la revue bibliographique de DCXJGALL - 1979) 

NASH & DAWBS (1972) analysent, sur des suspensions cellulaires de Rasa, un 
grand nombre de param&res concernant I’activité du métabolisme primaire: activité 
respiratoire, synthèse de protéines, d’ADN, d’ARN, de protéines, en relation avec la 
nutrition organominérale, et la production de polyphénols. Ces auteurs montrent qu’une 
importante activite metabolique se d&eloppe imm&%atement après l’inoculation et 
atteint un pic en cours de phase exponentielle. Laccumulatiow de polyphénols apparaît 
décalée par rapport B l’évolution de ces pararn&res. 

BIESBDER & MAHLBERG (1979) ont mis en évidence l’impact dé la composition 
minérale de neuf milieux de base différents sur la productivité en stérols de cals 
d’Euphorbia tirucaZZi. Les taux en stérols obtenus varientde 0 à 1,68 mg. g’l PMS. 

Mc CARTHY ef al. (19801, et MERILLON et al. (1983) ont suivi l’évolution de la 
consommation en éléments minéraux majeurs, en relation avec l’accumulation 
alcaloidique sur des suspensions cellulaires de Cafkarurrbkw raseus . 

Sur des suspensions cellulaires de tabac, SAHAI & SHULER (1983) ont étudié 
l’influence de nombreux facteurs externes (tem)4ératum, huni&e, équilibre hormonal...) 
et# en particulier, du rapport Carbone/Azote sur la production de composés phénoliques. 

Ces auteurs mettent en évidence un antagonisme entre métabolisme azoté et 
synth&se des polyphenols. 

Le phosphate apparait, à la lecture de nombreux travaux, comme un facteur 
influant consid&ablement sur le métabolisme secondaire des cellules végétales. 

KNOBLOGH B BERLIN (1980) notent l’effet positif d’une augmentation des 
phosphates externes sur la production d’alcaloides chez Catlanrunfhus rose~.~. La teneur 
en anthraquinones dans les cellules de Motin&r augmente avec la concentration en 
phosphates du milieu (ZENK ef al. - 19751, alors que la formation de polyphénols dans 
les cellules d’Hydrangea est favorisée par une diminution du Pi extracellulaire. 
CXJZUKI et uZ. - 1980) 
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Sur des cultures cellulaires de diverses espèces végétales, SASSE et al. (1982) 
montrent un effet d’induction du Pi sur une enzyme-charnière entre métabolisme primaire 
et métabolisme secondaire : la tryptophane decarboxylase. Cet effet est illustré par les 
travaux de BALAGUE & WILSON (1982) sur des cellules de Cafhurunfhus roseus 
cultivées en conditions phosphate-limitantes. 

TAL et al. (1982) notent sur des cultures cellulaires en continu de Dioscorea 
delfoideu une nette augmentation de la production de sapogénines stéroidiques à la 
suite d’apports en phosphates durant la phase exponentielle de croissance. 

HAGIMORI et ~2. (1982) adaptent le milieu de MURASHIGE & SKOOG à la 
biosynthese de digitoxine par des cultures organogenes de Digifulis purpurea. En 
multipliant par trois la teneur en phosphates du milieu de base, la croissance et la 
productivité sont nettement améliorées. 

Plus récemment, kEKNAMKUL & ELLIS (1985) ont profondément modifié le 
milieu B5 de GAMBORG afin d’optimiser la production d’acide rosmarinique chez une 
suspension cellulaire d’Anchusu oficinafis. 

Enfin, SATO et ul (1981) mesurent une nette augmentation de la croissance en 
photoautotrophie et de la chlorophyllogénèse des cellules de Cyfisus scopurius en 
multipliant par quatre le taux initial en phosphates du milieu de LINSMAIER & 
SKOOG. Un effet similaire sur le taux de croissance est noté par KATO et ul. (1980) chez 
des suspensions cellulaires de Murchanfiu en culture photomixotrophe. 

Pour la plupart des cas décrits dans la littérature, il semble que la teneur en azote 
total des milieux communéments utilisés (M. & S. ; L.S. ; GAMBORG BS) doit être 

_ réduite afin d’améliorer croissance et productivité, alors que la concentration en 
phosphate est souvent multipliée d’un facteur 2 9 4. 

Il convient de préciser que ces milieux ont été mis au point afin d’obtenir une 
croissance rapide des colonies tissulaires. Ceci explique leur richesse en éléments 
minéraux, par rapport aux solutions de KNOP ou de WHITE. 

Il a été clairement démontré, pour certains métabolites, un antagonisme entre 
croissance cellulaire et biosynthese; les milieux donnant une croissance optimale ne sont 
donc pas forcément les mieux adaptés pour augmenter la productivité des lignées. 
(ZENK et ul. - 1977, TAL et ul. - 1983) 

3) cas de la nutrition azotée: 

Les données disponibles concernant l’influence de la nutrition azotée sur l’activité 
des enzymes assurant l’incorporation de l’azote sont présentées dans le sous-chapitre D : 
“Etudes enzymologiques”. 

L’azote est nécessairement un des composants majeurs des milieux de culture, et les 
variations qualitatives (rapport NH4/NO$ et quantitatives de cet élément influencent 
non seulement la croissance, mais aussi la biochimie des cellules et la formation de 
métabolites secondaires (VELIKY - 1971). 

De nombreux auteurs ont mis en évidence la complexité des phénom&nes mis en jeu 
dàns la nutrition azotée des cultures cellulaires végétales (GAMBORG ef uZ.- 1968; 
GAMBORG & SHYLUK - 1970; BAILEY et ul. - 1972) 
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KATOH et a1 (1980) montrent que des cellules photomixotrophes de Murchantiu 
polymorphe sont incapables de croître sur un milieu renfermant une seule source d’azote 
(NO3 seul ou NH4 seul). L’inhibition de la croissance est de 87% dans ces deux cas, par 
rapport à une alimentation mixte. 

L’ ajout d’ammonium dans un milieu contenant des nitrates permet de doubler la 
teneur finale en protéines de suspensions cellulaires de Rose; (MOHANTY & FLETCHER 
-1980). . 

VELIKY & ROSB (1973) optimisent le rapport NH4 /NO3 (1/4) du milieu de 
cultures de cellules de Duucus carofa pour la production de biomasse. Pour ces auteurs, les 
changements de pH observés dans les différents milieux au cours de la croissance 
pourraient être un facteur important influencant le métabolisme azoté des cellules. Les 
cellules alimentées uniquement en ammonium comme source d’azote ne montrent aucune 
croissance, et le milieu devient tr& acide (pH-S,61 en fin de culture. Le pouvoir tampon 
du milieu joue ici un role considérable. Certains auteurs utilisent un milieu tamponné 
lorsque le NH4 est utilisé comme seul nutriment azoté. 

BE-HREND & MATELES (1976) obtiennent, sur des cultures cellulaires de tabac, 
les mgmes nkultats que GAMBORG et aZ(1970): Les cellules sont capables d’utiliser 
l’ammonium comme seul nutriment azoté, si des acides organiques du cycle de Krebs 
kitrate, malate, pyruvate) sont rajout& au milieu de culture. 

OJIMA et OHIRA (1978) considknt que cet effet positif des acides organiques sur 
l’incorporation du NH4 est dQ surtout à la bégulation de l’&quilibre ionique des cellules; 
car des résultats identiques sont obtenus avec du malate ou du malonate (5-10 mM). 
L’efficacité de l’incorporation croit proportionnellement aux valeurs du pK des acides 
organiques test& et le pyruvate (pK faible) ne montre aucun effet. 
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D) ETUDES ENZYMOLOGIQUES: 

Pourquoi des études enzymologiques ? 

Le suivi cinétique de la consommation en nutriments organominéraux du milieu ne 
fournit des données que sur la résultante de séries de réactions enzymatiques complexes. 
Il ne donne aucune indication sur la nature des voies assimilatoires mises en jeu, et ne 
peut donc donner lieu qu’à des interprétations physiologiques incomplètes. Or, il importe 
de pouvoir faire la part entre stockage et assimilation des composes minéraux prélevés 
dans le milieu de culture. Des études enzymologiques permettent d’affiner et de préciser 
les données obtenues lors de l’établissement de la cinétique de nutrition . 

- Efficience de l’incorporation minérale: 

La compréhension des grandes voies de la nutrition minérale conduit logiquement 
à l’étude des enzymes-pivots intervenant dans ces voies métaboliques. Il importe de 
savoir si la mise en culture in vitro du matériel végétal induit, par rapport a la plante 
entiere , des modifications affectant notamment les enzymes de l’assimilation des 
nutriments minéraux et du carbone. 

- Interdépendance des voies d’assimilation du carbone et de l’azote: 

Chez les Végétaux Supérieurs, les voies anaboliques d’assimilation de l’azote et 
du carbone sont étroitement imbriquées, par l’intermédiaire des processus 
photosynthétiques hir lu figure rz” 4). Les cultures cellulaires végétales permettent 
l’étude des systemes enzymatiques concernés dans des conditions d’hétéro, mixo et ” 
photoautotrophie. Il est ainsi possible d’agir sur l’une ou l’autre des voies 
d’assimilation, indépendamment de ces états. 

- Relations enzymes chloroplastiques/enzymes cytosoliques: 

Les enzymes responsables de l’assimilation de l’azote et du carbone sont 
compartimentées dans la cellule. Certaines d’entre elles (Rubisco, Nitrite Réductase 
isozyme GS2 de la Glutamine Synthétase) ont été clairement localisées dans les 
chloroplastes. La mesure de leur activité peut donc servir d’indicateur quant a 
l’efficience de l’appareil plastidial. De plus , la Rubisco est constituée de deux sous 
unités placées l’une sous le contrôle du génôme chloroplastique, et l’autre du génôme 
nucléaire. Des approches immunoenzymologiques permettent aujourd’hui de faire la 
part entre la biosynthese de chacune des sous-unités, mettant ainsi en évidence la 
régulation de l’un des deux génômes. 

- Choix des 4 enzymes étudi6es: carrefours des voies m&aboliques 

11 importe de caractériser les enzymes qui constituent des étapes limitantes bien 
connues dans l’assimilation du carbone et des composés minéraux. Quelques systemes 
enzymatiques, dans le pool protéique élaboré par la cellule végétale, sont aptes a jouer 
ce rôle: ils “verrouillent” en quelque sorte, les voies d’entrée du métabolisme cellulaire. 

En ce qui concerne la nutrition azotée, l’attention des auteurs s’est portée sur 
l’étude de la Nitrate Réductase et de la Nitrite Réductase, responsables de 
l’incorporation des nitrates. En outre, les enzymes de la voie Glutamine 
Synthétase/Glutamate synthétase, la Glutamate déshydrogénase ont été abondamment 
étudiées pour leur rôle fondamental dans l’assimilation de l’ammonium vers les 
protéines. 
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De même, la fixation du gaz carbonique est sous le contrôle de deux enzymes bien 
décrites: Rubisco et PEP Carboxylase. Elles interviennent toutes deux dans l’étape 
primitive de l’assimilation du CO2, et l’étude de leurs interrelations est souvent riche 
d’informations. 

En outre, ces enzymes-cibles constituent autant de marqueurs potentiels des états 
physiologiques de la suspension cellulaire en cours de culture: états de latente, 
croissance exponentielle, croissance stabiliske, sénescence. L’étude cinétique de leurs 
activités spécifiques rév&le alors de profondes modifications des voies métaboliques. 

Il est- intéressant de corréler ces activittk entre elles, et de les rapporter 
éventuellement aux données enzymologiques concernant le métalx&me secondaire. 

Enfin, de télles études prennent toute leur signification une fois corrél&es avec 
d’autres paramètres biochimiques (charge énergétiquep teneur en cofacteurs . . e 1 
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1) La Nitrate Réducfase: 

a) Fonction & Structure: 

L’ ion nitrate (NOS-) constitue la principale source d’azote pour les plantes 
dépourvues de symbioses fixatices. La réduction du nitrate en ammonium (NHq+) 
constitue l’étape primaire de l’assimilation de l’azote minéral. 

Nitrate Réductase Nittite réiiucase GS 1 GOGAT /GDH 
NO3 --------> NO2 -----> *4 --------------> protéines 

Cette réduction est catalysée par deux enzymes: la nitrate réductase, qui réduit les 
nitrates en nitrites (N02-), et la nitrite réductase (NiRI, qui réduit les nitrites en 
ammonium. Les ions ammonium sont alors incorporés dans les molécules organiques par 
voie d’amination. 

Depuis la Premiere description d’une activité nitrate réductase dans des extraits 
végétaux par EVANS & NASON (19531, un tres grand nombre d’équipes se sont 
consacrées B son étude: purification, élucidation de la structure quaternaire, connaissance 
des processus de régulation. La faible activité spécifique de l’enzyme (moins de 0,l % des 
protéines solubles) et sa sensibilité aux protéases n’ont permis de bien caractériser, 
jusqu’a ces demieres années, que la NR extraite des Végétaux Inférieurs (algues et 
champignons). Depuis lors, l’introduction des techniques récentes de purification telles 
que la chromatographie d’affinité (SOLOMONSON - 1975; OJI et af. - 1982) a permis 
l’isolement, sous forme homogene, de l’enzyme à partir de végétaux supérieures: 
(CAMPBELL - 1976; KUO et al - 1982- a). 

La localisation subcellulaire de la NR n’est pas encore clairement élucidée. Jusqu’à 
ces demieres années la nitrate réductase était généralement considérée comme une 
enzyme cytosolique (HEWITI - 1975). 

Plus récemment, des études immunologiques ont fourni des résultats contradictoires. 
En effet, VAUGHN ef aZ(1984) sur des cotylédons de soja, ont identifié la NR dans des 
vésicules cytoplasmiques , grace à une approche par immunofluorescence. Ces auteurs 
confirment ainsi les résultats précédemment obtenus à l’aide de colorants utilises pour la 
détermination spectrophotométri- que de l’activité NR (VAUGHN & DUKE -1981). Par 
contre, KAMACHI et al. (1987) , par fixation secondaire d’ anticorps marqués à l’or 
colloïdal, montrent que l’enzyme est associée aux chloroplastes dans les cellules 
d’Epinard. 

La nitrate réductase foliaire des plantes supérieures est une enzyme 
homo-dimérique d’un Poids Moléculaire d’environ 200 kD, qui catalyse la réduction des 
nitrates en nitrites en utilisant le NADH comme donneur physiologique d’électrons. 

Les deux sous-unités identiques de 100 Kd portent chacune un groupement FAD, un 
cytochrome b557, et un atome de Molybdene associé à un noyau ptérine constituant le 
cofacteur à Molybdene (ou MoCo). Le MoCo représente le site actif de fixation du nitrate, 
mais semble aussi impliqué dans le processus de dimérisation de la protéine (KRAMER 
ef al. - 1984). .I 

L’ensemble des deux sous-unités manifeste deux activités partielles, qui 
participent séquentiellement au transfert d’électrons du NADH au Nitrate: La Premiere 
est une activit6 déshydrogénase qui peut être mise en évidence avec le cytochrome c, le 
ferricyanure et le dichlorophénolindophénol comme accepteurs artificiels d’électrons, et 
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la seconde est l’activité nitrate r4ductase proprement dite qui peut être mise en évidence 
avec des flavines ou des colorants de type Méthyl viologene ou Bleu de Bromophénol à 
l’état réduit comme donneur d’ékctrons. 

Le schéma ci-dessous (d’apres SCHRADER et al. - 19689 met en évidence les 
modalités du transfert des électrons, ainsi que la nature des donneurs et accepteurs 
délectrons exog5nes, artificiels ou naturels: 

I CHAL 

B’o=425 mV 

La cinétique, le mode de fixation des substrats (NAD(P)H, nitrate9 et de 
libération des produits (NAD(P)+, nitrite) ne sont pas actuellement élucidés. 

Plusieurs auteurs (HEWITT & NOlTON - 1980 ; CLJERRERO et al. - 19819 ont 
propose un mkanisme enzymatique de type “ping-pong” a deux sites, avec fixation non 
ordonnke des substrats et libération ordonnée des produits de rc?action. 

Les trois groupements prosthétiques d&rits interviendraient dans l’ordre suivant 
(voir shéma cidessus) : 

NAD(P)H -> FAD -->- HEME (Cytochrome b3579->MoCo -> NITRATE 

b) DroDrîétés: 

- spécificité vis-à-vis des donneurs dWectmns: 

Chez les Champignons (Newospora, Asper~Zlus9, il semble que l’enzyme utilise 
spécifiquement le NADPH; (forme NADPHNR; EC 1.6.6.3). (HEWI’IT $r NOTT’ON - 
19809. 

Chez les végétaux supérieurs, le NADH et/ou le NADPH jouent le rôle de donneurs 
physiologiques d’électrons pour le site FAD de la nitrate réductase. 
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ESPECE VEGEFALE 

Nicofiana tabmum fculhrcs ccllnlnircs~ 

P.M IkD) 

200 

Cucurbita maxima (wtyledons) 234 

Glycine max (fèuilks) 330 

Hordcum oufgare (feuilles) 
idem 
idem 
Hordcum ovlgare (racines) 

221 

Spinacia oleracrra (fiuillcs) 
idem 

Oryzn saliva (culfurcs celllahires~ 

Zen mays (fhilfrs) 270 
idem 194 
Zu mays fra.cines) 190 

SOUS-UNITES Km:NAD(P)H 

2x9OkD NADH : 5OpM 

2xllSkD NADH : 9pM 
NADH : 5 CM 

NADH : 8.1 pM 
NADPH: 202 PM 

2xllOkD NADH: 12 I&I 
NADPH: 270 pM 
NADH : 3,8 I&I 
NADH : 2,3 @l 

NADH : 2.9 JIM 
NADH : 5.0 m 

NADH : 147 pM 

. NADH : 2.2 pM 

Km : NO3- 

50 pM 
40 pM 

270 pM 
130 CM 

11opIu 
50 pM 

140 pM 

pHOPTIMAL 1 REFERENCES 
I 

7.0 

7.5 

7.5 

7.5 

7$ 
7#5 

7.5 

7.5 

-IOARAU et al. (1986) 
MENDEL et al. (1980) 

XMPBELL et al. 
:1978,1980,1986) 
<EDINBAUGH et al. (1985) 

OLLY et al. (1976) 

DAILEY et aI. (1982) 
KIJO et al. (1982) 
OJI et al. (1985) 
OJI et aI. (1988) 

SCHRADER et al. (1968) 
HEWITT et al. (1980) 

YAMAYA et al. (1977) 

CAMPBELL et al. (1978-1986) 
REDIMBAUGH et al. (1981) 

TABLEAU no 4 :RECAPITULATIF DES CARACTERlSTIQUES BIOCHIMIQUES DE NITRATES REDUCTASES EXTRAITES DE VEGEI-AUX SUPERIEURS 



La nitrate réductase peut également accepter, in vitro, des électrons de la part de 
plusieurs donneurs artificiels. Ils sont essentiellement de trois types: Les violog&nes 
réduits (HAGEMAN ef al. - 19621, les flavines réduites - FMNH2 et FADH2 - 
(PANEQUE ef al. - 19651, et le bleu de bromophénol réduit (BBPr). 

L’ activité BBP:NR a été tri3 récemment mise en évidence chez les végétaux 
supérieurs (HOARAU ef al. - 1986, CAMPBELL - 1986, : MFXER et al, - 1987). 

Le bleu de bromophénol, donneur arfificie2 d’électrons, permet de mettre en 
évidence une activité NR sur des extraits où l’activité NADH n’est plus mesurable. La 
vitesse de réduction des nitrates est de 10 à 15 fois supérieure à celle observée avec le 
NADH (donneur physiologique). 

Cette activité pr&ente l’avantage considérable d’être mesurable tout au long des 
opérations de purification de la Nitrate Réductase, alors que la NADH:NR est 
rapidement inactivée. Au cours de mesures de constantes cinétiques (Km,Vm), 1’ activité 
BBP-NR ne pr&ente’ aucune inhibition par les fortes concentrations en substrat. On 
approche donc de mani&re beaucoup plus prkise la mesure de la vitesse maximale de la 
nitrate réductase. (HOARAU - CommunicrPbion personnelle) 

REPRÉSENTA’IION DE LINEWEAVER & BURK 

Le mécanisme d’action de ces deux substrats n’est pasencore clairement déterminé, 
car les résultats disponible-sont souvent contradictoires: inhibition compétitive? identité, 
ou non des sites actifs pour NADH et BBP?. (HOARAU et al. - 1986; MEYER et aZ. -1987). 

Les constantes de Michaelis (Km) de la NADHNR sont trtis variables d’une espke 
végétale a l’autre. Elles sont de l’ordre de 5 w pour le NADH, et de 200 W pour le 
nitrate. Les principales données bibliographiques disponibles sont rassemblées dans le 
tableau no 4. 

- labilité: 
La nitrate réductase, quel que soit le matériel végétal extrait, présente, in ûitro, une 

grande fragilité. La conservation et l’expression de l’activité ont pu être améliorées, dans 
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la majorité des cas, par 1’ adjonction dans le tampon d’extraction de sérum albumine 
bovine, de caséine, ou de PMSF, suggérant ainsi une instabilité imputable à une 
dégradation protéolytique. (SCHRADER ef al. 1974; KUO et al. - 1982-b & 1984; 
TISCHNER & SCHMIDT - 1984). 

Ainsi, la nitrate réductase extraite de feuilles d’orge est très fortement inactivée par 
une protéase à thiol, la trypsine et la papaine. (HAMANO et al. -1984). L’emploi 
d’antiprotéases (PMSF, pepstatine, leupeptine) est aujourd’hui assez répandu, car 
l’adjonction de protéines exogenes en concentrations importantes devient tres souvent une 
source de probkmes lors d’ opérations de purification (ultrafiltration, chromatographie). 
(BUCZEK - 1984; HAMANO - 1984, WRAY & KIRK - 1981). Selon BA’IT & WALLACE 
0983), les protéases agiraient sur la structure enzymatique au niveau du complexe 
flavine/molybdène (MoCo), responsable de la cohésion des deux monomères constitutifs. 

En effet, la NR sous forme monomérique est inactive, et l’activité NADPHNR peut 
être reconstituée in vitro par l’action de MoCo exogene: l’enzyme est alors détectée sous 
forme dimérique. L’hypothese d’une régulation post-traductionnelle de la NR par le 
Molybdène a été avancée par de nombreux auteurs (MENDEL & MULLER-1985) 

En outre, les composés antioxydants a groupement thiol (cystéine, 
B-Mercaptoéthanol, DTT, glutathion réduit), les adsorbants des polyphénols (PVP) 
montrent une action favorable tres nette sur la stabilité de l’enzyme. (WRAY & 
FILNER-1970, ROBIN-19791 

En maintenant la stucture du groupement prosthétique MoCo, les flavines et le 
Molybdene exogènes concourrent également à limiter la fragilité in vitro de la nitrate 
réductase. (ICUO et al. -1982-b). 

Enfin, divers facteurs d’inactivation de nature protéique ont été mis en évidence. 
WALLACE (1973) décele une enzyme inactivatrice de la NR de type protéase dans des 
racines de mais. En 1977, dans des cultures cellulaires de riz, YAMAYA & OHIRA ont 
isolé et purifié un facteur inactivateur dépourvu d.‘activité protéase, B site actif montrant 
un groupement sulfhydril et un ion métallique. PURANIK & SRIVASTAVA (1985) 
impliquent un régulateur protéique spécifique dans l’action de la lumière sur la NR de 
feuilles de haricot. 

Cette protéine régulatrice présente des caractéristiques biochimiques proches de 
celles décrites par JOLLY & TOLBERT (1978) et LEONG & SHEN (1982). Les mécanismes 
intimes de ce type d’inactivation au niveau de la molécule ne sont, pour l’heure, pas 
nettement élucidés (action protéolytique au niveau de la partie cytochrome c reductase, 
pour WALLACE - fixation d’une macromolécule régulatrice sur la NR sans dégradation 
pour JOLLY & TOLBERT). 

c) Régulation de l’activité NR: 

La régulation de l’activité NR doit être appréhendée sous deux aspects différents: 

- le contrôle de la quantité d’enzyme active ~régzdution truducfionneIZe~ 
- le controle de l’activité spécifique de l’enzyme active (régulation posf 

fraductionnelle~ 

C’est l’équilibre entre la synthese de nouo de NR et la dégradation de ses formes 
actives (tum-over) qui régit le niveau total d’enzyme dans la cellule. 

Les résultats disponibles aujourd’hui concernant la régulation de l’activité NR sont 
malheureusement trop épars, et souvent contradictoires. Il semble alors très difficile de 
proposer, pour les végétaux supérieurs, un modèle cohérent et complet. , 
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- régulation par le nitrate: 

De nombreux auteurs ont démontré I’inductibilité de la nitrate réductase par son 
substrat: le nitrate. 

La vacuole semble être le principal lieu de stockage du nitrate (GRANDSTED & 
HUFFAKER - 1982). Pour FERRARI et ses collaborateurs (1973) les nitrates 
intracellulaires se divisent en un pool de nitrate “métabolique”, mobilisable pour 
l’incorporation, et un pool de stockage qui reste dans la vacuole, inaccessible pour la NR. 

ASLAM ef al. (1976) suggkent que le transfert des ions NOS- du milieu extérieur 
vers le pool de stockage, puis vers le pool assimilable, soit sous le controle de facteurs 
exog&es: lumière, disponibilité en glucose, phytohormones. 

ROBIN et ul. (1983) ont montré que le niveau des influx de NO3- dans le 
cytoplasme, à partir de la vacuole, constitue le facteur limitant de l’assimilation des 
nitrates, alors que ce rôle est géneralement attribué à l’activité NR. La disponibilité en 
nitrates dans la cellule joue donc ici un file fondamental dans la régulation de la NR. La 
régulation de l’assimilation se situerait donc en amont de la NR, au niveau des flux de 
nitrates entre cytoplasme et vacuole. 

Pour POOL & BLUMWALD (1987), l’influx de nitrate dans la vacuole s’effectue de 
maniere passive, compte tenu de la charge positive B I’int&ienr de la membrane 
tonoplastique (loi de NERNS’F). Par contreP I’efflux de NO3 hors de la vacuole doit 
s’effectuer contre le potentiel de membrane et nécessite un SS-transport avec des protons. 
MONESTIEZ ef ol(1987) montrent, sur des cellules &Acer pseuciq%anus, que l’influx de’ 
nitrates dans la vacuole induit rapidement de profondes modifications au niveau de la 
vacuole : dépolarisation du tonoplaste, inhibition des pompes a protons électrogéniques 
(Mg-ATBases). . . 

Il est donc possible d’impliquer les facteurs agissant sur ces caractéristiques 
cellulaires (ApI-I, AV) dans la régulation post traductionnelle de la NR, af’a la 
disponibilitk en nitrates accessibles à la réduction, dans le cytosol. 

Les résultats de plusieurs équipes s’accordent pour dkrire l’induction nitrique comme 
provoquant une synth&se de rwvo de l’enzyme. Cette néosynthke a été mise en évidence 
nkemment par une augmentattiow nette des ARN messagers spkifiques de la Nitrate 
Reductase. CI-IENG et d - 198g; RAJASH.EKAR & OELMULLER - 1987’) 

- régulation par lPammonium: 

Chez les Champignons, l’ion ammonium , produit de la voie de réduction des 
nitrates, inhibe la synthèse de NR , en réprimant la transcription de, son gène 
(GUERRERO et al. - 1981). Chez Newosporu crassu, ce serait plut& un produit de 
l’assimilation de l’ammonium (glutamine?), qui réprimerait la transcription. 
PREMAKUMAR et al. - 19791. 

Les ions ammonium, suivant la nature de l’organe v6gétal considéré, présentent une 
action inhibitrice (organes aériens: feuilles, bourgeons) ou activatrice (racines) sur 
l’activité NR. (CAMPBELL h SMARELLI - 1986). Les résultats, sur les végétaux 
supkieurs, sont souvent comtradictoires. C’est surtout sur les cultures in oitro de cellules 
isolées que l’effet du NI-Q + , apporte par le miulieu de culture, a été le plus étudié . 
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- divers facteurs externes de régulation: 

L’influence de facteurs très différents sur l’induction et l’activité de la NR a .fait 
l’objet de nombreux travaux: Ont ainsi été étudiées l’action des phytohormones de type 
cytokinines, de l’éthylene, (SHMERDER & BORRIS - 19861, des glucides (ASLAM et al. - 
1976; 1982) , de 1’ irradiation Y (PANDEY & SABHARWAL -19841, du Molybdène 
(CAMPBELL et al. -1987)... 

- régulation par la lumière: 

La lumiere , dans de nombreux cas, présente une influence considérable sur 
l’apparition de l’activité NR, vraisemblablement via le phytochrome (DUKE & DUKE - 
1984). Contrairement à l’action du nitrate, la lumiere module seulement l’activité de 
l’enzyme préexistante, mais n’influe pas sur sa néosynthèse . L’activation de l’enzyme à la 
lumi&re peut être imputée à la présence d’une molécule de flavine, constitutrice de la NR, 
sensible à la lumiere bleue. (RAO et al. - 1984). A l’obscurité, selon SAWHNEY et ses 
collaborateurs (1978), le pool de NADH disponible pourrait être détourné vers la 
respiration mitochondriale, et donc indisponible pour la réduction des nitratezO 

Plusieurs auteurs ont avancé a’hypothese d’un “facteur plastidique”, synthétisé 
dans le chloroplaste, indispensable a la transcription même du génôme, et qui serait 
nécessaire a l’induction de plusieurs enzymes induites B la lumiere. (BORNER et aI. - 
1986; RAJASHEKAR h OELMULLER - 1987). 

Enfin la lumii?re influe indirectement sur l’activité NR par une activation des voies 
photosynthétiques: 

dl Assimilation du nitrate et Dhotosvnth&se: 

Les relations multiples entre assimilation de l’azote et du carbone, et la 
photosynthem ont souvent été d&rites (BBEVBRS & HAGEMAN - 1972; DEROCHE - 
1983). L’assimilation des nitrates représente un cotIt énergétique tri% élevé, (SALSAC et 
al. -1987) qui doit Ctre assumé par les composés phosphorylés, le pouvoir réducteur et le 
carbone réduit fournis par la photosynthese. (voir la figure no 4). 

Ainsi, SALSAC ef al. (1987) estiment h 15-16 ATP par mole de NO3 la dépense 
énergétique causée par la r&iuction du nitrate dans les plantes . En comparaison, 
l’incorporation de l’ammonium dans un squelette carboné par la voie GS/GOGAT ne 
consomme que 5 ATP. 

ASLAM ef ~2. (1973) ont avancé l’hypothése d’une action de la lumière ti l’apport 
de photosynthétats, qui servent de substrats a la respiration, et de fournisseurs de pouvoir 
réducteur. En effet, dans des feuilles d’Orge , l’apport de glucose exogène permet de limiter 
la perte d’activité NR à l’obscurité. 

KIEPPER et al. (1971) proposent le schéma suivant: le NADH utilisé pour la 
r&duction des nitrates proviendrait de l’oxydation du 3-phosphoglycéraldéhyde issu de 
la fixation photosynthétique du CO2 par la Rubisco. Apres migration dans le cytoplasme 
& partir du chloroplaste, le 3-phosphoglycéraldehyde serait pris en charge par la 
triosephosphate déshydrogénase glycolytique. 

SAWHNBY ef al. (1978) montrent que le NADH produit dans la mitochondrie par 
le cycle de Krebs est utilise par la nitrate reductase quand le transfert d’electrons vers 
l’oxygene est inhibe. 

Données biblthgraphiques 
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NATO et ses collaborateurs (1984) ont montré que la nitrate réductase de suspensions 
cellulaires de tabac photomixotrophes présente une sensibilité au DCMU (inhibiteur de 
la photosynthèse). ASLAM et al. (1973) avaient remarqué une action identique du DCMU 
sur la NR extraite de feuilles d’ orge. 

WARNER & KLEINHOFS (1974) ont mis en évidence, sur des mutants d’Orge non 
chlorophylliens, une excellente corrélation (r=0,92) entre les pertes d’activité Nitrate 
Réductase (cytosolique) et RubP Carboxylase (chloroplastique) dues à des modifications 
de l’équipement chloroplastique. 

De même, un mutant déficient en NR de Tabac montre un métabolisme 
photosynthétique altéré (SAUX et al. - 1986), permettant de supposer une corrélation 
entre les deux systèmes (SCHMIDT et al. - 1987). 

e) Les cultures de cellules vég;étales: un modèle d’étude de grand intérêt. 

L’étude de la régulation de la Nitrate Réductase sur des plantes entières s’est 
avérée tres délicate, en raison des facteurs multiples impliqués dans ce processus. 

Depuis les premieres études sur la NR de cultures cellulaires de soja par l’équipe de 
A. OARS en 1974, de nombreux auteurs ont orienté leur recherches sur la régulation de la 
NR vers les cultures cellulaires végétales. 

En effet , les cultures de cellules isolées, dépourvues de corrélations et directement 
accessibles aux solutés, offrent tous les avantages d’un système modèle. II est aisé d’y 
modifier totalement l’environnement immédiat de la cellule. Sur ce matériel de choix, les 
études enzymologiques sont venues appuyer les travaux conduits sur la nutrition azotée, en 
particulier les effets de l’équilibre nitrate/ammonium sur la croissance des cellules et 
l’induction des enzymes de l’assimilation azotée. 

Des cultures cellulaires hétérotrophes de plusieurs especes végétales ont été 
réalisées dans ce but: : f . 

Rasa sp. (JONES et al. - 1976 & 1978; CALDAS & CALDAS -1976; MOHANTY & 
FLETCHER - 1978), Glycine max et Triticum monococcum (BAYLEY et al. - 19721, Sikne 
ulbu (POULLE & RAMBOUR -1979; RAMBOUR et ul. - 1983). 

YOUNG (1973) a étudié le comportement en chemostat de suspensions cellulaires d 
Acer pseudoplutunus, dans un milieu où l’azote minéral était le facteur limitant de la 
croissance. Lors de cultures de ce type, où le nitrate est apporté par un flux continu, 
l’activité nitrate réductase reste constante, suggérant ainsi une synthese continue 
d’enzyme. Dans ce cas, la NR apparaît clairement comme l’étape limitante de 
l’incorporation de l’azote. En effet, son niveau activité reste beaucoup plus faible que celle 
des autres enzymes d’assimilation étudiées (GS, GDH, GOT, urease, y-glutamyl 
transferase) . 

L’adjonction de glutamate dans le milieu provoque une chute d’activité NR, 
confirmant les résultats de FKNER (1965) obtenus sur des cultures cellulaires de Tabac. 

Dans la grande majorité des cas, lors du transfert des cellules sur un milieu neuf et 
non renouvelé contenant deux types de nutrimenk azotés (nitrate et ammonium), la nitrate 
réductase est tres rapidement induite (après moins de trois heures), et montre un pic 
d’activité au coursde la phase exponentielle de croissance. ( FILNER - 1965; KING & 
STREET - 1973; OAK!$ -1974; JONES et al. -1976). Ce pic d’activité est observé lorsque le 
taux maximum en nitrates intracellulaires est atteint. De même, une induction très rapide 
de la NR suit l’adjonction fractionnée de nitrates dans le milieu de culture (JONES et uI. - 
1976). 
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De nombreux auteurs ont étudié l’impact de diverses sources d’azote du milieu de 
culture sur la cinétique d’apparition de l’activité NR et son intensité: 

JORDAN & FLETCHER (1980) montrent, dans des suspensions de Rasa, une 
inhibition de l’activité sur un milieu mixte NOs/NH4 par rapport à un milieu renfermant 
seulement des nitrates. 

CTJRTIS & SMARELLI (1987) , NELSON et aI. (1984) , BAILEY et al. (1972) 
montrent que l’ajout d’ammonium dans le milieu n’a aucun effet sur l’activité NR chez des 
suspensions cellulaires de soja et de blé, infirmant ainsi les résultats obtenus par OAKS 
(1974) sur les cellules de soja et par MOHANTY & FLETCHER (1978) sur Rosu. 

L’action des acides aminés (produits de l’incorporation de l’ammonium) a été 
largement étudiée dans des suspensions cellulaires in titra. Dans la majorité des cas, ces 
produits inhibent l’activité NR, suggérant alors une voie de régulation possible (de type 
feed-back) pour l’assimilation de l’azote . (HBIMER & FILMER -1970; OAKS - 1974) 

L’emploi d’inhibiteurs de la synthese des protéines et des ARN kycloheximide, 
chloramphénicol, 6-Méthyl-pruine.. .) dans les milieux de culture a permis de confirmer la 
néosynthèse de la nitrate rt5ductase des les premières heures âpres le repiquage. (JONES 
ef al. - 1978; POULLE $e RAMBOUR - 1979; BRADFORD QS FLETCHER - 1982). 

Grâce à l’étude conjointe de l’action du Mo~ybche et des nitrates, JONBS eb s%. 
(1978) proposent le mécanisme de régulation suivanu l’induction nitrique implique une 
néosynthese d”ARNm codant pour l’apoprot6ine , suivie d:,une rapide activation par le 
Molybdene. independante de la protéosynthese. 

1. 

Dans le cas de suspensions celhrlaires photoautotrophes, CAMPBELL ef al. (1984) 
notent, sur une Bgrke de Ckn~&‘uns r&rwz, une augmentation notable de l’activité NR 
au cours de la phase exponentielle de croissance, qui se prolonge jusqu’en fin de cuhure. La 
NR apparaît dans ce cas encore comme l’enzyme limitant lkcorporation-des composés, 
azotés. En regard de la nutrition azotée, ces auteurs identifient le comportement des 
cellules autotrophes in titre à celui des feuilles (identité des systemes enzymatiques mis 
en jeu et de leurs niveaux d’activité respectifs). 

Enfin, les résultats obtenus sur la modulation de I’activité NR par la composition 
des milieux de culture doivent Ctre pond&&. Bn effet, seuls quelques auteurs rapporte& 
dans ce type d’études, les concentrations intracellulaires en composes azotés. Ces données 
seules permettent de quantifier l’impact des modifications dans les milieux de culture sur 
la concentration en composes accessibles à la NR. . 

2) %a Glutamine Synthétase: 

a) Fonction & structure: 

On comsidère actuellement que l’ammonium, produit de la réduction du nitrate 
ou de la photorespiration des végétaux chlorophylliens, peut Btre incorporé dans la 
fraction organique selon deux grandes voies 

La Premiere, Catalys&e par la glutamate déshydsogénase (GDH ou L-Glutamate : 
NADH oxydoréductase; E.C.: 1.4.1.2) aboutit à la formation d’acide glutamique. 
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Figure no 5 : Représentation schématique des grandes voies 
d’incorporation de l’ammonium 
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La seconde met en jeu la glutamine synthétase qui produit la glutamine, puis la 
glutamate synthétase, qui transforme la glutamine en deux molécules de glutamate. La 
voie glutamine synthétase-glutamate synthétase (GSGOGAT) est considérée à l’heure 

’ 
actuelle comme essentielle a l’assimilation de l’azote chez les végétaux. C’est la voie qui 
est empruntée dans les conditions physiologiques normales (MIFLIN & LEA - 1976). 

La Glutamine synthétase (L-glutamate: Ammonia ligase (ADI’), E.C. 6. 3. 12) est 
présente chez tous les organismes vivants. Elle catalyse l’étape primaire de 
l’incorporation de l’ammonium; la glutamine ainsi formée se trouve au centre du 
métabolisme de l’azote, et constitue le point de départ de nombreuses voies métaboliques: 
biosynthese des acides aminés, protéines, acides nucléiques, carbohydrates aminés, et 
cofacteurs d’oxyde-r&iuction (STADTMAN - 1973). 

La Glutamine Synthétase catalyse la réaction suivante: 

LXhtama& += NH3 + ATl’ <== C S --=> LGlutamine + ADP +Pi 

Le transfert du groupe aminé est ensuite assure par la glutamate synthétase (ou 
GOGAT; E.C.: 1.4.7.f). La GOGAT a été mise en évidence chez les végétaux supérieurs par 
DOUGALL, en 1974. Elle est par aiBeurs présente sous diverses formes isoenzymatiques : 
NADH, NADPH ou Ferredoxine dépendante (SUZUKI & GADAL - 1982). 

NADUVG--> NABOY+ 
L-Glutamine. + a-&oglutarate - GOGAT -> 2 x Glutamate 

ou: mJ+-===->&-a 2+ 

Les voies GS/GOGAT et GDH interviendraient dans la réassimilation d’une partie 
de l’ammonium issu de Ta. photorespiration (LEA & MIFLJN - %979), et auraient en outre 
une fonction de defoxification vis à vis de l’ammonium dans des tissus 
non-photosynthétisants (FOWLER & BARRER - 1979). 

L’activité glutamine synthétase a été d’abord mise en évidence dans les tissus 
animaux (KREBS - 19351, et la majorité des travaux aujourd’hui disponibles concernent 
principalement l’étude de la GS et des mécanismes de sa régulation chez les micro 
organismes (SHAPlRO $r STADTMAN - 1970; JOHANSON & GEST - 1977) 

Les premiers travaux concernant la purification et la caractérisation de la GS chez 
les V&&aux Supérieurs ont été conduits d&s 1953, sur le Pois, par ELLIOT. La Glutamine 
Synthétase a été depuis caractérisée dans tous les organes végétaux, avec une activité 
spécifique tr&s differente d’ un tissu à 1 ‘autre (HTREL -1984). Elle est souvent plus active 
dans les feuilles que dans les racines (GUTZ - 1979). 

Des locaalisations subcellulaires ont permis de mettre en évidence la présence de 
l’enzyme dans les chloroplastes foliaires (O’NEAL C JOY 1973 - b ). 

D’autres auteurs WALLSGROVE ef al. - 1979) ont caractérisé une activité 
glufamine synthétase dans le cytosol, pouvant représenter jusqu’à 40% de l’activité totale 
de la feuille. Dans les racines, la GS semble en majorité cytosolique (OAKS & GADAL - 
1979). 

Chez la plupart des esp&ces v&$tales, la masse moléculaire de l’enzyme est voisine 
de 360 kD. Elle serait composée de 8 sous-unités identiques de 45 kD environ (0’ NEAL & 
JOY - 1973 - a -1. 

Chez les Angiospermes, la présence d’un cation divalent comme le Mg2+ est 
indispensable au fonctionnement de la GS. 
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Les valeurs du Km pour le glutamate peuvent varier de 1 à 13 mM suivant la 
concentration en Magnésium. Pour l’ATP, elles sont proches de 1 mM , mais elles sont 
particulièrement basses pour l’ammonium (de l’ordre de 20 @il. La GS montre ainsi chez 
les végétaux supérieurs, une tres grande affinité pour son substrat (NH4+), alors que chez 
les bactéries, par exemple, elle est 50 fois plus faible (MREL - 1984). 

b) régulation: 

Les connaissances actuelles concernant la régulation de la glutamine synthétase des 
végétaux supérieurs sont encore tri% fragmentaires. Pour de nombreux auteurs, les 
mécanismes proposés pour les bactéries ou les champignons ne se vérifient pas chez les 
angiospermes : rétroinhibition par les acides aminés, par exemple. (voir la revue 
bibliographique de SHAPIRO & STADTMAN - 1970) 

Cependant, une rétroinhibition par. les nucléotides (ADI’, AMP, GMP) a été 
observ6e chez le pois (O’NEAL & JOY - 1973-a) et les racines de rlz (KANAMORI dz 
MATSUMOTO - 1972). Ce phénomi?ne de régulation par modulation des formes 
adénylées/déadénylé de la GS a été tr&s précisément décrit chez les micro organismes. 
(SHAPIRO L STADTMAN - 1970; JOHANSON & GUEST - 1977J 

Une régulation de l’enzyme par la charge 6nergétique et par les variations des 
concentrations en protons ou en Mg2+ dans le stroma du chloroplaste a été également 
suggérée (MIFXJN - 1977). 

Jusqu’a aujourd’hui, aucunedonnée nouvelle n’avait permis d’envisager un typede 
régulation propre aux végétaux supérieurs. Récemment, la mise en évidence de fwmes 
isofonctlonnelles de la glutamine synthétase dans plusieurs organes vég&aux a permis 
d’apporter de nouvelles réponses. GUIZ et al. (19791, HIREL h GADAL (19801, Mc 
NALLY & HIREL (19831, et HIREL (1984) ont révélé l’existence de deux isoformes de la 
GS caractériskes ‘par des proprietés physicochimiques et enzymologiques tres différentes : 
une forme cytosolique, appelée GSI, et une forme plastidiale: GS2. 

Les proportions des deux isozymes sont tres variables dans les divers organes 
chlorophylliens d’une même plante. En outre, les formes de GS racinaires possklent des 
caractéristiques tfes proches de la GS cytosolique foliaire. D’autres GS cytosoliques ont 
été isolées dans l’albumen des graines ou des nodules racinaires des Légumineuses (I-IlREL 
-1.984). Ces demieres possèdent généralement des propriétés chromatographiques et 
cinétiques tout à fait comparables à celles des GS cytosoliques, racinaires ou foliaires. 

Certaines espkes végétales sont totalement dépourvues de lune des deux formes (les 
vegétaux achlorophylliens parasites sont dépourvus de la forme GS2) 

Le développement de techniques immunochimiques et de biologie moléculaire, a 
également permis daborder l’étude de la régulation de la biosynth&se des isoenzymes . 
(HIRRL et al. -1984). On a pu ainsi montrer que toutes les enzymes cytosoliques 
Ro&daient des déterminants antigéniques t& semblables et étaient des protéines 
structuralement proches, quel que soit l’organe ou la plante considérk 

Ces travaux rtkents conduisent a l’hypothèse suivante : Le mécanisme de régulation 
de l’activité GS serait tributaire de I’activité chloroplastique (production d’ATP, de 
Mg2+, de protons) ti l’isozyme GS? (la forme GSl est insensible a la lumière) . Cette 
régulation par la lumiere de la GS chloroplastique serait alors associée aux deux autres 
étapes d’assimilation de l’azote minéral, catalysées par la nitrite réductase et la 
glutamate synthétase : GOGAT (voir la figure no 4). Ces deux . enzymes sont en effet 
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ferrédoxine- dépendantes et leur activité est sensible à la lumière. 

L’étape suivante de l’étude de la régulation de la biosynthese des isoformes de la 
GS a fait appel aux techniques de biologie moléculaire, en particulier aux synthèses de 
protéines in vitro dans un systeme de traduction acellulaire , suivies d’une identification 
des produits de traduction h laide d’anticorps spécifiques. &BREL - 1984). 

Aujourd’hui, des études sont en cours de réalisation dans le but de sélectionner des 
ADN copies correspondant h I’ARNm responsable de la synthèse de chaque isoforme. 
L’isolement et la séquence des gènes correspondant aux diverses isozymes ont été 
recemment réalisés à partir de banque génomique de soja (HIREL - 1984 et communication 
personnelle) . 11 sera alors possible d’étudier les mécanismes controlant l’expression de ces 
gènes en fonction de l’environnement (nature de la source azotée, efficience de la 
photosynthèse, lumiere) 

c) La GS dans les cultures cellulaires véeétales in vitro: 

Les suspensions cellulaires de nombreux végétaux supérieurs sont susceptibles d 
utiliser comme source d’azote aussi bien des acides aminés que le nitrate et l’ammonium 
(GAMBORG & SHYLUK - 1970; HEIMER & FILNER - 1970; VELIKY & ROSE -1973; 
ENGVILD - 1974). 

Les travaux de différentes équipes montrent une nette prédominance de la voie 
GSGOGAT dans les suspensions cellulaires de plusieurs espèces: (SHOKUT et al. - 1978; 
FOWLER & BARKER -1979; MOHANTY & FLETCHER - 1980). 

L’apport d’ammonium dans les milieux nutritifs induit généralement une 
augmentation de l’activité GDH pouvant constituer un processus de détoxification pour la 
cellule (FOWLER & BARKER - 1979; GIVAN -1979) 

BRASSART et al. (1984) ont étudié les activités GDH et GS d’une suspension 
cellulaire de SiIem alba cultivée en présence de différentes sources d’azote. Ils montrent 
que les cellules de Si&ne sont susceptibles d’utiliser diverses formes d’azote pour assurer 
leur croissance. Le remplacement du nitrate par la glutamine n’affecte pas la croissance ni 
le taux d’activité GS . Cette demiere apparaît dans les deux cas dès le deuxieme jour de 
culture et se maintient jusqu’à 10 jours. L’ammonium, quant à lui, peut, en nutrition mixte 
(NH4 + NO$ devenir toxique. Cette toxicité s’exprime également au niveau de la GS, qui 
se trouve inhibée des le 4O jour de culture. Ces résultats confirment ceux obtenus sur les 
suspensions cellulaires d’Erable (FOWLER & BARKER - 1979) et de Rosier (MOHANTY 
& FLETCI-IER%- 1980). 

Sur une suspensions hétérotrophe, ces auteurs (BRASSART et al. - 1984) mettent en 
évidence une seule forme de GS, cytosolique. Ce résultat s’ajoute à ceux obtenus avec 
d’autres matériels non chlorophylliens (SUZUKI et ul. - 1981; HIREL. ef ul. - 1984) s 

En outre, I-BREL et ul. (1984) ont montré, chez des mutants de Tabac dépourvus 
d’activité Rubisco, une altération concommitante de l’activité GS. 

Se référant aux résultats similaires obtenus sur des cellules étiolées, ces auteurs 
suggérent l’existence un mécanisme commun régulant ces deux enzymes lors de leur 
néosynthi?se au cours du verdissement. 

Notre programme d’étude comprend une étude cinétique de l’apparition de 
l’activité GS dans des cultures cellulaires hétéro-et photomixotrophes d’Aibrus 
precuforius, en relation avec les activités carboxylases (PEI% & Rubiscol et Nitrate 
réductase. 
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3) La Ribulose-1,~bisphosphate carboxylase ou Rub,isco: 

a) Rôle Cpr Structure: 

La Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (EC 4.1.1.39) intervient dans la 
première étape du cycle des pentoses phosphates (cycle de Calvin): la fixation primaire du CO2 sur 
une molécule de Ribulose bisphosphate. 

Elle joue par conséquent un role clef dans la régulation de l’activité photosynthétique. Tres 
abondante, la Rubisco peut constituer jusqu’à 80% des protéines solubles dans les feuilles des 
végétaux supérieurs. WUFFAKBR - 1982). 

Exclusivement localisée dans le stroma des chloroplastes, cette enzyme catalyse donc la 
réaction suivante: 

D-RIBULOSE 1,5-BISPHOSPHATB + CO2 -.> 2 x 3-D-ACIDE PHOSPHOGLYCERIQUE 

l?abP 
: 

A@+ 3-m 

La Rubisco est sans doute aujourd’hui l’enzyme végétale la mieux décrite: purification, 
comstantes cinétiques, voies de régulation, propriétés immuno enzymologiques sont aujourd’hui 
connues pour bon nombre de plantes supérieures (voir ia ce propos les revues bibliographiques 
récentes de MIZIORKO & LORIMER - 1983, et de SUZUKI - 1987). 

Il a éte démontré que la Rubisco pouvait également catalyser l’oxygénation du 
D-Ribulose-1,5-bisphosphate, produisant amsi une, mol&ule de 3-D-phosphoglycérate et urne 
molécule de 2-D-phosphoglycolatg. Cette derniere mo%écule constitue le substrat primaire du 
cycle oxydatif photorespiratoire du carbone KXXBN & BOWBS - 19711 

Cette, protéine de haut poids moléculaire (550 kD) est un complexe. oligomérique constitué de 
huit grandes sous-uti’tés d’origine chloroplastique (LSU: 56,kD) et huit petites (SSU: 14 kD) 
d’origine nucléaire (RUTI’NER’ & LANE - 1967). Toutes. les plantes supérieures étudiées jusqu’à 
présent présentent, pour la Rubisco, la même masse moléculaire et le même nombre de sous unités 
Wructure appelée: LgSg). 

La structure primaire de la grande sous-unit6 pr&emte une grande homologie chez les 
végétaux supérieurs, les algues et les cyanobactéries. (SUZUKI - 1987) 

La synthese de la Rubisco résulte donc d’interactions nucléo- chloroplastiques, et il importe 
de savoir si les mécanismes de sa régulation interviennent sur ces deux génomes. La disponiblité 
récente en outils immunologiques performants a permis de détecter séparément les sous-unités 
cytosolique et chloroplastique (voir le chapitre suivant : Etudes immunoenzymologiques). 

. b) urmriétés: 

- Actbation par le CC& et les cations divalents: 

Seule la grande sous-unité porte l’activité catalytique. La SSU semble, elle, impliquée dans 
le maintien de la protéine dans une conformation active, mais sa présence n’est pas indispensable 
pour l’expression de l’activité Rubisco. 

Le CO2 joue le mie d’ activateur indispensable de l’enzyme: il se fixe sur un résidu lysine de 
la 

9 
rande sous-unité pour former un carbamate; la fixation d’un cation métallique divalent 

Me ‘!in km: le Magnésium) induit alors la mise en place de la structure quaternaire active. La 
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réaction requiert deux molécules de CO2 (lune fixée, l’autre activatrice), pour une molécule de 
cation divalent. 

La formation d’un complexe ternaire “enzyme-C02-Métal” est indispensable à la réaction 
carboxylasique, l’activation de la Rubisco par le CO2 et les cations divalents précedant la 
catalyse elle -même. 

- Régulation par les métabolites chloroplastiques: 

Divers métabolites chloroplastiques phosphorylés (6-phosphogluconate, fructose 1,6 
bisphosphate, NADPH) agissent in tifrc~ comme effecteurs de la Rubisco. Ils montrent tous, par 
ailleurs, une action d’ inhibiteurs compétitifs face au RubP. 

Ces molécules, suivant des données récentes en accord avec des mesures cinétiques, agiraient 
au niveau de la stabilisation ou de l’inactivation du complexe “enzyme-C02-Mg2+” et de sa 
fixation au niveau du même site catalytique que le RubP. (SUZUKI - 1987) ‘, 

- Régulation par une protéine: la ‘Rubisco-activase”? 

Plusieurs auteurs ont récemment suggéré l’existence d’une molécule protéique responsable de 
l’activation/inactivation de la Rubisco. La mise en évidence et la caractérisation de cette 
“Rubisco-activase” a été possible dans quelques cas (voir la récente revue bibliographique de 
OGREN ef d. - 1986). 

c) Rubisco et cultures cellulaires in vitro: 

La culture de cellules in vitro offre un outil appréciable pour l’étude des phénomenes 
physiologiques et biochimiques accompagnant le verdissement, ainsi que la compartimentation 
des activités enzymatiques impliquées dans ces phénomènes. 

NATO et ses collaborateurs (1981-b) ont suivi l’évolution des activités carboxylases (Rubisco 
& PEP Case) au cours du verdissement de cultures cellulaires de Tabac. Ces auteurs mettent en 
évidence, par des tests d’immunodiffusion d’Ouchterlony, la présence de Rubisco dans des cellules 
cultivées 9 l’obscurité. Selon ces auteurs, au cours de la mise en place de l’appareil 
photosynthétique, la synthese de la LSD serait donc le facteur limitant l’assemblage d’une 
Rubisco fonctionnelle. 

YAMADA et al. (1982) mesurent les activités Rubisco dans des cultures cellulaires 
autotrophes de Cyfisus scoparius et de Nicofiana fubacum. Ces auteurs montrent que les activités 
rencontrées sont compatibles avec l’activité du cycle de Calvin calculée à partir des mesures 
d’incorporation de l4 C02. 

HAGIMORI ef al. (1984) ont comparé l’activité Rubisco dans des cultures in vitro de 
Digitalis purpurea rhizogenes ou dédifférenciées, en conditions d’autotrophie stricte ou de 
mixotrophie. Les cellules autotrophes présentent des activités nettement supérieures, indicatrices 
cl’ un équipement chloroplastique mieux développé. 
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Sur des suspensions cellulaires autotrophes de Chenopodium rubrum, HUSEMANN (1982; 
1985) note une baisse de l’activité Rubisco dans les cellules en phase de croissance active, en 
bioréacteur et en batch-culture. 

Ces résultats, en accord avec bon nombre de travaux précédents (LESCURE - 1978; 
HUSEMANN - 1981; NATO et al. - 1981), sugg+rent qu’une synthèse préférentielle des protéines 
cytosoliques et mitochondriales a lieu dans les cellules en prolifération active, alors que les 
enzymes chloroplastiques seraient synthétisées en fin de culture, en corrélation avec une 
chlorophyllogén&e active et une baisse de l’activite mitotique. 

4) La Phosphoenolpyruvate carboxylase : PEP Case 

a) Fonction & structure: 

La phosphoenolpyruvate (PEI? carboxylase (EC 4.1.1.31) catalyse la fixation du 
CO2 sur le phosphoenolpyruvate: 

PhosphoEnolPyruvate + HCO3’ - PIFCase --+Acide OxaloAcétique + Hl?O4- 

, @a 

Localisee dans le cytosol des cellules du m&ophylle, cette enzyme peut 
rëpresenter jusqu’a 15% des protéines solubles dans l& feuilles de Maïs. 

La PEP Carboxylase (PEPc) est présente chez tous les vegétaux et joue un role 
particulièrement important dans la fixation du carbone chez les plantes en C4 et de type 
CAl&4 (Crassulacean Acid Metabolism). 

Il existe, chez ces végétaux, une fixation primaire du CO2 dans les cellules du 
mésophylle par la PEPc. Le malate produit est décarboxylé (Fyruvate +CO2), et le CO2 
secondaire ainsi produit est p’ais en charge par la Rubisco dans les chloroplastes des 
cellules de la gaine (Cellules de Kranz). Il existe donc des différences spatio-temporelles 
dans l’action des deux carboxylases. . . . . 

UEDAN de SUGIYAMA (1976) proposent, pour la PEI+ foliaire de Maïs, une 
structure tétramérique rasssemblant quatre sous unités de 100 kD chacune, en accord avec 
de nombreux travaux sur des plantes en C4 (Revue bibliographique de: 0’ LEARY -1982). 

Les plantes en C4 montrent un rapport particuIi&rement élevé des activités PEPc 
/Rubisco : Z/l, alors que ce rapport est tres faible : O,l/l cheti les végétaux en Cg. 
W-LLIAMS & KENNEDY - 1978) 

bl Protsriétés: 

‘., ‘. . , :  
Par son role fondamental dans l’assimilation du carbone, la &gulation de la PEPc a 

fait l’objet de nombreux travaux. En outre , cette carboxylase semble impliquée dans 
plusieurs processus métaboliques : régulation du pH cytosolique via la synthese et la 

. compartimentation de l’acide malique (DAVIES-1973, VANDERHOVEN & ZRYD - 
. 1978) , synthèse des acides aminés et des protéines WESIUS & FLETCI-IER - 1975) 
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L’action de facteurs très divers sur l’activité PEI% a été étudiée: (O’LEARY - 1982) 

- substrats: PEP, ion carbonate 
- PH 
- cations métalliques divalents 
- métabolifes intermédiaires du cycle de Calvin ou du cycle C.A.M. 

Dès 1955, BANDURSKI a mis en évidence le rôle indispensable de l’ion Magnésium 
pour l’expression de l’activité PEI’ carboxylase . 

D’autres cations métalliques divalents, tels que le Manganese (Mn2+), peuvent agir 
comme activateurs de la PEPc (O’LEARY -1981). Les ions métalliques et le PEI’ se 
fixeraient sur des sites actifs différents de la protéine enzymatique. 

Les constantes de Michaelis (Km) pour le PEP sont de l’ordre de 1 mM, en présence de 
Mg2+ et à pH optimal (8,O). Ces valeurs de Km sont en moyenne 5 fois plus fortes (compte 
tenu des importantes variations à l’intérieur de chaque groupe) chez les plantes en C3 que 
chez les plantes en C4. (TING & OSMOND - 1973). Les mesures effectuées par différents 
auteurs donnent des valeurs de Km (CO.$ de l’ordre de 20 ~.LM pour les plantes en C4, et de 
100 a 300 ~.LM pour les plantes en C3. (O’LEARY - 1982). 

Chez les plantes en C4, de nombreux métabolites ont été testés comme activateurs 
(Glucose&-Phosphate), ou inhibiteurs (Malate, Oxaloacétate, Aspartate: métabolites 
intermédiaires du Cycle de Calvin ou du cycle C4) de la PEPc. L’ activité de l’enzyme 
pourrait donc être régulée par les produits en aval de son action (retroinhibition). 

Il est probable que ces inhibitions, tout comme l’activation de l’enzyme par le G-6-P, 
mettent en jeu, au niveau moléculaire, des sites différents du site catalytique fixant le 
PEP. 

La nature de ce site allostérique, son existence même, ne sont pas clairement établies 
à ce jour. 

CI La PEPc dans les cultures cellaires végétales in vitro: 

Les cultures de cellules végétales mixo-ou autotrophes constituent, nous l’avons 
rappellé, un modèle de choix pour l’étude in vitro des voies d’assimilation du carbone. 

L’évolution des activités Rubisco et PEI% au cours d’un cycle de culture cellulaire in 
vitro a été étudiée par divers auteurs (NATO & MATHIEU -1978; NISHIDA et al. - 1980; 
NATO et al. - 1981; HUSEMANN - 1981; YAMADA et al. - 1982). 

Il apparait nettement, au cours de telles études, que des cellules de plantes en C3, 
une fois cultivées in vitro en présence d’une source de carbone exogène (saccharose), 
montrent, dans la plupart des cas, un comportement de cellules en C4, avec une fixation du 
carbone partiellement assurée par la PEI?. 

La plupart des cultures cellulaires montrent un pic d’activité PEI% lors de la phase 
exponentielle de croissance : Ce phénomene, mis en évidence par de très nombreux auteurs, 
est concommitant avec une augmentation marquée de l’activité respiratoire (NESIUS & 
FLETCHER - 1973; NATO et al. - 1977; NISHIDA et al. - 1980; SATO ef al - 1980; 
HUSEMANN - 1981; SEENI & GNANAM - 1982; YAMADA et al. -1982; MAUREL & 
BAREILLEUX - 1986) 
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NATU & VIDAL (1983) ont mis en évidence, sur des suspensions cellulaires de Tabac 
photomixotrophes , la participation de la PEPc dans la fixation du 14C02. Cette activité 
atteint 50% de la fixation totale du CO2 lorsque la population cellulaire est en en phase 
de croissance exponentielle. Durant la phase stationnaire de culture, l’activité PEPc 
intervient pour seulement 10% de la fixation totale. Ces auteurs, à I’aide de tests 
immunoenzymologiques, ont mis en évidence une néosynthèse préférentielle de cette 
enzyme des les premieres heures suivant le transfert dans un milieu neuf. 

L’ étude de l’évoluton du rapport PEPc/Rubisco au cours de la culture est riche en 
enseignements sur l’évolution du métabolisme carboné de la cellule. Wr ri ce pmpos les 
donn&!es bibliographiques concernant la Rubisco) 

Chez des suspensions cellulaires de mutants de tabac totalement dépourvus de 
Rubisco, la PEPc assure la fixation anaplérotique du CO2 produit par une activité 
respiratoire intense (NATO & VIDAL - 1983x. 

Les résultats disponibles, rapportés à. ceux décrits pour la.plante entiere (ontogénese 
foliaire, par exemple) suggerent d’attribuer a cette haute activité PEPc en début de 
culture une valeur de marqueur d’un état “juvénile” de la population cellulaire , ou la 
différenciation de l’appreil photosynthétique n’est pas compkteP et où les cellules sont en 
division actives (phases précoces de l’ontogénese foliaire) MEDLEY & ROWLAND - 
1975; NATO & VIDAL - 1983). 

Sur notre matériél végétal (cellules photomixpotrophes d’Abrus precutorius L.) 
C~I-IARDY (1988) montre que les cellules présentent lors de cette période un 
comportement strictement hétérotrophe, à cause, en partie, de $a non-diff&enciation des 
chloroplastes. 

Ed APIYXUS DE, L’IMMUN OE~ZYMO.L.OGIE EN PHYSZOLOGPE CE&LU-LAIRE. 
VEGEIALE 

Les mesures d’activités enzymatiques se révelent le plus souvent insuffisantes 
pour expliquer 21 elles seules les mécanismes de régulation. Bon nombre d”enzymes 
végetales sont connues pour leur inducibilité (Nitrate Réductase) ou leur sensibilité aux 
phénomènes de rétro-inhibition (Glutamine Synthétase). Ces modulations de l’activité 
spécifique ont éte mises en évidence par des mesures classiques, mais il importe de savoir 
si les augmentations de l’activité sont le résultat de néosyntheses protéiques, ou 
dactivations de formes préexistantes de l’enzyme. 

Les tiactifs immunochimiques permettent aujourd’hui de mettre, en évidence une 
enzyme, quel que soit son niveau d’activité (DAUSSANT & SKAKOUN - 1985). Les 
réactions immunologiques croisées ont permis d’étudier la phyllogénie de protéines 
fondamentales pour le métabolisme primaire (Nitrate Réductase, Rubisco, Glutamine 
Synthétase). En outre, il est desonnais possible de quantifier pondéralement une 
proMine v6gétale grâce à des tests standardisés de type ELISA (Enzyme Linked 
ImmunoSorbent Assay). 

Enfin, les préparations d’ anticorps polyclonaux monospécifiques sont couramment “’ 
utilisés pour la purification préplrative et analytique de systèmes enzymatiques 
végétaux (DAUSSANT & SKAKOUN - 1985). . 

Nota: Nous nous limiterons dans ce chapitre à l’analyse des données 
bibliographiques sur des travaux en immunoenzymologie concernant les systèmes 
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Figure no 6 : FORMATION D’UN RESEAU D’IMMUNOPRÉCIPITATION 
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enzymatiques étudiés au cours de notre travail : NR, GS, Rubisco et PEPc. 

Une description complète des techniques et de leurs principes est présentées au sein 
du Chapitre “Matériel b Méthodes”. 

11 Les anticorps : Structure et propriétés fondamentales: 

a> Les antisorDs Dolvclonaux : Cou antitirums): 

Ce sont des glycoprotéines (immunoglobulines) de caractéristiques 
physicochimiques hetérogènes (vitesse de s&dimentati&n, charge électrique, poids 
mléculain?. . .), présentes dans le &um. sanguin. 

On distingue, chez les Mammif&es, cinq classes différentes d’immunoglobulines, 
selon la nature de la chaîne lourde: IgA, IgD,,IgE, IgG, et IgM. Les anticorps du type PgG 
&mwnoglobulines GI représentent environ 70% des immunoglobulines du sérum. Ils 
constituent la partie biochimique du syst&me immunitaire la mieux connue. Les IgG sont 
divalents: chaque molécule comporte deux sites de combinaison identiques pour 
I’antig&te. tFOUGEREAU - 1985) 

PORTER & EDELMAN (Prix Nobel - 1972) ont attribué B ces anticorps une 
structure multlsaténaire compo&e de deux ch&es polypeptidiques lourdes identiques 
(P.M.= 52 kD), et de deux chaines l+j+s identiques (P.M.= 23 kD1. Les deux parties 
d&aIes de la mol&ule, sont responsables de la fonction de reconnaissance des antig&nes ; 
leur structure varie suivant la nature de QG. La double chaîne centrale forme la partie 
invariable des IgG, impliqu& dans des fonctions effectrices diverses (fixation sur les 
l+éCt?pkm...) Fsb hb 

Une mokule d’IgG suivant le 
modèle de PORTER .: Les chaines W et 
L sont rtknies entre elles par des ponts 
disulfures (SS) . Le clivage par la papaïne 
permet d’obtenir deux fragments Fab 
(antigen binding) et un kg-ment Fc, tandis 
que Ia tiuction prcwo¶ue 1’ouverture des 
ponts S-S et permet la séparation des 
chaines lourdes H et lég&res L. 

C’est la divalence de l’anticorps, aIlSe à la multivalence de l’antiene, qui 
conduit B la formation d’un important complexe macromolécrcalaire antig&wanticorps 
&Seau) qui est à l’origine de la réaction d’immunoprécipitation. La figure no 6 momtre 
les mécanismes de la formation de ce complexe pour une prot6ine globulaire. 

Les caract&istiques, tant biologiques que physicwhimiques, d’ un anti&um sont, 
en fait, la résultante de Pensemble des propri&% de chaque anticorps présent dans le 
sérum. fVOl&4 - 1985). 

Nota : La fraction IgG d’un antisérum total peut être purifiée par 
chromatographie d’affinité sur une colonne de type DEAE-AfigeZ Blue (Bio-Rad). 
Cette opération élimine de la fraction IgG la majorité des contaminants (protéases) 
exceptée la transferrine. On peut aussi réaliser cette purification en combinant un 
passage sur Biue Sépharose, suivi d’une chromatographie sur colonne de DEAE cellulose 
ou de Séphadex. 
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Figure no 7 : Schéma simplifié de la préparation d’anticorps monoclonaux 
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d’après FOUGEREAU (1985) 



b) Les anticorps monoclonaux: 

. 

Les anticorps polyclonaux, bien que rendant d’immenses services à l’immunologie, 
présentent un défaut majeur: on ne connait pas, dans la quasi-totalité des cas, leur 
spécificité de reconnaissance antigénique. En fusionnant des lymphocytes B dotés de la 
propriété de synthétiser un anticorps de spécificité définie, mais que l’on ne sait pas 
clôner in tifro, avec des cellules myélomateuses (tumorales) qui vont conférer a l’hybride 
cellulaire ou hybridome la propriété de multiplication intensive, on peut contourner 
cette difficulté majeure. (Travaux fondamentaux de KOHLER & MILSTEIN - 1975; 
KOHLER, MILSTEIN BS- JERNE - Prix Nobel de, Médecine 1984). Le principe de la 
méthode est illustré sur la figure no 7. 

L’obtention d’anticorps monoclonaux chez la souris et le rat a révolutionné 
l’immunologie tant pour la recherche fondamentale que pour la mise au point d’anticorps 
parfaitement standardisés pour le diagnostic (cancérologie, hématologie, imagerie 
médicale) (FAZEKAS DE ST. GROTH & SGHEIDEGGER - 1980). 

L’ utilisation des anticorps monoclonaux (AcMc) s’est considérablement 
développée au cours des dernières années, car eIle a permis de résoudre un certain nombre 
de problemes liés a l’utilisation des réactifs polyclonaux: 

L’emploi d’AcMc n’offre pas que des avantages, et leurs potentialités d’emploi 
doivent être nuancees dans bien des cas. Leurs désagréments majeurs sont ‘dus, 
paradoxalement, à leur caractère de monoclonalité: 

- leur spécificité tres restreinte peut conduire à des r6ponse de type 
‘“faux-négatif”(AcMc ne recormaissant pas les formes inactives d’ une 
enzyme), ou “faux positiP” (reconnaissance d’épitopes glycosyl& présents sur 
des antigénes tr& différents -HIREL : 1984 - o,u interactions protéine- 
proteine aspécifiques - MIERENDORR &DIMMOND :1983). 

- Les caractéristiques physico - chimiques des AcMc, leur réactivité, varient 
considérablement d’un anticorps à l’autre, et ne sont plus gommées par l’effet 
de nombre existant dans un réactif polyclonal. 

- La production des anticorps monoclonaux, lourde et coiiteuse, pose en outre 
de nombreux problèmes techniques: fusion cellulaire, sélection et entretien 
des lignées d’hybridomes, et enfin, contrale de la stabilité. (GALF’RE & 
MILSTEIN-1981). 

11 est évident que les AcMc restent des outils de grande valeur gour 1’ étude des 
protéines enzymatiques, par leur capacité à discriminer. différents épitopes (VORA - 
19851, et leur reproductibilité, qui permet de standardiser les tests de localisation et de 
dosage. 

Les probkmes inhérents à leur grande spécifité sont le plus souvent résolus par 
I’utilisation de mélanges d’anticorps monoclonaux bien caractérisés. 

Plusieurs équipes disposent, aujourd’hui, d’anticorps monoclonaux dirigés contre 
des protéines enzymatiques végétales telles que la Nitrate Réductase (CHEREL et al. 
-1985; MEYER et al. -1987; FIDO - 1987). 

Dotdes bibliographiques 
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2) Utilisations des antiserums en physiologie cellulaire végétale: 

Nota: Une description technique détaillée des méthodes employées en 
immunoenzymologie végétale est présentée dans le paragraphe “Méthodes immuno - 
enzymologiques ” 

La nitrate réductase représente un modèle attractif d’étude des régulations 
enzymatiques; son niveau d’activité étant, nous l’avons vu, amplement modulé par des 
facteurs très divers. 

Cependant, la connaissance des mécanismes de sa régulation se heurte à deux 
problémes majeurs : 

1) l’extrême labilité de la protéine rend difficile toute interprétation 
concernant sa synthese et son tum-over à partir des seules mesures d’activité. 

2) la NR représente, en quantité, une tres petite fraction des protéines 
solubles totales: (<O,l%).(REDINBAUGH. & CAMPBELL - 1983). Les méthodes 
enzymologiques classiques demeurent inadéquates pour évaluer quantitativement 
l’enzyme, et mettre en évidence la présence de formes actives/inactives . (CAMPBELL & 
SMARELLI - 1986). 

HEWITI et ses collaborateurs furent, des 1975, les premiers à préparer des 
anticorps anti-NR, contre un extrait de nitrate réductase semi-purifié, et à mettre ainsi 
en évidence une apo-enzyme inactive par immunotitration. 

Les techniques immunochimiques, rarement appliquées aux enzymes végétales 
jusqu’a ces demieres années, sont aujourd’hui largement utilisées pour l’étude de la 
régulation de la NR, et sa quantification (CAMPBELL -1987). 

a) Purificaton de svst&mes enzvmatioues végétaux uar immunoaffinité: 

- Rubisco: * 

La grande abondance de la Rubisco dans les organes chlorophylliens en a fait 
rapidement un modele de choix pour l’étude immunoenzymologique des protéines 
végétales. Le probleme majeur reste, pour beaucoup d’équipes, la contamination des 
préparations antigéniques par une autre carboxylase aux propriétés physico-chimiques 
proches: la PEP Carboxylase. L’utilisation de colonnes pour la chromatographie 
d’immunoaffinité permet d’éliminer efficacement d’une préparation enzymatique un 
contaminant connu. (DAUSSANT & SKAKOUN - 1985). 

- Nitrate réductase: 

FIDO (1987) parfait la purification de la nitrate réductase extraite de feuilles 
d’épinard par chromatographie d’immunoaffinité a l’aide d’anticorps monoclonaux. 

Apres traduction, par un systeme acellulaire, des ARN messagers codant pour une 
enzyme végétale (Nitrate Réductase), CALZA et ses collaborateurs (1987) isolent 
spécifiquement par immunosélection le polypeptide NR néosynthétisé. , 

b) Caractérisation qualitative : 

- Tests d’immunoprécipitation ou d’immunotitration: 

Ces techniques consistent à visualiser la reconnaissance spécifique de la protéine 
antigénique par une préparation d’anticorps, au moyen dune inactivation de son activité 
OU de la formation de réseaux d’immunoprécipitation. 

Données bibliographiques 



Par immunoinactivation croisée de l’activité, il a pu être établi que la nitrate 
réductase extraite de différentes plantes supérieures présentait des déterminants 
antigéniques communs. Une phyllogénie générale de la nitrate réductase à partir d’une 
forme ancestrale commune a ainsi été dégagée. (SMARELLI & CAMPBELL - 1981). 

Les travaux de SOMERS et al. (1983-a) ont montré chez l’orge la parenté 
immunologique des formes 8 activité NADHNR et FMNH$R grâce à ces tests. 

Plusieurs auteurs ont utilisé les courbes d’immunotitration pour estimer les 
concentrations en Rubisco présentes dans des extraits de feuilles d’Orge (KLEINKOPP et 
al. - 1970; PETERSON & HUFFAKER - 1975; FRIEDRICH & HUFFAKER - 1980). 

Afin de caracteriser sans ambiguité les deux formes de la Glutamine Synthétase, 
Mc NALLY et ak (1953) présentent des courbes d’immunotitration tres différentes pour 
chacune des isozymes. . 

- Tests d’immunodiffusion en gels: Ouchterlony 

Des parentés immunologiques (réactions immunologiques croisées) ont été mises en 
évidence entre les monomères LSU extraits de plusieurs espkes vegétales, grâce a des 
tests de double immunodiffusion en gel: Tabac/Epinard; Epinard/M&; Epinard/Algues 
vertes... (SUZUKI - 1987). Ces données confirment les parentés déja démontrées au 
niveau des structures protéiques primaires des grandes sous-unités. 

HTREL et al. (1984-a) utilisent les tests d’Ouchterlony pour étudier les 
caractéristiques immunochimiques de la Rubisco et de la GS extraites de différentes 
cultures cellulaires deTabac. 

Des- expériences d’immunodiffusion et d’immunoprécipitation ont montré que les 
isoenzymes cytosoliques et chloroplastiques de la glutamine synthétase possédaient, 
chez toutes les plantes, environ 10 B 30% de sites antigéniques communs. 

Cependant, les anticorps polyclonaux anti-GS2 au GSI reconnaissent 
spécifiquement chaque isoforme. WIREL - 1984; Mc NALLY et al. - 1983-b). De plus, des 
travaux d’immunolocalisation ont permis de confirmer la compartimentation des deux 
isoformes dans les organes chlorophylliens. 

- Les immunoempreintes (Immunoblotting) : 

Combinant la prkision de la séparation des protéines par SDS-PAGE et la 
spécifité des révélations immunochimiques, elles offrent une solution extrêmement 
performante pour les analyses qualitatives de Nk. Cette technique apparaît adéquate 
pour détecter la nitrate réductasé et éventuellement évaluer son taux de dégradation 
(SOMERS et uZ. - 19831, et caractériser des mutants dépourvus d’activité NR (ROBIN ef 
al. - 1983). 

En vue de préciser la reconnaissance monospkifique IgG /protéine enzymatique, 
certains auteurs réalisent des immunoempreintes, en préalable à d’autres travaux 
immunoenzymologiques. (Immuno1ocalisation de la NRz KAMACHI et al. - 1987) 

Le “western blotting” a permis en outre de confirmer les poids moléculaires 
apparents de la nitrate réductase sous forme native et de ses sous-unités WAUGHN et 
al. - 1984). 

Concernant la Rubisco, il est possible, par immunoempreintes, de mettre en 
évidence séparément ies sous unités LSU et SSU. (NATO et al. - 1984) 
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c> Déterminations quantitatives spécifiques: 

- immunoélectrophorèse: &tzmunorockets) 

L’immunoélectrophorése a permis, chez l’orge, une approche quantitative des 
processus de régulation de la nitrate réductase. (SOMERS ef al. - 1983-b; SNAPP ef al. - 
1984). 

Sur des suspensions cellulaires de Tabac, I-BREL et al. (1984) ont dosé par cette 
technique la Glutamine Synthétase extraite de tissus mutants dépourvus d’activité 
Rubisco ou de type sauvage, étioles ou non. 

En 1986, YAMASHITA dose par immunoélectrophorèse la Rubisco des feuilles de 
MO~US alba. 

- Tests ELISA: (Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay) 

La détermination quantitative de là nitrate réductase fait largement appel 
aujourd’hui aux tests ELISA (CAMPBELL & RIl?P - 1984; MEYER - 1986; CHEREL et al. - 
1986). Ces auteurs utilisent un test de type double sandwich, en phase solide, 
permettant d’éviter les interférences avec les péroxydases présentes dans les extraits 
végétaux. Il est ainsi possible de détecter moins d’ un nanogramme de NR dans des 
extraits bruts. 

. . 

Une nouvelle approche pour l’étude des phénomènes de synthèse et dégradation 
est alors possible, basée sur une quantification pondérales de l’enzyme. (MARI et aI. - 
1986; REMMLER & CAMPBELL - 1986; DEISING & RUDOLF - 1987). 

Récemment, la Rubisco a pu être précisément quantifiée par tests ELISA, sur 
différents matériels végétaux. (CATT & MILLARD - 1988) 

- Tests RIA: Radio Immuno Assay: 

Le principe de ces méthodes (YALOW & BERSON - 1960) est semblable à celui des 
méthodes ELISA; ces techniques diffèrent essentiellement en ce que les éléments 
radioactifs (l’iode généralement), au lieu d’activités enzymatiques, sont utilises pour le 
marquage (voir la revue de HUNTER - 1978) 

Ces méthodes sont toujours très utilisées, mais les tests ELISA, plus simples 
d’utilisation et évitant l’emploi d’éléments radioactifs tout en atteignant le même 
niveau de sensibilité, tendent à supplanter les RIA. 

Une technique de dosage radioimmunologique a été mise au point, des 1979, par 
COLLATZ et ses collaborateurs, afin de doser pondéralement la Rubisco sur des feuilles 
d’épinard. 

d) Immunolocalisation subcellulaire: 

L’utilisation d’anticorps marqués à l’or ou à la ferritine permet, grâce à l’opacité 
aux électrons de ces composes, de détecter spécifiquement une protéine sur des 
préparations en microscopie électronique. 

La fixation secondaire d’anticorps marqués à la fluoresceine permet , par ailleurs, 
de visualiser la présence d’ une enzyme par microscopie optique en fluorescence. 

De récents travaux d’immunolocalisation sur la Rubisco ont permis de confirmer sa 
présence dans le stroma chloroplastique des cellules parenchymateuses, chez les 
plantes en C3. (SUZUKI - 1987). 

Données bibliographiques 



Grâce à 1’ utilisation dlanticorps fluorescents , HIREL (1984) a clairement 
démontré l’existence d’une forme chloroplastique de la Glutamine Synthétase dans des 
feuilles d’ épinard, et d’ une forme cytosolique dans les nodules . racinaires d’Ahus 
glutinosu. Ces recherches plus fines en microscopie électronique utilisant le complexe 
Protéine A-or colloïdal ont été entreprises pour la détection de la GS WIREL - 1984). 

La localisation subceiIulaire de la nitrate réductase a été étudiée par microscopie 
en immunofluorescence (VAUGHN et al. - 19841, et par fixation secondaire sur l’enzyme 
d’anticorps marqués h l’or colloidal (KAMACHI ef aZ. - 1987) 

F) CONCLUSION GENERALE : 

En conclusion générale de cette étude bibliographique, il apparaît nettement qu’un 
grand nombre de publications sont aujourd’hui disponibles, concernant tous les aspects de 
la physiologie celulaire impliqués dans notre étude. 

. 
Si elle apparaît au lecteur par trop volumineuse, cette étude bibliographique 

peut , en échange, lui permettre d’aborder notre travail muni d’un minimum 
d’informations indispensables. 

Cette abondante littérature ne traite, dans la majorité des cas, que de quelques 
aspects de la nutrition minérale et de I’enzymologie des suspensions cellulaires 
végétales. 

En fait, peu d’auteurs ont, à notre connaissance, tenté une approche globale du 
fonctionnement de la cellule végétale cultiv6e in aitra, dans des conditions 
d’hétérotrophie. stricte ou de photomixotrophie. 

De plus, 1a mise en culture in vitro, et t’étude des conditions conduisant vers 
m’autotrophie n’ont jamais eté tentes sur notre materie végétal : Abms precutotius - 

En nous appuyant sur les méthodologies et les résrndtats pr&ent&?. dans ce chapitre 
bibliographique, nous allons nous attacher à étudier et à tenter de CO~T% , sur la même 
culture celulaire vég&ale, le plus grand nombre de paramètres concernant l’activité du. 
métabolisme primaire. 

Données bibiiographiques 
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CHAPITRE 2 

MATERIEL & METHODES 
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A) LE MATERIEL BIOLOGIQUE : 

1) Description botanique : (Figure no 8) 

Le matériel végétal étudié répond à la définition botanique suivante : 

- Dicotylédone dialypétale caliciflore. 

- Ordre : Rosales 
- Famille : Fabacées (papilionacées) 
- Tribu : Phaseolées 
- Genre : Abrus L. 
- Espèce : Abrus precatorius L. 
- Synonymes : Abrus abrus W.F. 

Abrus macufatus Noronha 
Abrus miner Desv. 
Abrus pauciflorus Desv. 
Abrus squamulosus E. Mey 
Glycine abrus L. 

- Noms vernaculaires : 
Jéquirity, liane-réglisse, graine réglisse, 
feve-coccinelle, cascavelle, oeil de serpent.. . 

Abrus precatorius est une liane volubile, vivace, ramifiée, pouvant atteindre 4 
mètres de longueur, ZI rameaux grêles, ligneux à la base. 

Elle porte des feuilles alternes paripennées, comprenant 10 à 20 paires de folioles. 
Les inflorescences sont rassemblées en grappes axillaires de fleurs blanchâtres ou 
rose-violet. De petites gousses tomenteuses et trappues - 3 cm environ - contiennent de 4 à 
6 graines ovoïdes facilement reconnaissables, de couleur rouge vif avec une tache noire au 
niveau du hile. (Voir la Planche n“l en Annexe) 

Abrus precatorius est une espece pantropicale qui se rencontre dans toutes les 
formations secondaires (Afrique tropicale, Antilles, Inde, Iles de l’Océan Indien...). En 
Afrique intertropicale, sa répartition est essentiellement forestiere, avec des 
prolongements en savane. 

2) Données ethnobotaniques - utilisations traditionnelles : 

Les graines dIAbrus, grâce à leur couleurs originales, ont largement été utilisées 
comme élément de décoration, notamment en Afrique, où ont les rencontre souvent sur les 
masques, les colliers et divers ornements. A cause de leur taille régulière, les graines 
étaient jadis utilisées comme poids à peser l’or. (MARCHE-MARCHAND .- 1965). : 

Cette liane très commune est fréquemment employée dans les pharmacopées 
traditionnelles B travers le monde (KERHARO & ADAM - 1974 ;: BOUQUET & 
DEBRAY - 1974 ; PERRY - 1980, ADJANOHOUN ef al - 1980). 

hhteriei & hféthodes 
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Plusieurs de ses vertus thérapeutiques sont comparables à celles de la Réglisse : 
Glycyrrhÿza glabra L. (SHAH & BHATT- 1973, CHONKEL - 1985). En effet, les 
feuilles présentent les mêmes propriétés antitussives, antiasmathiques, antiseptiques et 
anti-inflamatoires. 

Ces nombreuses activités, ajoutées à un fort pouvoir édulcorant des extraits de 
feuilles, ont conduit bon nombre d’auteurs à identifier le principe actif d’ Abrus comme un 
hétéroside triterpénique : la glycyrrhizine. (LECLERC - 1965 ; BOUQUET $r DEBRAY - 
1974 ; ANKINLOYE & ANDALUMO - 1980 ; PERRY - 1980 ; GRENAND et al. - 1987) 

En outre, les différentes parties de la plante entrent dans des préparations 
traditionnelles hémostatiques et cicatrisantes (KERHARO & ADAM -19741, calmantes 
des douleurs gastro-intestinales (BOUQUET & DEBRAY - 19741, antidysentériques 
(PERRY - 19801, abortives (WATI’ & BRE’YER-BRAWDWIJK - 1962). 

Les graines d’A&rus precufotius sont surtout connues et employées pour leur tri% 
grande toxicitb Ces demii?res renferment une toxalbumine, l’Abrin, aux propriétés 
hématoagglutinantes foudroyantes. (Rti et al. - 1972, CHONKEL - 1985) 

Cette activité en fait un poison redoutable, largement utilisé dans les pratiques 
rituelles et comme poison de chasse. En effet, chez l’animal, la dose létale par voie sous 
cutanée est de 1 mg.kg -1; chez l’homme, elle est inférieure à 0,5 mg.kg’%. (KINGSBURRY 
- 1964 ; KERHARO & ADAM - 1974). 

L’abtiw possède une activith antitumorale utilisée dans Ia lutte contre les maladies 
oculaires (conjonctivite granuleuse et trachome), mais aussi les ulc&res et les maladies de 
peau (MILHET et al. - 1978). 

. . WEI (19739 a purifié et caractéri& (cristallisation, rayons X) P’abrine extraite de 
graines d’A&rus. Cette protéine toxique agit en inhibant la protéosynth&se, aussi bien 
chez les animaux que chea les végétaux. Ce compo& cytotoxique pourrait donc être utilisé 
dans une thérapie anticancéreuse (WEI,- 1973 ; LORD - 1987). 

L’Abrin extraite’ des graines d’ Abrus precatorius (A.P.A. ou Abrus precatotius 
Agglutinin) est commercialisée (SIGMA Ref. no : L 9157). Elle est Ilargememt utiPi&e 
comme substance de référence dans des études sur les Iectines végétales. (ABSAR & 
FUNATSU - 19849. 

Nota : La confusion est souoent faite entre les deux composés : Abrin (foxalbumine = 
ensemble de deux toxines profeiques : Abrin A et C) ef Abaine (alcaloïde : 
N-h4éthyl-L-Typtophane) prbenfs tous deux dans les graines d’Abrus. La confusion est 
d’autant plus aisée que les deux temws prtkrztenf la même traduction francaise. 

Outre les lectines, divers composés ont été extraits et identifiés dans les graines, il 
s’agit de : stérols (SIDDIQUI et al. - 1978) ; alcaloïdes (GHOSAL & DUTTA - 1971; 
SUBRAMANIAN et aZ.- 1973 ; WU & CHEN - 1974 ; MANDAVA et al. - 19749 ; 
flavonoïdes (LUPI d al. -1979 ; BHARDWAJ et al. - 1980)... 

3) La glycyrrhizine : 

âEtructure & rmmiétés : 

La glycyrrhizine est extraite, principalement, de la racine de Réglisse 
(Glycyrrhizu glabru L.) pour ses propriétés aromatiques et édulcorantes : elle offre un 
pouvoir sucrant de 50 à 60 fois celui du saccharose. 

La glycyrrhizine (ou acide glycyrrhizique) est une saponine triterpénique de 
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formule brute : C~H62016 La forme saponine (glycosylée) libère par hydrolyse la 
sapogénine aglycone (acide l&glycyrrhétinique majoritairement sous forme a) et deux 
molécules d’acide glycuronique. La forme native dans la plante est un sel de calcium ou 
de potassium de l’acide glycyrrhizique (glycyrrhizates). 

bProblèmes de détection chez Abrus rwecatorius: soir umexe 1 

La détection et le dosage éventuels de glycyrrhizine dans les feuilles d’Abrus, aussi 
bien que sur le matériel issu de cultures in titre, ont été réalisés par C. NEF, P. 
TROUSLOT & H. CHRESTIN dans notre Laboratoire. Les résultats obtenus par cette 
équipe font l’objet d’un addendum présenté en Annexe. 

4) Origine du matériel végétal utilisé : 

Le matériel végétal utilise provient de prospections effectuées en Côte d’ivoire 
depuis 1984 par M.F. TROUSLOT, puis Isabelle & Thierry HARDY. Il a été ensuite 
entretenu et multiplié sur les parcelles expérimentales du centre ORSTOM 
d’Adiopodoumé. Une collection de semences et de plantes cultivées au champ a ainsi pu 
être mise en place. (HARDY-GLARIS - 1988). 

Dans ce travail, nous avons utilisé deux lignées cellulaires d’Ahus hétérotrophes 
ou mixotrophes toutes deux, d’origines différentes, cotées 2T et 6H. 

CODE ORIGINE CONSERVATION ORGANE 

zr Paléoula Plantes repiquées et Tige 
(Région de la Forêt entretenues en parcelles 
de Taï). C&e d’ivoire expérimentales. Centre 
Zone forestitire humide. OR!?IOM d’Adiopodoumé. 
Prospection M.F. TROUSLOT Récolte & collection des 
Novembre 1984 graines. 
Collecte de jeunes plantes 

6H Gahably 
(Région de la Forêt 
de Ta% Côte d’ivoire 
Zone forestiere humide 
Prospection T. HARDY 
Février 1985 
Collecte de graines 

Stock de graines 
et germplasm 
entretenu en parcelles. 
Centre ORSTOM 
d’ Adiopodoumé 

HYpocOW 

Materiel & Méthode.9 
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B) LA CULTURE IN VITRO : 

L’obtention et l’entretien des lignées cellulaires en cultures statiques (cals) ou 
en milieu liquide (suspensions cellulaires) ont été réalisés en étroite collaboration avec 
Isabelle HARDY-CLARIS. La plupart des techniques employées ont été précédemment 
décrites (HARDY-CLARIS -1988) 

1) Etablissement ‘des cultures statiques : 

a) désinfection du matériel vénétal : + 

Les graines d'Abms precufotius sont désinfectées par un trempage de 30 minutes 
dans une solution d’hypochlorite de calcium à 7% (ou d’eau de Javel commerciale a 2,3% 
de chlore actif), additionnée de quelques gouttes de Tween 80. Le matériel est ensuite 
rincé trois fois a I’eau stérile. 

Afin de faciliter leur imbibition, les graines sont scarifi6es par incision du 
tégument au scalpel. Elles sont ensuite plac&s sur un pont de papier filtre# dans un tube à 
essai (24 x 200 mm) contenant 10 ml d’eau stérile. 

Les graines ainsi scarifiées germent en 48 ,heures. Les jeunes plantules stériles 
ainsi obtenues au bout de 10 B 12 jours de culture serviront d’implants pour’ l’initiation 
des cals primaires. (P&an&e n7) 

A partir de ces germinations stériles, une MtrothGque d’Ah est mise en place, 
sous forme de microboutures. Le germplasm in titre est entretenu par microbouturage 
d’entrenoeuds sur un milieu simple. : une solution minérale de KNOP diluée de moitié, a 
$g.l-1 de gélose, sans apport de phytohormones. On obtient ainsi des microboutures 
parfaitement enracinéesp sans callogénese à la base de l’expiant, et présentant un 
développement satisfaisant de la tige et de l’appareil aérien (Planche no 1; 
phofograpk~ m o 4). Les microboutures sont ainsi repriquées tous les mois environ. 

Le matériel provenant du champ est d6sinfect6 comme suit: des portions de tiges 
feuillées d’environ 10 cm sont prélevées sur les plantes cu%tivGes sur les parcelles 
expérimentales. Les extrémités sectionnées sont enduites de parafine, et l’ensemble est 
désinfecté comme pnkedemment. 

b) Para.m&res Dhvsiaues : 

La germination des graines et l’entretien des cals photomixotrophes s’effectue 
dans les conditions suivantes : 

- photopkiode : 16h/24h de lumi&e. 
- temperature : 28 a/- 2°C. 
- éclairement : densité superficielle du flux 120 @.m-2s-1 
(40W.m”2) 

(Nclairement est assuré par un mélange de tubes 
fluorescents de marque Sylr~~nia: 50% Cool-White + 50% 
Grolux) 

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

Les cals hétérotrophes sont maintenus à l’obscurité dans les mêmes conditions 
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MAcRoETm4ENTs: 

W4N03 

mo3 
CaC12, 2H20 

MgS04, *20 

KH2p04 

MICROELJMENTS: 

TABLEAU N” 5 

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE 

H3B03 
MnS04,4H20 

ou MnS04, H20 

-ZnSO4,7H20 
Na2MoO,+2H20 

cI&04,5H20 

CO~I~, 6H2O 
Fe!S04, 7H20 

NazEDTA, 2H20 
_. - 

COMPOSES ORGANIQUES: 

. 
.‘,. . . . . Glycine zoo 

. Myoinositol 100,OO 
Acide nicotinique 5,OO 
l’yridoxine HC1 0,50 
Thiamine HC1 0,50 

., Biotine 0,05 
Acide folique 0,50 
Glutarnine 200,OO 

mg.l-l 

1650 20,61 

1900 18,79 

440 3,00 

370 L50 
170 1.25 

mgP1 

10,OO 

2Vo 
18,96 

10,OO 

0,25 

0,025 
0,025 

27,BO 
37,25 

mg.1’l 

w 

160,OO 

110,oo 

110,oo 
34,BO ” 

l,oo 

0,100 

0,114 

100,00 

100,00 

w 

44,40 
550,oo 

40,60 
2,40 
1,50 
0,20 
1,lO 

1360,OO 



de température. 

CI Ensemencement urimitif : initiation des cals de 
prolifération : 

Des fragments d’hypocotyle ou de tiges issus de germinations stériles sont mis 
en culture dans des boites de Petri de 90 mm de diametre contenant environ 40 ml de 
milieu solidifié. On réalise ainsi un ensemencement à partir de fragments Lylindriques 
de quelques centimetres de longueur. 

Au début de cette étude, le seul matériel alors disponible était un plant d’Abrus 
cultivé au champ (souche 2). Le traitement à l’hypochlorite provoquait une 
dépigmentation irréversible des feuilles prélevées sur ce matériel. Les premiers cals 
initiés le furent donc B partir de tiges (lignée 2T). Par la suite, l’obtention de 
germinations stériles a pu être possible, et nous a conduit à induire des cals à partir 
d’hypocotyle (lignée 6H). L’initiation de cals à partir de feuilles s’est avérée tres 
délicate, compte tenu de la tres petite taille des folioles prélevés sur les microboutures 
@%rissement rapide et necroses 2a la mise en culture in titre). 

Le milieu d’initiation et d’entretien des cals contient : 

- les macrdléments de MURASHIGE & SKOOC (1962) 
- les micrc&léments de NXT!XH 0WTSCH et al. - 1968) 
- les composes organiques et les vitamines de MlSCH WTI’SCH et al. - 1968) 

additionnes de @utamine. 

La composition dumi.lieu est donnée dans le tableau no 5. 

0n rajoute.8 ce milieu de base : 
- phytohormones.(A.N.A. et B.A.P. a 1 mg. a-*) 
-agarà$gJ-1 
-saccharose en teneurs variable suivant la nature de, la culture (15 ou 30 
g.l-1). 

Nous avons adopté une balance hormonale A.N.A./B.A.P. = I/l (mg. 1-a) à 
partir des résultats obtenus sur des cultures photomixotrophes de Cifysus scopariscs 
(SATCI et aI. - 1981) et d’EUphOrePkz charucius (HARDY e% d - 1987). 

Ce mélange hormonal nous a permis d’obtenir trés rapidement des cals de 
prolifération chlorophylliens et friables, homogenes et sans zones de nécroses 
anormales. fHA$DY-CLARIS - 1988) 

Le pH du milieu est ajusté à 5,8 avant I’autoclavage à l’aide de solutions d’HCl 
ou de KOH. La stérilisation des milieux s’effectue à l’autoclave pendant 30 minutes à 
116OC. 

dl Entretien des limbes statiques : 

L’initiation des cals est realis6 sur le milieu précédemment décrit, contenant 30 
g.l’* de saccharose. Les premieres dédifférenciations sont visibles au bout d’une semaine, 
et le premier repiquage s’effectue une semaine plus tard (donc apres 2 semaines de 
culture). 

Une sélection visuelle est effectuée pour ne retenir que les cals les plus 
chlorophylliens et les plus friables. (Planche no 2; photogruphie no 1) 

Les cals sont ensuite repiques régulierement toutes les 3 semaines sur le même 
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milieu, contenant 15 g.1’l de saccharose, afin de favoriser le verdissement. 

Les cultures en boites de Petri ont été rapidement abandonnées au profit de 
fioles d’Erlenmeyers de 300 ml contenant 80 ml de milieu, obturés par des bouchons de 
silicone haute performance (VERSKZC : Fabrication Verneret - France). 

En effet, ce type de flaconnage nous a permis à la fois d’obtenir une biomasse de 
cals importante (indispensable à la mise au point des différents dosages enzymatiques) 
et de résoudre en partie les problemes de condensation de vapeur d’eau à la surface des 
coritenants. 

Par souci d’homogénéité entre les souches, les lignées hétérotrophes stictes 6H 
ont été obtenues par passage a l’obscurité, sur un milieu a 30 g.l-* de saccharose, de cals 
photomixotrophes. Elles sont entretenues en boîtes de Petri (on ne rencontre pas de 
condensation à l’obscurité) et repiquées toutes les 3 a 5 semaines. Ce matériel 
hétérotrophe est beaucoup moins exigeant que les lignées photomixotrophes en ce qui 
concerne les délais de repiquage : un cal agé de cinq semaines peut être utilise avec succès 
comme inoculum. 

2) Passage en suspension et cultures en fioles d’Erlenmeyer : 

Pour l’obtention de lignées photomixotrophes, le passage en suspension est 
réalisé à partir de cals friables et chlorophylliens. Plusieurs cals (correspondant à 
environ 1Og de matière fraîche) sont lég&rement écrasés à la spatule dans une boîte de 
Petri stérile, puis transférés dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de milieu 
liquide. (Ce milieu est de même composition organominérale que le milieu gélosé 
employé pour les cultures statiques). Les premiers repiquages sont réalisés apres trois 
semaines par dilution de moitié avec du mlleu neuf de la “suspension” grossière ainsi 
obtenue. 

Les macrocals encore présents dans la culture sont éliminés dans un premier 
temps à l’aide d’une spatule, puis la suspension est filtrée stérilement 8 intervalles 
réguliers (tous les 3 repiquages environ) sur une toile h bluter en Nylon de 1 mm de maille 
intérieure (Blufex - Fab. : Tripette & Renaud). 

Les conditions optimales de culture ont été mises au point sur notre matériel par 
1. HARDY-CLARIS (1988) : 

0 ‘densité d’inoculum : Une densité cellulaire initiale de 12% (Volume 
sédimenté) a été retenue. Elle allie les avantages d’une bonne reprise de croissance au 
repiquage, et d’une biomasse finale satisfaisante. 

- rapport Fe/EDTA : D’apres DALTON et ses collaborateurs (1983), la présence 
d’un précipité, vraisemblablement de phosphate de Fer, dans les milieux de base 
minérale MURASHIGE & SKOOG doit être imputée à une chélation imparfaite du Fer. 
HARDY-CLARIS (1988) a donc modifié le rapport EDTA/Fer en le multipliant par 
trois. Le précipité a pu ainsi être éliminé, mais aucun effet significatif n’a été noté sur la 
chlorophyllogénèse et la biomasse finale des suspensions cellulaires, suggérant une 
utilisation par les cellules des formes minérales précipitées. 

.-< ‘_ :’ 
- concentration en saccharose : Les suspensions photomixotrophes d’Abrus 

precuforius sont repiquées réguli&rement sur un milieu à 15 g.l-l(44 mM). En effet, dans 
les conditions de culture retenues, une teneur inférieure en saccharose conduit, au fil Oes *: 
repiquages, à une diminution progressive de la chlorophyllogénese. La teneur en ‘. 
saccharose retenue permet un accroissement en biomasse optimal. 
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- intervalle de repiquage : Un intervalle optimal de repiquage de 14 jours a été 
déterminé, afin de maintenir la population cellulaire en conditions de 
photomixotrophie. Un taux en chlorophylle important (>lO mg.l-l de culture) est ainsi 
maintenu au cours de l’entretien de la lignée. D’autre part, dans ces conditions, la reprise 
de croissance au repiquage s’effectue sans temps de latente. 

Les fioles d’Erlenmeyer sont placés dans un agitateur orbital thermostaté et 
éclairé (modele GALLENGAMP) avec une température constante de 28°C et une 
photopériode de 18 heures. (PLnche no 2; photographie ~152) 

Un éclairement d’environ 20W.mm2 (100 @mm2 .s-*) est assurée par un mélange 
de tubes “Cool-white” (5’0%) et “Gro-Lux” (50%) (Sylvania). L’agitation orbitale 
s’effectue par une plaque Gallenkamp à rotation excentrée tournant à 80 r.p.m. 

Les suspensions cellulaires hétérotrophes sont initiees ‘à partir des cals 
hétérotrophes. Elles sont entretenues sur une table d’agitation orbitale horizontale 
(modele Biolafitte) placée dans une chambre thermostatée à 28 .s/- 2°C. Les repiquages 
omt lieu tous les 12 jours , dans un milieu à 30 g.l-* de saccharose, avec une densité 
d’inoculum de 11% ‘(Volume sédiment&. Les lignées hétérotrophes sont cultiv&s dans 
des fioles d’Erlenmeyer de 300 ml, obturés par un bouchon em cotom et une feuille de 
papier aluminium. 

Nota- : II est important de préciser que Ze matériel he’térotropke ainsi obtenu 
peut à tout moment- être dversé en le placant dans des conditions d”éc!airement 
suffisantes. Ce cas de figure. est donc totaknent. diférent de celui de mutants albinos 
chimiquement induits (NATO et al. -1984) ou de mutants dépigmentés spontanés à la 
lumit?re que nous avons pu obtenir au labomtoire sur des cals de Catharanthus roseus (C. 

- NEF- Communication personnelle). 

3) Cultures en réacteurs : 

aIDescription du x-matériel : (Figurés n O 9 b 10; photographies no 3 6 4, 
planche no 2) 

_. . 
Le réacteur utili& est un incubateur & cultures cellulaires de marque Biolafitte 

(modèle ICC2) à agitation mécanique, d’un volume total de 2,2 litres (capacité utile : l,7 
litres). Il comprend une cuve en verre borosilicaté de 110 mm de diam&e, a double 
enveloppe, fond hémisphérique, et fermée hermétiquement par une platine en acier 
inoxydable. 

La présence, sur la platine, de nombreux orifices permet l’introduction et la 
fixation sur le corps de &acteur d’une électrode B pH stérilisable (INGOLD), d’une 
électrode de mesure du potentiel d’oxydoréduction stkilisable (INGOLD), ainsi qu’une 
sonde ampérométriq~e (INGOLD) ou une sonde potentiomtkique (BIOLAFlTlT) pour la 
mesure de I’oxygène dissous. Ces sondes, fixées sur la platine métallique, sont reliées au 
boitier central d’alimentation et de contile BIO-. (Figure no101 : 

Une turbine à pales, adaptée aux cellules végétales, assure l’agitation de la 
suspension. Son profil, en hélice, permet de limiter les contraintes de cisaillement, et 
d’éviter ainsi une lyse cellulaire trop importante. (Figure no : 9) 

La régulation thermique (27°C) de l’ensemble est assurée par une circulation 
permanente d’eau thermostatée dans la double enveloppe. 

Un diffuseur en acier inoxydable assure l’apport, du mélange gazeux, 
précédamment filtré sur un filtre ?I membrane Millipore (pores de 0,20 ~1. 
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Figure no 9 : 

SCHÉh4A DU BIORÉACTEUR IJTITJSÉ: BIOLAFITTE ICCZ 

0 3 

E 

1: Turbine d’agitation à trois pales 
2: Diffuseur de mélange gazeux 
3: Circuit d’eau thermostatée (28°C) 
4: Conduit de prélkvement 
5: Conduit d’entrée de milieu 
6: Conduit de sortie de mélange gazeux 

7: Condenseur 
8: Axe d’agitation à vitesse variable 
9: Sonde de mesure de l’oxygène dissous 
10: Conduit d’entrée du mélange gazeux 
11: Electrode de mesure du pH 
12: Electrode de mesure du rh 
13: Circuit d’eau réf*érée (5°C) 





La composition du mélange gazeux est contrôlée en amont du réacteur par un 
débitmètre massique de marque BROOKS. En sortie de cuve, le mélange est filtré sur 
membrane Millipore de 0,20 p. L.e débit de sortie est réguli&ement contrôlé à l’aide 
d’un débitmetre à bille de marque BROOKS. 

L’aération est ajustée à 0,l wh de mélange gazeux. 
Un condenseur alimenté en eau refroidie (5”C), placé en sortie de mélange 

gazeux limite l’évaporation du milieu de culture provoquée par le bullage d’air sec. 

Un dispositif d’éclairage circulaire entoure le réacteur. Il est composé de tubes 
fluorescents (SYLVANIA Cool-White 50% et Gro Lux 50%) qui entourent le réacteur. Le 
flux lumineux résultant et arrivant au centre de la cuve est de 110 @.m-2.s-1 (environ 25 
W.mm2). La photopérlode (18h) est CO mmandée par une horloge électrique. 

b) Techniaues de urékkement : (voir lu &ure no 20) 

Nous avons mis au point deux syst&mes différents de prékement in situ de la 
suspension : 

- Un systeme de mini-prékvement permettant de soutirer du réacteur un 
volume réduit de milieu de culture en modifiant le moins possible le volume total. 
Environ 10 ml de milieu sont ainsi prélevés pour analyses organominérales. 

- En outre, l’étude cinétique de l’évolution des activités enzymatiques nous a 
conduit à mettre au point un sys+me de préltivement assurant une fixation instantanée 
des cellules dans l’azote liquide. Un tube plongeant dans la cuve permet, par surpression 
interne, de prélever environ 50 ml de suspknsion, qui sont immédiatement filtrés sous 
vide sur un entonnoir équipé d’un verre fritté n02. Les cellules essorées sont 
immédiatement fixées dans l’azote liquide. 

c) Mise en oeuvre d’une culture en bioréacteur : 

Le réacteur contenant de l’eau bidistillée et équipé de ses sondes est autoclavé B 
116T pendant 45 minutes. On stérilise l’ensemble une deuxitime fois durant 30 minutes, 
la cuve étant remplie de milieu de culture. Apres refroidissement, la sonde a oxygéne est 
étalonnée, puis on contrôle la stérilité du milieu pendant 24 heures. t 

L’ensemencement est réalisé & l’aide d’un inoculum homogtine constitué de 
suspensionS cellulaires de la lignée 6H en phase stationnaire de croissance (14 jours). 

Les prékvements sont effectués à intervalles réguliers dans le réacteur par 
surpression. Ils permettent de suivre l’évolution de la biomasse ainsi que certains 
paramètres biochimiques et physiologiques de la culture. 

La densité d’inoculation du réacteur est celle des cultures en fioles d’Erlenmeyer 
(10 à 12 % . VS.) 

C) METHODES ANALYTIQUES : 
La figure no 11 montre les protocoles de prélèvements et d’adyse employés en 

commun avec 1. HARDY-CLARlS (2988) 

1) Estimations de la biomasse : 

La biomasse présente dans la suspension est estimée suivant trois paramètres : 
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Figure no II : PROTOCOLE DE TRAITEMENT DES PRÉLEVEMENTS 
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- Le Poids de Matière Fraîche (P.M.F.) est mesuré apres filtration sous vide 
partiel, pendant 30 secondes, d’un volume donné de suspension sur un verre fritté n”2. 

- Le Poids de Matiere S&che (P.M.!%) est déterminé à partir de 500 mg de 
matière fraîche, mis à sécher dans une étuve à 80°C durant 48 heures, ou 15 minutes dans 
un four à micro+ndes (TOSHIBA- 500 Watts) 

- Mesure du volume cellulaire sédimenté (VS.> : Un volume connu de suspension 
cellulaire est mis à décanter durant 20 minutes dans une éprouvette graduée . On note 
ensuite le rapport en pourcentage du volume de cellules sédimentées sur le volume total. 
Cette mesure peut également être nZalisée dans la cuve tirne du réacteur. 

Le temps de doublement Td (ou Temps de génération : Tg) est estimé, durant la 
phase exponentielle de croissance, comme suit : 

Au cours de cette phase de croissance, la biomasse cellulaire évolue suivant 
une fonction exponentielle du temps, donc : 

Bt=Bo drt où: p = taux de croissance én jours ml 
Bo = biomasse au temps 0 
Bt = biomasse au temps t 
t = temps en jours 

Si B1 et B2 sont deux valeurs de la biomasse cellulaire respectivement 
aux temps tl et t2 pris dans la phase exponentielle, alors : 

v= I.oaB2 - L.opBl 
P - t1 

Le temps de doublement de la culture s’exprime alors par : 

2) Dosage des suaes : 

Les glucides intracellulaires et dans le milieu de culture sont dosés par la méthode 
enzymatique décrite par BERNT & BERGMEYER (1974). 

Le mode opératoire a été adapté par HARDY-CLARIS (1988) à partir des_ 
résultats de REBEILLE-BORGELLA (1983). Cette méthode enzymatique, sensible et treS 
spkifique, a été employée pour déterminer les teneurs en saccharose, fructose et glucose 
libres intracellulaires et dans le milieu de culture. 

Principe 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 B haut coefficient d’absorption molaire. Pour le dosage des glucides, il s’agit du 
NADH ou du NADPH, dont l’absorption est maximale à 340 mn (E = 6,22 16 mol-1.1. 
Cd). 

Le glucose et le fructose sont phosphorylés en glucose-6-phosphate et en 
fructosed-phosphate ‘par l’hexokinase (HK : EC 2.7.1.1.). 

GLUCO$iE + ATp <s=========> C&l’ + ADP 
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HexOkiW!%? 
FRUCTOSE + ATI’ < =========n> FfjP + ADP 

En présence de glucose+phosphate déshydrogénase (G-6-P DH : EC 1.1.1.49.), le 
6-phosphogluconate formé est mesuré par l’augmentation de la densité optique 8 340 mn, 
due a la production conjointe de NADH. La stoechiométrie de la réaction (1 NADH 
produit par 6-phosphogluconate formé) permet de déterminer la concentration en 
d ucose. 

G@ + NADP <------a---- -----------> 6-l’ GLUCONATE + NADPH+ H+ 

L’addition de phosphoglucosisomkase (I%I : EC 531.9.) transforme le F&-P en 
G&-P qui réagit comme prkédemment: la variation de densité optique à 340 mn donne 
cette fois la concentration en glucose + fructose de l’échantillon. 

PGI 

F6p<~===s=~=~>~p 
I 

Enfin, la teneur en saccharose est mesunk par la différence des teneurs en glucose 
avant et apres I’hydrolyse enzymatique par action de la B-Fructosidase ( EC : 3.2.1.26). 

SACCIJAROSE <~===========> GLUCOSE + FRUCIXXE. 

Les dosages spectrocolorimétriques sont réalis& sur un spectrophotometre de 
marque BAUSH h LOMB <type : Spectronic 2 000). 

Les sucres intracellulaires sont dos& comme suit : 
Les cellules (150 mg de matii?re fraîche) sont essorées et fixées dans 3 ml de NaOH 

O$N’ (Le saccharose est instable en milieu acide). Les échantillons sont homogénéisées 
dans un broyeur de Potter, avant d%tre neutralisés par I-ICI. Ils sont ensuite centrifugk a 
27 000 g durant 15 minutess, afin d’eliminer les débris cellulaires. (Centrifugeuse 
SORVALL RC5B. Dupont Instruments). 

3) Dosage de8 principaux rnacroéknents : 

Nous avons mis au point et adapté aux microkhantillons des méthodes de dosage 
spectrocolorimétriques des éléments minéraux utilisés pour l’analyse des eaux naturelles 
La ‘plupart de ces méthodes sont utilisées dans les chaînes d’analyse automatique, de 
type TECHNICON. 

Le protocole expkimental d&aillC de cbaque m&hode est donne en Annexe, 

L’ensemble de ces méthodes prkente les avantages d’une excellente sensibilité, 
d’une grande facilité de mise en oeuvre, et ne n&essitent qu’un appareiIIage simple et 
peu coQa 

La linéarité de chaque methode une fois adaptée aux micro dosages a été vérifiée. 
Les droites d’étalonnage sont présentées sur la figure no 12. 

Le Laboratoire de Physiologie Végétale de 1’U.S.T.L. Montpellier a récemment 
mis au point une méthode d’analyse par HPLC échangeuse d’ions en détection 
ultra-violette, pour le dosage des ions minéraux dans les sèves xylémiques (SARROBERT 
et al. - 1989). 

. 
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Figure no 12 : Courbes-,étalons pour les méthodes de dosage spectrophotométriques des composés minéraux 



Celk méthode fournit des résultats comparables aux méthodes calorimétriques ou 
d’absorption afornique. Elle offre de plus 1 ‘avantage de présenter sur un même 
chromatogramme le bilan ionique complet d’une soluHon (cations ou unions suiuant la 
nature de la colonne échangeuse). La transposifion d’une telle méthode à l’analyse des 
-milieux nufritifs semble riche d’intérêt, mais elle impliquerait une adaplafion PUX 
caracférisCiques spécifiques de ces milieux (hautes teneurs en composés minéraux, 
complexité du mAange organominéral à analyser), et la disponibilité et la maintenance 
sur site d’un appareillage relatiaement sophistiqué. 

Enfin, les limites de détection atteinfes par HPLC restent du même ordre que teks 
obtenues avec les méthodes calorimétriques que nous avons utilsées. 

Les dosages de minéraux intracellulaires sont effectués comme suit : Un gamme 
(PMF) environ de cellules sont broyées au polytron dans 1 ml de tampon TrisHcl100 mM 
(pH = 75). L’homogénat est ensuite centrifugé A 27 OWg durant 30 minutes. Les éléments 
minéraux sont do& dans le surnageant comme pour les milieux de culture. 

Nota : lu composition des tampons et rtk&ifi est toujours présentée en Annexe: 

a) Dosage des ions ammonium NI$+ : - 

Nous avons utilisé une méihode spectrophotométrique employée 
initialement pour les dosages d’ammonium dans les eaux naturelles. 
SOLOEIZANO (1969) et KOROLEFF (1970). 

Ce dosage au bleu d’lndophénol est bas& sur une réaction en deux étapes : 

- L’hypochlorite, en milieu alcalin, réagit avec l’ammonium 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..Le nitroprussiate de 
sodium joue le rôle de catalyseur pour cette deuxiéme étape. Afin d’éviter la 
précipitation des ions alcalino-terreux en milieu basique, on fait agir du 
citrate de sodium. 

Une gamme étalon de 0 à 4 pg d’ammonium a été réalisée. Nous avons 
obtenu une droite de régression linéaire d’équation : 

Q = 3,893 x D.Ow _ 0,071 (r = 0,998) 
où Q représnte la quantité d’ammonium présente dans le tube en pg. 
(Fig .: 12- D) 

b) Dosage des ions nitrates N03- : 

Nous avons adapté, pour ce dosage, la méthode de SNELL & SNELL 
(1949). Dans un premier temps, les nitrates sont réduits en nihites par le 
sulfate d’hydrazine en présence de Cuivre. Les nitrites sont ensuite 
déterminés par spectrophotométrie à 535 nm, après diazotisation avec la 
sulfanilamide couplée avec la Nl-Naphtyléthylene diamine. 

Une gamme étalon de 0 à 5 Fg de nitrates a permis de tracer une droite 
étalon d’équation : 

Q = 498 x D.O.535 - 6,I. 10-3 (r = 0,998) 
où Q représente la quantité de nitrates présente dans le tube en pg. 
(Fig.: 12-C) 
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Figure no 13 : Influence de la technique d’extraction 
sur le rendement en pigments : chlorophylles & caroténoïdes 
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cl Dosage du Phosphore inoraaniaue Pi : 

La méthode utilisée est celle de TAUSSKY & SHORR (19531, légèrement 
modifiée. Les ions phosphate réagissent avec le Molybdate d’ammonium en 
présence de FeSQ4 pour former un complexe phospho-molybdique bleu qui absorbe 
à69Onm. 

La gamme-étalon s’étend de 0 a 20 pg de Pi dans le tube. Elle donne une 
droite d’équation : 

Q=23,2xD.0.6~-0,X? (r = 0,999) 
où Q représente la quantité de phosphore inorganique présente dans Ie tube 

en pg. (Fig.: 12-B) 

dl Dosage des ions Sulfates S04-- : 

Ce dosage par néphélométrie emprunte la méthode décrite par 
FROMAGEOT (1963). Les sulfates du milieu réagissent avec du BaC12 dissous dans 
une solution de détergent (Tween 20) ou de PVP soluble. Il se forme alors un 
précipité blanchâtre de sulfate de baryum maintenu en suspension homogene. La 
turbidité du milieu réactionne est mesuré a 650 mn. 

Une gamme étalon de 0 à 200 ug de SO4- est réalisée. Elle donne une 
droite d’étalonnage d’équation : 

Q- 134,9O~D.O.~~~-0353 (r = 0,998) 
où Q représente la quantité de sulfates présente dans le tube en ug. 

(Fig. : 12-A) 

e) Dosage des cations K+ , Ca 2+, Mg2+ : 

Ces dosages ont été effectués au Laboratoire Central d’Analyses du Centre 
ORSTOM d’Adiopodoumé. 

Le potassium est déterminé par photométrie d’émission sur un 
photomètre à flamme. 

Les dosages de calcium et de magnesium sont réalises par spectropho- 
tométrie d’absorption atomique. 

4) Dosage des chlorophylles totales : 

a> Choix d’une techniaue d’extraction : 

Afin de déterminer la technique optimale d’extraction des pigments 
chlorophylliens correspondant à notre matériel, plusieurs procédés ont été testés sur une 
suspension chlorophyllienne de la lignée 6H agée de 14 jours. Les broyages sont effectués 
dans l’acétone à 80 %, dans la glace fondante et à l’obscurité ( Mac KlNNEY - 1941). 

Trois extractions différentes du même matériel sont réalisées avec chacune des 
techniques : 

- broyage des cellules dans l’acétone à 80% à l’aide d’un homogénéisateur 
de Potter à piston de Teflon (Thomas). Plusieurs passages sont nécessaires 
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jusqu’à décoloration compléte du broyat. 

- sonication du matériel dans l’acétone h 80 % à l’aide d’un appareil de type 
VIBRACELL (sonde de 3 mm de diam&tre) durant trois minutes. Les 
macrocals présents dans la suspension ne sont pas dissociés, mais 
l’homogénéisation au potter se trouve grandement facilitée. 

- broyage des cellules à l’aide d’un broyeur à couteaux de type Ultra-Turrax 
durant 30 secondes à 15 Ooo r.p.m. 

Les homogénats issus des différents broyages sont ensuite centrifugés A 15 OOOg 
durant 30 minutes à 4°C . Le volume de surnageant est mesuré. 

Les résuitats obtenus sont présentés sur les figures no 13 & 14. 

Le broyage des cellules à l’aide d’un homogénéisatetir de Potter fournit les 
meilleurs résultats. En effet, pour l’extraction des chlorophylles totales, le rendement 
est multiplié respectivement par 5 par rapport au broyage à Wltra Turrax, par 3 par 
rapport A la sonication seule, et par 1,5 par rapport à la sonication suivie d’un broyage 
au Potter. 

Le broyage à l’homogénéisateur à piston de Teflon (Potter) permet également une 
meilleure extraction des caroténoides. Qualitativement, les chlorophylles a et b 
conservent sensiblement le même rapport quel que soit le mode d’extraction. 

Par contre, les homogénéititions au sonicateur et à l’ultra-Turrax donnent des 
extraits acétoniques plus riches en caroténoides. Il est vraisemblable’que l’élévation de 
température causée par ces deux procédés provoque une thermodégradation des 
chlorophylleS. 

b)Influence du nombre de cvcles brovaPe/centrifwation : 

Après avoir déterminé la méthode optimale d’extraction, il importe de Connaître 
le nombre de cycles broyage/centrifugation nécessaires à l’extraction de la totalité des 
pigments. ,. . . 

Il apparaît nettement, au vu des résultats obtenus (figure no : 15) que deux 
extractions suffisent pour solubiliser la quasi totalité des caroténoides et environ 85 % 
des chlorophylles a et b. 

Afin de simplifier les dosages de routine, la Premiere extraction a été remplacée 
par un trempage durant 15 heures des échantillons au froid (4°C) et B l’obscurité dans 
l’acétone 80% (Mc KlNNEY - 1941) . Cette extraction passive est suivie d’ un broyage au 
Potter ; elle donne des rendements d’extraction comparables B ceux obtenus par deux 
broyages au Potter. 

c> calcul des concentrations : 

La Densité Optique des extraits acétoniques (80% v/v) est mesurée à 470 nm, 646 
nm et 663 nm. Les concentrations en pigments sont calculées par rapport au poids de 
matière sèche, d’après les équations de LICVTALLER & WELLBURN (1983). 

- Chlorophylles a ( pg.mlwl d’extrait) =‘C, = 12,21x D.0.663 - 2,81 x D-O.646 
- Chlorophylles b ( pg.ml-1 d’extrait) = Cb-= 2613 x D.O. 646 - 5,03 x D.O. 663 

- Caroténoides totaux ( pgd-* d’extrait) = 1 000 x D.O. 470 - 3.27 x Ca - 104 Cb 
229 
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Figure no 16 : DOSAGE DES PROTEINES SOEUEKES 
Méthode de SEDMAK & GOLDBERG . Droite-étalon 

0,050 y=0,0097+0,0229x R=1.00 

o,ooo o,ooo : I I 1 I I I 
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+NaHCO, 

temps (min.) 

I \ 
OBSCURITÉ LuMIERIE 

Figure no 17 : Schéma montrant les variations de la teneur en oxygène dissous mesurées à l’électrode de 
Clark sur une suspension de cellules photosynthétiques. La consommation d’oxygène pen- 
dant la phase obscure permet de calculer l’intensité respiratoire des cellules (I.R.). 
L’évolution de l’oxygene à la lumière donne l’intensité photosynthétique nette (1.P.). 
Après un bref dégazage par l’azote, on peut évaluer la vitesse de production d’oxygène 
en ajoutant à la suspension des concentrations connues d’hydrogénocarbonate (NaH CO3). 



5) Dosage des protéines solubles : 

Les protéines solubles intracellulaires sont dosées dans les extraits enzymatiques 
par la méthode de SEDMAK & GROSSBERG (1977). Le principe de la méthode repose 
sur une coloration au Bleu de Coomassie des protéines, mesurée au spectrocolorimétre à 
610 mn. 

Cette méthode, dérivée de celle de BRADFORD (1976), présente une excellente 
sensibilité (seuil de détection < 0,s fig de protéines totales), et permet de travailler sur 
de très faibles volumes d’extrait enzymatique brut (de 5 a 20 @ù>. 

Cet avantage est particuli&ement appréciable, car nous ne disposons le plus 
souvent que d’un tri?s faible volume d’extrait enzymatique brut (2 à 3 ml au maximum 
pour les prélèvements issus de bioréacteurs) 

La courbe-étalon obtenue (fig. no 16) a été réalisée à l’aide de SAB comme 
standard. 

6) Mesure des échanges gazeux : 

Les variations quantitatives d’oxygene au cours de la photosynthese et de la 
respiration sont analysées à l’aide d’une électrode polarographique de type Clark. (YSI 
Mode1 53 : Biological Oxygen Monitor). 

Les échantillons (5 ml de suspension ou lg de tissus frais dans 4 ml de milieu) sont 
placés dans une cellule de mesure fermée et thermostatée (28°C). 

L’étalonnage est réalisé en faisant buller dans la cuve de l’air puis de l’azote, afin 
de régier respectivement le 100 % et le 0 % en oxygène (équilibre avec de l’air a 21% d’Q 
250 nmoles’ d’Oz dissous. ml-*). Pour la mesure de l’activité photosynthétique, 
l’éclairage saturant (10 000 ~LE. m-2s-1) est assuré par une lampe halogène de 250 watts 
focalisee à l’aide d’ une lentille à eau. 

La figure no 17 illustre le type de réponse enregistré sur des cellules 
photosynthétiquement actives. 

D) METHODES D’ETUDE EN%YMOLOGIQUE : 

1) Extraction et prépurification des protéines solubles : 

a) Extraction des Drotéines solubles : 

Le matériel végétal (cals ou cellules isolées) est rapidement congelé dans l’azote 
liquide. Les cals sont alors broyés au mortier pour donner une poudre homogene. Le 
matériel congelé est ensuite broye dans du tampon d’extraction à l’aide d’un Ultra. 
Turrax (30 secondes à 15 000 r.p.m) , ou d’une presse de French ( 2 passages à 1000 psi). 
La composition des tampons varie avec la nature du systeme enzymatique à extraire ; 
eiie est donnée en Annexe. 

Le broyat est ensuite centrifugé pendant 15 minutes à 30 000 g (micro centrifugeuse 
réfrigérée Sigrna). Le surnageant obtenu constitue l’extrait enzymatique brut (EEB). 

Toutes les activités enzymatiques (N.R., G.S., Rubisco, PEP Case) sont estimées 
par une moyenne de trois incubations diff&entes. 

Materiel% Méthodes 
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0 A 

Figure no 18 : Profils d’élution de la nitrate réductase selon 
doux méthodes de purification différentes 
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Figure Ao 19 
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Figure no 20 
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b) Prérmification des extraits bruts : 

- Nitrate Réductase 

Pour la mesure de l’activité Nitrate Réductase à l’aide du Bleu de Bromophénol 
comme donneur artificiel d’électrons, I’extrait enzymatique brut (EEB) doit être 
prépurifié. On élimine ainsi toute contamination par la Nitrite Réductase, utilisatrice 
de pouvoir réducteur, et consommatrice de nitrites. De plus, la mesure des constantes 
cinétiques de l’enzyme pour le nitrate nécéssite un déssalage prélable. 

Les protéines de I’EEB sont précipitées entre 20 et 45 % de sulfate d’ammonium, 
puis solubilisées dans le tampon d’extraction. 

Dans les extraits de cals d’Abms prépurifiés, aucune activité BBP-NR n’a pu être 
mise en évidence dans un premier temps, alors que l’activité NADH-NR était 
parfaitement mesurable. Le BBP a fonctionné comme substrat pour la Nitrite Réductase, 
qui a immédiatement consommé les nitrites formés, les rendant ainsi inaccessibles au 
dosage coloriméhique. Nous avons donc poursuivi la purification de l’extrait par 
chromatographie d’affinité. 

Une mini-colonne d’affinité (voir lu fisure rr“ 26) a été réalisée avec un gel de 
Procyon Red Agarose (Amicon). La nitrate réductase est ensuite éluée par une solution de 
RN03 (1 M). Le profil.d’élution est présenté sur la figure no18 -A. 

La Nitrate Réductase présente dans l’extrait a pu ensuite être mise en évidence à 
l’aide de BBP et de NADH. 

Une pré-purification des extraits a été également effectuée par 
ultracentrifugation sur un gradient liuéaire de saccharose (de 0,3 a 0,8 M) durant 15 
heures à 30000 g, après précipitation au (NH4)2 SO4 (20-45 %). Le profil d’élution de 
l’activité NR est présenté sur la figure no 1 18 -B. 

Cette étape de purification indispensable peut également être réalisée suite à une 
gel-filtration (Sephadex G-25), par chromatographie d’affinité sur *un gel de 
5’-AMP-Sépharose, suivie par une élution au NADH (HOARAU - communication 
personnelle). 

Nous avons également tenté de concentrer et déssaler les extraits bruts par 
ultrafiltration à 4”C, suivie de deux rinçages par un volume de tampon égal Ii celui de 
l’extrait. 

Nous avons utilise une cellule à ultrafiltration de marque Amicon d’un volume 
intérieur de 50 ml, équipé d’une membrane de type AMICON PM30, retenant les 
macromolécules de Poids Moléculaire supérieur à 30 000 Da). 

- carboxylases : Rubisco et PEPC : 

Les protocoles de”purification des carboxylases en vue de la production d’IgG sont 
donnéssur lesfiguresn” 19& 20 . 

2) Mesure des activités NADH-Nitrate Réductase et BBP-Nitrate 
Réductase : 
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a) Dosape colorimétriaue de l’activité NADH-Nitrate Réductase : 

L’extrait enzymatique est incubé en présence de 100 fl de RN03 (100 mM) et de 100 
fl de NADH (8 mM), pour un volume total d’incubation de 900 ~1. Les concentrations 
finales en substrats et cofacteurs sont les suivantes: 

- NADH : 0,s mM 
-N03: 1,l mM 
- Tris-HCL ( pH = 7,6) : 1cMlmM 
- EDTA : 1mM 
-DlT: 1mM 
-FAD: 10 w 
- PMSF : 0,250 mM 

Nota : foutes les solutions étant eflecfuées dans le tampon d’extraction NR, (voir 
Annexe A; 5 : 3) les composantes de ce dernier se retrouvent à leur concentration 
originale dans le milieu d’incubation. 

L’incubation est réalisée à 30°C pendant 30 minutes. La réaction est stoppée par 
précipitation des protéines à l’aide de 100 ~1 de ZnSO4 (1 M). Aprés centrifugation 
(30 OOOg - 15 min.), les nitrites sont révélés par calorimétrie (SNELL & SNELL, 1949). On 
rajoute 1 ml d’une solution de Nl- Naphtyl éthylène diamine dihydrochlorure (0.3% 
dans HC1 3N),puis 1 ml d’une solution de sulfanilamide (0,02%). 

Après 15 minutes, la Densité Optique est lue à 540 nm, et la teneur en nitrites 
exprimée par référence à une gamme-étalon de 0 à 100 nanomoles en NO2. Un tube où 
l’incubation est arrêtée au temps zéro sert de référence ; il permet de prendre en compte 
les nitrites déjà présents dans l’extrait enzymatique. 

L’activité NADH-N.R. est exprimée en micromoles de nitrites (NO21 formées par 
minute et par mg de protéines ou de biomasse. 

b)Dosaae colorimétriaue de l’activité Bleu de Bromophénol- 
Nitrate Réductase : (HOARAU et al. - 1986 ; CAMPBELL - 1986) : 

L’extrait enzymatique prépurifié est incubé dans le même tampon que pour la 
mesure de l’activité NADH-NR, en présence de 100 ~1 d’une solution de RN03 
(100 mM), de 100 fl de bleu de bromophénol (2 mM), et de 100 ~1 d’une solution de 
dithionite de sodium (80 mg de dithionite de Na + 80 mg d’hydrogénocarbonate de Na 
pour 10 ml d’H20). Le volume total d’incubat est ajusté B 1 ml. 

Les concentrations finales dans le milieu d’incubation sont : 

-N03: 
- BBP : 
- Dithionite de Na : 
- Hydrogénocarbonate de Na : 
- Tris-HCL (pH = 7,6) : 
- EDTA : 
-FAD: 
-D-LT: 

1,omM 
0,2 mM 
0,443 mM 
0,12 mM 
1mmM 
1rnM 
1OW 
1mM 
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- PMSF : W50~ 

Après 5 minutes à 3O”C, l’incubation est stoppée par agitation vigoureuse des tubes 
(oxydation totale du dithionite). Les nitrites formés sont révélés par spectre 
colorimétxie, comme précédemment. 

3) Dosage calorimétrique de l’activité GS : Méthode de : 0’ NEAL b JOY (1973) 
modifiée par GUIZ et al. (1979) 

La Glutamine Synthétase catalyse in vitro la réaction : 
Acide Glutamique + Hydroxylamine +ATP -Mg 2+ -> y GIutamyl hydroxamate +ADP + Pi 

L’incubation de l’extrait enzymatique brut est réalisée à 30°C durant 30 minutes, 
. sur un volume total de 750 fl. Le milieu comprend : 

- 450 @ de mélange A (contenant substrats et cofacteurs) 
- 50 pl de solution d’ATP 8 mM 
- 250 @ d’extrait enzymatique brut (EEB) 

Les concentrations finales dans le milieu d’incubation sont : 
- Glutamate : 48lnM 
- Hydroxylamine WH2OH) : 3bM 
-ATl’: OSmM 

* -MgC12: 1mM 
- Tris-HCL ( pH = 7,6): 1oomM 
- EDTA : 2r5fi 
- P-Mercaptoethanol : IOIIIM 
-D-I-I’: 1mM 
- PMSF : 0,250 InM 

La réaction est stoppée par l’ajout de 750 fl du mélange B. (voir Annexes) 
Le y-glutamyl hydroxamate formé réagit avec le FeCI du mélange B pour 

donner un complexe coloré jaunebrun. Les protéines sont précipitées instantanément par 
les acides contenus dans le réactif. 

Aprés séparation du culot protéique par centrifugation (30 000 g - 5 minutes), la 
Densité Optique du surnageant est lue au spectrophotometre à 540 nm. La quantité de 
y-glutamyl hydroxamate formée est déterminée à l’aide d’une gamme-étalon avec du 
SH comme standard, dans le tampon d’extraction privé d’ATP. 
(voir la figure no 54-A . Chapitre : Résultats & Discussions 1 

Remarque : Une adaptation de cette méthode de dosage a été réalisée par BARRAT 
(1980) pour la détection des isoformes actives de la GS après élecrophorèse sur gel 
d’amidon. 

4) Mesure d’activité des carboxylases : Rubisco & PEP Case : 

a) Dosage radio-chimiaue de l’activité Rubisco : 

- Principe de la méthode : 

hhteriel & Méthodes 
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La Ribulose 1-5 bisPhosphate carboxylase (Rubiscol catalyse dans les 
chloroplastes la réaction suivante : 

RUbiXO 
RIBULOSEBISPHOSPHATE + CO2 -----> 2x ACIDE PHOSPHOGLYCERIQUE 

RubP M!?+ 3-AFG 

Le dosage de l’activité Rubl? Case consiste en une incubation de l’extrait en 
présence du substrat (RubP) et de CO2 marqué, sous forme de bicarbonate de Sodium : 
14C0+Na. On mesure, en fin de réaction, la radioactivité émise par le produit formé 
(14C-lXA). 

Rubiscn 
Rubl’ + 14CO$3Na -P---V> 14C-PGA. 

Y!?+ 

- Protocole expérimental : 

Réactifs : 

- solution de l4 CO 3 HNa : 

Une dilution isotopique du substrat est effectuée afin d’obtenir une 
solution 2 mM en bicarbonate, de radioactivité spécifique : 2uCi.urnole-1. 

- solution de RubP : 

On réalise une solution 0,5 mM : (7 mg/0,5 ml) dans du tampon 
d’extraction. 

Incubation : 

Elle s’effectue à 30°C durant 15 minutes, sur un volume total de 125 
~1. : (12,5 y1 de solution de 14C03HNa + 12,5 ~1 de solution de RubP+ 
50 à 100 ul d’extrait enzymatique). 

Le mélange réactionnel est constitué de : 
- Tris - HC1 (pH = 7,6) 
- Mg Cl2 
-Dl-T 
- EDTA 

1oOmM 
1omM 
5mM 
025 mM 

L’activité Rubisco est mesurée en ajoutant : 
- 14C0$-INa 
- RubP 

Une incubation-témoin est réalisée sans substrat (RubP) 
La réaction enzymatique est stoppée par l’adjonction de 25 ul 

d’HCI 6N ; 2 x 50 ~1 du milieu d’incubation sont alors prélevés et mis 
dans des fioles à scintillation. Les fioles sont placées dans une étuve à 
80°C jusqu’au séchage complet de l’extrait (évaporation du 14C02 en 
excès). On rajoute ensuite 100 ~1 d’eau bidistillée, puis 1,5 ml de 
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mélange scintillant (voir Annexes). 

La radioactivité est mesurée à l’aide d’un spectromètre a 
scintillation de type : Intertechnique SL 30. 

ExDression de YActivité : 

L’activité Rubisco de l’extrait s’exprime en micromoles de CO2 
fixées par heure et par mg de protéines ou de biomasse ; elle s’exprime de la 
manière suivante 

ACTIVITÉ RudiP Case: (X impulsions - Bf) 150 100 1 1 60 

en pwles CO2 fiéeslheure. * 
x-x- x x- x- 

60 50 70 3,7.104 2 15 

CONVERSION EN 
CouFsPARsmNDE 

RENDEMEivr RAD~OACllM7E 
WCOMPIEUR SPECIFIQUE 

ALIQuaiEPouR fXM’EkSION 
CXMTAGE C.P.S. - scies 

PAR&URE 

b) Dosage radio-chimiaue de l’activité PEI? Carboxvlase : CNATO 8 
MATHIEU -1978) : 

-Principe : 

Ce dosage fait également appel à l’utilisation de 14C0#Na. Le 
principe du dosage est le suivant : 

lke étaw : 
PEPcaSe 

PhosphoEnolPyruvate + l’%O$-INa --> 14C- Acide OxaloAcétique 

w2+ 
2” étaue : 

14C- Acide OxaloAcétique -- 
-D 

-----> 
NADH-> NAD+ 

14C-Acide Malique 

L’acide oxaloacétique formé peut se décarboxyler tr&s facilement. La Malate 
déshydrogénase est rajoutée en exctis afin d’assurer une transformation totale de 
l’oxaloacétate en malate, beaucoup plus stable (LANE et al. - 1969). La radioactivité 
portée par le 14C-Acide Malique est stoechiométriquement proportionnelle à la quantité 
de CO2 fixée au cours de l’incubation. 

Le suivi par spectrophotométrie à 340 nm de la diminution du taux en NADH 
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permet également de doser l’activité PEP Carboxylase (LANE et al. - 1969) 

-Protocole expérimental : 

Réactifs : 

La dilution isotopique du 14C03HNa s’effectue comme pour le dosage 
d’activité Rubisco. 

- Solution de Phosphoénolpyruvate: 60 mM dans du tampon d’éxtraction. 
- Solution de NADH : 10 mM. 
- Solution de Malate déshydrogénase : 15 000 unités (solution 
commerciale non diluée) 

Incubation : 

Les conditions de mesure et la composition du ta-mpon de réaction sont 
les mêmes que pour la RubP Case. On incube 25 à 50 fl d’extrait. enzymatique avec 
12,5 fl de chaque solution (14CO$Na, PEP, NADH, MDH). Le volume total de 
l’incubat est ajusté à 125 @ avec du tampon d’extraction. 

Les concentrations finales dans le mileu d’incubation sont : 
- 14C0$-INa 2omM 
- PEP 6mM 
- NADH2 1mM 
- MDH (excès) 

Expression de l’activité : 

L’activité PEP Carboxylase de l’extrait s’exprime en micromoles de CO2 
fixées par heure et par mg de protéines ou de biomasse, suivant le calcul donné au 
paragraphe précédent : dosage de l’activité Rubisco. 

5) Techniques d’électrophorèse : 

a) Electrophorèse sur pel d’amidon : 

Afin de mettre en évidence l’activité de plusieurs systèmes enzymatiques 
importants du métabolisme primaire sur des suspensions cellulaires et leur éventuelle 
variabilité isozymique en cours de culture, nous avons utilise la méthode mise au point 
par SECOND & TROUSLOT (1980). 

On réalise une é!ectrophorèse en systeme horizontal sur des gels d’amidon à 14 % en 
poids de tampon (amidon hydrolysé CONNAUGHT). 

Le tampon de migration est de type Citrate de sodium 410 mM, à pH = 6,0. 
La migration électrophorétique s’effectue sous une tension de 150 Volts (20 mA/gel 

environ) durant 5 à 6 heures à 6°C. 
La migration est réalisée sur des extraits enzymatiques bruts de cellules, de cals, et 

de feuilles d’Abrus. 
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b) Electrouhorèse sur ael de polvacrvlamide : 

1) Préparation des gels de polyacrylamide : 

La procédure suivie est adaptée des méthodes de LAEMMLI (1970) et de WEBER % 
O!SQRN (1969). (Tous les tampons sont dégazés, puis filtrés sur des filtres Millipore de 
porosité 8 l.u-n, puis 03 um). 

Les gels sont coulés dans des moules verticaux pour cuves P électrophorese de type 
Lagon GlIORAD) suivant un gradient de concentration en polyacrylamide de 6 à 15 %. 
(Dans le préparateur de gradients, la solution à 15 % est stabilisée par du saccharose). 
Ce procédé permet d’obtenir une r&olution nettement supérieure à celle obtenue avec des 
gels A porosité constante. Les produits utilisés (BDH) ne nécessitent pas de purification 
supplémentaire. En cas de nécessité, l’acide acrylique résiduel doit être éliminé du gel 
par l’action d’une résine adéquate. 

Lors de la polymérisation des gels, on évite l’emploi du mélange TEMED + 
persulfate d’ammonium à action trop rapide. Le gel est polymérise durant deux heures à 
la lumi&re bleue/violette (à défaut : lumiere naturelle intense) en présence de 
riboflavine. 

La solution de riboflavine (concentration finale : 10 mg.l’l) est préparée dans de 
l’eau distillée, mise à agiter durant 12 heures, puis filtrée sur membrane Millipore 0,3 
lin-i, avant d’être incorporée aux soiutions d’acrylamide. 

Une fois le gel polymérisé, on dépose 1 ml de butanol sur Ia tranche supérieure du 
gel, afin d’obtenir une ligne de séparation parfaite entre gel de focalisation (stacking 
gel) et gel d’électrophorèse. 

2) Electrophorèse en conditions dénaturantes : (SDS PAGE) 

La migration présente une meiIIeure r&olution pour des volumes de dépôt inférieurs 
a 20 fl, avec une teneur en protéines solubles de l’extrait d’environ 2 mg.ml-l. Pour une 
plus grande facilité de dépôt, les extraits sont densifiés à l’aide de saccharose (40 % 
environ). 

L’extrait doit être exempt de toute présence de sels minéraux qui provoqueraient 
des traînées sur le gel. L’extraction du matériel végétal doit donc être réalisée a l’aide 
de tampon Tris, et les extraits issus de précipitations au sulfate d’ammonium 
obligatoirement dessalés avant électrophorèse. 

La dénaturation des extraits est réalisée dans des canes Eppendorf, sur un mélange 
extrait enzymatique/solution dénaturante (l/l), durant 7 minutes a 100°C. La 
composition du mélange dénaturantutilisé est donnée en Annexe B, § no 4). 

Parallélement, une solution de marqueurs de poids moléculaires standards 
étalonnés de 14,3 à 200 kD est dénatun+e dans les mêmes conditions. 

La migration électrophorétique s’effectue sous une tension de 150-200 V, (Intensité : 
40 mA maximum/gell, durant 4 B 7 heures, a 1l’C. Une thermostatisation fiable de la 
cuve à électrophorèse est indispensable, pour une bonne homogénéité et une réplicabilite 
dans le temps des résultats. De plus, lors d’une migration A basse température, les 
protéines diffusent moins facilement dans le ge1, et présentent alors des bandes plus 
nettes. Les systèmes de type “Lagon” utilisés sont livrés avec un système de 
thermostatisation pour la partie inférieure de la cuve. Il est nécessaire de modifier 
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Tableau no 6 : REVELATIONS SPECIFIQUES DES ACTICITES ENZYMATIQUES 

( EiYz:E”E 

COFACTEURS CaC12 O.lM 

SYSTEME DE 
COLORATION 

REACTION 
CATAL?YSEE 

PRINCIPE DE 
LA REVEIATION 

TAMPON DE 
REVELATION 

NATURE DU GEL 
D’AMIDON 

TAMPON DE 
MIGRATION 

GLUTAMATE 
DESHYDROGENASE 

(GDW 

PEROXYDASES 
(POX) 

GLUTAMATE 
OXAIDACETATE 
TRANSAMINASE 

(COT1 

PHOSPHATASE ACIDE 
(PAC) 

Glutamate de Na 
NAD 11202 (0,O 1%) 

Nitroblue Tetrazolium 
3-Amino-9-Ethyl Carbazole (40%) 

~ 

Nt14+ 
oxydation du PMS 

1 
Oxydation du 

réduction du NBT en 
sels de Formazan I 

3-Amino-9-Ethyl 
Carbazole en noir 

ppte bleu Insoluble ! (gel coloré en rouge-brun) 

Tris/Citrate 410 mM 

I 

Tris/Citrate 410 mM 
pli = 8.0 pli = 8.0 

Acide Aspartique 
Acide Ketoglutarlque Naphtyl Add Phosphate 

Pyrldoxal 5’ Phosphate 
Fast Blue BB Salt 

Fast Carnet CBC 

L-Aspartatc+Ketoglutarate Naphtyl Phosphate 
COT PAC 

L-Glutamate + 
Oxaloacetate I Naphtol + Acétate 

Coloration verte du Coloration du Fast Carnet 
Fast Blue BB Salt GBC en noir 

I (gel coloré en rouge-brun) (gel coloré en orange) 

Tris-Hcl 500 mM (pH=&51 
pH de la coloration entre Adtate 50mM (pH=5,0) 

7.8 et 8,0 OBLICATOIREMENT 

Amidon a 14g/ 1 OOml. de 
, Tampon Trls/Citrate 410 mM 

pli = 8.0 

Amidon à 14g/ IOOml de 
Tampon Tris/Citrate 4 10 mM 

pli = 8.0 

Tris/Citratc 4 10 mM 

I 

Tris/Cltrate 410 mM 
pli = ti,o pi1 = 8.0 

D’après SECOND ET TROUSLOT (1980) 



légèrement la partie supérieure (lieu d’échauffement en cours de migration) pour y 
installer également une circulation de tampon thermostaté, à l’aide d’une petite pompe 
péristaltique. On utilise ici un tampon Tris-glycine à pH : 8,3. (Voir Anne+xe A; $ n 5) 

Après électrophorese, les bandes de migration peuvent être révélées par les 
procédés classiques au Bleu de Coomassie, ou au nitrate d’argent. 

En vue d’une longue conservation, les gels sont placées durant 3 heures à 40°C entre 
une feuille de papier Whatman et une feuille de papier cellophane dans un sécheur de 
gels (BIORAD Slab Gel Dryer. Mode1 543). 

3) Révélation spécifiques d’activités enzymatiques : 

Ces méthodes ont été mises au point par SECOND & TROUSLOT (1980) au sein du 
Laboratoire de Génétique et d’Améhoration des Plantes Tropicales du Centre ORSTOM 
d’ Adiopodoumé. 

Elles permettent de mettre en évidence, sur gel d’électrophorèse, l’activité de 
treize systèmes enzymatiques différents, et de caractériser ainsi leurs isoformes actives. 

Nous avons étudié quatre systemes enzymatiques impliqués dans le métabolisme 
primaire : 

- 2 oxydoréductases : 

- 1 hydrolase : 
- 1 transférase : 

Glutamate déshydrogénase (GDH) et 
Péroxydase (POX) 
Phosphatase acide (L?AC) 
Glutamate oxaloacétate transaminase (GOT) 

Les techniques d’électrophorèse et de colorations spécifiques employées sont 
rassemblées dans le tableau no 6. 

6) Marquage à la Méthionine 3% des protéines solubles : 

a) Incorporation de la Méthionine 35% 

Elle est réalisée surdes suspensions cellulaires photomixotrophes d’Abrus 
precatohs (lignée 6H) agées de 14 jours. 

La suspension cellulaire, en phase de croissance stationnaire est repiquée dans un 
milieu neuf à raison de 5 grammes M.F. de cellules pour 70 ml. Deux lots sont constitués : 
les suspensions témoins sont repiquées dans un milieu contenant de la méthionine 35S 
1000 Ci/mmole - 0,15 mCi/flacon) ; les autres lots sont constitues de suspensions repiquées 
dans le même milieu contenant un inhibiteur de protéosynthèse : la cycloheximide 

Quinze heures apri% le repiquage, les cellules sont r&zolt&es par filtration sur une 
toile de nylon (Blutex 36 jr). Des temps d’incubation plus longs ont été testés sans SUC&S ; 
on obtient un marquage tr&s diffus, difficilement interprétable. Une @iode trop longue, 

,, donc supérieure au tum-over des enzymes, ne permet pas de rendre compte fidelement 
des néosynthèses précoces qui ont lieu dans les premieres heures suivant le repiquage. 

La radioactivité est estimée sur 3 fractions : 

- le milieu de culture débarassé des cellules, 
- le milieu intracellulaire après broyage (2 passages à la presse de 

French. 1 000 psi). On obtient alors un extrait protéique brut. 



110 

- le culot protéique (apr&s précipitation de l’extrait brut au TCA 0,2 N 1. 

Les comptages de radioactivité sont réalisés directement sur des aliquotes 
de milieu de culture et d’extrait enzymatique brut, (gamme de 10 à 100 pl), et apri% 
précipitation durant 15 heures a 4°C de I’EEB par du TCA 0,2 N (fraction protéique). 

b) Electrouhorèse SDS-PAGE et autoradioerauhie des ruotéines 
marcwées : 

Un aliquote des extraits cellulaires bruts des différents lots sont ensuite soumis & 
une électrophorèse de type SDSPAGE, dans les conditions décrites plus haut. (voir : 5 5 
b -2 de ce même chapitre). 

Après la migration, les protéines marquées au 35S sont révélées par 
autoradiographie. Les gels sont fixés dans un mélange méthanol/acide acétique durant 
45 minutes. Ils sont ensuite imprégnés d’une solution scintillante (EN3 HANCE NEN - 
Dupont) pendant 45 minutes. Les gels sont ensuite lavés 3 fois pendant 10 minutes à l’eau 
distillée. Ils sont ensuite séchés durant 3 heures à 60°C dans un lécheur de gel (Biorud 
Slab Gel dryer-Mode1 543), puis mis en contact avec un film Lt autoradiographie 
(Amersham BMax Hyperfilm) durant 2 à 4 jours a - BO’C. 

Afin de déterminer si la radioactivité incorporée se retrouve dans quelques 
enzymes-cibles (Rubisco, NR, GS), une immunosélection croisée est réalisée à l’aide de 
mini-colonnes de gels d’immunoaffinité. (Voir la partie E : Méthodes immunoenzymo 
logiques : 56 ) 

Les extraits enzymatiques issus de chaque lot de cellules (Témoin, Cycloheximide) 
sont élués successivement sur les colonnes portant les anticorps dirigés contre les enzymes 
suivantes : 

- IgG Anti RubP de Tabac (LSMP Orsay) 
- AcMc Anti NR de Tabac (INRA no ZM 96(9)25 - CHEREL ef al. - 1985) 
- Sérum pré immun de lapin (contrôle) 

Les proteines fixées sur les gels d’immunoaffinité sont ensuite dénaturées 
(comme décrit précédemment), puis subissent une électrophorèse SD!$PAGE. 

La révélation des bandes de migration s’effectue par autoradiographie du 
gel comme décrit ci-dessus pour les extraits totaux. 

E) METHODES IMMUNOENZYMOLOGIQUES : 

Ces méthodes ont été acquises au sein du Laboratoire de Sfructure et Métabolisme 
des Plantes (Service de Mr le professeur BOURDU) à l’Université de Paris Xl - Orsay, 
au cours de quatre stages #eck%s en 2987 et 2988. 

‘il Obtenhoti d’Anticorps polyclonaux : 

a]-Purification des svst&mes enzvmatiques : 

L’obtention d’une protéine aussi pure que possible constitue, évidemment, un 
préalable indispensable à la production d’anticorps monospécifiques. 

Materiel & Méthodes 
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Nous décrirons ici les procédés de purification de deux carboxylases 
végétales : la Phosphoenol Pyruvate Carboxylase (E.C. 4.1.1.38) et la Ribulose 
bisphosphate Carboxylase (E.C. 4.1.1.39), extraites à partir du même matériel végétal : 
des feuilles issues de plantules de Zea mays cv. : INRA F7F2, cultivées en serre. 

Les protocoles de purification sont donnés sous forme de schémas simplifiés 
(j5gures no 29 & 201 

Ils font appel à des techniques désormais classiques (chromatographie 
d’affinité, gel filtrations,... ) couplées, le plus souvent en fin de purification, à des tests 
immunochimiques du type immunoempreintes ou imrnunosélection, permettant de 
caractériser indiscutablement la pureté de la pdparation enzymatique. 

La composition des tampons et réhctifs utilisés est toujours présentée en 
Annexe . 

b) Procédé d’immunisation d’un laoin : 

Nous utiliserons une méthode dérivée de celle proposée par JURD (1978) 
afin de produire des anticorps polyclonaux Anti-Rubisco. Dans ce but, nous immuniserons 
un lapin contre un extrait purifié de Rubisco obtenu & partir de feuilles de plantules de 
Zea mays. 

La chronologie des différentes étapes est la suivante : 

JOURO: 
Aprés une électrophor&se préparative, ( voir Protocole de purification 

de la Rubisco . fis no 19) les fractions de gel de polyacrylamide présentant 
une forte activité RubP Carboxylase sont homogénéisées au broyeur de Potter 
en présence d’adjuvant de Freund (Difco). Le polyacrylamide, sans effet sur 
l’animal, agit ici. comme adjuvant supplémentaire. 

Avant injection, on réalise une première saignée, qui fournit le sérum 
tiré-immun servant de témoin pour toutes les manipulations immuno 
chimiques WI). 

La totalité des fractions actives est broyée et injectée en 4 & 5 piqûres 
sous-cutanées sur le dos du lapin (race : Fauve de Bourgogne). 

JOUR 10 : 
Le lapin subit une deuxi?zme injection d’antigène par piqûre 

intra-veineuse dans la veine de l’oreille. On injecte alors en quatre fois 0,8 
ml de la solution suivante : 06 ml d’extrait enzymatique purifié de RubP 
Carboxylase (obtenu après électroélution - voir Fig. n O 29 ) auxquels sont 
rajoutés 0,2 ml d’adjuvant de Freund incomplet. On effectue 4 injections de 
0,2 ml chacune, à deux jours d’intervalle UO”, 129 14O et 16” jour). 

JOUR30: 
On réalise une saignée du lapin par incision d’un veine auriculaire 

marginale. Le sang est soutiré soit par aspiration (à l’aide d’un dispositif 
spécial relié à une trompe a vide), soit à pression normale par simple 
écoulement dans un bkher ; 25 à 30 ml de sang sont ainsi prélevés. Ils. 
conduiront à l’an& sérum AC2. 

JOUR40: 
Le lapin reçoit une troisième injection d’antigènes : 0,2 ml de solution 

d’enzyme purifiée (500 pg de protéines) + 0,l ml d’adjuvant de Freund 
incomplet, en deux injections sous-cutanées. 

JOUR60: 

hteriel & Méthodes 
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Figure no 21 : Mise en évidence d’un point d’ équivallence dans la formation 
d’un réseau d’immunoprécipitation 

tch d’rntlcorpr EQUhl@nC* Dcbm d’rntipbnr 

7 PrCcipitation quantitative. Des quantités croissantes d’antig+nc sont ajout& 
A un? quantitt fixe d’ant,corps Le surnageant contient des anticorps libres en excés d’anti- 
corps (A gauche) et de I’antrgPne libre en excés d’anugene (A droite) Le surnageant nc 
contient ni antipCne ni anticorps B I’tquivalcncr (au ceotrc) 

d’après BACH (1979) 



113 

Une deuxième saignée, réalisée comme décrit précédemment, fournit 
l’antisérum AC3. 

c) Préparation et purification du sérum : 

Le sang recueilli par saignée est mis à coaguler durant 24 heures à 4°C. Il est 
ensuite centrifugé à 1500 g pendant 30 minutes. Le surnageant, réparti en aliquotes de 1 
ml, est mis à congeler à - 80°C. Il constitue l’antisérum brut, qui contient les anticorps 
polyclonaux (QG), utilisés pour les tests immunochimiques ultérieurs. 

Les imrnunoglobulines G QG) de l’antisérum brut peuvent être purifiées à l’aide 
des techniques classiques de séparation des protéines : précipitation au sulfate 
d’ammonium, chromatographie sur résine échangeuse d’ions (DEAE Cellulose), gel 
filtration (Sephadex G 200) . . . 

Nous avons prépurifié, en routine, les IgG obtenus par précipitation au sulfate 
d’ammonium à 45 %. Le culot est repris par du tampon Tris-HC! 50 mM (pH = 7,6), et la 
précipitation est réitérée jusqu’à décoloration compl&e du sérum (élimination des hémo- 
globines). 

La pureté des anticorps, ainsi que leur éventuelle capacité à former des 
immunoprécipités avec leurs antigènes, est vérifiée à l’aide de tests simples 
d’immunodiffusion en gel d’agarose. 

2) Tests d’immunodiffusion : 

- Principe : 

Antigènes (extraits enzymatiques bruts ) et anticorps (antisérum de lapin) sont mis 
B diffuser librement à partir de puits creusés dans un gel d’agarose faiblement concentré 
coulé sur une plaque de verre. Ils donnent lieu, à l’équivalence, à la formation d’un arc 
d’immunoprécipitation. (figure no 21) 

Si la concentration en anticorps est en excès relatif par rapport B celle d’antigenes, 
les bandes se forment plus pr&s du puits contenant l’antigène ; l’inverse est observé en cas 
d’excès en antigènes. 

Pour vérifier la monospécificité d’une préparation d’anticorps, on réalise un test 
d’OUCHTERLONY face à des extraits enzymatiques végétaux non purifiés. On doit 
alors observer, pour une préparation d’IgG monospécifique, un arc d’immunoprécipitation 
unique. Si les arcs observés sont dédoublés, plusieurs syt&mes enzymatiques présents dans 
l’extrait brut sont reconnus, et l’on peut conclure à une non-spkificiti de la préparation 
utilisée. L’efficience des anticorps est vérifiée par immunodiffusion face à une solution 
d’enzyme purifiée du commerce. 

- Préparation des plaques (I’OUCHTERLONY : 

La solution tampon d’immunodiffusion (zwir Annexe A ; 5 6) est chauffée 
jusqu’à ébullition dans un four à micro-ondes, afin de dissoudre l’agarose. 

Elle est ensuite coulée sur une lame histologique (80,S x 30 mm) parfaitement 
nettoyée à l’alcool. Les lames sont placées à 4°C durant 30 minutes pour parfaire la 

Mtierid di M&odes 
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gélification. Sept puits disposés aux sommets et au centre d’un hexagone sont 
pratiquk à l’aide d’un emporte-pièces adéquat. 

Les plaques de verre sur lesquelles sont coulés les gels sont disposées sur une 
table à niveau : la surface horizontale garantit l’uniformité de l’épaisseur du gel. 

- Incubation : 

Les puits sont remplis avec 10 à 15 ~1 de solution d’antigènes (puits 
périphériques) et d’anticorps (puits central). La diffusion s’effectue en chambre 
humide (enceinte close saturée) afin d’éviter la déshydratation des gels. Elle se 
poursuit durant 24 heures à 4” C. Une incubation témoin est réalisée dans les mêmes 
conditions avec du sérum pré-immun, afin de déceler la présence éventuelle d’arcs 
de précipitation parasites. 

- Révélation des arcs d’immunoprécipitation : 

Aprés incubation, les protéines qui n’ont pas précipité sont éliminées de la 
plaque par trempage dans une solution de NaC19 O/oo. Ce lavage s’effectue durant 
12 heures à 4T sur un agitateur à balancement. Les plaques sont ensuite séchées 
entre deux feuilles de papier filtre épais dans une étuve à 40°C. Elles sont alors 
mises à tremper dans un mélange colorant durant quelques heures, puis lavées dans 
un mélange décolorant. 

La composition des solutions de coloration et décoloration est donnée dans 
I’Annexe B; § 5 & 6. 

Pour une révélation optimale des arcs de précipitation, il est recommandé de 
réaliser plusieurs c)icles : colorrition/décoloration/séchage. 

Les tests d’ouchterlony présentent l’avantage de permettre une comparaison 
directe de plusieurs préparations antigéniques, et de mettre en évidence leurs 
éventuelles parentés irkmünologiques : - - 

Ident M 

Identité partielle 

8 / ô n 0. 0 
- Analyse des réactions cx&es 

dans la techni 
1 

ue d’Ouchterlony. L’rnti- 
shm r>lacC an5 le Duits central a &b 
prCparC contre I’antig’éne B, qui le prki- 
pitc en donnant deux lignes de prki- 
pitts. 11 est aussi 
antiPCnes A et C. e* 

rCcipitC par les deux 
antieCne A Dosskie 

un dkerminant identiqu; & l’an6 
d 

trie B 
et le DrCciDitC doriné Dar A est ans la 
prolo;gatiÔn directe db des deux prC- 
ciDit& donnés Dar B. C’est une rbnction 
d*identitC totale (I’antighne B pourrait 
aussi Ctre contaminé par I’antlgbe A, 
ce qui expliquerait que l’antigéne A ne 
Dcw!de au’un des deux daterminants 
;rCsentts’par B). L’antigéne C posséde 
un déterminant voisin de B (rhction 
d’identitk partielle). La projection indi- 
au& var In dkhe est Situ&e du cbtC 
dppo& au puits contenant l’ontigtne B 
contre lequel I’antisérum a ttt produit 
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Figure no 22 : Immunoélectrophorèse et droite-étalon pour la Rubisco 
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b) Test d’immunodiffusion radiale : Méfhode de MANCINI et aI. (1965). 

- Principe : 

Tout comme les tests d’OUCI-lTEREONY, la méthode de MANCINI est basée sur 
les propriétés d’immunoprécipitation du complexe Antigene -Anticorps. 

On coule un gel d’agarose contenant I”antisCrum sur une lame de verre pour 
microscope. La solution d’antigenes, préalablement déposée dans un puits, diffuse 
librement dans l’agarose et donne lieu à la formation d’un halo d’immunoprécipitation 
dont le diametre observé est proportionnel à la concentration initiale en antig&nes. 

p& 0) 
MANCINI 

Cette méthode permet de déterminer approximativement la teneur en antigene 
d’un extrait enzymatique. Il suffit de comparer le diametre de l’anneau 
d’immunoprécipité avec ceux obtenus avec des quantités connues d’antig$ne purifié. 

- Préparation des plaques de MANCINI : 

La préparation du gel et les tampons utilisés sont identiques à ceux des tests 
d’Ouchterlony. Après dissolution a chaud de I’agarose, on laisse la solution refroidir 
jusqu’à 40° C environ, pour éviter une thermodégradation de l’antisérum. La préparation 
d’anticorps est alors rajoutée, et homogénéisée vigoureusement ; les plaques sont coulées 
le plus rapidement possible. On doit calibrer la quantité d’anticorps à diluer, pour 
trouver l’équilibre antigene/anticorps indispensable à la formation du halo 
d’immunoprécipita tion. 

Après refroidissement des plaques à 4”C, les puits sont creusés à l’aide d’un 
emporte-pièce adéquat. 

L’incubation et la coloration des plaques s’effectuent comme pour les tests 
d’ouchterlony. Les réseaux d’immunoprécipitations forment alors un disque, dont le 
cJiam&e est proportionnel à la quantité d’antigènes déposée. 

3) Immunoélectrophorèse : Méthode de LAURELL. (1966) modifiée par WEEKE 
(1973) 

a) Principe :. 

Cette méthode, dérivant de celle de MANClNI, permet de mesurer de maniére 
simple et rapide de tri% faibles quantités d’antigènes. 

Un antisérum monospécifique est incorporé dans une plaque de gel d’agarose. 
Différentes concentrations de la préparation antigénique à doser sont réparties dans des 
puits alignés. Un champ électrique est alors appliqué perpendiculairement a la ligne des 
puits. Un halo d’immunoprécipitation en forme de fusée (immunorocketl se forme et 
progresse tant que l’antigene est en exces. L’existence d’une relation linéaire entre la 
concentration d’antigènes dans les trous et la hauteur (ou la surface) du précipité permet 
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d’utiliser cette technique pour un dosage précis et sensible des antigènes. (Fig. no : 22 -A ) 

La précision de cette détermination est nettement supérieure à celle obtenue avec 
la technique de Mancini. En effet, grâce à une électrophorèse très longue, la totalité des 
antigènes présents dans le puits est entraînée et participe à l’immunoprécipitation. 

La spécificité des anticorps utilises doit être excellente pour éviter ta formation 
de pics dédoublés. Il est indispensable de réaliser une série de tests préliminaires pour 
chaque extrait enzymatique à caractériser, afin de fixer la quantité optimale 
d’anticorps à incorporer au gel. Si la teneur en anticorps est trop faible, on obtient des 
pics très hauts, sans relation de linéarité avec la quantité d’antigènes déposée. 

On établit une relation linéaire entre la hauteur du pic obtenu et la quantité 
pondérale d’enzyme pure déposée (Figure no 22 -B). . 

bN?réparation des plaaues DOUT électrorihorèse de LALJRELL : 

La solution gélosée contenant les anticorps est coulée sur une plaque de verre de 8 
cm x 8 cm - ou de 8 an x 17 cm - (Composition des tampons en Annexe A). 

L’incorporation des anticorps s’effectue, comme pour les plaques de MANCINI, a 
40” C. Apres gélification de la solution, une série de puits alignés est creusée à l’aide d’un 
emporte-pièces adéquat. 

4 ~1 de solution d’antigene (extrait enzymatique concentré) sont déposés dans 
chaque puits. On réalise plusieurs dilutions “en cascade” de l’extrait et de la solution 
d’enzyme étalon du commerce. 

c)Electrorihor&se : 

La plaque est soumise à une électrophorese horizontale dans une enceinte saturée 
en humidité. La migration s’effectue à 4”C, sous une tension de 150 mV (50 mA/plaque) 
durant 5 heures (ou 80 V durant 12 heures). Le tampon de migration est du type 
Tris/Glycine pH = 83 

Après electrophorèse, la plaque est lavée, puis les immunoprécipités sont colorés 
suivant le procédé décrit plus haut. 

4) Immunotitration de l’activité enzymatique ou irnmunoinactivation : 

Ces tests simples permettent de compléter les résultats obtenus apres 
immunodiffusion en gel (OUCHTERLONY). Ils mettent en évidence la reconnaissance 
spécifique entre anticorps (IgG ou AcMc) et protéine antigénique. 

L’extrait enzymatique, brut ou purifié, est incubé en présence de concentrations 
croissantes en antisérum (IgG). On trace la courbe donnant la perte d’activité de l’enzyme 
(en % d’activité par rapport au témoin sans anticorps) en fonction de la quantité 
d’anticorps présents (en fl d’antisérum IgG ou en pg d’équivalent-protéines). La protéine 
enzymatique se trouve emprisonnée dans le réseau d’immunoprécipité. Apres 
centrifugation, l’activité nkiduelle est dosée dans le surnageant du milieu d’incubation. 

Pour la RubP Carboxylase, une grande partie de l’activité se retrouve dans 
l’immunoprécipité : la formation du réseau de précipitation n’affecte pas, dans ce cas, 
les sites actifs de l’enzyme. Par contre, lors de 1 ‘immunotitration de l’activité Nitrate 
Réductase, le culot de précipité ne présente plus aucune activité ; les anticorps bloquent 
alors les sites actifs. (Figure n o 23). 

La quantité d’IgC nécessaire pour obtenir 100 % d’inactivation peut donner (par 
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Figure no 23 
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référence à la courbe d’immunotitration, par le même antisérum, d’une enzyme purifiée 
du commerce), une approximation de la quantité d’enzyme active présente. 

Les courbes d’immunotitration fournissent des renseignements originaux concernant 
les diverses formes actives/inactives d’une protéine enzymatique et leur antigénicité. 

ACTIVITE ENETMATIQUE (%) 

Cl a 

Pour une mtme perte d’acUvlté (SG%). 
La quantité d’IgCi mobilisée est nettement 
plus forte pour I’exhait n02. Cet extrait 
contint donc moins d’cvc par unité 
de protChc 

Pour um mCme 
la quantité dTgG mo Ukée est nettement % 

rte d’acWiti (50%). 

plus GJlte pour kxtralt rP2. cet cxtralt 
est plua riche en formes INACYIIVES de 
k-e. Il pnknte une antlgéntclté 
supér~eurc pour ~IXZ activité identique. 

Dans l’extrait n02. fl faut plus d’enzyme, 
en quanUL+ pur asswcr la même actMti 
que dans l’extrait n’l. 

Dans le cas d’enzymes inductibles (du type Nitrate Réductase, par exemple), 
l’examen de courbes d’immunotitration, réalisées à activité égale au 100% sur des 
extraits induits/non-induits, peut renseigner utilement sur la nature de l’induction : 
synth&e de noua de protéine active, ou activation de formes dèja présentes, par lecture 
directe du graphe obtenu. 

5) Immunoempreintes : ou immuno&Zoffing, 
a) Principe : 

Après une électrophorèse en conditions dénakrantes ou non, les protéines sont 
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Western blotting). On réalise alors une 
révélation immunochimique spécifique. 

La technique des immunoempreintes fait appel au même principe de révélation 
que les tests ELISA. On effectue, sur les protéines antigéniques à identifier, une fixation.. 
secondaires d’anticorps porteurs d’une activité aisément visualisable, ou quantifiable en 
spectrophotométrie (péroxydases, phosphatases). 

b) Electrotransfert : ou Westm blotting 

Les extraits enzymatiques à révéler subissent, dans un premier temps, une 
électrophor$se de type SDS PAGE suivant le protocole préctklemment décrit. 

En vue de révélations immunochimiques, on réalise un électrotransfert des 
protéines du gel de polyacrylamide vers une membrane de nitrocellulose, en les 
soumettant g un champ électrique au travers d’un “sandwich” (syst&me “Lagon”- 
BIORAD). 

.  .  .  I  
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Figure no 25 : FIXATION SECONDAIRE D’ANTICORPS MARQUÉS : 

PROTÉINE GLOBULAIRE ANTISERUM DE LAPIN COMPLEXE ANTIGENE-ANTICORPS 
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- .SENS DE L’ELECTROTRANSFERT _I). 

L 

Figure PI* 24 : Schéma de I’éZéctrotransfert aprks klectrophorèse sur système BIORAD “Lagon” 

Le transfert s’effectue à 40 Volts (350 mA) pendant 6 heures, à 4-8°C. Ku cuve de 
transfert est thermostatée). L’efficience de l’électrotransfert est vérifiée visuellement 
par le passage sur la membrane des marqueurs de poids moléculaire colorés. 

On peut compléter cette observation par une coloration du gel de polyacrylamide 
au Bleu de Coomassie, qui doit révéler une absence totale de protéines après transfert. 

Une fois l’électrotransfert réalisé, la membrane de nitrocellulose est saturée en 
protéines, afin d’éviter une fixation ultérieure des anticorps, à l’aide d’une solution de 
Sérum Albumine Bovine ( 5% dans du tampon Tris 0,Z M ; pH = 7,6 + O,OS% de Tween 20). 
Apres saturation, la membrane est rincée plusieurs fois avec du tampon Tris-HQ 50 mM 
(pH = 7,6). 

c) Révélation immunochimiaue suécifiaue : (voir lu figure no 25) 

La membrane est ensuite mise en contact par trempage avec une solution 
d’antisérum monospécifique de lapin dirigée contre la protéine végétale à déceler (RubP 
Carboxylase, par exemple). On réalise une solution d’anticorps (150 J d’untisérum dans 
20 ml de tampon Tris 0,lM ; pH = 7,6), dans laquelle est mise à tremper la membrane. 
L’incubation se poursuit durant 12 heures à 4”C, ou 5 heures à 20°C. 

Une deuxieme incubation est ensuite effectuée a l’aide, d’anticorps IgG du 
commerce, (anti-lapin ou an&souris, suivant l’animal immunise contre la protéine 
végétale à révéler), porteur d’une activité péroxydasique. 

On utilise 60 à 100 fl de solution d’IgC marqués à la péroxydase pour 20 ml de 
tampon Tris-HC1 50 mM (pH = 7,6). Les conditions de l’incubation’ont été précédemment 
décrites. 

Les bandes électrophorétiques porteuses d’activité péroxidasique sont révélées par 
l’action d’une solution de chloronaphtol (Voir Annexe B; 5 : 3). Le chloronaphto1 est 
utilisé de préférence a la diaminobenzidine, à risque cancérigène. La coloration est très 
instable, et nécessite la prise immédiate de clichés photographiques ou de photocopies. 
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Figure no 26 : Schéma d’une mini-colonne d’immunosélection 
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Les tests ELISA font appel au même principe de révélation, à l’aide d’anticorps 
porteurs d’une activité enzymatique aisément quantifiable en spectrophotométrie 
(péroxydases, phosphatases). Cette méthode, récemment appliquée aux enzymes 
végétales, donne des estimations quantitatives satisfaisantes, utilisables pour la 
titration en série d’un grand nombre d’échantillons. Ainsi, plusieurs auteurs ont mis au 
point des méthodes de dosage pondéraux de la Nitrate Réductase (CAMPBELL & RIPP - 
1984, MAKI & coll. - 1986) et de la Rubisco (CATT & MILLARD - 1988). 

D’autres types de révélations par fixation secondaire d’IgG marqués peuvent être 
utilisés. Pour la Nitrate Réductase, l’emploi d’anticorps anti-lapin marqués à l’iode 125 
permet, apres autoradiographie, une mise en évidence optimale des bandes 
caractéristiques de la protéine, avec une résolution ires supérieure aux autres systèmes 
(coloration au nitrate d’argent ou au Bleu de Coomassie). 

6) Techniques d’immunosélection : ou chromatographie d’immuno 
affinité : 

: aPrincipe 

Les anticorps spécifiques d’une protéine enzymatique sont fixés sur un gel d’agarose 
par l’intermédiaire de la Protéine A. On élue l’extrait enzymatique sur une colonne de ce 
gel, afin d’ y fixer spécifiquement I’enzyme. 

bProtocole expérimental : (vdr la figure tz” 26) 

On réalise une coiortne~d’immunoaffinité à l’aide d’un gel de Protéine A-Sépharose 
(S@a). Ce gel est mis en présence (12 heures - 4°C) d’une solution d’anticorps de lapin 
dirigés contre une protéine végétale, dans du tampon Phosphate 50 mM (pH = 7,O). On 
incube ainsi 50 à 70 fl de solution d’IgG avec 100 ~1 de gel. Les IgG se fixent alors sur la 
protéine A. (Cette fixation n’est effective qu’avec des IgG de lapin). Un bon contact 
$$/Protéine A doit être assuré par agitation continue. 

On dispose alors le gel sur une mini-colonne d’immunos&ction : 
On place un peu de coton de verre au fond d’un embout pour micropipette GILSGN 

de 1 ml, puis on y coule le gel (100 ~1 environ). La colonne est alors rincée avec 20 ml de 
tampon Phosphate 50 mM (pH = 7,O) afin d’éliminer les anticorps en excès. On peut 
vérifier, par coloration de SEDMAK & GROSSBERG (1977), i’absence de protéines 
solubles dans l’éluat. 

L’extrait enzymatique est ensuite déposé en tête de colonne, a pression 
atmosphérique ou sous flux d’kote, afin d’assurer un goutte a goutte régulier. La réaction 
de fixation Antigène-Anticorps est instantanée à 20°C. Les IgG fixent spécifiquement sur 
la colonne leur protéine antigénique. 

Lorsque la totalité de l’extrait est éluée, la colonne est rincée a& 20 ml de tampon 
Phosphate 50 mM (pH = 7) contenant du Na Cl à 9 %o. On effectue ensuite un deuxikne 
rinçage avec le même volume de tampon Tris-HQ 50 mM (pH = 7,0), car l’utilisation de 
tampon. Phosphate est incompatible avec d’éventuelles électrophorese sur gel de 
polyacrylamide, postérieures à l’immunosélection. , 

Le gel (mélange Sépharose + Protéine A + IgG + Antigène) est récupéré en 
découpant l’embout au scalpel. 

Le gel est ensuite soumis 8 une dénaturation (noir le 5 : Techniques d’dectro 
phorèse). Les protéines dénaturées sont ensuite séparées par électrophorke SDS PAGE. 
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Après la migration, une révélation au Bleu de Coomassie montre les bandes 
caractéristiques : 

- de la Protéine A (dissociée du gel) 
- des anticorps IgC 0 sous-unités) 
- de la protéine antigénique. (NATO & VIDAL, 1983) 

Nota : II est possible de “décrocher” le complexe anfigènejanficorps du gel par 
élufion avec un tampon Acide acéfiquejacéfafe de Na 50 mM (PH = 2,8). On recueille 
alors I’éluaf dnns du tampon Tris-HC1 100 mM (pH = 7) pour Ie neutraliser rapidement et 
éviter ainsi une dénafurafion définitive de l’antigène. DAUSSANT 6 SKAKOUN 
(1985) suggèrent 1 ‘emploi d’ions chaofropiques, ou d‘urée. Des conditions permettant une 
désorpfion non dénafurunfe ont été proposées, qui sont susceptibles de généralisation : 
solutions hypofoniques, eau distillée... (BUREAU & DAUSSANT - 1981) 

La chromatographie d’immunoaffinité est d’une grande utilité pour 
éliminer d’un extrait enzymatique un contaminant connu: (par exemple : Rubisco/PEF 
Case). Elle peut être utilisée en routine pour parfaire la purification d’une préparation 
antigénique, avant immunisation de l’animal de laboratoire. 

Lors de l’incorporation par des suspensions cellulaires de 35S méthionine, 
nous avons pu, grâce à cette technique d’immunosélection, mettre en évidence 
l’incorporation de radioactivité spécifiquement dans quelques systemes enzymatiques. 
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F) MICROSCOPIE OPTIQUE & ELECTRONIQUE : 

1) Microscopie optique : 

Les suspensions cellulaires sont observés sur une lame porte objet à l’aide d’un 
microcope optique inverse de marque Leitz (modele : DIAVERT), équipé d’une chambre 
photographique 24 x 36 mm WILD. 

2) Microscopie électronique : 

a) fixation des échantillons : d’après REYNOLDS (29631 b SPURR (1969). 

1) Préinclusion des cals (ou des suspensions cellulaires filtrées sous vide) 
dans la gélose à 2 %. La gélose est dissoute dans un tube a essai, puis coulée 
dans une boite de Pétri en verre. Les fragments végétaux y sont alors inclus, 
puis découpés en cubes de 1 mm de coté environ. 

2) Fixation (12 à 24 h) dans le glutaraldéhyde : 
La solution de glutaraldéhyde est préparée à 3 % final dans du tampon 
cacodylate dilué 2 fois : 
- 10 ml de solution aqueuse 25 % de glutaraldéhyde (SIGMA G 5882) 
- 42 ml de tampon cacodylate pH 7,2. (8 g de cacodylate de Na dans 500 ml 
d’H20 bidistillée). 
- 32 ml de H20 bidistillée. 
Les échantillons sont placés dans des piluliers obturés par une fine toile 
de nylon de type Blutex (36~). 

31 Rinçage (3 bains de 20 mn a 1 heure) dans le tampon cacodylate pH 7,2. 

4) Post-fixation dans l’acide osmique Os04 à 1% (w/v) durant 2 heures. 
Solution d’acide osmique 1% : 
- lg d’acide osmique solide Os04 dans 50 ml d’H20 bidistillée + 50 ml de 
tampon véronal. 

Préparation du tampon véronal : 2 volume de solution acétique + 1 
volume de solution de diéthylmalonylurée + 2 volumes d’HZ0 
bidistillée. 
- solution acétique 0,14 M : 1,90 g d’acétate de sodium dans 100 ml 
d’H20 bidistillée. 
- solution véronal 0,14M : 2,58g de véronal sodique dans 100 ml d’H20 
bidistillée. 

SI Rinçage : 3 bains de 20 minutes dans de l’eau bidistillée. 

61 Deshydratations successives dans l’éthanol 10”, 20”, 30”, 50”, 70”, 80”, 95O, 
100”. 

La durée de chaque bain est de 20 minutes à 1 heure. 
Les &hantillons peuvent être conservés en cours de fixation dans 

I’éthanol 70”. 

7) Ethanol 100° (3 bains de 20 minutes à lheure chacun) 
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b) inclusion des échantillons : 

Elle s’effectue dans la résine de SPURR (1969) suivant le protocole suivant : 

1) Mélange 6060) éthanol lOO/oxyde de propylène : 1 bain de 20 minutes 

2) Oxyde de propylène pur : 3 bains de 20 minutes chacun 

3) Mélange oxyde de propylènel résine de SPURR* : 24 heures chacun 
- 1 bain de mélange oxyde de propylene/Spurr : 2/3-l /3 (v/v) 
- 1 bain de mélange oxyde de propylene/Spurr : 1/3-2/3 (v/v) 

41 Résine de SPTJRR pure : 2 bains de 2 heures à 24 heures chacun 

5) Inclusion définitive à la résine de SPURR : dans des moules plastiques 
adéquats (fab. LADD, Réf no 21775). Les échantillons coulés dans des moules 
sont mis à sécher à l’étuve (70°C) durant 8 heures, afin de parfaire la 
solidification de la résine. 

*Préparation de la résine de SPURR (1969) : 
On mé%ange dans l’ordre : 
- Vinyl cyclohexane dioxide (ERL 4206) .: 
- Diglycidyl ether of propylene glycol (DER 736) : 
- Nonenyl succinic anhydride (NSAJ : 
- Diéthylaminoéthanol (Sl -Accelerateur) : 

1og. 
6g. 
26g. 
OA g. 

Ces produits sont fabriqués par TAAB Lab. (En~landI et distribués par EUROBIO 

c) Préparation des coupes microscopiques : 

Les coupes microscopiques ont été réalisées au service Commun de Microscopie 
Electronique de 1’U.S.T.L. Montpellier. Elles ont été effectuées à l’aide d’ un 
ultramicrotome REICHTER Om U2. 

d) Observations microscopiques : 

Elles sont effectuées à l’aide d’un microscope électronique à transmission de 
marque : JEOL (Type JEM 1OOB). Des photographies noir et blanc sont effectuées pour 
chaque observation. 

3) Analyses d’images : 

(Elles ont été réalisées grâce à la collaborafion de Mr C.E. GRIL au Service 
Commun de Microscopie Electronique de 1’U.S.T.L. Montpellier) 

Les tirages photographiques noir et blanc obtenus en microscopie électronique sont 
analysés à l’aide d’un système informatique de marque DATA SYSTEMES. Le 
développement du matériel et du logiciel a été assuré par Mr GRIL (S.M.E. /U.S.T.L.) 

a) Principe : 

L’analyse consiste à faire l’acquisition d’une image en la numérisant. Celle-ci est 
décomposée en 512 x 512 points (Pixels) ayant chacun une valeur de gris comprise entre 0 
(pour le noir) et 255 (pour le blanc). Un niveau de gris représente une température T, et 
deux niveaux de gris consécutifs sont séparés par une fraction de degré. 
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Figure no 27 : SCHEMA DE L’ ANALYSEUR D’IMAGES 

1 Camera vidéo CCD Haute résolution 4 Ecran vidéo Noir & Blanc 
2 Micro-ordinateur: moniteur & clavier 5 Ecran vidéo Couleur 
3 Unité centrale informatique 6 Imprimante 
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L’image en noir et blanc obtenue est alors colorée en fausse couleur en attribuant à 
chaque niveau de gris une couleur différente choisie dans une palette de 16 millions de 
tons (obtenus par la combinaison des trois couleurs fondamentales: bleu, vert, rouge). 

b) Matériel : (Fieure no 27) 

L’analyseur d’images est compose d’une caméra CCD Haute Résolution (Panasonic 
WW CD 20), d’un moniteur de micro-ordinateur relié à une unité centrale puissante. 
Cette unité est équipée de deux écrans vidéo (noir et blanc et couleur) pour l’observation 
des images acquises, puis traitées. Une imprimante permet de visualiser l’analyse. 

Pour les besoins de notre étude, nous avons réalisé une série de prises de vue 
photographiques directement sur l’écran vidéo couleur. 
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CHAPITRE 3 
RESULTATS & DISCUSSIONS 

R&ultats & Discussions 
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A) ETUDE DE QUELQUES PARAMETRES DE CULTURE SUR DES CALS DE 
PROLIFERATION D’ABRUS PRECATORIUS CULTIVES EN 
PHOTOMIXOTROPHIE : 

L’établissement d’un souchier statique stable et abondant constitue un préalable 
indispensable à la suite de notre étude. Ce souchier assure la pérennité de notre 
matériel végétal, la matière Premiere pour la création de suspensions cellulaires, ainsi 
que la fourniture en biomasse nécessaire à la mise au point de diverses techniques 
d’analyse (enzymologie, métabolites secondaires.. .) 

Nota : Ces résultafs ont été obtenus grâce à des expérimentafions menées en 
coIlaborafion avec 1. HARDY -GLARIS (7988) & F. GALLE (19881. 

L’étude de la croissance des cals photomixotrophes a été réaliséë sur la lignée 6H . 
La souche avait subi, au moment de cette étude, 43 repiquages sur le milieu de base 
M.&S. (voir le tableau no : 5) contenant 15 g. 1-l de saccharose. Les cals de. prolifération 
agés de 3 semaines sont fractionnés, et les fragments les plus chlorophylliens servent 
d’inoculum. Ils sont disposés régulièrement sur 80 ml de milieu gélosé, dans des fioles 
d’Erlenmeyer de 250 ml. Cinq cals représentant une masse totale de 130 mgpMF (+/- 48) 
sont déposés dans chaque fiole. Les conditions de culture ont été décrites précédemment. 

Une fiole est prélevée tous les deux jours afin d’évaluer plusieurs paramètres 
Cbiomasse, chlorophylle...). Les cinq cals sont pesés, essuyés, et la biomasse totale 
contenue dans l’erlen est prise en compte pour estimer la croissance. Trois des cinq cals 
sont déshydratés afin d’estimer le poids de mati&re s&che. Les deux cals restants sont 
utilisés pour la détermination des chlorophylles totales. 

1) Evolution de la biomasse : (Figure no 28) 

La biomasse des cals suit une croissance régulike, sans phase de latente en début 
de culture. En 22 jours, le poids de matière fraiche, exprimé par fiole, est multiplié par 
20. La courbe de croissance ne montre pas de phase de ralentissement en fin de culture, 
aucun facteur limitant ne semble donc intervenir à cette date. (fig. no 28-A). La masse de 
matière fraiche des cals suit une courbe de croissance exponentielle tout au long du cycle 
de culture. En effet, l’expression de la biomasse fraîche en coordonnées 
semi-logarithmiques suit, avec une excellente corrélation (r = 0,99) une évolution 
linéaire en foncyion du temps durant toute la durée du cycle. (fig. no 28-B) 

Les cals restent friables durant toute la culture, avec une teneur en eau importante, 
comprise entre 92 et 95 %. (fig no 28 -C) 

Ce caractère est primordial : il permet d’obtenir aisément, sans dissociation 
chimique ou enzymatique, des suspensions cellulaires fines et homogenes. 

2) Evolution de la teneur en chlorophylles totales : 

La figure no 29 présente l’évolution de la teneur en chlorophylles totales (a+b). 
Exprimée par mg de matiére sèche, cette teneur chute au cours des premiers jours de la 
culture (0 à 4 jours) pour croître ensuite jusqu’au 8”, se stabiliser (8 à 18 jours), et enfin 
décroître en fin de cycle. Cette courbe refkte, plus précisément, l’intensité de la 
biosynthèse en pigment. Au cours des premiers jours de culture, on observe une croissance 
active, et une chlorophyllogénèse faible. 

Cet antagonisme entre élaboration active de biomasse et chlorophyllogénèse a été 
notée par plusieurs auteurs (DAVEY et al. - 1971; DALTON & STREET - 1976 ; NATO et 
al. - 1977 ; HARDY - 1984). Il est cependant nécessaire de faire clairement la part entre 
les effets de la croissance proprement dite, et ceux des multiples facteurs externes qui 
l’accompagnent : modifications de l’environnement gazeux, de la teneur en saccharose,. . . 
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Figure no 28 : Evolution de la biomasse dans une culture de cals photomixotrophes 
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Figure no: 29 
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Par contre, si l’on exprime la quantité de chlorophylles en microgramme par 
fiole, on met en évidence une toute autre évolution. Ici, c’est la résultante des phénomènes 
de croissance en biomasse et de chlorophyllogénese qui est considérée. La quantité de 
pigments reste stable durant les premiers jours de culture (0 a 4 jours), puis augmente très 
nettement (x $5) jusqu’au 18O jour. A la fin du cycle, on remarque une chute nette du taux 
de chlorophylles, signe de l’évolution de la suspension vers un état sénescent. 

Il apparaît ici nettement que le critere à retenir pour établir la fréquence de 
repiquage des cals n’est pas le ralentissement de la croissance, mais celui de la 
chlorophyllogén&e. Notre but est de sélectioner des cals exprimant une synthèse active 
en pigments chlorophylliens, liée à une capacité photosynthétique importante. 

Nous avons régulierement repiqué ces cals tous les 20 jours environ, en éliminant, 
lors de chaque passage, les parties dépigmentées ou nécrosées. 

3) Mise en évidence d’une photosynthèse nette : 

L’enregistrement présenté ci-contre (figure no 301 décrit les échanges d’oxygene 
mesurés 1 l’électrode de Clark pour des cals chlorophylliens récoltés en fin de culture (3 
semaines). Une photosynthèse nette peut être clairement mise en évidence. Son intensité 
dépend du taux d’oxygene dissous présent dans la cuve de mesure au moment de 
l’éclairement. Ce type de cals potentiellement autotrophe, chlorophyllien et friable 
sera utilisé comme inoculum afin d’obtenir des suspensions cellulaires . 

Nota : Notre souchier de cals hétérottophes n’a pas fait l’objet d’ une 
caractétisation précise. Il a été entretenu dans le but de conserver un matériel végétal 
hétérotrophe de référence pour des études ultérieures (obtention de suspensions 
hétérotrophes, enzymologie, dosage éventuels de métabolites secondaires...) 
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Figure no 31: Evolution de la biomasse (P.M. F. & P.M.S.) dans les 
quatre types de cultures cellulaires étudiés. 



Bl ETUDE CINETIQUE DE DIFFERENTS P ARAMETRES DE CULTURE SUR DES 
SUSPENSIONS CELLULAIRES HETERO & PHOTOMIXOTROPHES 
CULTIVEES EN FIOLES OU EN BIOREACTEUR AERE : 

Nota : Les résultats présentés dans ce paragraphe, qui concernent la 
caractérisation de la lignée 6H d’ Abrus vrecatotius, cultivée en suspension cellulaire, 
ont été obtenus conjointement avec 1. HARDY-Cl&% (1988). 

L’ensemble de nos résultats sera présenté dansles paragraphes suivants sous la 
forme de graphiques groupant les quatre cultures cellulaires réalisées. Chaque étude 
cinétique concerne les résultats d’un cycle de culture unique, sur laquelle ont été étudiés 
les mêmes paramètres. Le temps imparti à cette étude, et l’abondance des paramètres 
étudiés ne nous ont pas permis de faire un nombre important de cultures de chaque type. 

Nous avons choisi de présenter, pour chacun des quatre cas, la culture la plus 
représentative, pour laquelle l’ensemble des paramètres présentés a pu être étudié. Il 
sera précisé, chaque fois que celà est nécessaire, si il a été fait appel aux résultats 
concernant une autre culture. 

1) Evolution de la biomasse : (Figure no 31) 

Pour les quatre types de cultures présentées, les courbes de croissances (exprimées 
par rapport au PMF) présentent, en début de cycle, une phase de latente nulle ou de 
courte durée (un jour au maximum). Une phase de croissance accélérée commence dès les 
premiers jours suivant le repiquage. 

Si l’on compare la croissance en matiere fraîche et en matiere sèche des 
suspensions, on peut discerner, dans tous les cas présentés, une évolution semblable : le 
PMS croît beaucoup plus rapidement que le PMF durant la-phase exponentielle, puis 
cette tendance s’inverse en fin de culture. 

Ces données confirment les résultats de nombreux auteurs qui ont mis en évidence 
deux phases distinctes dans la croissance de suspensions cellulaires in vitro : une phase 
de prolifération rapide (mérésis) des cellules, suivie d’une phase de grandissement 
cellulaire (auxesis). (MOHANTY & FLETCHER - 1978) 

Diverses équipes ont étudié l’évolution de l’index mitotique (1.M.) en cours de 
culture : elles ont ainsi mis en évidence une augmentation concomitante de 1’I.M. et de la 
biomasse durant la phase exponentielle de croissance (TORREY et al. 1962, 
HENSHAW et al. -1965). Ainsi, I?ndex mitotique passe de 0 B 4% de la population 
cellulaire entre l’inoculation et le 4” jour dans une suspension de Silene aIbu. De plus, la 
taille moyenne des cellules varie en sens inverse de KM. et de la densité cellulaire sur 
ce même matériel (DUBOIS et al. -1976) T 

En outre, THOM ef al. (1981) décrivent, sur une suspension cellulaire de canne à 
sucre, une augmentation nette du volume relatif de la vacuole (de 62 a 71% du volume 
cellulaire total) au cours de la phase stationnaire. 

Concernant la présente étude, des mesures de taille moyenne des cellules auraient 
sans doute permis de confirmer cette hypoth&se sur notre matériel végétal. 

Le tableau ci- dessous permet de comparer quelques caractéristiques de la 
croissance, établies par rapport au poids de matiere skhe, pour les quatre types de 
cultures étudiées : 

Résultats & Discussions 
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Tableau no 7 : Comparaison des parametres de croissance calculés sur différents types de culture 

- Suspension héférotrophe en fioles : 

Dans ce cas, l’accroissement en mati&re sèche ne marque p?s de temps de latente, et 
la biomasse skhe ne commence à croître qu’apr&s 24 heures de culture. 

C’est le type de culture pour lequel l’accroissement en poids de matière sèche et la 
productivité en biomasse sont le plus élevés. La teneur en eau des cellules reste inférieure 
à 90% pendant tout le cycle de culture. Cette valeur relativement faible peut s’expliquer 
par la morphologie même de la suspension : les cellules hétérotrophes sont groupées en 
microcals compacts de 1 à 3 mm de diam&re. 

D’autre part, la forte teneur en saccharose interne mesurée sur ces cultures par 
HARDY-CLARIS (1988) peut également expliquer ce rapport PMS/PMF plus important. 

MERILLON ef al. (1983) proposent la même explication pour des suspensions 
cellulaires hétérotrophes de Cafhranfhus roseus. 

La phase exponentielle de croissance dure 5 jours, puis se ralentit. La biomasse 
reste stationnaire à partir du 8” jour. Les poids de matière fraîche (PMF) et de matière 
sèche @‘MS) suivent une évolution comparable. 

- Suspension photomixotrophe en fioles : 

La courbe d’évolution de la biomasse ne montre pas de phase de latente, les 
conditions d’entretien de la lignée ayant été fixées dans ce but. La culture croît 
exponentiellement durant 7 jours (si l’on suit le poids de matike sèche), puis se stabilise. 
Par contre, la biomasse fraîche de la culture suit une augmentation constante durant tout 
le cycle de culture. 

Cette évolution est semblable à celle décrite par DUBOIS (1975) sur une suspension 
cellulaire de Silene albu cultivée en fioles à la lumiere. 

L’arrêt de l’accroissement en matière sikhe est compen&, en fin de culture, par un 
enrichissement en eau des cellules, vraisemblablement par grandissement cellulaire. Ce 
type de cellules présente un Temps de doublement trPs long (5 jours) et un accroissement en 
biomasse le plus faible des quatre cas étudiés. 

- Suspension hétérotrophe en bioréacteur : 

L’ évolution du poids de matitire sèche fait apparaitre une phase de croissance 
exponentielle qui se poursuit jusqu’au 6” jour, aprk une courte phase de latente d’un jour. 
La croissance en biomasse (PMS) se ralentit (6-10 jours) puis reste constante à partir du 
10” jour. Le poids de matière fraîche croit linéairement tout au long du cycle. La 
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Qure no 32 : Evolution de l’intensité respiratoire et de la photosynthèse 
dans les quatre types de cultures cellulaires étudiés. 



suspension présente, comme lors de la culture en fioles, une teneur en eau inférieure à 
90 %. 

- Suspension photomixotrophe en bioréacteur : 

La reprise de croissance, lors du transfert des cellules en bioréacteur, s’effectue 
sans phase de latente. Le PMS suit, des l’ensemencement, une croissance exponentielle, 
qui se poursuit durant les trois premiers jours de culture. Une croissance active de la 
population se prolonge jusqu’au jour 8. La biomasse fraîche évolue linéairement durant 
11 jours, puis décroit légèrement en fin de cycle. La teneur en eau des cellules est 
su@ieure a 90% tout au long de la culture. 

Les taux de croissances mesurés sur notre matériel végétal sont du même ordre que 
ceux décrits dans la littérature : 

Ainsi, VELIKY & MARTIN (1970) obtiennent, pour des suspensions cellulaires 
hétérotrophes de Phase&s vulgati un taux de croissance maximum p. M&( de 11. 10m3 
h-l avec un temps de doublement de 84 heures. Sur une lignée hétérotrophe de Medicugo 
suhz, PAREILLEUX & CHAUBET (1980) rapportent un p MAX de 12 . 10s3 h-l . 

N. LAMBERT (1989) mesure, sur des suspensions cellulaires hétérotrophes et 
photomioxotrophes de Tephrosia vogelii un taux de croissance maximal de l’ordre de 
14.10-3 h-l . 

2) Evolution des échanges gazeux : (Figure no 32) 

a> Evolution de la respiration : 

Pour tous les types de culture, l’intensité respiratoire montre un pic très marqué lors 
de la phase exponentielle de croissance (2”-4” jour de culture). Les intensités 
respiratoires maximales exprimées par rapport au poids de matière sèche sont plus 
importantes (x 2 environ) pour les suspensions photomixotrophes aussi bien en réacteur 
qu’en fioles. Ces différences sont dues à une teneur en eau beaucoup plus faible chez les 
cellules hétérotrophes. En effet, une fois ramenées au poids de matière fraîhe, les 
intensités respiratoires présentent des valeurs comParables. 

Chez les cellules hétérotrophes, ce pic est plus tardif (48 h) que chez les cellules 
photomixotrophes (24 h). L’intensité respiratoire maximale atteint 130 ltrnoles 02 
consommées . h-* * mg-l PMS environ, en fioles comme en bioréacteur. Lors de cultures en 
fioles, l’intensité respiratoire retrouve sa valeur initiale au bout de 6 jours. En 
bioréacteur, I’IR retrouve sa valeur initiale, puis le métabolisme respiratoire faiblit en 
fin de culture. 

Dans le cas des cultures photomixotrophes, la respiration cellulaire atteint, apres 
48 heures de culture, une valeur maximale de 300 (cultures en fioles 1 et 380 pmoles 02 
consommées. h-l * mg-l pus (bioréacteur). 

L$s suspensions chlorophylliennes dIAbrus montrent donc un comDortement 
hétérotxouhe en début de culture la croissance étant assurée par la “respiration” 
préférentielle du substrat carboné exogène : le saccharose. 

‘En fiole, la fin du cycle de culture se traduit par une augmentation de l’activité 
respiratoire. Il semblerait dans ce cas qu’un métabolisme très oxydatif s’installe lors de 
la sénescence de la suspension. 

De nombreux auteurs ont mis en évidence une augmentation de l’intensité 
respiratoire concommitante à la consommation des sucres du milieu 
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b) Evolution des échanges d’oxv&te à la lumike : 

Pour les cultures en erlens et en bioréacteur, l’activité photosynthétique ne 
s’exprime pas durant la phase exponentielle de croissance. On note, dans les deux cas, 
l’apparition d’une photosynthèse nette en fin de culture (a partir du 12’ jour). Cette 
photosynthèse nette est deux fois plus importante en fioles (100 poles 02 produites. h-l 
* mg-l PMS) qu’en bioréacteur aéré. 

Nous avons utilisé, lors de nos expérimentations en fioles d’Erlenmeyer, des 
bouchons en silicone hautes performances de type Versilic (fabrication Vemeret). Ces 
bouchons, par leur caractéristiques physico-chimiques(perméabilité-diffusion) 
maintiennent dans les erlens une atmosphere confinée propice à l’expression de la 
photosynthèse : en effet, des mesures de la composition gazeuse dans les fioles, réalisées 
pour ce même matériel par HARDY (19841, ont montré que la teneur en CO, pouvait 
atteindre 10 fois celle de l’air ambiant, alors que la teneur en 02 était plus faibie 
(quelques %) par rapport h la normale. Ces résultats viennent confirmer les données 
présentées par DALTON & STREET (1976). 

Cette photosynthése est transitoire et ne représente qu’un état temporaire avant 
la sénescence de la culture ; la susuension est alors uotentiellement autotrophe, Pour 
HARDY (1984), le gaz carbonique présent dans l’erlen (issu de l’activité respiratoire) est 
insuffisant pour assurer une croissance réellement photoautotrophe de la suspension. 

1. HARDY-CLARIS (1988) a tenté, sur. notre matériel végétal (lignée 6H 
photomixotrophe) de réaliser le passage à l’autotrophie, en atmosphère enrichie (2 %) 
en CO2. Une croissance autotrophe stable n’a malheureusement pas pu être obtenue. 

L’auteur attribue cet échec au systeme de culture discontinu employé, qui semble 
insuffisant pour maintenir la pression de sélection nécessaire (pas de saccharose exogène, 
atmosphère enrichie en CO2) à l’expression des capacités photosynthétiques d’un nombre 
suffisant de cellules. L’utilisation d’un système de culture différent (en continu par 
exemple) aurait sans doute permis de maintenir cette pression à un niveau permettant la 
sélection et la survie d’une population suffisante de cellules photoautotrophes. 

3) Evolution de la teneur en chlorophylles : (suspensions photomixotrophes) 

Les cellules cultivées en bioréacteur comme en fioles connaissent, durant les 
premiers jours de la culture, une inhibition de la synthèse des chlorophylles. La 
chlorophyllogénèse redevient active lors de la phase stationnaire, dès que la teneur en 
sucres du milieu est nulle (Figure no 33). Cette évolution rappelle celle rencontrée dans 
les cals de prolifération de la même lignée. 

Exprimé par mg de PMS, le taux en pigments atteint 0,72 I.tg (au jour Il) pour les 
cellules en bioréacteur, et 1,l I.tg (jour 14) pour les cellules en fioles. Les derniers jours 
avant repiquage voient diminuer sensiblement le taux en chlorophylles, indiquant une 
évolution de la culture vers un état senescent. Alors que le taux en chlorophylle est 
multiplié par 5,5 pour les cultures photomixotrophes en Erlenmeyer (atmosphère 
confinée), les cellules d’Abrus cultivées en réacteur agité et aéré synthétisent peu de 
chlorophylle (x 21, ne rétablissant pas en fin de culture, dans nos conditions, la teneur 
initiale en pigments. 

Lors du repiquage, les cellules sont mises en présence d’une teneur en sucre 
importante, qui limite la chlorophyllogénèse. Le saccharose constitue alors le substrat 
carboné privilégié, qui va être catabolisé par respiration. 

Ce rôle inhibiteur du saccharose sur la chlorophyllogénèse a été étudié par de 
nombreux auteurs (EDELMAN & HANSON - 1972 ; YAMADA & SATO - 1978 ; HARDY 
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Figure no 34 : Evolution des glucides exocellulaires dans les 
quatre types de i=ultures étudiés. 



- 1984). Son effet se traduit alors par une réduction du nombre de choroplastes par 
cellules et du développement des thylakoïdes (EDELMAN & HANSON - 1971). Cette 
inhibition du verdissement semble spécifique au saccharose ; elle n’est pas retrouvée si 
des sucres simples sont utilises comme source de carbone (DURANTON et aI. - 1964). En 
outre, elle n’est pas mise en évidence sur des lignées cellulaires présentant une haute 
activité invertasique (HEDELMAN & HANSON - 1972). 

Pour NATO et aZ (1977) la chute du taux en chlorophylles mesurée en début de 
croissance dans des suspensions cellulaires de Nicotiana tabuccum est liée à 
l’accumulation d’amidon dans les plastes. 

Pour d’autres auteurs, elle est liée à la formation, dans les cellules en division 
rapide, de proplastides non fonctionnels (DAVEY et al - 1971 ; SEYER et al. - 1975, . ..>. 

En outre, de nombreux auteurs (HANSON & EDELMAN - 1972, DALTON & 
STREET - 1976, DALTON & PEEL - 1983) montrent que l’oxygène exerce un effet sur le 
développement des cellules photosynthétiques spécialisées, et notamment sur la 
synthèse des chlorophylles. 

Par ailleurs, BERLYN & ZELITCH (1975) et HUSEMANN & BARZ (1977) 
montrent que la teneur en chlorophylle des cultures augmente sensiblement lorsque 
l’environnement gazeux des cellules est enrichi en C02. 

Ces résultats, rapportés aux données obtenues par HARDY (19784) sur l’évolution 
de l’atmosphère dans les fioles de cultures, pourraient expliquer les modifications du 
taux en chlorophylles mesurées dans nos cellules, du moins pour les cultures en Erlen. 

4) Nutrition carbonée : 

a) Evolution des glucides exocellulaires : (Figure no 34) 

Dans toutes les cultures étudiées, la totalité, ou presque, du saccharose fourni dans 
le milieu est consommé par les cellules. Ce résultat est désormais classique, vérifié par 
de nombreux auteurs. (Revue bibliographique de STABA - 1980) 

Le saccharose disparaît totalement du milieu de culture dans les suspensions 
photomixotrophes (après 10 jours en fioles, et 6 jours en bioréacteur). Dans ce type de 
culture, les ‘sucres simples issus de l’hydrolyse du saccharose (glucose et fructosel 
apparaissent dans le milieu en quantité mesurable. 

Pour les cellules cultivées en fioles, le fructose apparait en très faible quantité (1,2 
mM) après 48 heures de culture, et le glucose n’est pas détectable. Les cultures 
photomixotrophes en bioréacteur hydrolysent le saccharose en début de culture : 
vraisemblablement par l’action d’invertases pariétales ( COPPING & STREET - 1972 ; 
EDELMAN & HANSON - 1972 ; THOM et ul. - 1981). En effet, au 5” jour, les sucres 
simples sont présents en quantité non négligeable (respectivement : 6 et 18 mM pour le 
glucose et le fructose) dans le milieu. Ici, le glucose est consommé préférentiellement au 
fructose, dont la concentration résiduelle reste toujours plus importante. 

Cette évolution des glucides simples est apparamment fréquente, on la retrouve 
avec les cellules de Pomme (PAREILLEUX & CHAUBET - 1980), de Tabac (RAT0 & 
NAGAI - 1979), de Cuthurunthus roseus (MERILLON ef ul. - 1983). 

Dans des conditions de photomixotrophie, la croissance ralentit au 8’ jour, lorsque 
le contenu en saccharose du milieu est totalement épuise. Le saccharose pourrait alors 
être considéré comme l’un des facteurs limitants de la croissance . 

Cependant, HARDY-CLARIS (1988), dans une étude portant sur l’effet de la 
concentration initiale en saccharose sur la cinétique.de croissance, décrit, sur le même 
matériel, un effet limitant du saccharose mesurable seulement aux concentrations à 
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l’ensemencement inférieures à 22 mM. Au delà de ce seuil, comme c’est le cas ici (44 mM), 
un facteur limitant autre que le saccharose doit être pris en considération. 

Chez les suspensions hétérotrophes, le saccharose du milieu n’est pas totalement 
consommé en fin de culture. Dans ce cas, la croissance s’arrête alors que le saccharose est 
encore présent en quantité non négligeable dans le milieu . On ne peut donc attribuer au 
saccharose un rôle de facteur limitant pour la croissance. Pour les cultures hétérotrophes 
en fioles, le glucose et le fructose ne sont présents qu’à l’état de traces, et seulement 
durant les premieres 48 heures du cycle de culture. En biorécteur, on détecte dans le milieu 
quelques mM seulement en sucres simples, avec un maximum au 2” jour. 

Le tableau suivant donne, pour les différents types de culture, le rendement de 
conversion en biomasse @‘MS) du saccharose consommé : 

I Suspension I -Sion I Suspension 1 Suspension 

Rendement 
de conversion 
du saccharose 

(%) 

hétérotrophe photomixotrophe 
en fioles en fioles 

44 60 

h&érotrophe 
en bioticteur 

47 * 

I 

photomixotrophe 
en bioréadeur 

36 

Les rendements de conversion mesurés pour les suspensions hétérotrophes sont du 
même ordre que ceux décrits par MAUREL & PAREILLEUX (1986) pour des cellules 
hétérotrophes de Catharnnthus roseus cultivées en Erlenmeyers (51%), et par 
PAREILLEUX & CHAUBET (1980) sur des suspensions cellulaires de pomme (57 %). 

b) Evolution des hwides intracellulaires : 

Isabelle HARDY-CLARIS (1988) a étudié, sur notre matériel végétal, l’évolution 
des sucres intracellulaires. Nous rappellerons ici brievement ses résultats : 

Sur les suspensions photomixotrophes en fioles, les sucres intracellulaires ne 
subissent pas une accumulation significative en cours de culture. Leur concentration, 
estimée sur la base d’un volume vacuolaire occupant 95% du volume total, reste 
constamment inférieure à 10 mM. Ces résultats concordent avec ceux avancés par 
MERILLON et a1 (1983) sur des suspensions hétérotrophes de Cafharunthus meus. Selon 
ces auteurs, une très faible teneur en saccharose est décelable dans les cellules, les sucres 
étant stockés par la cellule sous forme d’amidon. HARDY-CLARIS (1988) a pu montrer 
une nette augmentation du pool en amidon de cellules photomixotrophes d’Abrus au 
cours de la culture. 

Cultivées en bioréacteur aéré, les cellules photomixotrophes accumulent 
transitoirement les sucres, (le saccharose, majoritairement). Les sucres totaux internes 
atteignent 70 n-M au 2O jour, puis diminuent régulièrement pour revenir B leur teneur 
initiale à I’ensemencement (10 mM environ). 

En ce qui concerne les cellules hétérotrophes, HARDY-CLARIS (1988) note une 
concentration en glucides internes à l’inoculation tr&s importante dans les cultures en 
fioles (67 mM environ). En cours de culture, l’auteur remarque une accumulation 
transitoire atteignant 20 mM (au troisieme jour), puis la teneur initiale est 
progressivement restaurée. En bioréacteur, on note une évolution semblable, avec une.1 
forte teneur en sucres en début de culture (85 mM) et une accumulation transitoire portant 
sur 10 mM. En fin de culture, les teneurs en sucres intracellulaires augmentent, de 
maniere concommitante à la diminution de l’intensité respiratoire. 

En conclusion, il ressort de cette étude que les sucres simples ne font pas l’objet 
d’une accumulation vacuolaire, mais d’un stockage transitoire précédant leur 
incorporation. 

Résultats & Discrcssiotu 
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Figure no 35 : Evolution des protéines solubles intracellulaires 
dans les quatre types de cultures étudiés. 



5) Evolution des protéines solubles : (Figure no 35) 

Le pooI tota1 en protéines solubles suit, pour tous les types de culture, une 
augmentation nette au cours de la culture. Ce phénomène de protéosynthese précoce, dans 
les quelques heures suivant le repiquage, a été remarqué par de nombreux auteurs : 
GIVAN & COLLIN (1967) sur des cultures cellulaires hétérotrophes d’Acer 
pseuduplatunus ; BAYLEY ef al. (1972) sur des cellules de soja et de blé, NATO (1934) sur 
des suspensions cellulaires de tabac. 

Chez Abrw precatorius, le taux en protéines solubles est multiplié par 7 dans le cas 
des cultures photomixotrophes en bioréacteur. 

Les valeurs maximales atteintes, exprimées par rapport au PMF, sont toujours 
supérieures pour les cellules hétérotrophes, en réacteur comme en fiole. 

Suivant les types de culture la courbe d’évolution est sensiblement différente : 

* dans les cultures en bioréadeur, hétéro- ou photomixototrophes, l’augmentation 
du pool protéique est mesurable d&s les premiers jours de culture. Cette tendance se 
poursuit jusqu’au 14” jour pour les cultures mixotrophes, alors que le pool protéique se 
stabilise dès le 4“ jour dans les cellules hétérotrophes. A partir du 14” jour, ce taux semble 
décroitre dans les cellules mixotrophes (cette évolution doit être considérée avec 
prudence, car elle est basée sur la mesure d’un seul prélevement). 

NASH & DAVIES (1972) décrivent une augmentation concommitante des ARN et 
des protéines solubles durant la phase exponentielle, suivie d’une phase où ces deux 
parametres restent stabies, B des vaieurs proches du maximum précedemment atteint. 

* Les cultures en fioles prksentent un maximum net dans la teneur en protéines : au 
4“ jour pour les cellules mixotrophes, au 8” jour pour les cellules hétérotrophes. Ce pic 
atteint 2 fois la valeur du taux.initial dans la culture hétérotrophe. Il est moins marqué 
chez les cellules mixotrophes (30 % d’augmentation). THOM et ai (1981) décrivent une 
évolution des protéines solubles semblable (augmentation importante et transitoire), 
chez une suspension cellulaire hétérotrophe de canne à sucre cultivée en batch. 

Grâce à des immunosélections suivies d’électrophorèses de type SDS -PAGE, nous 
avons pu mettre en évidence, sur notre lignée 6H d’Abrw precuforius photomixotrophe, 
une néosynthi%e nette, dans les quinze prernikes heures de la culture, d’enzymes telles 
que : Rubisco, PEPcase et Nitrate Rkductase (Voir le Chapitre D ). 

6) Evolution du pH du milieu : (Figure no 36) 

Dans les quatre types de cultures, le pH du milieu suit une évolution semblable : 
ce dernier subit une acidification tres nette des les premiers jours de culture, puis 
s’alcalinise progressivement. Chez les suspensions photomixotrophes en bioréacteur, 
l’acidification semble plus transitoire, le milieu atteignant des le 3” jour un pH stable. 
Cette acidification rapide porte sur environ une unité de pH. On retrouve en fin de 
culture un pH du milieu voisin du pH initial (58 environ). 

Les milieux de cultures les plus couramment employés ont un pouvoir tampon tres 
faible. En effet, dans la gamme de pH comprise entre 5 et 6, le seul élément du milieu 
capable d’ assurer cette fonction est le phosphate. Dans la plupart des cas, les 
concentrations utilises (1 P 5 mM) sont évidemment insuffisantes pour tamponner 
efficacement la solution minérale. 

Pour de nombreux auteurs, l’acidification du milieu en début de culture peut être 
attribuée à une excrétion de protons ou d’acides organiques destinée à rétablir un 
équilibre électrique entre la cellule et le milieu extérieur, par suite de l’absorption 
massive d’ions NH4+ (Les ions ammonium sont présents à la concentration de 20 mM à 
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Figure no 36 : Evolution comparée du pH exocellulaire 
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l’ensemencement dans un milieu MS): MATSUMOTO et al. (1971); Revues biblio 
graphiques de DOUGALL ( 1980) et de MARTIN (1980 b) . 

Divers travaux attribuent ces variations du pH exocellulaire au cours de la 
culture à la consommation séquentielle des éléments azotés du milieu (ROSE & MARTIN 
- 1975 ; BRASSART et aI. - 1978 ; KATOH et a1 -1980 ; MARTlN - 1980 b). La chute de 
pH en début de culture et l’alcalinisation du milieu correspondent alors aux périodes 
respectives d’utilisation des ions ammonium et nitrate. 

La composition minérale du milieu intervient ainsi dans l’évolution du pH. 
DUBOIS (1980) montre clairement sur des cellules de Silene alba une alcalinisation du 
milieu dans des cultures en nutrition nitrique. 

Ainsi, VELIKY & ROSE (1973) montrent que les milieux riches en nitrates (de 
type M. & S.) évoluent vers la neutralité au cours de la culture ; par contre les milieux 
pauvres en NO3 s’acidifient progressivement pour atteindre un pH de 3,8 en fin de cycle. 

La production importante de CO, (dissous sous forme d’acide carbonique) au cours 
du pic respiratoire en début de culture pourrait également causer une acidification du 
milieu (NEF - 1983). 

Le système de “pH-Stat” bioosmotique, tel qu’il a été défini par RAVEN & 
SMITH (1976) fonctionne dans les cultures cellulaires au même titre que dans les racines. 

Nota : Lu notion de pH-Stut est employée ici de manière abusive, car elle ne 
correspond en rien à lu définition exposée pur DAVIES (7973), qui concerne lu faculté de 
la cellule végéhle à téguler son pH interne. Ce qui est noté dans le tus présent, esf 
l’action des cellules sur leur milieu ex&ieur. 

La cellule est capable de compenser, par des flux trans-plasmalemmiques, les 
modifications des équilibres ioniques entre les milieux intra- et extracellulaires causés 
par la consommation des éléments minéraux (GAUTHERET - 1959; DOUGALL - 1980 ; 
BRASSART et ul -1984 ; CHAUMONT & GUDlN- 1985 a). 

Ainsi, ERIKSSON (1965) montre qu’une suspension cellulaire d’.Huplopuppus 
grucilis cultivée sur des milieux de pH initial (pHi) 4,2 à 6,9 ramène le pH à 5,5 +/- 0,2 
en fin de culture (12 jours). 

De même, BUTENKO et ul. (1984) décrivent, pour des cultures cellulaires de 
Dioscorea delroidea un ajustement du pH à 4,5 apr&s 50 heures de culture sur des milieux 
de pHi allant de 3J à 6,5 e 

Afin d’étudier l’impact de ce ApH en cours de culture sur le métabolisme 
cellulaire, plusieurs auteurs ont établi des cultutres sous un pH contrôlé. 

MARTIN & ROSE (1975) ont conduit des cultures d’Ipomeu sous un pH stabilisé a 
diverses valeurs (pH = 4,8 à 7,l). La croissance a été possible à tous les pH, avec un 
rendement en biomasse inférieur pour les valeurs extr*mes, et les résultats obtenus 
montrent que le pH peut affecter le développement de la culture via l’utilisation des 
composés azotés. La capacité des cellules à consommer l’ammonium croit avec la valeur 
du pH, alors que leur affinité pour le nitrate décroit, pour atteindre 0 à pH = 7,l. 

MARTIN et ul(1977) montrent que, dans des conditions de pH externe stabilisé, 
les cellules d’lpomeu et de soja peuvent croître sur un milieu renfermant de l’ammonium 
comme seule source d’azote. 

Les systemes enzymatiques assurant les étapes primitives de l’incorporation des 
nutriments azotés sont donc impliquées dans la fonction “pH-Stat externe” des cellules 
végétales (BRASSART ef ai - 1978) 

Résultats &Discussions 
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7) Discussion : caractéristiques du métabolisme primaire : 

En ce qui concerne les paramètres de la croissance et du métabolisme primaire, nous 
pouvons mettre en évidence des différences importantes dans le comportement des 
cellules, en fonction de leur nature hétérotrophe ou photomixotrophe, et de la technique 
de culture employée (voir le Tableau no 8). 

a) comriaraison entre cultures hétéro - & uhotomixotroPhes: 

En fioles d’Erlenmeyer, les suspensions hétérotrophes présentent un métabolisme 
primaire moins actif, caractérisable par un temps de doublement plus long, une intensité 
rtespiratoire plus faible, et un rende ment de conversion du saccharose plus bas, par 
rapport aux suspensions photomixotrophes. 

En bioréacteur, ces différences sont beaucoup moins nettes, excepté pour l’intensité 
respiratoire, qui reste plus importante pour les cellules photomixotrophes. Il semble, au 
vu de ces premieres analyses, que le transfert en bioréacteur induit un traumatisme 
suffisant dans les lignées pour estomper les différences très nettes mises en évidence 
dans les cultures en fioles. 

b) comparaison entre cultures en fioles et en réacteur : 

Le passage en bioréacteur agité et aéré modifie peu la croissance des cellules 
hétérotrophes, mais induit une baisse du taux de croissance et de la productivité en 
biomasse dans les suspensions photomixotrophes. 

Chez les suspensions mixotrophesP le passage en réacteur se traduit également par 
une baisse de la teneur en chlorophylles, du rendement de conversion du saccharose en 
biomasse, et de l’intensité photosynthétique maximale.. 

Par contre, la suspension hétérotrophe semble relativement indifférente aux 
modifications apportées dans son environnement lors du transfert en bioréacteur. 

Au vu de ces premiers résultats, la lignée cellulaire photomixotrophe apparait 
donc comme un systeme plus fragile, sur lequel le transfert fiole/réacteur induit une 
pression importante. 

Les tendances mises en évidence dans cette première étuude demandent à être 
confirmés par l’étude d’autres marqueurs de l’activité du métabolisme primaire: la 
nutrition minérale et les activités enzymatiques qui s’y rapportent. 
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SUSPENSION SUSPENSION SUSPENSION 
HETEROTROPHE PHOTOMIXOTROPHE HETEROTROPHE 

EN FIOLES EN FIOLES EN BlOREACrEUR 

I Taux de croissance 1~) 
I 

0,14 
1 

0,24 
l 

0,16 0,14 
/ 

Temps de doublement (jour) 

Pmductiviti en biomasse 
Cg. PMS . jour-l. litre-1) 

Intensité respiratoire maximale 
i l’obscurité @moles OZ.h-i.g-1 PMS) 

Intensité photosynthétique maximale 
@moles OZh-l.g-i PMS) 

5 3 4,5 

0.95 OI55 0,7 

138 290 120 

90 

Chlorophylle totales (pg.g-1 PM9 181 

Rendement de conversion 
du saahamse (Y.1 44 60 47 

Protéines solubles (mg. g-l PMD 235 1.75 2 

. Vitesse de consommation du nitrate 
(~moles . jour -1 . g-1 PMF) 594 7#5 25,7 

Vitesse de consommation de l’ammonium 
()rmoles . jour -1. g-l PMF) 

Vitesse de consommation des sulfates 
(Clmole.5. jour-l. g-l Ph4Fl 

Activité Nitrate Réductase maximale 
((L~OI~S NO2 h-l. mg-l pmt.) 

4,4 66 12.9 

L2 1 1.5 

0.48 0,78 0,62 

AcGvité Clutamine Synthktase maximale 
(~moles CH. h-l. mg-l pmt.) 1.15 42 

Activité Rubisa, maximale 
(woles COZ h-l . mg-l pmt.) 225 035 N.D. 

Activité PEP Cdse maximale 
(pmhs CO2. h-l. mg-l pmt.) 20 78.5 14 

SUSPENSION 
I’HOTOhlIXOTROI’HE 

EN BIOREACIEUR 
I 

0.53 

23,s 

30.7 A 3.4 

2 

-A 
2.5 

4 

Tableau n”12: TABLEAU RECW~TULATIF DES PRINCIPALES CxRACrERISTlQUES DU MABOLISME PRIMAIRE 
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Cl CINETIQUE DE LA NUTRITION MINERALE DANS DES SUSPENSIONS 
CELLULAIRES MIXO - & HETEROTROPHES CULTIVEES EN ERLENMEYER 
ET EN BIOREACTEUR AERE : 

Nota :Nous emploierons, A~ns lu suite de notre travail, le terme de consommation 
en ions de préférence à ceux d’assimilation, d’incorporation, ou d’absorption. II est bien 
évident que la seule mesure de la dispatition d’éléments dans le milieu ne peut rendre 
compte de la signification réelle, pour la cellule, de cette disparition. 

L’étude de la vitesse de prélévement dans le milieu de culture des différents ions 
minéraux va nous permettre de visualiser simultanément l’impact sur la nutrition 
minérale de deux parametres différents : 

- l’emploi de deux systèmes de culture différents, et 

-le comportement vis à vis de la nutrition carbonée des cultures (hétérotro- 
phie / photomixotrophie. 

Les mesures de concentrations intracellulaires en composés minéraux ont été 
réalisées sur une culture photomixotrophe en fiole différente de celle décrite jusqu’ici. 
Nous avons donc rappelé la courbe d’évolution de la biomasse pour cette culture. 

Le nombre important de paramétres biochimiques analysés sur les autres cultures, 
et la faible quantité d’extrait cellulaire disponible à chaque prélèvement ne nous ont 
malheureusement pas permis de généraliser les dosages de minéraux internes. 

1) Cinétique de consommation des ions nitrate (NO,-) : 

a) Résultats : (Figure no 37) 
’ 

Dans les suspensions hétéro- et photomixotrophes cultivées en fioles d’Erlen- 
meyer, les nitrates sont très faiblement consommés durant les quatre premiers jours. La 
consommation en NOS- devient très nette entre le 4” et le 8” jour, pour ensuite n’évoluer 
que très faiblement jusqu’a la fin de la culture. La moitié seulement du pool en nitrates 
offert par le milieu est consommé. 

Les deux types de cultures en bioréacteur présentent un profil différent : la 
consommation en nitrates est active dès le premier jour de culture. Les cellules 
mixotrophes ne consomment plus de nitrates a, partir du 8O jour ; dans ce cas, un tiers 
seulement des nitrates disponibles est consommé. 

Par contre, les suspensions hétérotrophes montrent une courbe de consommation en 
nitrates linéaire tout au long de la culture : 23 % des nitrates fournis à l’ensemencement 
sont encore présents dans le milieu en fin de culture. 

Dans tous les cas, on peut noter une limitation de la croissance de la suspension 
alors que les nitrates sont encore présents en quantité importante-dans le milieu. De plus, 
le rapport des nitrates exocellulaires/nitrates endocellulaire est presque toujours voisin 
de 3. Le gradient de nitrates est toujours en faveur du milieu, ce qui devrait favoriser son 
entrée dans la cellule. 

La présence de nitrates résiduels dans le milieu était prévisible : en effet, nous 
avons employé un milieu adapté à une croissance rapide des cellules végétales : le milieu 
de MURASHIGE & SKOOG (1962) . Ce milieu est, parmi les plus couramment utilises, le 
plus riche en nutiments azotés, notamment en nitrates (voir le tableau no 5). 

Il conviendra donc d’optimiser le milieu M.&S. en réduisant notablement l’azote 
nitique. De telles améliorations ont été suggérées par de très nombreux auteurs, 
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conduisant ces derniers à modifier la composition de la solution d’origine en réduisant le 
taux en azote minéral (voir le chapitre : DOM&S bibliographiques; 5 C). 

BAYLEY et al. (1972) sur un milieu pourtant moins riche en nitrates (GAMBORG 
BS), remarquent la présence de nitrates résiduels en fin de culture, chez des suspensions 
cellulaires de blé et de soja. 

Pour une suspension cellulaire d’Anchusa o#hzlis, De-EKNAMKUL & ELLIS 
(1985) montrent que le milieu de GAMBORG BS est supraoptimal, à la fois pour la 
croissance et la production d’acide rosmarinique. Ces auteurs déterminent une teneur en 
nitrates optimale à 15 mM, au lieu des 25 mM fournis par le milieu de GAMBORG. 

b) Evolution des concentrations intracellulaires : (Fig ure no 38) 

Un suivi de la teneur en nitrates intracellulaires permet de mettre en évidence une 
accumulation transitoire de cet ion lors de la phase exponentielle de croissance. 
L’accumulation est très rapide, le taux maximal est obtenu des le 2” jour. La teneur en 
nitrates internes s’annule au jour 5, alors que le milieu renferme encore une quantité non 
négligeable de NO3 - (12 n-W. 

MARIGO et al. (1986) décrivent les modifications intracellulaires induites lors de 
l’accumulation des ions nitrate suivant le transfert de cellules de Catharanthus roseus 
sur un milieu neuf. Ces auteurs montrent que l’accumulation vacuolaire des nitrates 
s’accompagne, dans les premieres 48 heures de culture, d’une chute des teneurs en acide 
malique. Ces variations sont sont caractérisées par des modifications typiques du pH 
vacuolaire (alcalinisation). A partir du 3O jour de culture, les tendances s’inversent à 
l’intérieur de la cellule (diminution des concentrations en nitrates, et augmentation des 
concentrations en malate). Pour des auteurs, les déplacement des ions nitrate et malate 
pourraient S’effectuer de facon couplée et oppposée. La sortie du nitrate de la vacuole 
vers le compartiment cytosolique, où a lieu sa réduction par la NR, nécessite donc une 
entrée de malate contre un gradient de concentration. Ce transport actif intervenant dans 
la création du gradient de protons nécessite de l’énergie (ATP). 

Ce résultat est cohérent avec les évènements qui ont lieu dans la cellule lors des 
premiers jours de culture : hydrolyse du saccharose et augmentation de la concentration 
en ATP dans la cellule (HARDY- CLARIS - 1988). 

ROSE & MARTIN (1974) définissent une Premiere phase de croissance, appelée 
“phase d’accroissement du cytoplasme”, suivie d’une phase dite, “de maturation”, 
caractérisées par respectivement, une accumulation, puis une consommation des réserves 
intracellulaires en azote. 

Si l’on considère que la totalité du nitrate interne est vacuolaire (MARIGO et al. 
1986), et si l’on estime le volume vacuolaire à 90 % du volume cellulaire total, on 
s’apercoit que la cellule n’accumule pas le nitrate, mais le stocke transitoirement (la 
concentration cellulaire maximale représente la moitié environ de la concentration 
externe disponible). - 

c> Comparaison et discussion : 

On note un arrêt de la consommation en en nitrates, alors que le taux en NO3 
interne est très faible ou nul. 

Tout se passe comme si les mécanismes d’absorption des nitrates étaient bloqués 
par un facteur autre que la non disponibilité en cet élément. En effet, si l’on observe 
l’évolution du rapport NO3 extracellulaire/N03 endocellulaire, on s’apercoit que ce 
rapport est constamment supérieur àl durant toute la culture (Figure no 39 1. Les nitrates 
ne font donc pas l’objet d’une accumulation dans la cellule, mais d’un stockage 
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transitoire. Ce rapport devient tres élevé en fin de culture, signe d’un arrêt de 
l’absorption alors que les nitates internes sont en très faible concentration. 

MERILLON ef aI. (1983) mettent en évidence, dans des cellules de Catharanthus 
YOSCUS, une évolution des nitrates internes semblable: le taux en NO3 endocellulaire est 
très faible en fin de culture, alors que les nitrates sont encore disponibles en grande 
quantité dans le milieu extérieur. 

VELIKY & ROSE (1973) optimisent le rapport NI-I4 /NOg (1/4) du milieu de 
cultures de cellules de Daucus carda pour la production de biomasse. Pour ces auteurs, les 
changements de pH observés au cours de la croissance dans les différents milieux testés 
pourraient influencer le métabolisme azoté des cellules. Le pouvoir tampon du milieu 
joue ici un rôle considérable. Nous avons précédemment mis en évidence le rôle important 
accordé aux ions nitrates dans la régulation du pH-Stat biosmotique des cellules. 

D’autre part, les probkmes de transport du nitrate et de sa disponibilité à la 
réduction dans la cellule seront discutes lors de l’étude. de l’activité Nitrate Réductase 
dans nos cultures. 

2) Cinétique de consommation des ions anunoniuxn : 

a) Résultats : (Fig ure. no 37) 

Dans les quatre types de cultures etudiés, la quasi-totalité des réserves en 
ammonium du milieu est épuisée à la fin de la culture. Les suspensions hétérotrophes en 
bioréacteur consomment la totalité du NH4 + disponible en 8 jours. 

b) Evolution des concentrations intracellulaires : (Figure no 38) 

L’ammonium intracellulaire monIre un maximum au 4Ojour de culture. La teneur en 
NH4 est alors de 37 moles par gramme de Mat&e Fraîche (équivallent à environ 35 
mM). Cette phase d’accumulation, de courte durée, est suivie d’une phase de 
consommation régulière. En fin de culture, le taux intracellulaire en ammonium n’est plus 
que de 13 j.unoles.g-l PMF (12 mM). Si l’on estime le volume vacuolaire à 90 % environ du 
volume cellulaire total, on remarque que la cellule est capable d’accumuler 
transitoirement l’ammonium jusqu’à 2 fois sa concentration dans le milieu externe. 

LAMBERT (1989) sur des suspensions cellulaires de Tephrosia ztogelii montre des 
différences dans la cinétique de prélevement des ammonium dans le milieu, en fonction 
du comportement photosynthétique de la lignée considérée. Ainsi, l’auteur note une 
teneur en NH4 interne variant de 5 a15 mM (jour 4) dans les cellules photomixotrophes, 
et de 12 à 20 mM (jour 2) dans les cellules hétérotrophes. 

Si l’on considere l’évolution du rapport NH4 extracellulaire/ NH4 intracellulaire 
(Figure no 391, on remarque que se rapport devient inférieur B 1 dès le 3O jour de culture. 

L’ammonium fait donc l’objet d’une accumulation précoce dans la cellule, et il 
demeure en concentration plus importante dans la cellule que dans le milieu. 

Ces résultats sont en contradiction avec les données publiées par MERILLON ef al 
(19831, montrant des taux en ammonium intracellulaire extrêmement faibles, avec une 
légere accumulation a la 8’ heure de culture. La concentration intracellulaire représente 
alors seulement l/lO’ de la teneur totale dans le milieu à l’ensemencement. 

De même, BRADFORD & FLETCHER (1982) dosent de très faibles quantitées en 
ammonium intracellulaire (077 mM maximum en début de phase exponentielle) dans des 
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EVOLUTION DE LA BIOMASSE 
Suspension photomixotrophe en erlen 
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EVOLUTION DU RAPPORT NO3 EXTRA/INTRACELLULAIRE 
Suspension photomixotrophe en fioles 
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EVOLUTION DU RAPPORT NO3/NE4 
Suspension hétérotrophe en fiole 
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suspensions de Rasa cultivées en alimentation azotée mixte (NO3 / NH4 
La teneur en ammonium interne mesurée sur nos cultures apparaît très importante, 

voisine du seuil de toxicité pour la cellule de cet ion minéral. Le résultat décrit ici résulte 
de mesures réalisées sur une seule culture, par manque d’extrait intracellulaire, il 
convient donc de le considérer avec prudence. Afin de confirmer ou non ce résultat 
inhabituel, il importe de renouveler ce dosage sur des cultures du même type, avec le 
même méthode calorimétrique. De plus, d’autre méthodes de dosage pourraient être 
testées : par électrode spécifique a NH4 (MERILLON ef aI. - 1983) ou bien par HPLC sur 
résine échangeuse d’ions (SARROBERT eb ul. - 1989). 

c) Evolution du ratwort N03-/NH4+ ; 

Le rapport NOS-/NH4+ dans le milieu reste constant au cours de la phase 
exponentielle de croissance, ceci pour les quatre types de culture étudiés. Durant cette 
période, on assiste donc à une consommation simultanée, et dans les mêmes proportions, 
des formes minérales réduites et oxydées de l’azote. 

En fin de culture, ce rapport croit intensément, à cause de 1’ épuisement des 
réserves en ammonium dans le milieu. 

11 semble donc que, pour notre matériel végétal, les deux voies d’incorporation de 
l’azote fonctionnent indépendament. La vitesse de consommation des nitrates n’est 
jamais influencée par celle des ions ammonium. 

CI Comuaraison et discussion : 

Ces données confirment les résultats’obtenus par BAYLEY ef nl. (1972) , indiquant 
une utilisation concommitante des deux nutriments azotés durant la phase exponentielle 
de croissance des cellules. 

D’autres auteurs, au contraire, décrivent, chez différentes espèces, une utilisation 
séquentielle du nitrate ou de l’ammonium par les suspensions cellulaires. (VELIKY & 
ROSE - 1973 ; BRASSART et al. - 1978 ; SARGENT & KING - 1973) 

11 ressort clairement de la revue bibliographique de DOUGALL (1980) qu’un 
grand nombre de cultures cellulaires montrent une utilisation préférentielle des formes 
réduites de I’ammonium par rapport au nitrate. 

Nous verrons par la suite les précautions h prendre lors de l’exploitation de ces 
données. L’épuisement rapide des réserves en ammonium est souvent interprété comme 
une consommation préférentielle pour cet ion. 

La concentration initiale, en NH4 par rapport au NO3 doit être, prise en compte, et 
l’expression de la consommation en vitesse de disparition par unité de biomasse permet 
souvent d’autres interprétations. 

3) Cinétique de consommation des ions sulfate : 

a) Résultats : (Figure n” 41) 

Nota : La méthode de dosage néphéloméfrique des sulfates utilisée requiert la 
disponibilité de 3 ml au minimum d’exfrait infracellulaire. Les cellules récoltées à 
chaque prélèvement étant utilisées pour de nombreuses analyses (voir le protocole de 
dosage en Annexe C; SD,, il ne nous a pas été possible d’effectuer des dosages infra 
cellulaires de sulfates sur nos prélèvements. 
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Concernant l’évolution des sulfates dans le milieu, les courbes obtenues pour les 
quatres types de suspensions étudiées mettent en évidence une consommation rapide des 
ions SO$-. En effet, chez les deux types de suspensions cultivées en bioréacteur, les 

. 

sulfates ont totalement disparu du milieu après 8 jours de culture. 
En fioles d’Erlenmeyer, la consommation semble moins rapide. En effet, le pool en 

sulfates apportés dans le milieu s’épuise à partir du 14O jour seulement dans la culture 
hétérotrophe ; chez les suspensions mixotr~phes~ on retrouve 0,5 mM environ en sulfates 
résiduels & la fin de la culture. II faut dans ce cas remarquer que la concentration initiale 
en sulfates mesurée (2,O mM environ) est légèrement supérieure B la valeur théorique 
attendue (15 mM +/- 0,255). Cette erreur doit sans doute être ‘attribuée à un dosage 
défectueux lors de la préparation des milieux de culture. 

Quoi qu’il en soit, les cinétiques de consommation semblent différer suivant le type 
de cellules considéré. 

- chez les cultures hétérotrophes, la consommation en sulfates est rapide, et 
intense, des les premiers jours de culture. 

- chez les cellules photomixotrophes, les prélevements dans le milieu par la 
suspension apparaissent à la fois plus lents, et plus réguliers. - 

b) Comparaison et discussion : 

Considérant les teneurs en SO4 2- dans le milieu, les sulfates pourraient jouer un 
rôle de facteur limitant de.la croissance pour notre matériel végétal, excepté peut-être 
chezles suspensions photomixotrophes en fioles. 

Il est intéressant de remarquer que le milieu de MIJUSHIGE & SKOOG (19621, 
est lune des solutions nutritives les plus pauvres en sulfates : il en contient 15 mM contre 
4,4 mM dans le milieu de WHITE (1939), 2 mM dans le milieu de GAMBORG B5 
(GAMBORG & EVELEIGH - 1968). 

Pour notre matériel végétal, la teneur optimale en SO4 2- ne doit pas excéder 2 
mM. En effet, au-delà de cette teneur, des sulfates excédentaires, non incorporés, se 
retrouvent dans le milieu en fin de culture. 

Dans la cellule végétale, le soufre sous forme oxydée intervient en fournissant un 
groupement acide stable à de nombreuses molécules organiques, augmentant ainsi leur 
solubilité (flavonoides -sulfates par exemple). 

Les groupements sulfhydryl (SH) jouent un n3le considérable dans le métabolisme 
cellulaire : ils peuvent constituer les sites actifs d’enzymes ou de coenzymes (CoA), 
participer directement à des réactions de type redox, intervenir dans la conformation 
des protéines (ponts disulfuresl, ou les hétérocycles de nombreuses molécules organiques 
importantes (thiamine, biotine). (CLARKSON & HANSON - 1980) 

Par ailleurs, les groupements SH jouent un n3Ie protecteur vis à vis des radicaux 
libres toxiques dans la cellule. 

Le soufre est,. enfin, un, constituant essentiel des protéines, ti les acides aminés 
soufrés tels que cystéine et méthionine. 

., 1 

La Premiere étape dans l’incorporation des sulfates est assurée par 1’ATP 
Sulfurylase (EC 2, 7, 7, 4) qui catalyse la formation d’ adenosine-S-phosphosulfate 
(Al?% et de Pi à partir d’ATP et de SO4 2: Cette activité a pu être mise en évidence par 
REUVENY & FILNER (1976) sur des suspensions cellulaires de Tabac. Le groupement 
sulfuryl de 1’APS est ensuite transféré sur l’acetyl sérine, via un complexe transporteur. 
Le premier produit de laréduction des sulfates, localisée dans le chloroplaste, est la 
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cystéine (MENGEL & KIRKBY - 19871. Le bilan de ce cycle de réduction des sulfates peut 
s’écrire comme suit: 

H2SO4 +ATP +8H + acetyl serine -> cystéine + acétate + 3H20 + AMP + PPi 

La réduction des sulfates peut donc être régulée par la disponibilité en ATP (vin la 
charge énergétique) dans la cellule. 

De plus, pour de nombreux auteurs (Revue bibliographique de MENGEL & 
KIRKBY - 1987) l’absorption et la translocation des sulfates fait appel à un transport de 
type actif, dirigé contre un gradient électrochimique. Ainsi LIN (19811, étudiant la 
consommation en sulfates de fragments racinaires et de protoplastes de maïs, montre que 
les prélèvement en SO4 2- dans le milieu sont augmentes si le pH décroit. L’auteur suggère 
un mécanisme de transport par cotransport H+/ SO4 2- ou antiport OH’/ SO4 2-, mettant 
en jeu un transporteur protéique au niveau du plasmalemme. Le pH exocellulaire peut 
apparaitre alors comme un régulateur efficace de l’absorption des sulfates. Dans les 
cutures cellulaires, le pH acide souvent mesuré va dans le sens d’un transport plus aise 
des sulfates. 

A notre connaissance, peu de données sont actuellement disponibles, concernant la 
nutrition soufrée des susp,ensions cellulaires végétales ; il est alors difficile de pouvoir 
efficacement comparer nos résultats. 

HALLER et al. (1986) étudient, sur de suspensions cellulaires de Rasa, les relations 
entre les activités nitrate réductase, APS et Adenosine 5’ phosphosulfate 
sulfotransferase (AISSTase). A la lurniere de cette étude, l’AISSTase apparait comme 
l’enzyme responsable de la régulation de l’assimilation du soufre à cause de son 
inducibilité par les sulfates, et sa très grande sensibilité aux facteurs externes. 

Dans les mêmes conditions (modifications de la teneur en sulfates ou en nitrates du 
milieu) l’AES présente des variations d’activité beaucoup moins importantes. 

4) Cinétique de consommation du phosphore inorganique : 

a) Résultats : (Figure no 41) 

Les quatre types de suspensions étudiés présentent une cinétique de consommation 
du phosphore inorganique semblable. La totalité du pool disponible est consommé en 
moins de 24 heures. 

Ce résultat vient confirmer les observations de nombreux auteurs : KNOBLOCH et 
al. (1981) sur des cellules de Nicotiana tabaccum, WILLEGALLA et al. (1985) sur des 
cultures cellulaires de Datura innoxia, CHAGVARDIEFF et al (1988) sur Euphorbia 
characias observent également une disparition rapide du Pi dans le mileu. Beaucoup 
d’auteurs considerent alors que le Pi ne peut être un facteur limitant de la croissance, 
puisque la suspension continue CI croître alors que le Pi est épuise dès le début de la 
culture. 

A l’inverse, AGIER et aI (1983) montrent que le phosphore apporté par la solution 
de MURASHIGE & SKOOG est limitant pour la croissance de suspensions hétérotrophes 
.On a pu établir une relation linéaire entre la teneur initiale en Pi du milieu, et le nombre 
de cellules mesuré en phase stationnaire. Ces auteurs ont pu ainsi obtenir des cultures de 
cellules synchrones, en les plaçant en conditions phosphate-limitantes. La croissance de I ’ * 
la suspension est alors étroitement indexée sur le Pi disponible dans le milieu. 

. 
Les travaux concernant l’optimisation du taux en Pi des milieux de culture,‘ont 

-fourni des résultats très variables en fonction de l’espéce considérée. Ainsi, plusieurs 
travaux ont montré que des concentrations en Pi supérieures à 2 mM inhibent la croissance 
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cellulaire (MURASHIGE & SKOOG - 1962; GAMBORG & EVELEIGH - 1968) 

Par ailleurs, d’autres auteurs montrent qu’une inhibition de la croissance 
n’apparaît qu’a des concentrations en Pi 10 fois supérieures (REBEILLE ef al. - 1982). 

Ainsi, pour De-EKNAMKLJL & ELLIS (1985) l’augmentation dutaux en Pi initial 
améliore la croissance d’une suspension d’Anchusu ojjïcinahs jusqu’à 3 mM, et reste sans 
effet supplémentaire jusqu’a 10 mM. 

KATOH et a%. (1980) proposent une solution minérale de type M.& S. modifiée 
pour la culture de suspensions photomixotrophes de Marckantia polymorpha. Cette 
solution présente une teneur en Pi de 3,%3 mM (au lieu des 125 mM du milieu M.&S.). 
KATOH et al. montrent une augmentation du taux de croissance corrélée avec 
l’enrichissement en Pi du milieu . A 3,75 mM, le phosphate forme un précipité jaunâtre a 
l’autoclavage,et devient inaccessible à l’incorporation, confirmant les observations de 
DALTON ef a1 (1983). 

Sur notre matériel végétal (suspensions photomixotrophes d’Abrus precatorius~, 1. 
HARDY-CLARIS (communication personnelle) a montré que des teneurs en Fi initial 
jusqu’4 mM restaient sans effet significatif sur la croissance et la, chlorophyllogénese des 
cellules. 

b) Evolution des concentrations intracellulaires : (Fig ure no : 38) 

Nous avons suivi, avec 1. HARDY-CLARIS (19881, l’évolution du Pi interne dans 
les quatre types de cultures étudiées. Dans tous les cas, le phosphore inorganique, 
transitoirement accumulé, probablement dans la vacuole durant la, phase exponentielle 
de croissance, est tres rapidement ramené a la concentration minimale d’environ 3 mM 
des la fin de la phase exponentielle: 

Malgré cette teneur non négligeable, le Pi’ pourrait constituer un facteur limitant de 
la croissance et du métabolisme des cellules photomixotrophes et hétérotrophes 

. d’Abrus. 

Pour WRAI. & BRICE (1973). et REBEILLE et ai. (19821, la vacuole serait le lieu 
privilégié de stockage du phosphore inorganique. Ce compartiment joue un rôle 
fondamental en maintenant une homéostasie satisfaisante du Pi cytoplasmique. 
ROBINS % RATCLIFFE (1984) montrent que le niveau de Pi et le pH cytoplasmiques 
restent constants dans des suspensions cellulaires d’HumuZus lupulus mises en présence 
d’une large gamme de concentrations extracellulaires de Pi (125 a 51 mM). Ainsi, les 
caractéristiques cytoplasmiques ne sont pas perturbées, même à des concentrations 
inhibitrices pour la croissance cellulaire, grâce au stockage vacuolaire du Pi en excés. 

On a pu montrer que, même pour des faibles concentrations en Pi externe, les 
cellules végétales cultivées in vitro sont capables d’accumuler le phosphore inorganique 
jusqu’à des taux équivallents à 60 mM. (KNOBLOCH et af. - 1981, RNOBLOCH - 1982). 

JACKSON % HAGEN (1960) montrent que dans des racines, 80 % des phosphates 
absorbés. est incorporé dans des molécules organiques moins de 10 minutes après 
l’absorption. Les premiers compo& formés sont principalement les hexoses phosphates 
et l’uridine diphosphate. 

c)Discussion : 

Le Phosphore inorganique est un constituant essentiel de nombreuses molécules 
intervenant directement dans le métabolisme cellulaire : ADN, ARN, phospholipides, 
nucléotides, sucres-phosphates. De plus, il est clairement établi que le Pi agit (via la 
modulation de la charge énergétique), comme un régulateur énergétique fondamental du 
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métabolisme cellulaire. 

Sur notre matériel végétal, 1 HARDY-CLARIS (1988) s’est intéressée à l’évolution 
des nucléotides adényliques intracellulaires. Chez les cultures photomixotrophes et 
hétérotrophes, tant en réacteur qu’en fioles d’Erlenmeyer, les nucléotides adényliques 
totaux subissent une augmentation considérable au cours de la phase exponentielle de 
croissance, concommitante avec une augmentation du taux en Pi intracellulaire. Ce 
phénomène se traduit également par une nette augmentation du rapport ATP/ADP, 
@AMP reste constant). 

Le rôle du Pi dans la régulation de la charge énergétique dans la cellule végétale 
est désormais clairement établi. ASHIHARA & UKAJI (1986) montrent, sur des 
suspensions cellulaires de Cutharunfhus roseus que le l’incorporation pr6coce (8 heures 
après ensemencement) du Pi induit, dans la cellule, une augmentation importante du pool 
total en adénylates avec un maximum pour une concentration en Pi externe de 20 mM. Ces 
résultats viennent étayer les hypothese de MIGlNIAC ef aI. (1981) qui proposent pour le 
Pi un rôle de régulateur dans le niveau d’adénylates et la différenciation 
chloroplastique. 

L’augmentation du taux en ATP n’étant pas accompagnée d’une évolution 
correspondante en ADP et en AMP, de nombreux auteurs l’attribuent à une synthèse 
préférentielle de ncvo d’ATP. Néanmoins, la question de l’effet du Pi sur la biosynthèse 
des purines dans la cellule végétale n’est toujours pas résolue (A!%IIHARA & UKAJI - 
1986) . 

5) C,as des cations : Calcium, potassiuni, magnesium : (Figure no 42) 

Nota : Les résultats obtenus doivent être interprétés avec prudence, car ils 
concernent une culture unique, r$alisée en début d’étude, avec une suspension non encore 
stabilisée. 

Nous avons conduit, sur la lignée d’Abrus precatotius 6H photomixotrophe, une 
culture en erlen sur 60 jours, conduisant ainsi la suspension cellulaire jusqu’à un état de 
senescence aisément caractérisable (dépigmentation, forte proportion de cellules mortes, 
apparition d’activités péroxydases dans le milieu de culture). 

Au cours de cette expérimentation, l’évolution des principaux cations (FF, Mg2+r 
Ca2+) ont été analyses. Malheureusement, les contraintes liées à la sous-traitance de ces 
données par un laboratoire extérieur ne nous ont pas permis de systématiser ces analyses 
et de les appliquer à toutes les cultures. 

Le calcium et le potassium ne sont que tri% faiblement consommés par la culture. 
Malgré leur faible teneur initiale, ils n’apparaissent jamais limitants pour la croissance 
de la suspension. Le potassium est relargué dans le milieu lors de la senexence de la 
suspension, à partir du 38” jour suite, probablement, à une importante lysecellulaire. 

Par contre, le magnesium disparaît du milieu apr&s 10 jours de culture, puis 
redevient dosable à partir du 38’ jour. On peut penser que ce cation, effecteur connu de 
plusieurs systemes enzymatiques fondamentaux (notamment la Rubisco), soit mobilise au 
cours de la phase expnentielle de croissance, lorsque le métabolisme cellulaire est à son 
plus haut niveau d’activité. Il serait alors stocké dans la vacuole et distribué vers le 
cytoplasme. On le retrouverait ensuite dans le milieu à la suite de la 
décompartimentation cellulaire accompagnant la senescence de la cellule. 

Il est intéressant de noter que le calcium ne réapparait pas dans le milieu en fin de 
culture. Cet élément serait vraisemblement immobilise pour partie dans les structures 
membranaires dont il assure la cohésion. 
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Mc CARTHY et al(1980) décrivent, pour une suspension cellulaire hétérotrophe de 
Catharunt@s meus, une faible consommation en calcium et potassium, mais une chute 
importante du taux en Magnesium au cours dune culture en fioles agitées. 

HENRY et al. (19811 montrent, sur des cultures cellulaires de Silene ulba que la 
teneur en cations majeurs (K+, Mg2+, Ca2+) d’ ecroît progressivement, mais n’atteint 
jamais des valeurs qui pourraient être limitantes pour la croissance. 

KATOH et al. (1980) notent une consommation importante des cations Mg 2+ et 
Ca2+ dans des cultures photomixotrophes de Marchuntiu polymorphu. Cette 
consommation est tr&s faible au cours de la phase exponentielle, puis s’accroit nettement 
lorsque la biomasse de la culture se stabilise. Ces auteurs relient cette consommation aux 
modifications du pH exocellulaire, qui s’alcalinise sensiblement durant cette dernière 
période. 

Certains cations (K+, Na+) semblent jouer un rôle d’accompagnement pour d’autres 
nutriments minéraux, et interviennent dans les phénomènes osmotiques et d’équilibre de 
charges électriques (Equilibre de DONNAN) entre la cellule et son milieu extérieur. 
Potassium et sodium n’ont pas, a proprement parler, de rôle plastique dans la cellule 
végétale (MENGEL & KIRKBY - 1987). 

Le potassium intervient principalement dans quatre processus physiologiques : 
l’activation d’enzymes (Rubisco), les transports membranaires, la neutralisation des 
anions et le potentiel osmotique. 

En outre, le potassium semble fortement impliqué dans la croissance des 
méristemes (MENGEL & KIRKBY - 1987). Au cours de la croissance, l’expansion des 
cellules est caractérisé par une sortie de H+ hors du cytoplasme et une entrée 
concommitante de K+, via l’action dune ATP ase, conduisant à une dépolarisation du 
potentiel plasmalemmique. (JACOB1 et ul. - 1973) 

De plus, il apparaît, à la lumière de nombreux travaux, que le potassium montre 
une action synergiste avec les phytohormones impliquées dans la croissance et kle 
développement : acide indol acétique - AIA (COCCUCI & DELLA ROSA - 1980), 
cytokinines (GREEN - 1983). . . 

Pour SCHERER el a2 (1982) cette action du potassium sur la croissance des cellules 
méristématiques apparaît comme l’effet le plus important qu’exerce ce cation sur le 
métabolisme cellulaire. 

Le sodium apparait, chez les plantes supérieures, comme un élément plus 
fonctionnel qu’essentiel (CLARKSON & HANSON - 1980). Les teneurs apportées par 
les milieux nutritifs sont, dans la majorité des cas, largement excessives par rapport aux 
besoins réels de la cellule. 

Le calcium, outre son rôle fondamental dans l’équilibre des charges lors des 
échanges ioniques, intervient dans la stabilisation des membranes des cellules végétales. 

Ce cation joue, par sa divalence, un rôle important dans la cohésion des édifices 
polymoléculaires , ou des macromolécules protéiques. Il intervient donc directement 
‘dans les grandes voies métaboliques en maintenant l’intégrité de la compartimentation 
subcellulaire. 

En outre, l’ion calcium, via la calmoduline, a été récemment impliqué dans les 
phénomi+nes d’embryogénese somatique chez la carotte. (TIMMERS - 1989) 

De plus, certains cations divalents (Ca 2+,Mg2+) interviennent, à très faible 
concentration, dans la catalyse ou la structure quaternaire de systèmes enzymatiques 
importants (carboxylases, ATPases, NAD Kinase...). 
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Nous avons décrit, au cours de cultures d’Abrus maintenues sans renouvellement de 
milieu sur une longue période (60 jours), un relargage de certains éléments. Ce phénomène 
est dû vraisemblablement à la décompartimentation et à la lyse cellulaires liées à la 
sénescence de la population, ou à la destructuration de métabolites complexes, recyclés 
par la cellule. Il s’agit du Pi, des cations potassium, magnésium, et nitrate. Par contre, 
les sulfates n’ont jamais été retrouvés dans le milieu en tïn de culture ; le SO4 pourrait 
être incorporé définitivement dans le métabolisme cellulaire via la cystéine. 

Ce phénoméne est décrit également par MERILLON et al. (1983) sur des cultures 
cellulaires de Catharunthus roseus dans lesquelles ammonium et phosphates sont a 
nouveau détectables dans le milieu apres 15 jours de culture. De même, Mc CARTI-W et 
al. - 1980) sur Catharunthus roseus également, notent une réapparition d’une grande 
partie des éléments minéraux en fin de culture (apr&s 14 à 22 jours) : nitrates, sulfates, 
ammonium, sodium, potassium‘ 

Dans la cellule végétale, l’absorption des nutriments minéraux ne se traduit pas 
obligatoirement par une incorporation immédiate. Le compartiment vacuolaire 
intervient souvent en tant que lieu de stockage intermédiaire des éléments minéraux, 
jouant un rôle-tampon, fondamental dans la régulation du métabolisme cytoplasmique 
(MATILE - 1978 ; MARIN - 1986). 

Cette fonction a été clairement mise en évidence pour le Phosphore inorganique 
(REBEILLE et al. -1982) p les nitrates (FERRARI et al. - 1983, ROBIN et ul. - 1983), le 
potassium (MENGEL & KIRKBY - 1987), le calcium (MARME - 1983)... 

6) Discussion générale et relation avec divers paramètres 1 
physiologi’ques : 

Le tableau présenté ci-dessous donne les vitesse de consommation des principaux 
nutriments minéraux pour chaque type de culture. 

La vitesse est exprimée en micromole . jour-l. g PMF -l. Elle est calculée entre le jour 
d’inoculation (Jo) et le dernier jour de culture, ou entre Jo et le jour où l’élément considéré 
est totalement épuisé dans le milieu. 

VMcz = - @noLj-l.g-l PI& 
APMPx AJ 

où QC 
AJ 

APMP 

VMC 

représente la variation en concentration de l’élément E, en m.M, 
représente l’intervalle de mesure en jours (défini ci-dessus), et 
représente l’accroissement en biomasse pour l’intervalle de 
temps considéré, en g.l-l. 
représente alors l’expression de la vitesse moyenne de 
consommation de l’élément E. 

Cette expression permet de prendre en compte les différences dans l’accroissement 
en biomasse, qui ne sont pas mises en évidence sur les courbes de consommation présentées 
précédemment. 

Pour le phosphore inorganique, un tel calcul est irréalisable, la totalité de 
l’élément étant assimilée dans les premieres heures de la culture. Notre premier 
prélèvement ayant lieu 24 heures après l’inoculation, l’expression de la vitesse n’aurait 
pas de signification réelle. 

Il est important de pouvoir comparer rigoureusement les vitesses de disparition 
des nutriments dans le milieu. Une interprétation purement graphique peut parfois 
conduire a une interprétation erronée des résultats. Les différences importantes dans les 
concentrations initiales des différents éléments rendent hasardeuses les comparaisons de 
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plusieurs cinétiques sur un même graphique. 

Ainsi, BAYLEY et ses collaborateurs (1972) décrivent une consommation “plus 
rapide: d’ammonium (par rapport au nitrate) dans des suspensions cellulaires, à partir 
d’une lecture graphique, alors que les calculs de vitesse donnent un résultat beaucoup 
moins marqué. Dans le milieu GAMBORG BS (GAMBORG & EVELEIGH - 19688) utilise 
par ces auteurs, les concentrations initiales des deux éléments diffèrent d’un facteur 10, et 
les échelles graphiques d’autant. 1. Il est alors aise de confondre les notions d’épuisement 
rapide des ressources du milieu en un composé, et consommation préférentielle pour ce. 
compose. 

Nous avons donc introduit une notion de vitesse moyenne de croissance WTIW 
capable de prendre en compte l’accroissement en biomasse de la population cellulaire 
pour l’intervalle de temps durant lequel est estimée la disparition d’un nutriment. Son 
principal défaut reste de ne donner qu’une caractéristique globale de la consommation 
minérale. Elle ne remplace en aucun cas l’approche cinétique, qui permet de mettre en 
évidence d’éventuelles phases différentes dans la consommation, mais la complète en 
attribuant à un type de culture une grandeur mesurable. 

Cette notion est à rapprocher du calcul, pour la biomasse, du taux de croissance 
~MM, qui ne renseigne en aucun cas sur l’allure d’un courbe de croissance mais permet de 
comparer correctement divers types de cultures (cellules isolées ou microorganimes). 

Ces mesures de vitesses, bien que peu précises, fournissent néanmoins quelques 
indications sur l’intensité du métabolisme primaire (nutrition minérale) dans les 
différents types de cultures. Elles vont nous permettre de mettre en évidence 
d’éventuelles différences entre les quatre types de cellules étudiées. 

Suspension suspenl3lon suspension Suspension 
ll&hOtrOp~ photomixotrophe b&%.rophe photomixotrophe 

ul fioles en fioles mlarêactcuT enbioréacteur 

NO3 594 795 25,7 23,8 .’ 

NH4 494 696 12,9 30,7 

SO4 192 190 195 394 

Tableau no 9: Comparaison des vitesses de consommation pour les ions nitrate, 
anunonium et sulfate (en j,t.mole. j-l. g-l pm) 

A la lecture de ce tableau, il apparait nettement que : 

1) Les cultures en bior4acteur , pour un même type de culture fhétém ou mixotrophe) 
montrent une vitesse de consommation pour tous les ions nettement supkrieure, même si, 
pour les ions nitrates et ammonium, cette consommation a lieu seulement durant les 
premiers jours de culture. Ce phénomene est tres marqué en ce qui concerne la 
consommation en nitrates pour laquelle le transfert fiole/réacteur se traduit par une 
multiplication par 5 environ (cellules hétérotrophes) ou par 3 (cellules 
photomixotrophes) des vitesses. Pour l’ammonium, ces différences dans les vitesses de 
consommation sont du même ordre. 

2) D’autre part, les cultures cellulaires photomixotrophes présentent le plus 
souvent, des vitesses d’absorption des ions supérieures à celles des cultures hétérotrophes 
placées dans les mêmes conditions de culture. 

Les deux types de cultures en réacteur (mixa & hétérotrophes) montrent la même 
vitesse de consommation pour le nitrate. Concernant la consommation en ions NH4+ et 
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SUSPENSION 
HETERO-IROPHE 

Pmductivité en biomasse 
(g. PMS . jour-l. litre-l) 

Cbtorophyik. totales (CI&.~-1 PMS) 

(pmoles . jour -1. g-1 PMP) 

SUSPENSION SUSPENSION SUSPENSION 

90 40 

64 47 36 

Tableau no 8 : CARACTERISTIQUES PRINCWALES DU mABOL.ISME PRIMAIRE 

(BIOMASSE 6r NUTfUllON MINERALE) 
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SO4 2- , les différences sont plus nettes : Les cellules photomixotrophes en bioréactew ont 
des vitesses de consommation pour ces ions plus de deux fois supérieure à celles des 
cellules hétérotrophes dans le même système de culture. Les deux types de cellules 
(hétéro et mixotrophes) montrent des courbes de consommation en nitrate quasiment 
similaires, mais l’accroissement en biomasse au cours de la culture est faible chez les 
cellules mixotrophes. Ces cellules (photomixotrophes en fiole) sont les seules à montrer 
une vitesse de consommation plus importante pour l’ammonium que pour les nitrates, 
alors qu’on remarque le contraire pour les cellules hétérotrophes, où la VMC pour le NOS- 
est deux fois plus forte que pour le NH4+. 

Concernant les cultures en fioles, la vitessse de consommation du nitrate est toujours 
supérieure à celle calculée pour l’ammonium. Cette différence est plus marquée chez les 
cellules mixotrophes (+23 % au lieu de +13 %). La culture photomixotrophe en fiole 
présente, pour le nitrate et l’ammonium, une affinité supérieure à celle de la culture 
hétérotrophe, cette différence étant quasiment nulle en ce qui concerne les sulfates. 

En bioréacteur, les sulfates semblent être incorporés plus rapidement dans les 
cellules photomixotrophes. La première étape de la réduction des sulfates étant 
vraisemblablement chloroplastique (AMP sulfurylase), on peut supposer que la présence 
de chloroplastes fonctionnels dans les cellules photomixotrophes puisse favorablement 
influencer la consommation en SO,. La disponibilité en AMP (substrat de la réaction) via 
la charge énergétique cellulaire pourrait également moduler l’efficience de la réduction 
des sulfates. 

Chez des cultures cellulaires d’Abrus, 1 HARDY-CLARIS (1988) a suivi 
l’évolution, des nucléotides adényliques intracellulaires (Voir Annexe D; >. Il apparait, 
au vu de cette étude, que la mise en culture des cellules dans un milieu neuf induit une 
nette augmentation du pool total en nucléotides adényliques, due vraisemblablement à 
une néosynthèse importante d’Adenosine monophosphate. Ce phénomene a pu être mis en 
évidence dans tous les types de cultures (hétéro/mixotrophes ; fiole/bioréacteur). 

Un tel résultat vient compléter utilement nos informations : en début de culture, 
l’incorporation des sulfates peut avoir lieu dans des conditions optimales, du moins en 
ce qui concerne la disponibilité en substrats pour 1’AMP Sulfurylase. 

En outre, il est très intéressant de remarquer que le pool total en adénylates 
(ATF’+ADP) est nettement supérieur dans les cellules photomixotrophes que dans les 
cellules hétérotrophes . Il atteint respectivement, pour les cultures en bioréacteur, les 
valeurs maximales de 1 600 nanomoles. g-lpMs, contre 800 nanomoles. g-$Ms (1 550 
contre 1000 nanomoles. g-$MS dans les cultures en fioles. 

Il semble donc qu’il y ait une corrélation entre taux en nucléotides adényliques et 
vitesse de la consommation en sulfates (via l’efficacité de la réduction) pour les quatre 
types de cultures étudiés. 

La consommation en amrnonium des cellules est toujours plus importante dans les 
celllules photomixotrophes, surtout en bioréacteur, ou elle est plus de deux fois 
supérieure. Il est aujourd’hui clairement établi (HIREL & GADAL -1980) que la 
glutamine synthétase, enzyme fondamentale pour l’incorporation de l’ammonium, 
existe, chez les végétaux supérieurs, sous forme de deux isozymes: chloroplastique (GS$ 
et cytoplasmique (GSI). L’existence dune étape chloroplastique dans l’incorporation du 
NH,+ pourrait expliquer en partie les prélèvements en ammonium dans le milieu plus 
importants pour les cellules chlorophylliennes. Le suivi des activités GS dans ces deux 
types de liognées cellulaires doit nous permettre de vérifier cette hypothese. 

Si l’on compare le tableau des vitesses de croissance à celui donnant les 
paramètres de croissances des différentes cultures (Tableau no 8), plusieurs points sont à 
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souligner: 

1) Les deux types de suspensions (hétéro ou mixotrophes), cultivées en fioles, 
présentent les plus faibles vitesses de consommation en ions minéraux. Par contre, elles 
présentent un accroissement en biomasse équivallent et souvent même supérieur aux 
cultures en bioréacteurs. On peut donc penser que le systeme de culture en fioles 
d’erlenmeyer dans un milieu confiné, permet un meilleur rendement de conversion en 
biomasse des nutriments minéraux que les bioréacteurs aérés. 

2) Les lignées cellulaires hétérotrophes présentent le plus souvent des vitesses de 
prélévement des nutriments minéraux dans le milieu plus faible que les lignées 
photomixotrophes, avec une productivité en biomasse toujours supérieure. Les cellules 
d’Abrus hétérotrophes assurent par conséquent une conversion en biomasse des composes 
minéraux plus efficace 

7) Conclusion : 

L’étude cinétique de la consommation des principaux nutriments minéraux nous a 
permis de mettre en évidence le rôle de certains d’entre eux comme d’éventuels facteurs 
limitants de la croissance : le Pi, le sulfate, l’ammonium dans certains cas.. . 

Pour ces nutriments minéraux faisant l’objet d’une consommation importante, il 
semble intéressant de réaliser des apports fractionnés au cours de la culture. En ce qui 
concerne les phosphates, l’équipe du Dr BACCOU, a 1’U.S.T.L. Montpellier, a pu 
montrer une reprise de croissance nette suivant une alimentation en fin de phase de 
stabilisation de la croisssance, dans des suspensions cellulaires hétérotrophes de Costus 
spciosus cultivées en bioréacteur: 

Dans l’optique éventuelle d’une exploitation biotechnologique de suspensions 
cellulaires végétales pour la bioproduction de métabolites secondaires, il est 
indispensable de maintenir les organismes dans des conditions physiologiques stables , 
pour lesquelles Ia production est optimale . Dans ces cultures en chemostat, la nutrition 
minérale est amenée a jouer un rôle fondamental, puisque des éléments commme le Pi sont 
alors utilises comme facteur limitant connu, permettant de.stabiliser la croissance à un 
niveau parfaitement constant. La croissance. est alors totalement inféodée à la teneur, 
maintenue constante par un apport continu, de cet élément limitant. 

On a ici affaire 21 un réacteur biologique sensu~ stricto, où l’étude de la population 
cellulaire s’effectue grace a des notions directement issues du génie des réacteurs , * 
mkrobiologiques (bilan énergétiques, flux entrants/sortants, . . . ) 

Au terme de cette étude concernant la nutrition minérale da suspensions cellulaires 
d’Abrus precatorius, des différences de comportement nettes entre suspensions 
hétérotrophes et mixotrophes d’une part, et cultures en bioréacteur et en fioles 
d’Erlenmeyer d’autre part ont ainsi pu être visualisées. 

Malheureusement, les données bibliographiques concernant la nutrition minérale 
d’une même susoension cellulaire plac4e dans des conditions d’hétéro ou de mixotrophie, 
ou dans des systèmes de cultures différents, font cruellement défaut. 

Dans ce contexte , il est difficile de comparer et discuter nos résultats avec 
d’autres données acquiiises sur un matériel différent. 

.., 
En ce qui concerne la nutrition azotée, l’interprétation de ces différences doit alors 

s’appuyer sur l’étude des principaux systemes enzymatiques impliqués dans les étapes 
primitives .de l’incorporation de ces composés. ‘. 

La caractérisation et l’étude cinétique de l’évolution de ces activités doit 
permettre d’expiiquer certaines de ces différences. Ces travaux font l’objet du chapitre 
suivant : 
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Figure no 43 : Quelques propriétés de la nitrate réductase extraite de cals chlorophylliens‘ 
d’Abrus meca torius . 
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D) CARACTERISATION ET EVOLUTION DES ACTIVITES DE 
QUATRE ENZYMES - CLEFS : NITRATE REDUCTASE, 
~L~AMINE SYNTHETASE, R~ISC~ k PEP CARBOXYLASE : 

1) la nitrate réductase : 

Enzyme fondamentale dans l’assimilation des formes oxydées de l’azote, la 
nitrate réductase des végétaux supkieurs assure la réduction des nitrates en nitrites. Son 
étude dans les cultures cellulaires doit nous permettre d’ étayer les résultats obtenus 
concernant la nutrition azotée (voir le Chapitre : Données Bibliographiques ,s : D-l) 

a) Caractérisation uartielle de l’enzvme : 

Tenant compte des différentes propriétés de la nitrate réductase et des méthodes 
mises au point par divers auteurs, nous avons cherché à adapter, chez Abrus precutorhs, 
une technique optimale d’extraction et de dosage. 

Ces ex$rimentations ont été conduites sur des extraits enzymatiques bruts. Nous 
avons utilise, pour la caractérisation partielle de la nitrate réductase et de la glutamine 
synthétase, des cals photomixotrophes d’Ahus precatotius (lignées 2T dz 6H) agés de 12 
à 16 jours. Ce souchier statique de cals chlorophylhens nous a permis de disposer d’un 
matériel végétal homogène et abondant, sans avoir à utiliser notre souchier cellulaire, 
toujours plus difficile à maintenir. 

L’action des divers effecteurs est testée en ajoutant ces composés lors de 
l’extraction, pour les agents protecteurs (protéines, thiols, complexants, flavines), ou. de 
l’incubation pour les composes tels que cations divalents et ammonium. 

Nota : Les graphiques ont été réalisés à partir des valeurs moyennes de trois 
incubations differentes ’ 

1) Effet du pH : Uigure no 43 A 1 

Mesurée sur une .gamme de pH allant de 6,4 à 8,2 dans du tampon d’extraction 
K-Phosphate 100 mM, l’activité nitrate réductase montre un maximum d’activité h 
pH = 7‘5. 

L’activité NR subit une treS forte inhibition aux pH acides : on divise l’activité 
NR totale d’un facteur 6 en passant d’un pH 7,5 a 6,5. 

Ce résultat est conforme à la majorité des données bibliographiques disponibles, 
donnant pour la NR un pH optimal de 7,0 à 7,5. (voir notamment la revue 
bibliographique de HAGEMAN & HUCKLESBY - 1971) 

2) Effet de la nature du tampon d’extraction : (figure no 43 B) 

Apres avoir déterminé le pH d’extraction optimal pour la NR, nous avons extrait 
le m0me échantillon avec 8 tampons différents à pH = 750 : Triéthanolamine (100 mM) ; 
TES (100 mM) ; MOPS (100 mM) ; Imidazole (100 mM) ; HBPES (100 mM) ; Tris-HQ (100 
mM) ; K-Phosphate (100 mM) ; K-Phosphate (300 mM). 

A la lecture de la figure 43-B, il apparait que les extraits réalises avec les 
tampons HERES, Tris et Phosphate 100 & 300 mM sont les plus actifs, alors que 
l’imidazole montre un effet légèrement inhibiteur. 

SAUVESTY et a1 (1986) décrivent un effet positif très net (x 5,5) du tampon 
HEPES (Ph = 7,4) dans l’extraction de la NR par rapport au Tris-HC1 (Ph = 8,5X 
Cependant, compte tenu de la sensibilité de la nitrate réductase aux variations de pH, 
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EFFET DE LA CHARGE EN PROTEINES SUR L’ACTIVITE NR 
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PROTEINES @g.ml -1 de milieu d’incubation) 

INFLUENCE DE LA DUREE D’INCUBATION 
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Figure no 4-4 : Influence de la durée d’incubation et de la charge en protéines 
sur la mesure de l’activité nitrate réductase. 
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cette différence importante d’ANR peut être attribuée pour partie à la différence de pH 
entre les deux tampons. 

Nos résultats confirment ceux décrits dans la bibliographie, où Tris-HC1 et 
Phosphate apparaissent comme les tampons d’extraction les plus utilisés pour la mesure 
de l’activité nitrate réductase. (HAGEMAN & HUCKLESBY - 1971) 

De plus, KUO et al (1982-b) notent une meilleure stabilité de l’enzyme dans le 
tampon Tris, par rapport au K-Phosphate. 

Les dosages de Pi interne nécessaires a la suite de notre étude étant réalisés dans 
les extraits enzymatiques bruts, il nous est impossible d’utiliser un tampon PRosphate. 

Nous avons donc opté pour un tampon Tris-HC1 (100 rn&i) pH = 7,5, aisément 
disponible et déja utilisé au Laboratoire pour le dosage de nombreux systèmes 
enzymatiques. 

3) Spécificité pour le donneur d’électrons : (Figure no 43 C 1 

Il apparaît nettement que la nitrate rkiuctase extraite d’Abrus precatmius utilise 
spécifiquement le NADH comme donneur d’électrons. Aucune activité NR n’est 
mesurable pour des concentrations en NADPH allant jusqu’a 400 @i. 

La courbe d’évolution de l’activité en fonction de la concentration en NADH 
montre un comportement cinétique de type Michaelien, présentant un ralentissement net 
a partir de 100 @vf en substrat. 

La Figure no 47 met en évidence une inhibition de l’enzyme par excès de substrat 
pour des taux en NADH supérieurs à 400 @VI~ Ce résultat confirme bien le role 
régulateur du taux en NADH intracellulaire sur l’activité NR. 

Si’la majorité des plantes étudiées présente une-activité NADH : NR (EC 1.6.6.11, 
une enzyme bispécifique NAD(P)H : NR (EC 1.6.6.2) a pu être mise en évidence chez 
plusieurs espèces : (EVANS & NASON- ; SCHRADER et al. - 1968 ; HAGEMAN & 
HUCKLESBY - 197-l). 

JOLLY (1975) et ses collaborateurs ont pu séparer les deux formes de NR à partir 
du même matériel végétal (feuilles de soja), infirmant ainsi l’hypothese avancée par 
DAILEY et al. (1982) d’une phosphatase responsable de la conversion du NADPH en 
NADH. Cette phosphatase était supposer assurer l’alimentation en NADH d’une 
forme unique de NR (NADH-NR). 

La NAD(P)H : NR montre le plus souvent des caractéristiques biochimiques 
originales : cette enzyme, bispécifique NADH/NADPH, présente un Km beaucoup plus 
élevé (10 à 50 fois) pour le nitrate que la NADH : NR, une masse moléculaire plus 
faible, et des caractéristiques immunologiques différentes. (CAMPBELL & 
SMARELLI-1986) 

4) Conditions de linéarité de la mesure d’activité : (Fig.: 44) _ 

Dans nos conditions de mesure (voir le Chapitre Matériel & Méthodes Q D), 
l’évolution de l’activité nitrate réductase est linéaire jusqu’a 35 minutes pour une 
quantité maximale en protéines solubles de 400 pg.ml-l de milieu d’incubation. 

5) Eflet des protéines exogènes :(Figure no 45) 

L’instabilité de la nitrate réductase lors de son extraction et de sa conservation est 
une propriété abondament décrite (voir la revue bibliogiaphique de HAGEMAN & 
HUCKLESBY -1971, et le Chapitre Données Bibliographiques de la présente étude, 5 
D-l b) 

Afin de limiter l’éventuelle dégradation de la NR par les protéases libérées au 
cours de l’extraction, nous avons testé l’effet de deux protéines exogènes : la Sérum 
Albumine Bovine (SAB) et la caséine. 

Rtkdtats & Discrrssiom 
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En effet, SCHRADER et a1 (19741, apres avoir testé diverses protéines (peptone, 
gelatine, hemoglobine, SAB & caséine) montrent que ces deux derniers polypeptides 
sont les plus efficaces pour la protection et le conservation de la nitrate réductase 
extraite de feuilles de maïs et d’avoine. 

La Serum Albumine Bovine a été utilisée suivant deux gammes de concentrations: 
de 0 li 2 %, puis de 0 à 10 % (w./v.). Cette protéine n’induit aucune modification 
nettement mesurable sur l’activité nitrate réductase jusqu’a 2 % ; elle semble plutôt 
inhibitrice aux concentrations supérieures (Fig. no 45 -A & B). 

Nous avons ensuite étudié l’action de la S.A.B. sur la conservation de l’activité 
NR à 4X Le taux de dégradation de la nitrate réductase est estimé, suivant KUO ef 
al. (1982) en % d’activité disparue par heure. Calculé pour 48 heures de stockage à 4”C, 
ce taux de dégradation ne subit pas de modification notable si on utilise une concentration 
en SAB de 0 à 2 %; il reste voisin de 4 % ANR disparue.h-l. (Fig. no 45-C) 

Sur une gamme de SAB de 0 à 10 %, il est impossible de mettre clairement en 
évidence un effet de la protéine sur la conservation (Fig. no 45-D). Il est intéressant de 
remarquer qu’au temps TO (extraction de l’enzyme), la courbe donnant l’activité en 
fonction de la concentration en SAB ne montre pas la même allure que lors de la 
précédente étude, excepté un léger effet positif pour 1%. L’action de la SAB au moment 
de l’extraction de la nitrate réductase est donc, pour notre matériel végétal, de faible 
amplitude et variable suivant les échantillons. On note, en outre, une perte d’activité 
très importante dès les premières 24 heures de conservation a 4°C. 

SCHRADER et al (1974) montrent que l’addition de SAB a 3% dans le tampon 
d’extraction permet d’améliorer remarquablement (jusqu’a 15 fois) l’activité NR 
foliaire de plusieurs plantes supétieures (Tabac, Maïs, Avoine). En outre, sur ce 
matériel, la SAB limite efficacement la dégradation de-la NR dans les extraits au cours 
de sa conservation. 

Testée de 0 à 5 % dans le tampon d’extraction, la caséine ne montre aucun effet 
protecteur sur la nitrate réductase (résultats non illustrés), elle apparaît même 
légerement inhibitrice aux fortes concentrations (4-5.%). 

Pour JORDAN & FLETCHER (19801, l’effet de la caséine sur 1’ANR~ est 
extrèmement variable en fonction de l’âge des cellules de Rosa étudiées. Ces auteurs 
rajoutent au tampon d’extraction de la caséine à 1%. Ils notent que, sur une suspension 
agée de 4 jours, l’amélioration apportée par l’ajout de cette protéine est de 100 %, alors 
que I’ANR est augmentée de 400 % sur des cellules de 9 jours. 

ROBIN (1979) met en évidence un effet protecteur de la caséine sur la NR de 
feuilles et de racines de Maïs. L’activité est multipliée par trois dans les feuiles en 
présence de 15% de caséine ; la nitrate réductase n’est décelable dans les feuilles que si 
l’extraction est effectuée avec de la caséine. 

Sur des germinations d’orge, KUO et ul. (1982) montrent une action protectrice de 
la caséine sur la nitrate réductase. Ces auteurs attribuent à la caséine un effet inhibiteur 
sur les protéases acides, mais aussi un rôle d’absorbant des polyphénols. 

Afin de protéger la nitrate réductase extraite de notre matériel végétal, nous 
avons employé un antiprotéase de synthèse : le Phényl- methyl sulfonyl fluorure 
(PMSF), à la concentration de 10 lïM. Cet inhibiteur est spécifique des protéases à serine, 
est aujourd’hui couramment employé de préférence à l’adjonction de protéines dans les 
tampons d’extraction. (SCHRADER et ul. - 1974; SCOPES -1987). Nous avons utilise le 
PMSF plutôt par sécurité, car sur notre matériel végétal in vitro, aucune action 
protéasique n’a pu être clairement mise en évidence. 

Rthllats & Discussions 
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5) Mesure des xonstantes de Michael&+Menten PO~P le 
nitrate et le NADH : (Figure no 46) 

.  
I  ~2, (Figure no 46 - C&D) 

La mesure des constantes cinétiques pour le nitrate s’est avérée impossible sans un 
dessalage préalable de l’extrait brut. La teneur importante en nitrates internes des cals 
semble être responsable de se phénomene : en effet, un apport de nitrates exogenes, 
jusqu’a une concentration de 20 mM, ne provoque aucune modification de l’activité. 

Afin d’éliminer les nitrates intracellulaires de l’extrait enzymatique brut, deux 
techniques différentes ont été employ&es (voir le chapitre Matériel & Méthodes; S 
D-l-b-1). Il s’agit de: 

- une ultrafiltration sur membrane 
w une ultracentrifugation sur gradient de saccharose après précipitation 

fractionnée au (NH4)2SO4 à 20-40 % (HOARAU et al. -1986) 

La technique de dessalage par ultrafiltration a fourni des résultats peu 
satisfaisants. 

Les opérations de eoncentration/lavage par le tampon (répétées 2 fois afin 
d’éliminer totalement le nitrate ré%iduel) sont longues (plus de 5 heures) et conduisent à 
une perte importante de l’activite (50 %). Cette chute.. peut s’expliquer soit par une 
adsorption d’une parue des protéines sur la membrane d’ultrafiltration, soit par une 
dégradation de la NR au cours du dessalage (protéolyse oxydation...). On décéle dans ce 
cas une activité NR, même sans ajout de nitrates exogènes : le dessalage semble 
incomplet, mais un lavage plus poussé de l’extrait conduirant à une perte d’activité trop 
importante. Une autre technique de dessalage doit être employée. 

Giâce a une prépurification plus-, complete de l’extrait brut (précipitation 
fractionnée au sulfate d’ammonium 2040 %, puis ultracentrifugation sur gradient de 
saccharose) nous avons pu déterminer plus précisément les constantes de- Michaelis de 
I’enzyme pour le nitrate. 

. 

Une Premiere exp&imentation, utilisant des concentrations en nitrates de 0 à 50 
mM, nous a permis de mettre en évidence une inhibition par excès de substrat à partir de 5 
mM en NQ. (Figure no 47) 

A la suite d’un deuxieme essai (NO3 de 0 à 1 mM), le tracé en représentation de 
Lineweaver & Burk nous a permis d’estimer la constante d’ affinité apparente (Km) de 
l’enzyme pour le nitrate : elle est de l’ordre de 300 J&I (284 WI, pour une concentration 
en NADH de 900 @I. 

Apres dessalage par ultrafiltration, le Km mesuré était de 730 PM environ. ll 
convient de considérer ce résultat avec prudence : cette mesure a été réalisée sur une 
enzyme probablement altérée par une longue opération de dessalage. 

Vu le nombre restreint de travaux concernant la caractérisation de la NR dans les 
suspensions cellulaires in titra, et la tr&i grande variabilité des valeurs des constantes 
d’affinité suivant le matériel végétal, il est difficile de pouvoir confronter nos 
résultats.(ooir le tableuu bibliogmphique récapitulatif ) 

OJI et nl(1985) mesurent, pour la NADH : NR extraite feuilles d’orge, un Km pour 
le nitrate de 270 @4, alors que REDINBAUGH & CAMPBELL (1983) l’estiment à 40 @f 
dans les cotyiedons de Cucurbita maxima. 

Résulrors & Discussions 
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- Km et Vmax uour le NADH ; (Figure no 46 - A&Bl 

En ce qui concerne le NADH, les quatre mesures de constantes d’activité effectuées 
ont donné des valeurs pour le Km variant de 60 à 110 w, en fonction de l’âge et de l’état 
physiologique du matériel végétal utilisé, pour une concentration en NO3 de 1,l mM. 

Les courbes présentées sur la figure no 46 (A%B)ont permis de calculer un Km 
d’environ 60 @f, avec une saturation de l’enzyme par son substrat visible à partir de 500 
l.tM en NADH. 

Sur un extrait brut pronenant d’un échantillon différent, nous avons pu mettre très 
clairement en évidence une inhibition de l’enzyme par excès de substrat, pour les 

concentrations en NADH supérieures à 200 PM. La NR est alors saturée pour des 
concentrations en NADH de l’ordre de 100 @I. (Fig. no 47) 

Les vitesse maximales de réaction pour le NADH varient de 0,s B 15 urnoles NO2 
.h-1. g-l ME. 

Les résultats obtenus apparaissent du même ordre que ceux présentés par 
différentes équipes travaillant sur la NR extraite de suspensions cellulaires végétales. 
Ainsi, MENDEL et nl. (1980) mesurent un Km de 50 uM pour le NADH dans des 
suspensions cellulaires de Tabac. Cette même constante d’affinité atteint 147 w dans 
une culture cellulaire de riz. (YAMAYA & OHIRA - 1977). 

6) E#et des cations divalents: Calcium & Magnesium : 
(Fig. no 48 -Cl 

Les ions Mg2+ présentent un effet légèrement inhibiteur sur l’activité nitrate 
réductase. L’inihibition apparait de plus en plus marquée pour les concentrations en 
magnésium de 0 à 1 mM, puis reste stable de 1 a 5 mM (30 % d‘inhibition environ). On se 
place ici dans une gamme de concentrations compatible avec la physiologie de la cellule 
végétale. 

L’inhibition par le calcium est nettement plus im 
!Y 

rtante : Elle peut atteindre 
plus de 80 % de l’activité témoin pour 5 mM de Ca + libre (concentration non 
physiologique). 

La composition ionique des extraits bruts doit être prise en compte. Il est en effet 
possible que l’adjonction de magnesium exogène lors de l’étude d’un éventuel effet Mg 
soit sans effet, à cause de la présence déja importante de Magnesium dans l’extrait. Cet 
élément est fourni à la concentration de 1,5 mM par le milieu de Murashige & Skoog et 
pourrait être concentré par les cellules. 

Il peut être également judicieux d’impliquer les anions d’accompagnements utilisés 
lors de ces expérimentations. Nous avons utilise des sels de sulfate de magnesium et de 
calcium, évitant ainsi l’effet inhibiteur des ions chlorure. 

7) Effet des complexants : EGTA & EDTA : (Fig. no 48-A & B) 

L’EGTA ne présente aucun effet significatif sur l’activité nitrate réductase jusqu’à 
une concentration de 10 mM dans le milieu d’incubation. Les extraits bruts renferment 
donc peu de Ca2+ libre. 

Par contre, l’adjonction d’EDTA permet, a partir de 1 mM, d’augmenter tres 
nettement l’activité NR. Le Magnesium se trouve donc dans les extraits bruts à une 
concentiation suffisante pour exercer une inhibition sur la NR. L’accroissement d’activité 
représente, pour 1 mM en EDTA, plus de 250% par rapport au témoin. 

L’EDTA est employé dans la majorité des tampons décrits dans la littérature 
pour l’extraction de la NR. (ASLAM et al. -1976) 

Rt%dtats &Discussions 
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Nos résultats semblent confirmer la sensibilité de la N.R. à l’action des cations 
divalents. Ils semblent néanmoins en désaccord avec les propriétés affichées pour ces 
deux complexants : I’EDTA, tr& efficace sur la NR, possède une meilleure affinité pour 
le magnésium que pour le calcium (inverse pour I’EGTA) 

8) Effet de l’ammonium : (Figure no : 48-D) 

Nous avons recherché un effet éventuel de l’ammonium (a 10 & 20 mM dans le 
milieu d’incubation) sur l’activité nitrate réductase. 

Afin de nous affranchir de l’effet de cetains anions d’accompagnement (le chlore, 
notamment), l’expérimentation a été conduite a l’aide,de différents sels d’ammonium: 
nitrate d’ammonium @JH4NO3), chlorure d’ammonium (NH@), et sulfate d’ammonium 
@JH4)2SO4 

Aucun effet n’a pu être, mis en évidence, quel que soit le sel utilisé, ou la 
concentration en NH4+. 

Il importe de préciser que la concentration en ammonium dans l’extrait brut est, au 
départ, de 8 mM environ. Le NH4 exogène est le seul pris en compte dans cet essai ; il est 
donc possible que nous nous soyons placés au-delà du seuil d’influente éventuelle de 
l’ammonium, en rajoutant 10 puis 20 mM à un extrait déji riche en cet ion. 

RAMBOUR et Q%. (1983) montrent que l’ajout d’ammonium à 5 mM lors de 
l’incubation in titre de la NR extraite de cultures cellulaires de Silene dba ne modifie 
pas le niveau d’activité. 

De nombreux auteurs se sont intéresses, sur des cultures cellulaires~végétales, à 
l’effet de l’ajout de NH4+ dans les milieux de culture sur l’activité nitrate réductase. 

Pour RAMBOUR ef al. (1983) l’ammonium inhibe l’activité’ nitrate réductase in 
km, mais ne modifie pas la réaction in vitro. D’après ces auteurs, le NH4+ agirait 
vraisemblablement en modifiant l’utilisation du NADH intracellulaire. L’entrée dans 
le cytosol des ions ammonium pourrait en effet déclencher ou activer la glutamate 
déshydrogénase (GDH) o.u la,glutamate (amide)-2+xoglutarate amino transférase 
(GOGAT). La baisse de l’activité NR in vivo résulterait alors d’une compétition entre 
divers systemes enzymatiques pour le NADH. Ce phénomene ne pourrait être mis en 
évidence lors de mesures d’activité in vitro, où le NADH est apporté en concentrations 
non limitantes. 

Différents auteurs ont, à l’inverse, remarqué une augmentation de l’ANR en 
présence d’ammonium (revue bibliographique de CAMPBELL & SMARELLI - 1986). 

Le NH4 n’aurait pas un role d”‘inducteur spécifique” de la nitrate réductase, car 
l’augmentation de l’activité alors mesurée doit plut& etre associée à une activation 
généralisée du métabolisme azoté, conduisant à une synthese protéique intense. Une 
telle activation peut être tout aussi bien réalisée par des facteurs très différents : 
phytohormones, irradiation y, etc... 

9) Effet des nucléotides : FMN, NAD, FAD et du Molybdène : 
(Résultats non illustrés) 

Trois nucléotides (F%IN, FAD & NAD) et un cation métallique (Molybdene) ont 
été rajoutes au tampon d’incubation à la concentration de 10 @I. Seul le FAD semble 
avoir une légére action positive sur l’activité nitrate réductase. Les autres nucléotides 
testés sont sans effet. Le Molybdène, à 10@4, est faiblement inibiteur: les concentrations 
internes en Mo pourraient être suboptimales, car cet élément est déjà apporté ta 1p.M) 
par le milieu de culture. 

Nos résultats sont cependant en accord avec les données de KUO et al. (19821, qui 
notent un effet plus marqué du FAD par rapport au Molybdène sur la protection de 

Résultats & Discussion 
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Figure no 49 : Influence de deux antioxydants à thiols sur l’activité nitrate réductase. 
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l’enzyme. Pour ces auteurs, flavines et Molybdene maintiendraient la structure 
quaternaire active de la protéine en agissant directement sur le groupement prosthétique 
MoCo. (voir le Chapitre : Données bibliogruphiques 5 D-1) 

10) Effet des composés antioxydants à thiols : CDlT & cystéine) 
(Figure n” 49) 

s Le Dithiotbréitol, utilisé aux concentrations voisines de IrnM, présente un faible 
effet positif (+15 %) sur 1’ activité nitrate réductase. Aux concentrations supérieures (2 a 
20 mM), aucune action de ce compo& n’est d&el&. (Figure no 49-B) 

e La cystéine apporte une augmentation notable de l’activité si elle est utilisée à 
des concentrations supérieures à 3mM (3 ti0 m.M). Elle provoque alors une augmentation 
de I’ANR d’environ 35%. (Figure no 49-A) 

Ce résultat est en accord avec les données de différents auteurs, travaillant sur des 
matériels végétaux différents (voir la revue bibliographique de HAGEMAN & 
HUCKLESBY -1971). 

Plusieurs auteurs WRAY & FILNER - 1970 ; KUO et al. 7 1982) montrent que la 
fonction catalytique de la NR nécessite la présence de groupements sulfhydryl (S-H) 
fonctionnels; ainsi, la présence d’agents réducteurs exo@nes dans le tampon d’extraction 
permettrait de limiter l’oxydation in titra de l’enzyme. 

Nota : Sur des extraits de cals et de cellules isolées B’Abrus vrecatorius, aucun 
brunissement à l’air n’est perceptible. Nous n’avons pas utilisé systématiquement de 
composés absorbant des polyphénols (PVPJ. 

b) Evolution de l’activité nitrate réductdse dans des cultures hétéro 
et mixotrouhes en fioles et en bioréactew : 

1) Evolution de l’activité nitrate réductase : ( Fig. no 50) 

Dans les quatres types de culture étudiés, l’évolution de l’activité nitrate 
réductase spécifique suit le même schéma. L’ANR est nulle lors de l’ensemencement de la 
suspension, puis l’activité augmente brutalement dès le premier jour de culture , pour 
atteindre un maximum au 4” jour. L’activité nitrate réductase décroit ensuite et n’est plus 
détectable en fin de culture. La chute d’activité est plus rapide pour les suspensions 
hétérotrophes, où l’ANR a totalement disparu au jour 8, alors que dans les suspensions 
photomixotrophes, 1’ANR se maintient jusqu’au onzieme jour de culture. 

Il est important de remarquer que l’activité NR est beaucoup plus élévée dans les 
cellules mixotrophes, quel que soit le système de culture employé (fioles ou réacteur 
agité et aéré). Dans les cultures cellulaires en fioles d’Erlenmeyer, la NR est deux fois 
plus active pour les cultures mixotrophes que pour les hétérotrophes ; elle est trois fois 
plus active pour les mêmes cellules en bioréacteur. 

Les valeurs d’activité NR obtenues sont légèrement inférieures B celles obtenues 
par POULLE et RAMBOUR (1979) sur des cellules hétérotrophes de Silene alba. Les 
activités rencontrées restent cependant du même ordre : de 2 a 3 micromoles de NO2 
fixées par heure et par gramme de biornasse fraîche. 

L’apparition très rapide d’une activité nitrate réductase dans des cellules 
végétales cultivées in vitro sur un milieu contenant des nitrates ou un mélange 
nitrate/ammonium a été rapportée par de nombreux auteurs (Voir la récente revue 
bibliographique de CAMPBELL & SMARELLI - 1986) 

OAKS (1974) montre, sur des cultures cellulaires de soja, qu’une activité NR 
apparait trois heures seulement après le transfert dans un milieu neuf. 

Résultats &Discussions 
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Dans des cellules de SiIore &a, I’ANR est décelable des la 12O heure de culture, 
pour atteindre un maximum à la 48eme heure (POULLE & RAMBOUR - 197’9). 

Sur des suspensions cellulaires photoautotrophes de Chenopodium rubrum, 
CAMPBELL et al. (1984) décrivent un pic dans l’activité NR au 4” jour de culture. Dans ce 
cas, l’activité se maintient à son niveau maximal durant 8 jours avant de décroître. 

L’existence d’une phase de latente avant l’apparition de l’activité enzymatique 
laisse supposer que l’enzyme est soit induite, soit activée lors du transfert des celllules 
sur un milieu neuf. L’utilisation des techniques récentes d’immunoenzymologie nous a 
permis d’apporter, sur notre matériel quelques réponses a ces’ problemes. (Voir le 
chapitre E) 

RAMBOUR ef al. (1983) montrent clairement l’induction de la NR’ par les 
nitrates : dans des cultures de Silene albà sur un milieu dépourvu de nitrates, l’addition 
d’azote nitrique apr&s 18h ou 46 heures de culture provoque l’apparition rapide d’une 
activité de réduction du nitrate. 

Il est intéressant de remarquer que les cellules d’A&rUs photomixotrophes, 
cultivées à la lumiere, présentent# en fioles ou en bioréacteurs, des niveaux d’activité 
toujours supérieurs aux cellules hétérotrophes maintenues a l’obscurité. ’ 

Le rôle important de la lumiere dans l’activité nitrate réductase a été souligné 
par de nombreux auteurs (voir la récente revue bibliographique de RAJASEKHAR & 
OEEMULLER - 1987). 

11 est aujourd’hui admis que la lumière et le nitrate agissent indépendament dans 
la modulation de l’activité NR des plantes supérieures. Selon la littérature, cette 
action de la lumière est indépendante de la photosynthese, mais elle est corrélée a une 
néosynthese d’ANR et de protéines. Pour beaucoup d’auteurs, l’induction de la NR par la 
lumiere serait le résultat de néosynthèses protéiques (régulation pré traductionnelle). 

En séparant. temporellement les traitements par la lumiere et les nitrates, il a été 
possible de montrer que la lumi&re- provoque la synthese d’un “signal”, qui reste occulté 
jusqu’à. ce que la néosynthèse de l’enzyme soit induite par les nitrates. De plus, un 
traitement par les nitrates est plus- efficace sur- l’induction si il suit une période 
d’illumination. L’existence de ce “signal plastidial” permettrait d’expliquer le fait ,que 
la NR ne soit inducible’ par le NO$ ou la lumière que pour des organes végétaux 
(germinations) ayant atteint un stade de développement suffisant. 

A ce jour, aucune donnée n’est disponible concernant l’action de ce facteur suppose 
au niveau génomique, mais les récents développements de la biologie moléculaire 
permettent d’envisager cette étude avec des outils de plus en plus performants. 

2) Relations avec la nutrition azotée : 

Il est intéressant de comparer, pour les suspensions photomixotrophes cultivées en 
fioles, l’évolution de la concentration en nitrates internes (Figure no 38) et de l’activité 
nitrate réductase. 

Le nitrate est accumulé dans la cellule des le repiquage : ce pic de concentration 
précède donc de quelques heures l’apparition de l’activité NR. 

L’activité NR n’est plus dékelable à partir du ll” jour ,de culture, alors que les 
nitrates semblent être totalement épuisés dans la cellule. Les nitrates externes sont 
encore présents en grande quantité (plus de 10 mM), et continuent à diminuer, alors que la 
nitrate réductase n’est plus active. > 

JORDAN & FLETCHER (1980) montrent, sur une suspension cellulaire de Rasa, que 
la concentration en nitrates endocellulaires peut atteindre une concentration très faible 
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(< l~moleg’l MF) en fin de phase exponentielle. Sur notre matériel végétal, il est 
possible qu’une telle concentration soit inaccessible au dosage. 11 existerait alors un pool 
de nitrates internes très faible, alimentant la NR, qui n’est vraiment inactive qu’au 14“ 
jour. Quoi qu’il en soit, cette faible incorporation ne permet pas d’expliquer la 
disparition des NO, du milieu, qui ne se ralentit pas en fin de culture. Cependant, sur 
une autre culture photomixotrophe en erlenmeyer, nous avons pu montrer une 
stabilisation de la consommation en nitrates en fin de culture. (Fig ure no 51) 

11 est important de noter que l’activité Nitrate réductase s’arrête, alors que le 
nitrate est présent encore en grande quantité dans le milieu. 

Récemment, l’existence d’une nitrate réductase liée à la membrane 
plasmalemmique a été suggérée. Cette activité, échappant à notre dosage pourrait être 
impliquée dans la consommation des ions N@- que nous avons mise en évidence, alors que 
la NR cytosolique ne montre plus aucune activité. 

De nombreuses études ont montré que les plantes entières étaient incapables de 
réduire la totalité des nitrates présent dans leur milieu, et que leurs tissus deviennent 
senescents alors qu’ils sont encore riches en nitrates (BEEVERS &.HAGEMAN - 1980) 

Pour ROBIN et al. (19831, le nitrate intracellulaire n’est jamais un facteur 
limitant pour l’expression de l’activité NR. 

Un déficit énergétique dans la cellule pourrait alors être mis en cause. 

En effet, les résultats présentés par HARDY-CLARIS (1988) sur notre matériel 
végétal mettent en évidence une chute du pool en nucléotides adényliques totaux 
(ATP+ADP) en fin de phase exponentielle de croissance ; cette évolution est la même 
pour les quatre types de cultures étudiés. 

Les cellules autotrophes de Chenopodium rubrum décrites par CAMPBELL & 
SMARELLI (1986) constituent un modele très intéressant : en effet,. dans un systeme 
autotrophe, l’approvisionnement en énergie n’est pas limitant. Cependant, l’évolution 
de l’activité NR suit le même schéma que dans des cultures hétérotrophes, ou dans notre 
systeme photomixotrophe. . 

Chez Abrus precatorius, dans tous les cas (hétéro & mixotrophe) le pic d’activité 
apparait en début de culture, indépendament des variations de l’activité photosynthé- 
tique, et des modifications qu’ells induisent dans le métabolisme cellulaire. 

L’incorporation des nitrates suit apparament les mêmes voies dans les différents 
types de cellules ; seul, le niveau d’activité de la nitrate réductase varie. 

Si l’on considere les vitesses moyennes de consommation en nitrate et les activités 
NR maximales mesurées dans les différents types de cultures, il est possible de mettre 
en évidence, dans les suspensions en fioles une corrélation entre ces deux paramètres. Les 
différences entre les lignées hétéro et mixotophes pour la consommation en nitrates se 
retrouvent au niveau des activités NR maximales. 

Dans les suspensions cultivées en bioréacteurs, la relation est moins nette : il 
semblerait, dans ces cultures, que le passage en conditions de photomixotrophie influence 
l’activité NR sans modifier pour autant l’intensité de l’alimentation en nitrates des 
cellules. I’ 
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Activité Nitrate 
Réductase Spécifique maximale 

@moles h’02.h-l.mg-1 prot.) 

Sucléotidcs Totaux (inoculation) 
(nanomo1es.g1 ,MS) 

Nuckotides Totaux (maximum) 
(nanomolesg-1 MS) 

Facteur multiplicatif 
(nucléotides totaux) 

IYAD + NADI-I (inoculation) 
(nanomolesg1 &IS) 

NA~) + NADH (inoculation) 
(nanomolcs.g-1 MS) 

Facteur multiplicatif 
(nuckotidcs totaux) 

Suspension Suspension Suspension Suspension 
hétérotrophe hétérotrophe photomixotrophc photomixotrophc 

en fioles en bioréacteur en fiolcs en biorfactcur 

0,45 06 033 2 

900 700 375 420 

x 3,0 x23 x 3,7 x 5.0 

230 200 20 20 

780 680 400 730 

x 3,4 x 3.4. x 20 x 12,s 

Tableau no 10 : Comparaison de l’activité nitrate réductase maximale et du taux en nucléotides 
pyrinidiques totaux et de la somme (NAD + NADH) 



Tableau no9 : Comparaison des vitesses moyennes de consommation en nitrates et 
de l’activité nitrate tiuctase dans différents types de cultures. 

3) Relations avec le pouvoir réducteur de la cellule : 

Il nous importe donc de savoir quelles différences portant sur divers paramétres 
biochimiques permettent d’expliquer cette différence dans le niveau d’activité. 

Dans les quatre types de cultures étudiées, 1. HARDY-GLARIS (1988) note une très 
forte augmentation de la concentration en nucléotides pyridiniques totaux au cours des 
premieres 48 heures de la culture (voir Annexe Dl. 

Durant cette phase, les formes oxydées (NAD?, se trouvent toujours en plus 
grande quantité que les formes réduites (NADH), traduisant ainsi une consommation 
importante en NADH. Le début de la phase exponentielle se traduit par une reprise 
rapide d’un métabolisme très actif, la néosynthese massive de nucléotides accompagnant 
d’autres phénomènes tels que synthèse de nucléotides pyridiniques phosphorylées, 
synthkies protéiques, apparition d’activités enzymatiques nouvelles.. . 

Le tableau no ‘10 permet de comparer les activités Nitrate Réductase eL les 
teneurs en nuclkotides pyridiniques totaux à l’ensemencement, et maximales (durant la 
phase exponentiellel pour les différents types de cultures étudiés. 

A la lecture de ce tableau, il apparait que les facteurs de multiplication du taux 
en nucléotides pyridiniques totaux et non phosphorylés (NAD + NADH) sont supérieurs 
pour les cultures en bioréacteur. 

Le facteur de multiplication de la somme (NAD + NADH) permet de mettre en 
évidence, dans chaque type de culture, l’activité de synthèse du substrat spécifique de la 
NR. 

Cette synthèse en nucléotides totaux comme en composés non phosphorylés suit la 
même évolution, d’une culture i3 l’autre, que l’activité NR maximale. 

Par conséquent, la culture des cellules en conditions de photomixotrophie peut 
induire une augmentation de l’activité NR via une synthèse accrue de molécules 
pyridiniques (NADH) , agissant sur la NR comme donneurs physiologiques d’électrons. 

4) Influence de l’aération des cultures : 

Nous avons précédemment mis en évidence une augmentation de l’activité NR 
maximale lors de’transfert des cellules d’une atmosphere confinée (fioles bouchées) vers 
un bioréacteur agité et aéré. Un effet de l’oxygénation du milieu sur.l’activité NR peut 
être recherché. 

WATT et al. (1986) observent, sur des feuilles de Ztn mays L., une inhibition de la 
NR en conditions d’anaérobie, supprimée par un apport de 02 exogène. Ces auteurs 
impliquent les taux en ADP et en NADH intracellulaires dans cet effet. 
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Figure no 52 : Immunotitration des activité BBP-NR & NADH-NR 



D’autres auteurs (MANN et al. - 1979; KENIS & TRIPPI - 1986) montrent, à 
l’inverse, une inhibition de l’activité NR par l’oxygene sur des feuilles dEpinard et 
d’orge, respectivement. Cette action de l’oxygene est attribuée à la synthèse à la 
lumière de protéines inhibitrices, et/ou à des modifications de la perméabilité 
membranaire au NADH et au nitrate, ou, enfin à des photooxydations des groupements 
SH de la NR. 

Par ailleurs, sur les cultures cellulaires d’Abrus, le transfert fioles/réacteur 
n’induit pas de profonds changements sur la synthese de nucléotides pyridiniques. 

Ces changements, s’ils existeen& ne convergent pas vers un modele cohérent pouvant 
expliciter les différences d’activité NR entre cultures en fioles et en bioréacteur. 

c) Prociriétés immunoenzvmoloticiues: 

L’ensemble des résultats concernant la caractérisation immunoenzymologique de 
la nitrate réductase d’sibrus precatorîus a été obtenu grâce à la collaboration de J. 
HOARAU, D. LAVERGNE & A. NATO au Laboratoire de Structure et Métabolisme des 
Plantes de l’Université de PARIS XI (ORSAY). 

Le but de ces expérimentations est de réaliser une caractérisation immunologique 
de la N.R extraite de notre matériel végétal afin de pouvoir par la suite réaliser une 
quantification précise de la NR au cours des cultures par TEST ELISA. 

1) Immunotitration des activités BBP-NR G, NADH-NR : 
(Figure no 52) 

Nota; Afin de parfaire la méthode d’immunoprécipifation, nous avons réalisé 
divers tests préliminaires sur un extrait foliaire d’Epinard, riche. en NR. La méthode a 
éfé ensuite transposée sur nofre mafériel végétal. 

- Sur feuilles d’Epinard : 

L’immunotitration est réalisée à l’aide d’un antisénrm de lapin contenant des IgG 
Anti-Nitrate Réductase de feuilles dEpinard. Pour un volume total de 900 fl, on incube 
200 @ d’extrait enzymatique concentré (ultrafiltration après précipitation au sulfate 
d’ammonium 2040%) avec un titre croissant d’IgG (0 à lOO@ d’antisérum dilué 5 fois). 
100 pl dune solution de KNO3 1OOmM sont rajoutés. Une incubation-témoin est réalisée 
avec les mêmes concentrations en sérum pré-immun. L’incubation est réalisée à 30°C 
durant 30 minutes. L’activité NADH-NR restante est alors mesurée en rajoutant 100 pl 
d’une solution de NADH 8mM, suivant le protocole précédemment décrit. 

Nous avons comparé, sur un extrait foliaire purifié dEpinard, deux conditions 
d’incubation antigéne/IgG (durée-température). Sur cet extrait, une incubation de 15 
heures, au froid (4” C), a permis d’immunoprécipiter la totalité de l’activité, alors que 
40% environ de l’activité restait présente après une incubation de 30 minutes à 30°C 
(Figure no 52-A). 

Une immunotitration des activités NADH-NR et BBP-NR a ensuite été réalisée 
sur le même extrait ( Figure no 52-B). On montre, conformément à d’autres auteurs, 
(MEYER et al. 1987) que I’immunoprécipitation de l’activité BBP-NR demande une 
quantité d’IgG plus grande. Ce résultat suggère l’existence de sites actifs différents pour 
le NADH et le BBP sur la molécule de NR. 

Il est important de noter que cette activité est nettement inhibée par l’action des 
IgG considérés. En effet, MEYER et ses collaborateurs notent, dans quelques cas, une 
réaction d’hyperactivité de la BBP-NR, sous l’action d’anticorps mono- et polyclonaux. 
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Figure no 53 : Immunotitration des activité BBP-NR & NADH-NR extraites de 
suspensions cellulaires d’Abrus. 



Cet effet pourrait être dû à des déformations allostériques de la protéine sous 
l’action de certains anticorps, rendant certains de ses sites actifs plus accessibles au 
substrat. 

Ces premiers tests, effectués sur des extraits foliaires d’Epinard, nous ont permis 
de fixer les conditions de l’incubation antigene-anticorps et la gamme de dilution de 
1’IgG anti-NR à utiliser. Nous avons pu, sur ce même matériel, mettre en évidence des 
différences entre activité NADH-NR et BBP-NR. 

- Sur cals df4brus : 

Une immunotitration a été réalisée sur des extraits concentrés provenant de 
cals de prolifération d’Ahus precaforius chlorophylliens ou non, agés de 10 jours. Les 
courbes d’immunotitration présentent une évolution sensiblement comparable. (Figure no 
52-C) 

La courbe présentée n’a pas été réalisée a teneur en protéines égales au 100%. Si 
l’on calcule la quantité d’IgG nécessaire a la précipitation de 50% de l’activité NR pour 
la même quantité de protéines, on trouve la même valeur pour les deux extraits. 
(L’extrait chlorophyllien contient 1,7 fois plus de protéines solubles que l’extrait non 
chlorophyllien.) 

Dans des cultures statiques in vitro d’Abrus precaforius, on ne note donc pas de 
différences immunologiques importantes sur la nitrate réductase extraite de cals 
chlorophylliens ou non. 

- Sur des suspensions cellulaires d’Abrus : (Fig. no 53) 

Nous avons,testé deux extrait&cellulaires concentres provenant, de suspensions de 
la lignée 6H, hétérotrophes ou mixotrophes, agées de 3 jours. Nous avons réitéré sur ce 
matériel les expérimentations précédemment tentées sur les cals. 

Les courbes d’immunoprécipitation obtenues pour les cellules hétérotrophes et 
photomixotrophes présentent un profil similaire, suggérant des.formes antigéniques de 
NR semblables pour les deux types de cellules. 

L’immunoprécipitation de la BBP-NR nécessite, comme pour les cals, des quantités 
d’IgG nettement plus importantes que celles utilisées pour la NADH -NR. L’incubation 
est réalisée à 4’ C durant 16 heures. 

A la lumiere des résultats obtenus chez les cals et les suspensions cellulaires 
dIAbrus precaforius, il est permis d’affirmer que la nitrate réductase présente, dans ces 
deux cas, une forme antigénique semblable. 

De plus, le passage à la photomixotrophie ne semble pas induire de modification 
structurale importante sur la NR. Ce phénomene s’explique aisément, du fait même que 
les deux types de culture sont issus de la même lignée cellulaire de départ (6H) et sont 
parfaitement réversibles. La parenté immunologique alors mise en évidence s’explique 
aisément. Ce résultat demande à être confirmé par des tests de reconnaissance croisée de 
type OUCHTERLONY. 

Les tests d’immunopréeipitation ont été largement utilisés pour caractériser et 
quantifier les différentes formes de NR présentes dans les extraits bruts ou purifiés 
(FERRARI0 et al. - 1983; SOMERS ef al. - 1983 b; POULLE & TAMBOUR - 1985). 

Les courbes d’immunotitration peuvent constituer un outil intéressant pour la mise 
en évidence de formes inactives de nitrate réductase. A cette fin, il suffit de superposer 
une courbe d’immunotitration d’un extrait actif (E.A) avec celle obtenue avec le même 
extrait auquel on a rajouté une quantité connue d’extrait inactif (E.I.). Si les deux courbes 
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sont superposables, c’est que l’extrait inactif ne mobilise pas d’anticorps, il ne contient 
donc pas de nitrate réductase; sa faible activité est donc due à l’absence de l’enzyme 
(tumover). 

Si, par contre, il faut plus d’IgG pour inactiver l’extrait E.A +E.I que pour l’extrait 
actif seul, alors l’extrait inactif contient de la NR. On met ainsi en évidence la présence 
de nitrate réductase sous forme inactive dans l’extrait EI. 

Le peu de temps imparti à cette étude immunoenzymologique, et la faible quantité 
de matériel végétal alors disponible en Métropole ne nous ont pas permis de conduire de 
telles expérimentations dans le cadre de notre travail. 

2) La Glutamine Synthétase : 

La Glutamine synthétase joue un r6le important, en association avec d’autres 
systemes enzymatiques (GOGAT; GDH), dans l’assimilation de l’ammonium vers les 
protéines. De plus, la localisation chloroplastique de lune de ses isoformes (GS2) en fait 
une enzyme marqueur digne d’intérêt pour l’étude de l’efficience de l’équipement 
plasticial ( voir le Chapitre “Données bibliographiques; 5 D-2). 

a) caractérisation partielle de l’emzvme : 

Dans un premier temps, nous avons vérifié, dans nos conditions de mesure, la 
linéarité du dosage calorimétrique du y-Glutamylhydroxamate. La Figure no 54 -A 
montre une droite étalon d’équation: 

$H = 364 x D.O. 540 r,n, - 0,79 coefficient de corrélation r = 0,999 

ou JGH représente la quantité de y,glutamyl hydroxamate en micromoles 

Afin de simplifier les protocoles d’extraction pour les différents systemes 
enzymatiques (NR, GS, Rubisco, PEPc) étudiés en cours de culture, nous avons utilisé le 
même tampon d’extraction pour doser les activités carboxylases et l’activité glutamine 
synthétase. 

En accord avec les données bibliographiques disponibles (ELLIOT - 1953; Mc 
NALLY et al. - 1983 a; HIREL - 1984) ce tampon présente les caractéristiques suivantes: 
Tris-HC1 (100 mM) pH 7,6; D’l’-k 1mM; EDTA : 1mM; Mg2+ : 1mM; PMSF : 25Oi.M. 

Il nous a fallu, dans un premier temps vérifier l’adéquation de ce choix avec les 
caractéristiques générales de l’enzyme. 

1) pH optimum : (Fig ure no 54- D) 

Une. gamme de pH de 6,O4 à 858 est réalisée à l’aide d’un tampon MES -Tris 100 
mM. 

La glutamine synthétase extraite de cals chlorophylliens d’Ahrus precatorius 
présente un pH optimal à 7,5. L’activité de l’enzyme semble par ailleurs peu sensible aux 
variations de pH pour les valeurs comprises entre 7,0 et 8,0. 

Ce résultat est en accord avec les données de ELLIOT (1953) et de KANAMORX & 
MATSUMOTO (1972) travaillant respectivement sur des fruits de pois et des racines de 
riz. 
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EFFET DU CLUTAMATE SUR L’ACTIVITE GLUTAhUNE SYNTHETASE REPRESENTATIONDE LINEWEAVERkBURKPOURLECLUTAMATE 
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Figure no 55 : Détermination des constantes d’affinité de la GS pour le glutamate, 
I’ATP, et l’hydroxylamine. 
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Figure no 56 : 
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2) Conditions de linéarité de la mesure d’activitét 
(Figures no 54 -B & CI 

Dans nos conditions de mesure, le dosage d’activité GS est linéaire durant au moins 
90 minutes, pour une teneur en protéines solubles dans l’extrait pouvant atteindre 1400 pg. 

3) Mesure des constantes de Michaelis-Menten pour le 
glutamate, l’hydroxylamine, et I’ATP : (Fig ure no 55) 

Afin de vérifier si les substrats et cofacteurs utilisés étaient en concentrations 
saturantes lors de la mesure in vitro de l’activité Glutamine Synthétase, nous avons 
cherché à déterminer les constantes d’affinité de l’enzyme pour le glutamate, 1’ATP et 
l’hydroxylamine. 

Ces mesures ne doivent pas être considérés pour leur stricte valeur biochimique; 
elles ont été réalisée sur des extraits bruts, sans aucune étape de purification. Leur but est 
de renseigner sur l’adéquation de notre méthode de mesure d’activité. 

* Km et Vmax pour le glutamate : 
Le Km apparent de la GS pour le glutamate est de 8,7 mM environ pour notre 

matériel végétal. La vitesse maximale de la réaction, déterminée graphiquement, est de 
2,72 pmoles de SH produites par heure et par mg de protéines. 

* Km et Vmax pour l’hydroxylamine : 
Nous avons déterminé pour l’hydroxylamine (équivalent de l’ammonium pour la 

détermination in vitro de l’activité) des valeurs pour le Km variant de 0,6 à 13 mM, et 
de 3,2 à 5,s umoles sH.h’l.mg’lproL pour la vitesse maximale de réaction. 

+ Km et Vmax pour I’ATP : 
c Le Km apparent pour I’ATP de la glutamine synthétase extraite de cals 

chlorophylliens d’Abrus precuforius varie de 0,45 à 0,94 mM (Vmax de 2,75 à 3,63 moles ’ 
yGH.h’l.mg’lprot.) 

Ces mesures de constantes de Michaelis de la GS pour ses différents substrats et 
cofacteurs nous permettent de considérer commme saturantes les concentrations en ces 
composées utilisées lors de l’incubation in vitro de l’enzyme (glutamate : 80 mM, 
Hydroxylamine : 6 mM, ATP : 5 mM). 

La GS semble présenter une cinétique de type Michaelien pour les trois substrats 
considérés. La glutamine synthétase montre une nette inhibition par excès de substrat 
pour les concentrations en ATP supérieures a 5 mM (Fig. no 56). Nous utiliserons cette 
concentration limite pour l’incubation in vitro de l’enzyme. 

Les valeurs des constantes d’affinités estimées sur notre matériel végétal sont du 
même ordre, mais Iégerement supérieures h celles publiées par KANAMORI & 
MATSUMOTO (1972) concernant la glutamine synthétase extraite de racines de riz. Ces 
auteurs déterminent à l’aide de droites de Lineweaver & Burk les valeurs de Km 
suivantes : 3,75 mM pour le glutamate, 0,44 mM pour l’ATP, et 0,4 mM pour 
l’hydroxylamine. 

Dune maniere générale, l’affinité estimée dans les cultures cellulaires in vitro 
est toujours beaucoup plus faible que celle rencontrée dans les plantes entières. Ce 
phénomène a été vérifié pour de nombreux systemes enzymatiques (NR, GS, GOGAT, 
carboxylases, phosphatases, PAL.. .). De plus, il convient de rappeller que ces mesures de 
consta,ntes ont été réa.lisées sur des extraits bruts, et que leur valeur en termes de 
biochimie , est donc discutable. 

Résultats & Discussion 
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Sur notre matériel végétal, le Km de la glutamine synthétase pour le glutamate 
présente une valeur assez forte : 81 mM. 11 est néanmoins intéressant de remarquer que le 
rapport des Km pour le glutamate d’une part, et pour l’hydroxylamine et 1’AT.P d’autre 
part est de 10 environ, confirmant ainsi les résultats de KANAMORI et MATSTJMOTO 
(1972) sur la GS de racines de riz. 

b) Evolution de l’activité Plutamine svnthétase dans des cultures 
cellulaires hétéro et mixotrophes cultivées en fioles d’erlenmever: 
(Figure no 50) 

Dans ces deux types de cultures cellulaires, la glutamine synthétase présente, 
après un temps de latente de 4 à 5 jours, un pic d’activité visualisable vers le sixième jour 
de culture. L’AGS spécifique est ainsi multipliée par 1,5 dans les cellules hétérotrophes, 
et par 2,5 dans les cellules photomixotrophes. 

Si les courbes d’évolution sont semblables, le niveau d’activité maximum diffke 
nettement d’une culture à l’autre : en effet, il atteint 4 ,2 l.unoles de $H .h-l.mg-l prot. 
pour les cellules photomixotrophes , alors qu’il est seulement de 1,15 poles de CH 
.h-l.mg’l prot. dans l’autre culture. 

L’activité GS présente, pour les deux types de culture, un niveau d’activité 
semblable à l’inoculation (2,9 woles de SH .h-l.rng-l prot. ). En fin de culture, les 
suspensions hétérotrophes présentent une activité nulle, alors que I’AGS revient à son 
niveau initial dans les suspensions photomixotrophes. 

Dans les deux types de cultures considérés, le pic d’activité de la glutamine 
synthétase apparait toujours décalé dans le temps par rapport à l’activité nitrate 
réductase. Ce décalage est plus marqué pour les suspensions photomixotrophes, où 
l’activité. GS maximale apparait 3 jours apr&s l’activité NR maximale. 

CAMPBELL ef al (1984) décrivent, dans des suspensions cellulaires autotrophes 
de Chenopodium rubrum, une évolution différente des deux enzymes : la nitrate 
réductase montre un pic d’activité lors de la phase exponentielle, alors que l’activité GS 
croît régulièrement jusqu’à la fin de la culture. 

LOYOLA-VARGAS & SANCHEZ DE JIMENEZ (1986) montrent, dans des cultures 
de cals de maïs en nutrition azotée mixte (NO3 40 mM + NH4 20 mM), une augmentation 
très nette (x3) de l’activité GS lors de la phase exponentielle de croissance. 

BRASSART et al. (1984) montrent, sur une suspension cellulaire hétérotrophe de 
Silene alba, que l’activité GS varie en fonction de la nature de l’élément azoté 
disponible dans le milieu (nitrate, glutamine ou ammonium). Ces auteurs montrent, en 
présence d’ammonium, un maximum d’activité GS à la fin de la phase de croisssance 
exponentielle des cellules, ce qui vient confirmer nos résultats. 

- Influence du fonctionnement plastidial : 

Nous avons pu mettre en évidence une activité GS maximale 4 fois plus importante 
dans les cultures d’Abrus photomixotrophes. Or, il est maintenant clairement établi que 
la GS peut exister sous deux formes pincipales: l’une cytosolique (GSl), l’autre 
chloroplastique (GS2) (I-IIREL & GADAL - 1980). 

Le fonctionnement de l’isoforme GS2, dans les cultures chlorophylliennes, pourrait 
expliquer en partie 1’ activité GS plus importante mesurée sur ce matériel. 

Résultats & Discussions 
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100 

60 
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Tableau no 11 : Comparaison de l’activité glutamine synthétase maximale 
et du taux en nucléotides adényliques totaux et en ATP 



Par test immunoenzymatique de type Ouchterlony, il est possible de montrer la 
présence de l’isoforme chloroplastique de la GS, à l’aide d’anticorps polyclonaux 
dirigés spécifiquement contre la forme GS2 (HIREL -1984). 

L’utilisation d’un antisérum anti-GS 2 foliaire de tabac (mis à notre disposition 
par le Dr B. HIREL - CNRS/INRA Versailles) nous permettra de confronter clairement 
cette hypothèse. 

Dans les cultures cellulaires hétérotrophes strictes, une seule isoforme de la GS est 
présente (BRASSART et al. - 1984). Cette donnée s’ajoute à celles déjà obtenues sur 
d’autres matériels non photosynthétiques (SUZUKI et al. - 1981; HIREL et al. - 1984) 

- Relations avec le taux en adénylates : 

Les activités GS et GDH sont sous le contrôle du métabolisme des sucres, via les 
variations de de la teneur en nucléotides réduits et en ATP (WEISSMANN; 1972 a & b). 
L’activité GS semble en particulier être tri% sensible aux variations de la charge 
énergétique cellulaire (WEISSMAN - 1976; SAHULKA & LISA - 1978; OAKS et al. - 
19801. 

Sur notre matériel végétal, HARDY-CLARIS (1988) a dosé les nucléotides 
adényliques présents dans les différents types de culture (voir Annexe D). 

Le tableau no 11 permet, à partir de ces résultats, de mettre en relation l’activité 
de synthèse en adénylates totaux (ADl?+ATP) et en ATP avec l’activité Glutamine 
Synthétase dans les cultures cellulaires d’Abrus , hétérotrophes ou photomixotrophes. 

A la lecture de ce tableau, il n’apparaît pas de corrélation directe entre la charge 
en nucléotides adényliques ou en ATP, et l’activité GS maximale. 

Il semble donc qu’un autre facteur déterminant soit à rechercher afin d’expliquer 
l’importante différence d’activité GS mesurée entre les suspensions héterotrophes et 
photomixotrophes. 

- Relations avec la nutrition ammoniacale : 

Si l’on compare l’activité maximale GS, pour les deux types de cultures étudiées, 
avec la vitesse moyenne de consommation de l’ammonium, on remarque que ces deux 
données sont corrélées positivement. En effet, la VMC pour l’ammonium est de 4,4 
moles NH4 .j’l.g-lpMF dans les suspensions hétérotrophes en fioles, et de 6,6 l.unoles 
NH4 .j-l.g-lpME dans les suspensions photomixotrophes. 

Il est do c possible. à Dartir de nos résulh&. de relier la D~US forte activité GS 
mesurée dans 1: cellules nhotomixotroDhes a une meilleure absor&ion de 1’ ammonium, 

L’ incorporation de l’ammonium fait appel à une succession de systèmes 
enzymatiques étroitement liés entre eux par des régulations complexes (voir Fig ??? p: 
???) . Même si la voie GS/GOGAT est considérée comme prédominante chez les végétaux 
supérieurs, l’ion NH4 peut également être incorporé via la GDH, si les conditions 
physiologiques de la cellule sont modifiées (LEA & MIF’LIN - 1976). 

Nous avons pu mettre en évidence une activité GDH dans les cultures cellulaires 
hétérotrophes et photomixotrophes dIAbrus precutorius, par révélation calorimétrique 
après electrophorèse en gel d’amidon (voir le Chapitre Résultats & Discussions, Q E-2). 

L’étude d’une seule de ces enzymes, la GS, est évidemment insuffisante pour 
pouvoir aborder le problème de l’assimilation de l’ammonium dans sa giobalité. 

Au cours de notre étude, de nombreux paramètres physiologiques et biochimiques 
ont été étudiés : la taille restreinte des prélevements de biomasse, notamment sur les 

Résultats & Discussions 
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bioréacteurs, ne nous permet malheureusement pas d’envisager d’autres dosages 
enzymatiques. Le temps forcément limité accordé à ce travail a été insuffisant pour 
adapter et exploiter d’autres dosages, tels que les activités GOGAT, GDH ou GOT. 

Plusieurs auteurs se sont intéressés à l’étude cinétique conjointe de l’activité de 
plusieurs enzymes impliquées dans l’incorporation de l’ammonium dans des suspensions 
cellulaires. 

Ainsi, BRASSART ef al. (1984) ont étudié l’évolution des activités GS et GDH 
dans des cultures cellulaires de âilene alba. il apparaît clairement dans cette étude une 
différence importante dans la cinétique de l’activité des deux enzymes : L’activité GS 
varie en fonction de la croissance cellulaire, alors que celle de la GDH reste stable. Les 
auteurs confirment ainsi le fonctionnement préférentiel de la voie GS-GOGAT dans des 
suspensions cellulaires hétérotrophes. 

A l’inverse,’ MURILLO & SANCHEZ DE JIMENEZ (1984) montrent sur des 
suspensions cellulaires de Bouvurdi~ ternifoolia, que les deux voies d’assimilation sont 
fonctionneles. Pour ces auteurs, l’assïinilation de l’ammonium uia lune ou l’autre de ces 
voies dépend. de la nature du tissus (cellules issues de feuilles ou de racines ), de la source 
d’azote, et de la phase de croissance considérées. 

3) Les carboxylases : Rubisco & PEP Case : 

a) Etude de l’évolution des activités carboxvlases dans des cultures 
hétéro-et mixotrouhes en fioles ou en bioréacteur : (Fig. no 57) 

Le but de cette étude est de mettre en évidence l’évolution en cours de culture des 
activités des deux enzymes impliquées dans la fixation primitive du CO2 PEPc et 
Rubisco . 

Elle doit en outre nous permettre de caractériser plus complètement les états 
d’hétéro et de photomixotrophie. 

1) Evolution de l’activité PEP Carboxylase : 

Dans les quatre types de cultures considérés, l’activité PEPc subit une forte 
augmentation en début de phase exponentielle. 

Ce pic d’activité est tres marqué dans les cellules photomixotrophes cultivées em 
bioréacteur, où l’activité spécifique PEl?c est multipliée par 8 durant les quatre premiers 
jours de la culture. Cette augmentation est par contre très faible dans la culture 
hétérotrophe en bioréacteur. 

NATO et aI (1981-a) montrent, dans les cultures cellulaires de Tabac, une 
augmentation nette de l’activité PEPc en début de culture, corrélée avec une 
augmentation transitoire de l’activité respiratoire. La stimulation de l’activité PEPc 
durant la phase exponentielle de croissance a été souvent mise en évidence dans les 
cultures in vitro de cellules végétales (NISHIDA et al. - 1980, HUSEMANN - 1981). 

Pour plusieurs auteurs, cette stimulation de la PEPc est interpréttée comme une 
adaptation des cellules afin de maintenir constant le pH cytoplasmique. DAVIES 
(3973-19799) implique la PEI?, en association avec la malate déshydrogénase et l’enzyme 
malique dans la régulation des flux d’ions, suivant le schéma suivant (fonction pH-Stat 
biochimique) : 

Résultats & Discussions 
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Pour tous les types de cellules étudiées, l’activité PEI% est minimale en fin de 
phase de croissance exponentielle. Elle remonte ensuite en fin de culture, avec un pic très 
marqué dans l.es cellules hétérotrophes en fioles, où la PEPc retrouve alors le niveau 
d’activité maximal mesuré en cours de phase exponentielle. 

NATO (1984) étudie le mécanisme d’apparition de ce pic d’activité PEPc sur des 
cultures cellulaires de Tabac jeunes (5 jours) ou matures (21 jours). Par superposition des 
courbes d’immunotitration, l’auteur montre que les cellules jeunes contiennent une plus 
grande quantité d’enzymes que les cellules matures. 

La stimulation de l’activite I?ER dans les cellules en prolifération n’est donc pas 
un phénomène de régulation post-traductionnelle (activation), mais concerne bien une 
synthi?se de MZXI de molécules de la carboxylase. Il en résulte donc un enrichissement de 
l’enzyme dans le pool total des protéines solubles. 

Pour NATO & MATHIEU (19781, ce pic transitoire d’activité I?ER permet de 
limiter la déperdition du carbone sous sa forme CO2, au moment où les composés carbonés 
ne sont pas incorporés via le cycle ticarboxylique, alors que la respiration est intense. 

Les valeurs maximales d’activité PEPc varient d’un type de culture a l’autre; Ia 
plus haute valeur mesurée concerne les suspensions hétérotrophes en fioles : elle atteint 
alors 23 poles CO2 fixéesJïl.mgl Rrot. Par contre, cette valeur maximale n’atteint 
que 4 moles CO2 fixées.h’l.mg-1 prot dans Ies suspensions photomixotrophes en 
bioréacteur. 

D’une mani&e générale, il est intéressant de remarquer que: 

- d’une part, les cellules hétérotrophes présentent une activité spécifique 
PEI? toujours pius importante que les cellules photomixotrophes. 

- d’autre part, le niveau d’activité est toujours plus faible en bioréacteur 
aéré qu’en fioles fermées. Les modifications des conditions d’agitation, de 
l’environnement gazeux, semblent avoir une influence importante sur l’activité PEPc. 

La valeur de l’activité PEI% mesurée dans les cultures hétérotrophes en fioles 
semble remarquablement élevée si on la compare à celles mesurées sur d’autres 
suspensions cellulaires : 7 moles CO2 .h-l.mg-lprc,t pour des cellules de tabac 
photomixotrophes ; 584 pour des cellules de tabac autotrophes (NATO & VIDAL -1983). 

2) Evolution de l’activité Rubisco : ( Figure no 57) 

Quel que soit le type de culture considéré, on note une augmentation d’activité 
Rubisco au 4” jour de culture. Ce “pic” d’activité est visualisable surtout dans les 
suspensions photomixotrophes en bioréacteur, où l’activité spécifique Rubisco atteint 
2$ pmoles C02.fixées~1.mg-1p,ot lors de la phase exponentielle de croissance, alors 
que l’activité n’est pas mesurable à l’ensemencement. 

Résultats &Discussions 



MAT0 & MATHIEU (1978) décrivent sur des cultures photomixotrophes de tabac, 
une évolution des activités PEPc et Rubisco concommitantes, avec une augmentation à 
peine mesurable de l’activité Rubisco lors de la phase exponentielle. 

L’activité Rubisco n’est pas décelable dans les suspensions hétérotrophes en 
bioréacteur. Par contre, sur ce même type de cellules cultivées en fiole d’Erlenmeyer, 
l’activité Rubisco est importante; elle atteint un niveau équivalent à celui mesuré pour 
les suspensions mixotrophes. 

Ce résultat va, pour le moins, a l’encontre des donnkes etablies concernant le rôle de 
la Rubisco dans la fixation photosynthétique du CO2 ; nous décrivons ici un système 
hétérotrophe possédant une activite Rubisco comparable à celle mesurée sur le même 
matériel en conditions de mixotrophie (taux en saccharose réduit, présence de lumière). 

Il importe de préciser que nous avons estimé, pour ces deux carboxylases, une 
activité in vitro, c’est-à-dire l’expression d’une activité potentielle, dans des conditions 
optimales. Les tests de détection immunoenzymologiques (tests de MANCINI) nous ont 
permis par ailleurs de montrer que la Rubisco est présente dans les cellules 
hétérotrophes, et ce quel que soit l’âge des cellules. 

Dans les cellules hétérotrophes d’Ahus precatorz’us, on détecte donc une enzyme 
parfaitement fonctionnelle. Des mesures de fixation in vive de 14C02 et l’identification 
des produits de la fixation,. réalisés sur des cellules entieres, permettront sans doute de 
donner la mesure réelle de cette activité (NATO & VIDAL - 1983). 

D’autre part, il importe de rappeler que les cultures cellulaires hétérotrophes 
décrites ici proviennent de lignées chlorophylliennes photomixotrophes placées à 
l’obscurité dans un milieu plus riche en saccharose. Il ne s’agit pas de mutants dépourvus 
d’activité Rubisco, dans le sens présenté par NATO et aI. (1984). Les cellules sont 
rendues hétérotrophes par cette modification des conditions de culture, mais elles 
conservent, selon toute vraisemblance, leur capacité de biosynthese pour les enzymes 
impliquées dans la fixation photosynthétique du carbone. L’ activité photosynthétique 
et le verdissement des cellules sont restaurés apres un mois de culture à la lumière, dans 
un milieu apauvri en saccharose (15 gJ1). 

Dans nos cultures cellulaires, le rapport PEPc/Rubisco est très important : il est 
toujours compris entre 10 et 20 durant la phase exponentielle de croissance. Ce rapport 
élevé est caractéristique d’une fixation préférentielle du CO2 par voie non 
photosynthétique. Dans nos deux types de cultures photomixotrophes in vitro, 
contrairement à ce qui existe dans la plante entiere, la Rubisco n’apparaît jamais comme 
l’enzyme de carboxylation prépondérante. NATO & MATHIEU (1978) décrivent une 
situation semblable dans des cultures photomixotrophes de tabac : durant la phase 
exponentielle, le rapport PEPc/Rubisco est voisin de 7. 

Chez les cultures photomixotrophes d’Abrus en bioréacteur, le rapport 
PElWRubisco est de 1,6 environ, et reste quasiment constant jusqu’au 11” jour de culture. 
En fin de cycle (11 à 15 jour) la fixation du CO2 semble préférentiellement assurée par la 
PEPc. 

Même si une capacité photosynthétique nette a pu &re mise en évidence sur notre 
matériel, l’équipement enzymatique en Rubisco apparaît encore nettement insuffisant 
pour assurer une croissance à proprement parler photomixotrophe. 

1. HARDY GLARIS (1988) a pu montrer, lors de cultures en atmosphère 
enrichie en C02, l’incapacité de cette lignée à maintenir une croissance en autotrophie 
stricte. 

Résultats & Discussion 



NATO (1984) compare le rapport PEPc/Rubisco de cellules de Tabac cultivées en 
conditions de mixotrophie (milieu 21 3Og.l-* de saccharose) ou de photoautotrophie 
(milieu sans sucres et atmosphère enrichie en CO2 à 4%). Les rapports maximaux 
observés sont de 2,73 pour les cellules mixotrophes, et de 1,lO pour les cellules 
autotrophes. 

Etudiant l’incorporation de 14C02 par des suspensions autotrophes de Cytisus 
sccpzrius et de Nicofium tabacum, SATO et al. (1980) montrent que ces cultures fixent 
préférentiellement le 14C sur les acides organiques en C4 (malate). 

L’étude conjointe des activités carboxylasiques sugg&re que les cultures cellulaires 
photomixotrophes de plantes en C3 peuvent, à l’instar des organes végétaux en début 
d’ontogénèse, montrer une voie de fixation du CO2 de type C4, ti la PEI? (NATO & 
MATHIEU -1973). 

- Relations avec l’activité respiratoire : 

Dans les quatre types de cellules étudi&s, l’augmentation nette de l’activité PEl?c 
spécifique a lieu lorsque, à la fois, l’énergie cellulaire et la demande en chaines 
carbonées pour la synthèse des protéines sont importantes. 

Ce résultat confirme les interprétations de NATO (1984) concernant des cellules 
photomixotrophes de tabac. 

- Relations avec la nutrition carbonée : 

SATO et al. (1980) suggèrent que le PEP indispensable a la PEPcarboxylase est 
fourni durant la phase exponentielle par. la glycolyse. En effet, pour de nombreuses 
cultures cellulaires, cette période correspond à une activité d’hydrolyse de saccharose 
disponible, d’accumulation de glucides dans la cellule, et de respiration mitochondriale 
active. 

Les cultures cellulaires photomixotrophes d’A6ms prV~utotiw présentent donc un 
comportement strictement hétérotropohe en début de culture. 

En fin de cycle, alors que les réserves en sucres sont tres faibles ou nulles, la 
chlorophyllogénèse redevient active dans les cultures photomixotrophes. Il semble que’ 
les deux activités carboxylases augmentent alors légerement. (Le dosage de Rubisco 
réalise au 14” jour dans la culture en fioles ne suit pas l’évolution générale, qui montre 
une augmentation réguliere de l’activité Rubisco à partir du 4’ jour, ce point est à 
considérer avec prudence). 

. 

Ce résultat va dans le sens de l’établissement d’un état de photoautotrophie 
instable en fin de culture dans des cellules photomixotrophes. Il confirme les données 
présentées par un grand nombre d’auteurs (HARDY - 1934; NATO - 1984;...). 

- Relations avec le nucléotides pyridiniques: (voir hexe Dl 

Le pic d’activité PEPc, situé pour toutes nos cultures durant la phase exponentielle, 
correspond bien à une phase de néosynthese de nucléotides pyridiques (HARDY-CLARIS 
- 1988). 

Sur notre matériel, le NADH résiduel représente, pour cette même période, 20% 
seulement des nucléotides totaux (HARDYCLARIS - 1988). . 

Le NADH a donc été l’objet d’une consommation intense par plusieurs systèmes 
enzymatiques induits durant la phase exponentielle (nitrate réductase, PEP case). 
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Figure no 58 : Immunoempreintes pour la Rubisco . (IgG anti Rubisco de maïs) 
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b) Caractérisation immunoenzvmolotiaue: 

1) Extraction de la Rubisco: 

- à partir de feuilles de plantdes ou de microboutures (maïs, tabac, 
Abrus): 
500 mg de feuilles sont broyés à froid à l’aide d’un mortier et d’un pilon, en 

présence du tampon d’extraction (4 ml.g’lM.F.). Le broyat est ensuite homogénéisé à la 
presse de French (1000 psi - 2 passages). Le surnageant obtenu après centrifugation ( 4°C - 
30 000 g- 15 min.) constitue l’extrait enzymatique brut. 

- à partir de cals de prolifération (Abrus& 
2 à 3 grammes (M.F.) de cals sont broyés par deux passages successifs à la presse de 

French (1000 psi), en présence de 1 ml de tampon d’extraction par gramme de maliere 
fraîche. Le broyat est ensuite centrifugé a 4OC dans une centrifugeuse de table de type 
Microfuge (30 OOOg - 15 minutes). Le surnageant constitue l’extrait enzymatique brut, qui 
est ensuite prépurifié et concentré 5 fois par précipitation au sulfate d’ammonium à 50% 
de saturation. 

- à partir de suspensions cellulaires: 
Le protocole d’extraction est identique à celui utilisé pour les cals, mais l’extrait 

brut est concentré 10 fois. 
La teneur en protéines des extraits concentrés est de 10 pg.ml’* de protéines 

solubles pour les extraits de cals et de cultures cellulaires, et de 3 pg.ml-1 pour les 
extraits foliaires. 

2) Immunoempreinfes ou Immunoblotfing: 

Afin de mettre en évidence une éventuelle reconnaissance immunologique de la, 
Rubisco extraite de cals chlorophylliens d’Abrus precatorius (lignée 6H) , nous avons 
utilisé un antisérum de lapin Anti-Rubisco de plantules de Maïs (AC3 : LSMP-ORSAY). 

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure no 58. Les échantillons à analyser 
ont été déposes dans l’ordre suivant: 

Piste n “1: Marqueurs standards de poids moléculaire: de 26,6 à 58,0 kD 

Piste ~~02: L’immunoblotting permet de révéler la présence de contamina& dans un 
extrait “purifié” de PEP Carboxylase. Le contaminant est indiscutablement de la RubP 
Carboxylase, présentant, après dénaturation, ses deux sous-unités caractéristiques: une 
petite sous-unité (SSU), de poids moIécuIaire voisin de 12 kD, et une grande sous-unité 
(LSU), de P.M.= 55 kD. Il est important de noter que la présence de Rubisco 
contaminante était indécelable apr&s une révélation classique du gel au Bleu de 
Coomassie. On n’obtient alors qu’une seule bande correspondant au poids moléculaire des 
monom&res de la PEI? Case (100 kd). 

Pistes no3 b 4: Sur un extrait brut de cals chlorophylliens d’Ahus precatorius, on 
décèle seulement la présence de la grande sous-unité (L!XJ). La non-reconnaissance, par 
les IgG “Anti-Maïs”, de la petite sous-unité peut s’expliquer par la faible taille de ce 
monomhe (12 kD), et par con&quent, son faible nombre de sites antigéniques ( deux, 
environ); la probabilité de reconnaissance par un anticorps se trouve donc proportion- 
nellement réduite (HOARAU: communication personnelle). 

Pistes n “5 ô, 6: Sur des extraits foliaires de Zea mays, la reconnaissance des deux 
sous-unités est parfaite; l’Amicorps testé est d’une pureté satisfaisante: on ne note pas de 
bandes parasites, qui seraient dues à la présence, dans le sérum, d’autres anticorps 
qu’ Anti-Rubixo. 

Nota: La. monospécificité d’un antisérum doit toujours être vérifiée avec des 
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extraits enzymatiques bruts, non purifiés, qui renferment donc un spectre en protéines 
large, capable de révéler le plus grand nombre possible de confaminants éuentuels. 

Pisks no 7 b 8: Des extraits de cultures cellulaires in vitro de Nicotiann tabacum , 
mutant Techné SP25, (NATO ef al. - 19841 ne montrent aucune trace de Rubisco. On 
vérifie ainsi les caractéristiques enzymologiques de ces mutants de tabac non 
photosynthétisants. 

Pistes no 9 6 10: Sur le génotype sauvage (Wild Type : WT) de suspensions ~ 
cellulaires photosynthétisantes de Nicotianu tubucum, seule la grande sous-unité, 
moins variable, est reconnue par les anticorps. 

Conclusions: 

L’ antisérum utilise ( dresse contre la Rubisco de Zea mays) a permis de révéler la 
sous-unité 55 kD sur trois espèces végétales tres différentes: Zeu mays, Nicotinna 
tubucum et Abrus precutorius. Ces trois espèces présentent pour ce système enzymatique 
une parenté immunologique certaine, malgré des voies de fixation du CO2 différentes: 
métabolisme en C4 (maïs) ou en C3 (tabac, Abrush 

La révélation de l’immunoblotting ne présente quasiment pas de bandes parasites. 
L’antisérum utilisé possede donc une spécificité satisfaisante pour la Rubisco. 

Des tests comulémentaires d’immunodiffusion et d’immunoeréciuitation vourron# 
donc être mis en ulace. uour notre , . mate rie1 P * véeétal. à 1 a ide de ces anticorug 
ar&Rubisco de maïs. 

3) Tests d’immnodiffusion en gels: Ouchterlony & Mancini. 

TESTS D’OUCHTERLONX 

Ces tests ont pour but de confirmer, par une autre technique que les 
immunoempreintes, la reconnaissance de la Rubisco, extraite de notre matériel végétal 
(feuilles, cals & suspensions cellulaires dIAbrus) par diverses préparations d’IgG. 

Nous chercherons ensuite a mettre en évidence d’éventuelles parentés 
immunologiques par des tests de reconnaissances croisées. 

- TEST no 1 : Ce test est réalisé afin de comparer deux extraits enzymatiques 
provenant de cals d’Abrus precaforius, chlorophylliens fC.1 et non- 
chlorophylliens fN.C.1, agés de 25 jours environ. Il permet également de 
comparer le comportement de deux antisérums (ACT et AC3) anti-Rubisco de 
tabac (ACT) ou de maïs (AC31, face aux mêmes antigènes. 

- - . - -  ‘-’ 

‘i .  
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LEGENDE: WI: Serum Pré-Immun 
ACT: Ami-Corps IgG tabac 
AC3: Ami-Corps IgG maïs (3” saignée) 

E: sdution standard de 
RudiPCase pure (épinard) 

T: cultures cellulaires de Tabac (WI’) 
C: cals d’A6ru.r Cholorophylliens 
N.C.: cals d’Abrus Non 

Cholorophylliens 

Résultats & interprétations: 
A Le témoin réalisé avec du sérum pré-immun ne présente aucun arc de 

précipitation parasite. 

B: On obtient, avec les anticorps anti-tabac (ACT), des arcs parfaitement jointifs 
pour les extraits C, NC et E. La RubP Case présente donc des formes 
immunologiquement semblables dans les trois extraits. Avec l’extrait cellulaire de 
tabac T, les arcs sont disjoints, montrant une parenté seulement partielle entre cette 
forme de l’enzyme et celle provenant des trois autres extraits testés. 

C: Avec des anticorps anti-maïs (AC3), les arcs obtenus’avec les extraits C et NC 
sont tous dédoublés. L’un des deux arcs, le plus proche des puits périphériques, 
correspond parfaitement à la RubPCa&talon; il est présent pour tous les extraits 
(C, NC, T), de maniere moins visible pour l’extrait NC. Les extraits E et T semblent 
présenter des propriétés antigéniques communes. Le deuxieme arc, plus proche du 
puits central, se rencontre pour tous les extraits d’Abrus. Ce deuxième arc de 
précipitation ne peut pas être attribué à un défaut de pureté de la préparation 
d’IgG anti-Rubisco de Maïs utilisée pour ce test. En effet,la monospécificité de cette 
solution d’anticorps a été vérifié par immunoempreintes. (figure no ??, p: ???); 
11 pourrait s’agir, par contre, de formes dégradées de la Rubisco présentant encore 

. des sites de reconnaissance antigéniques actifs. 

- TEST no 2: Comparaison entre anticorps anti-Tabac ACT et anticorps anti Maïs 
AC2 

LEGENDE: C: cals d’Abtus Cholorophylliens T: cultures cellulaires de Tabac (WT) 
NC: cals d’Abrus Non Chlorophylliens ACT: An&Corps IgG tabac 
E: solution standard de RudiPCase AC2: Ami-Corps IgG maïs Lapin. 

pure d’Epinard (2O saignée) 

Résultaas % Discussions 
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Résultats & interprétations: 
A. On retrouve les arcs de précipitation obtenus précédemment pour le même 

test. 

B. Les arcs obtenus avec l’anticorps AC2 sont semblables à ceux obtenus avec 
AC3: ils sont dédoublés pour tous les extraits d’Abrus (C et NC). Ici, 
contrairement à AC3, c’est l’arc le plus intérieur qui correspond à l’enzyme 
purifiée E et à l’extrait de Tabac T. Les extraits d’Abrus C et NC présentent un arc 
extérieur. 

TEST no 3: Comparaison des caractéristiques immunoenzymologiques de la Rubisco 
extraite de cals, de cultures cellulaires chlorophylliens, et de feuilles d’A brus 
precaforius. Ce test nous a permis de plus, comparer l’effet de diverses concentrations en 
anticorps AC3 sur I’immunoprécipitation du même extrait (Feuilles). 

-P 

ACl8 

404 I_ AU4 

LEGENDE: CAL: cals d’Abrus cholorophylliens AC3: Ami-Corps IgG maïs Lapin. 
CEL: cellules d’Abrus chlorophylliennes (39aignée) 
F: feuilles d’Abrus AUX: AC3 dilué x fois 

Résultats & interprétations: 
A: Les arcs obtenus avec l’anticorps AC3 sont parfaitement jointifs pour tous 

les extraits KAL,CEL, FI. Il n’existe donc pas de différences immunologiquement 
détectables entre la Rubisco extraite de feuilles d’Abrus et de lignées statiques ou 
cellulaires chlorophylliennes. La mise en culture in titra n’induit donc pas de 
différences morphologiques sur la Rubisco, et l’équipement enzymatique 
indispensable a la photosynthese n’est donc pas altéré et reste fonctionnel. 

B: L’anticorps AC3 est utilisé à différentes concentrations: les dilutions 
vont de 2 & 8 fois (AC/P à ACX). On obtient des arcs jointifs, avec une densité de 
coloration proportionnelle à la quantité d’anticorps mis en présence. La netteté 
maximale est obtenue avec des solutions d’ IgG pures ou diluées deux fois. 

- TEST no 4: Effet du mode de conservation des extraits bruts sur l’intégrité de la 
molécule de Rubisco. Ce test permet de comparer deux extraits de feuilles dIAbrus: l’un 
d’entre eux est déposé immédiatement apres extraction (AFl), l’autre est conservé 
durant 15 heures a 4°C (AF2). Une solution de Rubisco purifiée d’epinard (E) ayant subi 
un cycle congélation/décongélation (-30°C) est déposée. Les solutions antigéniques sont 
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testés contre des anticorps AW. L e résultat est présenté sur la figure no 59. 

LEGENDE: AFl: feuilles d’Abrus (extemporan6) 
AF2: feuilles d’Abrus (15h à 4°C) 
E : soiution standard Rubisco 

(congelWdécongel6e) 

AC3: Anti-Corps IgG maïs Lapin. 
(3”saignée) 

Résultats & interprétations: 
La conservation des extraits cellulaires à 4OC n’affecte apparemment pas 

l’antigénicité de la Rubisco: l’enzyme reste clairement détectable. De plus, les 
arcs d’immunoprécipitation obtenus sont parfaitement jointifs: la structure 
quaternaire est donc en partie maintenue. Par contre, apres 
congélation/décongélation de la solution étalon de Rubisco pure d’Epinard, aucun 
arc n’est visible : l’enzyme est totalement dénaturée. Les extraits enzymatiques 
devront par conséquent &e dosés extemporanément, ou conservés à 4°C. 

- TEST no 5 : Détection de la Rubisco dans des suspensions cellulaires d’Abrus 
hétérotrophes & photomixotrophes cultivées en Erlenmeyer. La préparation AC3 est 
testée contre des extraits issus de prélevements à des dates différentes sur une même 
culture hétérotrophe (HO a Hll) ou mixotrophe (MO a Ml4). L’indice représente l’âge de 
la culture en jours. 

Le résultat obtenu est présenté sur la figure no 60 

LEGENDE: HO à Hll:Cellules hetérotrophes AC3: Anti-Corps IgG maïs Lapin. 
MO à M14:Cellulei photomixotrophes (3Osaignée) 

Résultats & interprétations: 

A: Dans les cultures hétérotrophes, les arcs d’immunoprécipitation sont 
visibles quel que soit l’age des cellules: l’enzyme est donc présente tout au long de 
la culture : La Rubisco sembIe donc être constitutive, tout au moins en partie, car 
elle est détectabie dans des extraits inactifs. 

Il est intéressant de noter que les arcs sont dédoublés pour les prélevements 
correspondant aux périodes de plus forte activité (3,4 et 6 jours). Ces résultats 
confirment nos observations réalisées avec l’anticorps AC3 sur les cals 
chlorophylliens. En effet; ces cals chlorophylliens agés de 10 jours présentaient 
une activité Rubisco non négligeable (0,6B lunoies C02.h~*.mg$o~.). 

II est possible que la préparation polyclonale AC3 reconnaisse une forme 
intermédiaire de Rubisco, d6celable uniquement lors des périodes de néosynthese 
active de l’enzyme (phase exponentielle de croissance de la suspension). 

B: Dans les cultures photomixotrophes, la Rubisco suit sensiblement la même 
évolution: tous les arcs d’immunoprécipitations restent jointifs, et se dédoublent 
pour les extraits correspondant aux cellules agées de 3,4 et 6 jours. Ces dates 
correspondent, pour cette culture, aux périodes de plus grande activité Rubisco. 

TEST no 6: Comparaison entre propriétés immunologiques de la Rubisco extraite de 
diverses lignées cellulaires de plantes médicinales isolées et entretenues au Laboratoire 
de Physiologie-& Biotechnologie Vbgétales du Centre ORSTOM d’Adiopodoumé. 

Ce test est effectué sur des lignées cellulaires photomixotrophes et des feuilles de 
Catharanfhus rescus L. (Apocynaceae) et de Tephrosia aogelii Hook f. (Leguminosae). 

Il nous permet de vérifier la réactivité de la préparation AC3 face à des 
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Figure no 59 : Effet du mode deconservation de la Rubisco sur l’int&rité de la molécule 

AF2 _. ..--- - - _~ .-.--- -;.-- AF2 . 
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Figu;e no 60 : Détection de la Rubisco dans des suspensions cellulaires d’Ah 
hétérotrophes 
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Figure no 61 : Comparaison entre propriétés immunologiques de la Rubisco extraite de 
feuilles et de lign&s cellulaires de diverses plantes médicinales. 
A = feuilles ; B = cellules et feuilles 
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enzymes extraites de plantes appartenant ou non a la même famille botanique. Ce test 
constituait un préliminaire indispensable à l’utilisation des anticorps anti Rubisco 
disponibles au LSMP Orsay sur le matériel végétal installé au Laboratoire. 

Les lignées cellulaires nous ont été aimablement fournies par Claudine NEF 
(Catharanthus) et Nadine LAMBERT (Tephrosziz). 

Ce résultat est présenté à la figure no 61. 

LEGENDE: TF: Tephrosia feuilles TC: Tephrosia cellnles AC3 : IgG ami RubP maïs Lapin. 
CF: Cutharunrhus feuilles CC: C2rtharcanok.s cellules (3’saignée) 
AF: Abrus feuilles AC : Abrus cellules 

Résultats & interprétations: 
A: La préparation AC3 donne des arcs d’immunoprécipitation avec les trois 

extraits végétaux testés. Ce test de. réactions croides constituait un préalable 
indispensable à l’éventuelle utilisation des IgG AC3 dans l’étude de la Rubisco 
sur d’autres matériels végétaux qu’Abrus precatorius. 

La Rubisco foliaire d’Abrus présente des déterminants antigéniques 
communs avec l’enzyme extraite de feuilles de Tephrosia et de Catharanfhus. 
Par contre, les arcs issus des extraits TF et CF se croisent sans montrer de 
déterminants antigéniques communs, mettant ainsi en évidence des différences 
dans la Rubisco extraite de feuilles de Tephrosia vogelii et de .Cafharanfhus 
roseus. 

B: Les extraits CF et CC d’une part, et TF et TC d’autre part donnent, avec 
I’antiserum AC3, des arcs jointifs . Pour ces deux plantes, la Rubisco extraite de 
feuilles et de cellules photomixotrophes présente donc des déterminants 
antigéniques identiques. Il est donc tout 21 fait envisageable d’utiliser la 
préparation AC3 pour l’étude de la Rubisco dans des cultures cellulaires photo- 
mixotrophes de Tephrosîa vogelii et de Catharanfhus roseus. 

Des expérimentations préliminaires ont été entreprises , en collaboration 
avec C. NEF, sur la caractérisation immunoenzymologique de mutants de 
Catharanfhus roseus présentant une dépigmentation spontanée à la lumière 
(“albinos”). Au vu des premiers résultats, cette dépigmentation s’accompagnerait 
dune disparition totale de la Rubisco. 

TEST DE MANCINI: 

Ce test est réalise à l’aide d’IgG Anti Rubisco de Tabac. Le gel d’immunodiffusion 
contient 50 @ d’antisérum pour 30 ml de solution gélosée. 

Les extraits enzymatiques de cals d’Abrus, chlorophylliens (C) ou non (NC), sont 
concentrés 4 fois à l’aide d’un dispositif Centricon (Amicon) PM 30. Ils présentent une 
teneur en protéines solubles d’environ 15 mgml-l. 

Résultats % Discussions 
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Figure no 62 : Schéma d’une immunoélectrophorèse 
de Rubisco extraite de cals d’Abrus hétérotrophes 
ou photomixotrophes 

1: Rubisco foliaire Epinard pure (12 pg) 
2 : Rubisco foliaire Epinard pure (6 ~1 
3 : Rubisco foliaire Epinard pure (3 @ 

4 : Cals d’Abms mixotrophes (50 I.L~ prot&nes) 
5 : Calsd’Abrus mixotrophes(25 c~&pmt&nes) 
6 : Cals d’Abrus mixotrophes K!$ & protéines) 

7 : Cals d’Abrus hktérotrophes (100 &g protéines) 
8 : Cals d’Abrus, hétérotrophes (50 g protéines) 
9: Cals d’Abrus hétérotrophes (25 pg protéines) 



.  

”  

LEGENDE 
Cg : cals d’Abrus Chlorophylliens (dépôt $.L) 
NC5 : cals d’Abrus Non Chlorophylliens. (dépôt 51.4 
Cio : cals d’Abrus Chlorophylliens (dépôt 10 111) 
NC10 : cals dl4bn.u Non Chlorophylliens (dépôt 10 fl) 

Résultats & interprétations: 

Les extraits issus de cals chlorophylliens présentent des teneurs en Rubisco tres 
supérieures aux extraits de cals non chlorophylliens. Ces résultats corroborent et 
complètent les mesures d’activités spkcifiques effectuées sur ces mêmes extraits. 

La Rubisco détectée dans le cals hétérotrophes à l’obscurité est donc présente sous 
une forme active. 

Nous avons pu mesurer les activités Rubisco suivantes sur les cals de la lignée 6H: 
- lignée chlorophyllienne (26 jours) : 0,39 j.tmoles CO2 fixées. h-l. mg-1 Rrot. 
- lignée non chlorophyllienne (20 jours) : 0,12 pmoles CO, fixées. h-l. mg-l prot 

L$) Immunoélectrophorèse: (Figure no 62) 

Nous avons tenté de quantifier la Rubisco présente dans les extraits de cals-d’Abrus 
precaforius décrits ci- dessus. Les extraits bruts ont été concentrés après précipitation au 
sulfate d’ammonium à 50%. Les extrais C (chlorophylliens) sont concentrés 5 fois, et les 
extraits NC (non chlorophylliens) 12 fois. 

Nous avons coulé dans le gel 50 j.tl une solution d’anticorps anti Rubisco de Maïs 
(AC3). 

La faible coloration obtenue dans ce cas sur les immunorockets ne nous a pas permis 

d’exploiter la plaque d’électrophorèse obtenue par photocopie. Nous la présentons à la 
figure no 62 sous forme de schéma simplifié. 

La hauteur des pics, rapportée à la gamme étalon effectuée dans les mêmes 
conditions, nous a permis de calculer le pourcentage approximatif de.Rubisco rapporté 
aux protéines solubles totales dans chaque extrait. 

On obtient un taux relatif en Rubisco de 15% dans les cals d’Abrus hcterotrophes 
et de 8% dans les cals photomixotrophes , 

Ce résultat confirme les mesures d’activités précédemment réalisées , et la 
première titration effectuée par la méthode de MANCIM. 
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IMMUNOTITRATION DE LA RubP CASE DE CALS NON CHLOROPHYLLIENS D’ABRUS 
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IMMUNOTITRATION DE LA RubP CASE DE CALS CHLOROPHYLLIENS D’ABRUS 

0 10 20 80 90 100 

Figure no 63 : Immunotitration de la Rubisco extraite de cals d’Abrus 
chlorophylliens ou non. 



$) Immunotitration de l’activité RubP Carboxylase: (Figure no 63) 

Nous avons incube 100 @ d’extraits bruts (C et NC) dans des cônes Eppendorf en 
présence d’une gamme de 0 à 30 fl d’antisérum AC3 non dilué. Pour un volume total de 210 
@ (complétés avec le tampon d’extraction), 10 fl de sérum pré-immun sont rajoutés pour 
chaque concentration en antisérum. L’ incubation dure ici 5 heures à 4°C. Des temps 
d’incubation plus longs (12 heures) peuvent être choisis, au risque de provoquer une 
dégradation notable de l’enzyme. 

Apres centrifugation (30 000 g - 15 minutes), l’activité est mesurée sur 200 i.tl de 
surnageant. Les courbes himmunotitration sont prkntéessur la figure no 63. 

On remarque que l’extrait NC a subi, au cours de l’incubation, une importante 
dégradation (perte de 60% environ de l’activite en 5 heures, à 4°C). 

L’extrait porte encore une antigénicité mesurable, mais il est difficile 
d’interpréter simultanément les deux courbes d’immunotitration des extraits C et NC. En 
effet, le 100% d’activité de lkxtrait NC correspond à des valeurs beaucoup plus faibles. 

L’immunoprécipitation de la totalité de l’activité pour l’extrait C confirme bien 
la reconnaissance immunochimique de l’enzyme par un antisérum dresse contre la Rubisco 
de maïs. Nous pouvons ainsi confirmer les parent& immunologiques entre ces deux 
enzymes mises en évidence par les tests d’immunodiffusion. 

En outre, les résultats précedemment obtenus lors de la réalisation 
d%nrnunoempreintes nous permettent d’affirmer que cette homologie porte uniquement 
sur la grande sous-tutiti L!W de la Rubisco. 

Cette hypothèse est confirmée par les résultats de nombreuses équipes travaillant, 
le plus souvent a l’aide de techniques immnologiques, sur la phyllogénie de la Rubisco 
dans le règne végétal. En effet, la structure primaire de la grande sous-unité présente une 
grande homologie pour les végétaux supérieurs, les algues et les bactéries 
photosynthétiques tvoir’la récente rme. bibliographique de SUZUKl -1987). 

6) Conclusions: 

Au terme de cette étude immunoenzymologique de la Rubisco extraite de notre 
matériel végétal, plusieurs points apparaissent dignes d’intérêt: 

- les anticorps,lgG Anti-Rubisco folidres de Maïs et de Tabac mis à notre 
disposition par le LSMP Orsay ont montre une reconnaissance positive avec la Rubisco 
extraite d’Abrus precatorius. 

- La Rubisco extraite de feuiles, de cals ou de cultures cellulaires d’Abtus 
photomixotrophes ou hétérotrophes présente les mêmes déterminants antigéniques. 

- Les tests de reconnaissance crois& permettent d’affirmer que les préparations 
d’IgG utilisées porront Ctre appliquées à d’autres plantes cultivées in vitro dans notre 
Laboratoire. 

Cette caractérisation une fois achevée, il importe de mettre en application ces 
techniques pour la quantification de la Rubisco dans les cultures cellulaires d’Abtus 
hétéro- ou photomixotrophes. 

. :- 
Dans un premier termps, nous poun-ons ainsi estimer (par superposition des courtes 

1. d’immunotitration) le rapport des formes actives/inactives de la Rubisco dans diverses 
conditions: . 

- cultures hétéro- ou photomixotrophes; 
. . - cultures en bioréacteur ou en fioles agitées; 

Rtkdtats &Discussions 
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- étude cinétique de la quantité d’enzyme néosynthétisée au cours de la croissance 
de suspensions cellulaires. 

Enfin, les tests préliminaires réalisés au cours de cette étude nous permettent 
d’envisager, à tres court terme, l’utilisation de techniques de quantification enzymatique 
plus performantes telles que les tets ELISA, d’ores et déja employés pour les dosages en 
série de Rubisco par diverses équipes (PRATT et a1 - 1986, CATT & MILLARD - 1988). 

Résultats & Discussions 
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Figure no 64 : Influence de la Cycloheximide sur l’incorporation de 35s méthionir 



El QUELQUES ASPECTS DE LA REGULATION DE DIVERS SYSTEMES 
ENZYMATIQUES DANS LES SUSPENSIONS CELLULAIRES D’ABR US 
PRECATORIUS: 

1) Mise en évidence de néosynthèses protéiques: 

a) Problématiaue: 

Dans des suspensions cellulaires de plusieurs espèces végétales (Nicotiana 
tabacum, Silene albd un suivi ,de 1’Activité Nitrate Réductase a été réalise au cours d’un 
cycle en batch-culture. (HOAREAU & NATO - Communication personnelle; POULLE & 
TAMBOUR - 1979). Ces auteurs notent une augmentation nette de l’activité Nitrate 
Réductase des les premieres heures de culture (7/8 heures), précédant le pic d’activité 
classiquement rencontré quelques jours apres le repiquage 

L’inductibilité de la Nitrate Réductase par son substrat (NO31 , comme par 
beaucoup d’autres facteurs, a été clairement établie. Dans notre cas, il importe de savoir 
si cette apparition d’activité est le résultat de néosyntheses protéiques, ou de 
l’activation de précurseurs préexistants de l’enzyme. L’utilisation d’un inhibiteur 
post-traductionnel de la protéosynthese: la cycloheximide,, va nous permettre 
d’apporter quelques réponses. Nous suivrons l’activité de la synthèse protéique par 
l’incorporation de méthionine marquée au Soufre radioactif 35S. 

L’utilisation d’inhibiteurs de la protéosynthese dans l’étude de l’induction 
nitrique de la NR de suspensions cellulaires végétale est désormais classique 
(RAMBOUR et a2 - 1979). 

Néanmoins, peu d’équipes ont, a notre connaissance, étudié l’impact de ces 
molécules sur la quantité d’enzymes néosynthétisées, au lieu des mesures d’activité 
habituellement réalisées. 

Par immunosélection suivie d’une électrophorke SDS-PAGE, nous allons détecter 
la radioactivité 35S spécifiquement incorporée dans deux enzymes-cibles: Nitrate 
Réductase & Rubisco. 

Cette expérimentation a été réalisée au sein du Laboratoire de Structure et 
Métabolisme des Plantes de l’Université de PARIS XI (Orsay) sur notre matériel 
végétal: suspensions cellulaires chlorophylliennes d’Abrus precatotius lignée 6H. 

b)Résultats & discussion: 

Dans un premier temps, nous avons suivi l’effet du cycloheximide sur 
l’incorporation de 35S méthionine dans l’ensemble du pool protéique. Les résultats sont 
présentés sous forme de diagrammes (Fig.: 64). 

La méthionine marquée restant dans le milieu en fin d’incubation est deux fois plus 
importante pour les cellules traitées au cycloheximide (figure no 64 AI. La quantité 
totale de méthionine intracellulaire représente 83,9% du total pour les témoins, et 
seulement M,l% pour la population traitée. La cycloheximide joue donc déjà un rôle au 
niveau de la pénétration même de l’acide aminé marqué dans la cellule. 

C’est sur l’incorporation proprement dite que les différences sont les plus nettes 
(figure no 64 -B). En effet, les suspensions témoins incorporent dans les protéines solubles 
50% environ de la méthionine marquée disponible alors que ce pourcentage 
d’incorporation est seulement de 4% apres action de l’inhibiteur. 

Résul~s & Discussions 
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L’autoradiographie après SDS-PAGE des extraits cellulaires (Fig no 65) fait 
apparaitre une densité en protéines marquées nettement supérieure pour la 
suspension-témoin. Les profils électrophorétiques des deux extraits paraissent 
identiques. 

L’electrophorese apres immunos&ction montre une augmentation de la densité des 
bandes caractéristiques de chaque protéine (Fig no 61). Pour la Rubisco, les 2 sous-unités 
LSU et SSU sont porteuses de radioactivité: elles sont toutes deux le résultat de 
néosynthèses. En effet, dans les cellules traitées au cycloheximide, la radioactivité mise 
en évidence dans ces deux bandes est nettement plus faible. 

De même, la Nitrate Réductase présente, apres immunosélection, les deux bandes 
très rapprochées à 100 kD classiquement observées apr&s dénaturation pour cette enzyme. 
La quantité d’enzyme présente dans les cellules traitées est très faible par rapport au 
témoin, apportant ainsi la preuve d’une synthese de WZXI de Nitrate Réductase. 

Durant les heures suivant le repiquage, la suspension cellulaire est le siége de 
synthèses protéiques actives. Les pic d’activité Nitrate Réductase et de Rubisco observés 
correspondent vraisemblablement à une synthése de nom de ces enzymes. Une fois cette 
notion acquise, plusieurs points dignes d’intérêt restent a éclaircir et à compléter. 

Il reste à déterminer la part d’enzyme présente au temps zéro sur celle de la forme 
nouvellement apparue. La technique de tests ELISA, aujourd’hui parfaitement 
standardisée pour la quantification de la nitrate réductase, constitue un outil de choix 
pour ce type de travail. Les dosages ELISA ont demierement été mis au point sur des 
cultures cellulaires de tabac au LSMP Orsay , en collaboration avec le service du Dr. 
CABOCHE (JNRA -Versailles). En collaboration avec ces organismes, l’adaptation de 
la technique ELISA à la NR et la Rubisco extraite de notre matériel végétal semble 
réalisable à très court terme. 

En outre, l’importance de ces néosynthèses précoces reste à étudier sur un matériel 
cellulaire strictement hétérotrophe, en vue de mettre en évidence d’éventuelles 
différences en fonction du comportement photosynthétique des cellules. Il serait 
intéressant de compléter nos expérimentations afin de savoir si: 

- d’une part: un système totalement hétérotrophe est également capable de 
néosynthétiser la Rubisco, enzyme “facultative” pour un tel système. 

- d’autre part, une suspension cellulaire repiquée dans un milieu dépourvu 
de nitrates, peut aussi montrer une synthèse de nu~.~ de nitrate réductase 

- enfin, cette néosynthèse de Nitrate Réductase est sensible à des facteurs 
exogènes tels que la lumière 

L’ action d’inhibiteurs de la synthèse des protéines et des ARN sur la néosynthèse 
de NR a été étudiée par divers auteurs (ASLAM et al. -1973; BEEVERS & HAGEMAN - 
1969; POULLE & RAMBOUR - 1979...) L’ existence d’une nitrate réductase constitutive et 
fonctionnelle a été, par ailleurs, clairement démontrée (GUERRERO et aI. - 1981). 

POULLE & RAMBOUR (1979) utilisent un inhibiteur de la transcription, la 6 
Méthyl purine, et des inhibiteurs de la traduction: la cycloheximide et le 
chloramphénicol. Ces auteurs confirment sur des suspensions cellulaires de Silene alba, 
que le transfert des cellules sur un milieu neuf contenant de nitrates induit deux périodes 
de néosynthèse d’ARN, lune à la 6” heure de culture, l’autre plus tardive vers le 3” jour. 

Plusieurs auteurs ont récemment mis en évidence l’induction nitrique par une 
augmentation nette des ARNm spécifiques de la nitrate réductase (CHENG et al. - 1986; 
RAJASHEKAR & OELMULLER -1987) . 

Résultats &Discussions 
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AUTORADIOGRAPHIE SDS PAGE APRES PKWXOSEEECT%ON 

LEGENDE: 

9?,5 kl 

69,0 kl 

i 
46,0 kl 
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1) IMMUNOSELECTION (Protéine A- Sépharose + IgG Anti-Rubisco Tabac). Culture 
Témoin 

2) IMMUNOSELECTION (Protéine A- Sbpharose + IgG Anti-Rubisco Tabac).Culhrre+ 
Cydoheximide. 

3) MARQUEURS STANDARDS DE POIDS MOLECULAIRE méthyl& 14C (AMERSHAi$f) . 

4) IMMUNOSEIBXION (Prot&e A- StZpharose + An&NR monoclonal INRA 96925). 
Culture Témoin. 

5) IMMUNOSELECTION (Protéine A- Sépharose + Anti-NR monoclonal INRA 96925). 
Culture + Cycloheximide. 

6) Idem 2) ; x1/2 volume de dépôt. 

Figure no 66 
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Plus récemment, les techniques de biologie moléculaire ont permis de préciser 
considérablement les hypoth&es concernant la régulation de la NR chez les végétaux 
supérieurs. 

Quelques équipes ont réussi à isoler les ARN messagers codant pour la NR , et 
clôner les ADN complémentaires correspondant dans des vecteurs d’expression (CHENG 
et al. - 1986). La cartographie de ces giwes a ainsi pu être précisée (CHENG et al. - 
1988). 

CRAWFORD et aZ. (1986) montrent, sur des germinations de Cucurbita maxima, 
que l’induction nitrique provoque une néosynth&e tri% importante d’ARNm spécifiques 
de la nitrate réductase. Ces ARNm se rév&lent être 120 fois plus abondants dans les 
cotylédons traités par les nitrates. En outre, les techniques d’ADN recombinant ont 
permis de montrer que ces ARN messagers codaient pour des épitopes communs à 
plusieurs espkes végétales. (CALZA et al. -1987). Néanmoins, la part entre la 
néosynthk d’ANRm et la traduction de messagers prétranscrits dans l’induction par les 
nitrates reste encore mal connue. (RAJASHEKAR & OELMULLER - 1987). 

Des expérimentations complémentaires ont demikement été mises au point, en 
collaboration avec le LSMP Orsay, afin de tester l’effet de plusieurs inhibiteurs 
(Cycloheximide, Chloramphénicol, 6 Méthyl purine) sur la synthèse de quatre systèmes 
enzymatiques (NR, GS, Rubisco & PEPc). Les premiers résultats obtenus sur notre 
matériel végétal sont encourageants, mais demandent B etre confirmés par des essais 
complémentaires. 

L’action spécifique de ces molécules inhibitrices nous permettra de faire la part 
dans l’action de l’inducteur entre traduction et transcription et également entre 
néosynthèses nucléaires ou chloroplastiques. 

2) Etude des isoformes de divers systèmes enzymatiques: 

a) Problématiaue: 

La régulation de l’activité des systèmes enzymatiques au cours de la vie d’une 
plante (ou d’une cellule isolée) peut porter, dans de nombreux cas, sur la synthèse, puis 
l’assemblage de plusieurs isoformes afin de constituer une enzyme fonctionnelle (GS, 
Rubisco, GDH, etc.. J. 

Nous avons cherché à savoir, pour quatre systèmes enzymatiques différents 
(GDH, POX, PAC, GOT) si le nombre des isoformes rencontrées pouvaient varier: 

- entre plante entigre, cals, et cultures cellulaires in vitro 
- entre cellules hétérotrophes et photomixotrophes 
- entre cellules d’ages différent issues d’une même culture 

Les résultats des migrations éléctrophorétiques sont représenté sous forme de 
schémas simplifiés sur les figures no 66 & 67. 

Remarques: 1) Les extraits enzymatiques bruts obtenus à parfir des 
suspensions cellulaires ont été rfMsés en conseroant pour fous les échantillons le même 
rapport biomasse/volume de tampon (=I/I w.lvJ. Nous avons ainsi pu assurer un 
minimum d’homogénéité entre les dépofs. Les migrations électropohorétiques ne sont 
cepandant pas réalisées à concentration égales en protéines, mais peuvent renseigner sur 
l’activifé totale (par rapport à la biomasse fraîche) du système considéré. 

2) Les schémas présentés sont le résultat d’une seule 
élecfrophorèse, leur interprétation doit être faite avec prudence. 

Résultats & Discussions 



Figure no 66 : Représentations schématiques des 
ELEC’i’ROPHORESES SUR GEL D’AMIDQN 

Révélations spécifiques des activités enzymatiques 
Suspension hétérotrophe en fiole 

GDH PQX 

t 
dépôt 
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Légende : 1 - Suspension cellulaire hétérotrophe : inoculum 6 - Suspension cellulaire hétérotrophc : 8 jours 
2 - Suspension cellulaire hétérotrophe : 1 jour 7 - Suspension cellulaire hétérotrophe : 11 jours 
3 - Suspension cellulaire hétérotrophe : 2 jours 8 - 
4 - SÙspension cellulaire hétérotrophe : 3 jours 

Suspension cellulaire hétérotrophe : 14 jours 
9 - Cal hétérotrophe 6 H : 12 jours 

5 - Suspension cellulaire hétkrotrophe : 5 jours 10 - Feuilles 



b) Résultats et discussions: LFigures no 66 & 67) 

1) Glufamafe deshydrogénase (GDH) : 

Pour les deux types de suspensions, hétérotrophes et mixotrophes, l’activité GDH 
est visualisable tout au long de la culture . L’enzyme présente toujours quatre isoformes 
actives dans les extraits cellulaires. On en décele cinq dans les cals photomixotrophes, 
et trois dans les cals photomixotrophes. 

Il est intéressant de remarquer que les extraits foliaires, bien que nettement plus 
concentrés en protéines solubles, présentent une activité GDH à peine décelable. Ce 
résultat confirme les hypothèses de MIFLIN & LEA (1976); ces auteurs attribuent à la 
voie GWGOGAT un rôle prépondérant, par rapport à la voie GDH, dans l’assimilation 
de l’ammonium chez la plante entière. 

L’enzyme présente au moins trois isozymes communes entre les cultures cellulaires 
hétéro et photomixotrophes et feuilles de la plante entiere. 

Dans les suspensions photomixotrophes, la quatrieme bande (la plus proche de la 
cathode, présente une activité à peine détectable. 

Dans les cultures cellulaires d’Abrus, l’activité GDH est détectable durant toute 
la culture, avec un maximum d’intensité a partir du 8” jour. 

MURILLO & SANCHEZ DE GIMENEZ (1984) étudient l’évolution de plusieurs 
enzymes reesponsables de l’incorporation de l’ammonium dans des cultures cellulaires de 
Bouvardia ternifolia. Ces auteurs remarquent que sur un milieu MS, l’activité GDH croît 
régulièrement au cours de la culture. 

BRASSART et al. (1984) mettent en évidence, sur des suspensions cellulaires de 
Mene alba cultivéesen présence d’ammonium, un pic d’activité GDH vers le 8” jour de 
culture. Ces auteurs effectuent de plus une électrophorèse sur gel’ de polyacrylamide des 
extraits totaux de cellules; apres révélation par les sels de tétrazolium, ils mettent en 
évidence une activité GDH, localisée dans trois bandes. La GDH semble, sur ce matériel 
végétal, présenter au moins trois isozymes actives dont lune est constante quelle que soit 
la nature de l’azote fourni, mais dont les autres varient avec l’âge de la culture et la 
forme sous laquelle est apporté l’azote. 

Chez les végétaux supérieurs, la GDH peut être constituée de sept isozymes 
(SCHEID et al. - 1980; SECOND & TROUSLOT - 1980). Pour DE VIENNE (1983), ces 
formes résulteraient de l’association au hasard de deux ou trois sous-unités formant une 
enzyme hexamérique; une isozyme au moins est commune a différents organes d’une 
même plante. 

2) Peroxydases: POX) 

Les bandes électrophorétiques des péroxydases ne permettent pas de discerner de 
différences entre les cultures cellulaires hétéro- et mixotrophes, de différents âges. Les 
feuilles jeunes et chlorophylliennes, présentent une activité peroxidasique très faible. 
Les bandes deviennent de plus en plus épaisses et intenses au cours du vieillssement des 
cellules, surtout pour les isoformes cathodiques. Les isozymes anioniques varient peu au 
cours de la culture: elles restent au nombre de deux, et présentent une intensité constante. 
Les extraits de cals donnent, dans les deux types de culture, des profils différents de ceux 
des cellules : l’isoforme anionique la plus proche du dépôt est absente. 

Résultats & Discussions 
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Figure no 67 : Représentations schématiques des 
ELECTROPHORESES SUR GEL D’AMIDON 

Révélations spécifiques des activités enzymatiques 
Suspension photomixotrophe en fiole 

GDH 

densité croissante 
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Légende : 1 - Suspension cellulaire mixotrophe : inoculum 6 - Suspension cellulaire mixotrophc : 8 jcJUrs 
2 - Suspension cellulaire mixotrophe : 1 pur 7 - Suspension cellulaire mixotrophe : 17 jours 
3 - Suspension cellulaire mixotrophe : 2 jours 8 - Suspension cellulaire mixotrophe : 14 jours 
4 - Suspension cellulaire mixotrophe : 3 jours 9 - Cal photomixotrophe 6 H : 14 jours 
5 - Suspension cellulaire mixotrophe : 6 jours 10 - Feuilles 

t 
dépôt 

c 
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L’intensité des bandes croît avec l’âge de la culture. Nous avions précédemment 
vérifié l’apparition d’activité péroxydasique dans le milieu de culture de cellules 
d’Abrus sénescentes à l’aide de tests rapides (oxydation du Gaiacol en présence d’eau 
oxygénée donnant descomposés de couleur rouge caractéristique - dimétoxybiphéno 
quinones 1. 

BERGER et al. (1985) mettent en évidence une évolution semblable dans des 
cultures cellulaires de Pomme, confirmant ainsi les résultats de ARNISON & BOLL 
(19741 sur des cultures cellulaires de PhuseoZus vulgaris, et de ALTMAN et al. (1982) sur 
des cultures statiques de péricarpe de fruits de Cifrus. 

Ce phénomène est parfaitement en accord avec la fonction de détoxification 
attribuée aux péroxydases. Rappelons que ces enzymes catalysent l’oxydation 
peroxydative de substrats donneurs d’hydrogene (R-H), souvent de type phénolique en 
donnant naissance à des composes quinoniques. Elles rentrent en compétition pour l’eau 
oxygénée avec d’autres systemes générateurs de-formes toxiques d’oxygène plus 
“agressives” tels que le radical hydroxyle OH* et l’oxygene singulet 012. 

En outre, divers auteurs (GASPAR et a2 - 1978; WOLTER - 1975) suggèrent que les 
isoperoxydases cathodiques sont les formes à activité AIA-oxydase, alors que les 
isozymes anodiques pourraient être associées à la lignification des cellules. Pour 
SECOND & TROUSLOT (19801, le nombre d’isozymes des péroxydases de feuilles de riz 
est extrèmement variable, en fonction du stade végétatif considéré. 

3) Phosphatases acides (PAC): 

Les phosphatases acides ne présentent pas, sur nos extraits, un .large 
polymorphisme : en effet, deux bandes seulement sont visibles sur tous les zymogrammes 
(feuilles, cals et cellules). Des défauts dans la migration ou la préparation des gels sont 
sans doute à prendre en compte pour ces expérimentations: en effet, sur des extraits 
cellulaires photomixotrophes d’Abrus, nous avons précédemment visualisé quatre 
isoformes nettement séparées de phosphatases acides (résultat non illustré) . ,, 

Dans les cellules hétérotrophes, les bandes deviennent moins ,visibles dans les 
cellules en phase de croissance exponentielle; ce phénomene est moins net pour les 
cellules photomixotrophes. 

4) Glutamate oxaloacetate transaminase (GOlJ : 

La GOT extraite des cultures cellulaires hétérotrophes et mixotrophes présente 4 
isozymes. L’importance relative de chaque isozyme varie en fonction de l’age de la 
culture et de la nature du~matériel végétal. 

Dans les deux types de cultures cellulaires étudiées, l’enzyme est détectable 
surtout en cours de phase exponentielle de croissance (3” au 11“ jour). Elle présente trois 
isozymes en commun avec la GOT foliaire. 

Chez les cals, une isoforme sur les quatre est nettement détectable, suggérant un 
métabolisme de l’azote ammoniacal différent des feuilles et des cellules isolées. 

La réalisation de ces zymogrammes nous a permis de mettre en évidence l’existence 
dune activité GOT décelable dans les cultures cellulaires et les cals d’Abrus precaforius. 

Ce résultat vient en appui des mesures d’activité GS et de la mise en évidence 
d’isozymes actives de la GDH dans les cultures cellulaires et les cals d’Abrus 
precaforius. 

Il concourt à montrer que les grandes voies d’assimilation de l’ammonium présentes 
dans la plante entière se retrouvent dans le matériel végétal cultivé in vitro. 

Rbsultats & Discussions 



5) Conchions: 

Quatre systèmes vatiques intervenant dans le métabolisme primaire ont pu 
être mis en évidence sous forme active dans des cultures cellulaires et des cals de 
prolifération d’Abrus precatorius. 

La réalisation de ces zymogrammes, à l’aide de méthodes simples, nous a par 
conskquent permis de vérifier la permanence des grandes voies métaboliques de la plante 
enti&re sur notre matériel cultivé iu titra. 

Pour certains des systèmes enzymatiques étudiés (GOT, PEROX) le nombre et 
l’importance relative des isoformes entre plante et matériel cultivé in vitro semblent 
différer. 

Au cours d’une même culture cellulaire, aucune des quatre enzymes étudiées ne 
semble régulée par la synth&se ou la disparition de l’une de ses isoformes. 

Ces résultats demandent, bien sûr 1 Ctre confirmés par d’autres électrophorèses, 
avec un équipement offrant une meilleure résolution (gels de polyacrylamide, 
electrophorèses verticales sur des gels de plus grande taille), mais aussi des mesures 
d’activité de ces quatre systèmes au cours d’une même culture. 

Rthdtats & Discussions 



F) OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES: 

1) Microscopie optique: Planche no 3 (Photos no 3 & 4) 

Les observations microscopiques, réalisées sur la lignée 6H photomixotrophe, 
révèlent la présence de nombreux chloroplastes (de 5 à 10) disposes régulièrement dans la 
cellule. (Photo no 4 ) 

Les cellules observées présentent une taille isodiamétrique (de 50 à 100~) , de 
forme ellipsoïdale. La présence de cellules géantes (généralement polyploïdes) est rare, 
signe d’une suspension en cours de stabilisation, où les mitoses atypiques sont peu 
fréquentes. 

L’observation en contraste de phase (Photo no 3) permet de mettre en évidence les 
différents types de groupements cellulaires rencontrés. 

La suspension 6H, relativement fine et homogtine, est composée en majorité de 
microcals de 4 a 50 cellules, de doublets (cellules en cours de mitose) et de cellules isolées. 

2) Microscopie électronique: 

Le travail de microcoupe et de préparation des échantillons étant réalisé par un 
laboratoire extérieur (Laboratoire de Microscopie Electronique/USTL Montpellier) , les 
résultats disponibles lors de la mise sous presse du présent ouvrage concernent uniquement 
les cals de prolifération; des échantillons cellulaires sont actuellement en cours de 
préparation. 

L’observation a été réalisée sur trois types de matériel : 
- cals 6H hétérotrophes 
- cals 6H hétérotrophes en cours de verdissement 
- cals 6H photomixotrophes 

a) cals hétérotrophes: 

Ces cals proviennent de cultures statiques initialement chlorophylliennes ayant 
subi 22 repiquages à la lumière, puis 11 repiquages.3 l’obscurité. 

Les cellules observées sont tri% vacuolisées, le cytosol, très dense, est repoussé vers 
le plasmalemme. On remarque la présence de un B deux amyloplastes, chargés de 
volumineux grains d’amidon (Planche no 5 - photo A). Aucune différenciation intra 
-plastidiale n’est visible. La présence de mitochondries au voisinage de ces 
amyloplastes suggerent l’existence d’une glycolyse active chez lzs cals hétérotrophes. 
(Planche no 4 - photo 1) 

Sur ce matériel, les plastes n’ont aucune fonction assimilatoire; leur rôle consiste en 
un stockage des réserves amylacées de la cellule. Ce résultat confirme les observations 
de BRANGEON & NATO (1981) sur des cellules de tabac ayant subi trois repiquages a 
l’obscurité. Ces auteurs décrivent des cellules hypervacuolisées, contenant des plastes 
dépourvus de lamelles thylakoïdales. 

.., 
b) cals en cours de verdissement: 

Une lignée statique chlorophyllienne après 36 passages à Ia, lumière est. repiquée 
une fois à l’obscurité (3 semaines), puis replacée a la lumiere. Après 21 jours à la lumière, 
les cals reverdissent partiellement. Ils sont alors récoltés, fixés et inclus dans la résine 
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de Spurr pour la microscopie. 

L’observation des coupes révèle des chloroplastes partiellent différenciés 
(Planche no 5 - photo B) Ces derniers présentent des empilements granaires à peine 
visualisables en photographie noir & blanc (planche no 7 - photo A). Après traitement 
informatique des images obtenues, on peut discerner plus nettement l’ébauche des 
structures intraplastidiales Planche no 4 - photo 2) . 

La présence d’un réticulum endoplasmique entourant le chloroplaste est le signe 
d’un fonctionnement perturbé de cet organite. 

BRANGEQN & NA%0 (1981) Ca&vent ces organites comme étant des proplastes, 
offrant une structure semblable à ceBe rencontrée dans les cellules méristématiques des 
végétaux supérieurs. 

Contrairement à ces auteurs, on ne remarque pas, sur notre matériel, 
d’accumulation d’amidon dans les proplastes (Nos observations ont été réalisées en fin 
de période obscure : 15 heures). 

c) cals photomixotrouhes: 

L’examen d’une cellule en fin de phase sombre révèle la présence des organites 
cellulaires caractéristiques d’une jeune cellule végétale photoautotrophe, viable et 
fonctionnelle: 

Il est possible de distinguer nettement : (Planche no 6- photo A; planche no 3 - 
photo 1) 

- noyau et nucléole 
m vacuole 
-chloroplastes fonctionnels (Planche no 7- photo B) 
On noterro IR présence de thylako,ides .~arfaitement difiérenciés et de 
granules lipidiques, vraisemblablement impliqués dans le renouvellement 
du système lamellaire, La double membrane plastidiale est nettement 
visible Planche no 4- photo 39. 
- mitochondries 
- reticulum endoplasmique (Planche no 6- photo B) 

3) Condusionz 

L’observation révele une cellule végétale parfaitement fonctionnelle, lieu de 
synth&es actives, présentant des organites totalement différenciés . 

Notre matériel végétal, sous forme de cal, semble donc, au vue de sa structure 
subcellulaire, apte à une croissance autotrophe. 

Cette hypothèse demande à &e confirmée par l’observation microscopique des 
cultures cellulaires issues des cals de proliférations analyses dans la présente étude. 
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SUSPENSION SUSPENSION SUSPENSION SUSPENSION 
HETEROTROPHE PHOTOMIXOTlZOPHE HETEROTROPHE PHOTOMIXOTROPHI 

EN FIOLES EN FIOLES EN BIOREACTEUR EN BIOREACIEUR 

Taux de croissance (@ 0,14 0,24 0,16 0.14 

Temps dedoublement (jour) 5 3 4,s 5 

Prcductivitéen biomasse 
(g. PMS . jour-l. litre-l) 

Intensité respiratoire maximale 
à l’obscurité @moles OZ.h-kg-1 I’MS) 

Intensité photosynthétique maximale 
@moles 02h-I.g-1 PMS) 

Chlorophylles totales (pg.g-1 PMS) 

Rendement de conversion 
du sarrhamse (%) 

0,95 055 0.7 0,53 

138 290 120 380 

90 40 

1,l 0.7 

44 60 47 36 

Protéines solubles (mg. g-l PMF) 

Vitesse de consommation du nitrate 
@moles. jour -1 . g-l PMF) 5,4 

/ 
7,5 257 23.0 

Vitesse de consommation de I’ammonium 
(pmolcs . jour-1 . g-1 PMF) 484 6,6 12,9 30,7 

Vitessedcconsommation dessulfates 
(~molcs. jour-l. g-l PMFI 1.2 1 1.5 3.4 

Adivilir Nitrate Réductase maximale 
@moles NO2. h-l. mg-l pmt.) 0.48 0,78 0,62 2 

ActivitG Glutamine Synth&tase maximale 
@moles GI-L h-l . mg-l prot.) 

Activité Rubisco maximale 
@moles COT!. h-l. mg-l prot.) 

ActivitéPEP Case maximale 
@moles COZ. h-l. mg-l pmt.) 

1.15 4,2 

22.5 03 N.D. 2.5 

m 7#5 14 4 

Tableau no 12: TABLEAU RECAPITLJLATIF DES PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DU METABOLISME pRIMAIRE 



CONCLUSION GENERALE 

Nota : Les grandes lignes de la discussion de nos résultats figurent à la fin de 
chaque chapitre de la partie “Résultats L Discussions”. Elles ne seront que partiellement 
reprises dans cette conclusion gén&aIe, qui se doit d’être avant tout un bilan synthétique 
de notre travail. 

La présente étude nous a conduit B réaliser la premiere mise en culture in vitro d’une 
plante médicinale tropicale - Ab~us precatorius L. largement utilisée dans la 
pharmacopée traditionnelle, et B assurer sa micropropagation au sein d’une large 
vitrotheque. 

Cette approche s’inscrit parfaitement dans le cadre du programme de valorisation 
biotechnologique des plantes médicinales tropicales mené à I’ORSTOM depuis 1985. 

Au terme de cette étude, nous avons partiellement caractérise le métabolisme 
primaire de suspensions cellulaires photohétérotrophes et photomixotrophes d’Ahrus 
precutotius L. , cultivées en fioles dErIen meyer et en bioréacteur. 

Notre travail a porté sur le suivi de près de vingt paramètres en cours de culture. 
Exploité synthétiquement avec les données établies par 1. HARDY-CLARIS, il constitue 
une somme d’informations rarement obtenues concernant la physiologie et la biochimie 
d’une même culture cellulaire. 

Nous avons ainsi pu mettre en évidence des différences importantes dans le 
métabolisme des populations cellulaires, en fonction de leur comportement 
photosynthétique, mais aussi de la, nature de la technique de culture utilisée (fioles 
agitées ou bioréacteur expérimental) 

Ces comportements différents ont pu être mis en évidence au niveau de la croissance, 
de la consommation en nutriments minéraux, des activités enzymatiques fondamentales. 

A) Influence du transfert fiolekéacteur agité et aéré: 

1) croissance et échanges gazeux: 

Quel que soit le type de cellules (hétéro- ou photomixotrophe), le transfert de la 
suspension des fioles en milieu confiné vers un bioréacteur aéré et agité influe 
négativement sur la productivité en biomasse des cellules. Le rendement de conversion du 
saccharose passe, dans les suspensions mixotrophes, de 60 9 36% lors du transfert. 

L’intensité respiratoire maximale augmente lors du passage fioles/réacteur dans les 
suspensions mixotrophes; elle reste quasiment inchangée pour les suspensions 
hétérotrophes 

2) nutrition minérale: 

Le passage en bioréacteur induit des différences considérables sur la vitesse de 
consommation des composés minéraux. Ces vitesses sont alors multipliées d’un facteur de 3 
à 5 suivant les éléments. 

Par ailleurs, l’activité nitrate réductase des cellules est nettement plus forte (x 25 
pour les cellules mixotrophes) dans les cultures en bioréacteurs. 

Conclusion gédrale 



3) activités carboxylases & photosynthèse : 

D’une maniere générale, l’activité PEPc diminue (-40% environ) lors du transfert 
fiole -bioréacteur, alors que l’activité Rubisco des cellules photomixotrophes augmente. Il 
est difficile de proposer un modele cohérent pour l’impact de la c$ure en réacteur sur 
l’activité photosynthétique. En effet, on note une baisse de l’intensité photosynthétique 
maximale, alors que l’activité Rubisco augmente lors du transfert. 

Lorsqu’on considère l’évolution générale des indicateurs du métabolisme primaire 
que nous avons retenus, le passage en bioréacteur agité se traduit le plus souvent par une 
altération du métabolisme. Cette fragilisation de la lignée peut s’expliquer par la 
modification brutale des conditions de culture (aération et agitation) infligée à la 
population cellulaire. En effet, la culture en réacteur s’effectue sous agitation magnétique, 
dans une atmosphere gazeuse constamment renouvelée. 

Cependant, les vitesses de consommation en éléments minéraux, l’activité nitrate 
réductase, sont plus importants dans les cultures en réacteur. L’effet de l’oxygène sur 
l’activation des enzymes mises en jeu dans l’incorporation des nutiments minéraux (NR 
notamment) peut être alors mis en cause . 

B) Comparaison entre lignées hétérotrophes et photomixotrophes: 

1) Croissance et échanges gazeux: 

Les cultures photomixotrophes montrent un métabolisme primaire plus actif que les 
cellules hétérotrophes. Dette différence est surtout visible dans les cultures en fioles, dans 
lesquelles le taux de croissance, l’intensité respiratoire, le rendement de conversion du 
saccharose sont supérieurs. 

Dans les cultures en réacteurs, cette différence est moins marquée; il semble que la 
pression imposée par les conditions de culture soit assez importante pour amoindrir les 
différences de comportement liées B la nature hétéro ou mixotrophe des cellules. 

2) Nutrition minérale: 

Les différences mises en évidence au niveau des parametres de croissance se 
retrouvent pour la nutrition minérale: les cellules photomixotrophes présentent des 
vitesses de consommation pour tous les ions toujours supérieures; excepté pour les sulfates 
où elles sont comparables. 

En ce qui concerne les enzymes impliquées dans la nutrition azotée, les activités NR 
et GS sont plus importantes dans les cellules photomixotrophes. L’assimilation des 
&ments minéraux semble donc plus efficace dans ce type de culture. 

On peut supposer que l’apport de lumiere joue un role important sur les enzymes 
responsables de l’incorporation des nutriments minéraux WR, GS, AMP Sulfurylase). 

3) Activités carboxylases : 

Les cellules hétérotrophes montrent une activité PEI% plus importante, signe d’une 
fixation anaplérotique du CO2 plus intense. 

En ce qui concerne la Rubisco, la faible activité maximale mesurée dans les cultures 
photomixotrophes en fioles demande à être cofirmer; en effet, elle pourrait être expliquée 
par une erreur de mesure (vraisemblablement une dégradation partielle du Ribulose 
bisphosphate en cours de conservation). 
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Une activité Rubisco est décelable dans les suspensions hétérotrophes; les détections 
immunologiques nous ont permis de mettre en évidence la présence de l’enzyme tout au long 
de la culture. 

Ce résultat confirme la nature réversible de notre systeme hétérotrophe, obtenu par 
culture de lignées initialement mixotrophes à l’obscurité et en présence de fortes 
concentrations en saccharose, 

Dans tous les types de cultures, la cinétique d’apparition des différentes activités 
enzymatiques suit le même schéma: Carboxylases et Nitrate Réductase montrent un pic 
d’activité en début de phase exponentielle, alors que pour la Glutamine Synthétase, ce pic 
apparait plus tardivement. 

Cette incorporation de l’ammonium plus tardive peut sembler en contradiction avec 
les résultats exposes par SALSAC et al. (1987). En effet, ces auteurs montrent que 
l’incorporation d’un ammonium est beaucoup plus économe en énergie que celle d’un ion 
nitrate via la voie nitrate et nitrite réductase.(5 ATP pour un NH4, au lieu de 15-16 ATP 
par NO3 assimilé). 

Or , sur notre matériel végétal, les deux voies d’incorporation interviennent 
simultanément. On ne peut donc pas parler, comme l’on fait bon nombre d’auteurs pour 
d’autres cultures cellulaires en nutrition mixte, d’assimilation préférentielle de l’ion 
ammonium par rapport au nitrate. Une étude globale de l’ensemble des systèmes 
enzymatiques permettrait, sans doute d’éclaircir ce point; la mesure de la seule activité 
GS ne donnant qu’une vision partielle des phénomènes d’assimilation, de l’ammonium. 

Les différents types de cultures cellulaires étudiés sont capables de réaliser, grke a 
un équipement enzymatique parfaitement fonctionnel, les grandes fonctions métaboliques 
décrites chez la plante entiere: fixation du CO2, assimilation de l’azote sous ses formes 
réduites et oxydées.. . . La néosynth&se et l’expression et de ces systèmes enzymatiques sont 
régulées par les conditions de l’environnement cellulaire, et le type de culture mis en 
oeuvre. 

Les premières électrophorèses en gel d’amidon que nous avons pu réaliserpour quatre 
systèmes enzymatiques (PAC, GOT, GDH, PEROX) ont mis en évidence, dans la plupart 
des cas une identité des isofornies fonctionnelles tout au long de la culture 

Il nous a été possible, grâce.à l’utilisation de réactifs immuno-enzymologiques, de 
mettre en évidence des phénomenes de néosynthèse précoce.lors du transfert des cellules 
sur un milieu neuf. La synthèse de rzow de la Nitrate Réductase & de la Rubisco a ainsi 
pu être démontrée sur notre matériel. L’obtention prochaine d’anticorps polyclonaux anti 
PEPc et anti- GS nous permettra d’effectuer un travail semblable sur ces deux enzymes. 

Enfin, et surtout, nous nous sommes employés, au cours de cette étude, à mettre au 
point et à adapter aux cultures cellulaires in vitro un ensemble cohérent de méthodes 
d’analyse simples et performantes: Dosage des nutriments minéraux extra & intra 
cellulaires, dosage des pigments cholorophylliens, mesure des activités spécifiques: 
nitrate réductase, glutamine synthétase, Rubisco, PEP case. 

Les cultures cellulaires d’Abrus, ont, à cet égard, pleinement joué leur rôle de 
systeme-modele i nous avons pu obtenir des cultures cellulaires a croissance rapide, 
hautement chlorophylliennes, fournissant une biomasse abondante. 

A partir de ce matériel de choix, la majorité des méthodologies appropriées sont 
d’ores et déjà~~appliquées,& d’autres végétaux mis en culture in vitro dans notre 
Laboratoire: Tephrosia vogelii, Catharanthus roseus . . . 

Elles interviendront utilement lors de la mise en valeur de plantes médicinales 
porteuses d’importants intérêts économiques. 

A notre grand regret, il ne nous a pas été possible de corréler nos résultats acquis sur 
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le métabolisme primaire des cellules, à la production de triterpènes décrite dans la 
littérature. Au vu des résultats acquis au Laboratoire, le composé extrait de feuilles et de 
cultures in uifro d’Abrus prec~~torius ne correspond pas à la glycyrrhizine. 

L’identification de cette molécule est en cours de réalisation, à l’aide de techniques 
plus performantes (Chromatographie en Phase Gazeuse, Résonnance Magnétique 
Nucléaire...), en collaboration avec l’USTL et la Faculté de Pharmacie de Montpellier. 

La purification et la caractérisation immunologiques de systèmes 
enzymatiques-chami&res, impliqués dans le métabolisme secondaire constituera un outil 
important dans l’étude des voies de biosynthése de métabolites a haute valeur ajoutée. 

C’est le cas de la Phénylalanine Ammonia Lyase (P.A.L.), enzyme-clef de la 
synthèse de roténoides (flavonoides B activité insecticide), chez Tephrosia vogelii 
(Leguminosae). De meme, chez Cntharanthus roseus, la production d’un alcaloïde 
antitumoral à partir de deux monomeres indoliques, est sous le contrôle d’un systeme 
enzymatique dont il importe de connaître la régulation. 

Les premiers résultats obtenus en immunoenzymologie constituent un préliminaire 
important aux futures expérimentations visant a quantifier les systèmes enzymatiques 
étudiésau cours de ce travail. La compatibilité de notre matériel végétai avec les 
anticorps produits au LSMP Orsay nous permet d’envisager, à très court terme la mise au 
point de dosages de type ELISA pour la nitrate réductase et les carboxylases PEPc & 
Rubisco). 

En outre, les récentes techniques de Biologie Moléculaire (sondes nucléiques) 
pourront nous permettre de caractériser plus précisément les phénomimes de dérepression 
génomique liés à des modifications de l’environnement cellulaire (présence d’inducteurs ou 
d’éliciteurs, stress physiologiques) . 

Les récents résulats obtenus par différentes équipes dans le monde, notamment sur la 
Nitrate Réductase, laissent entrevoir d’importantes perspectives (CHENG et al. -. 1987, 
CALZA et ni. 1988). 

Ces études ne peuvent être le fait que d’équipes pluridisciplinaires, bien équipées, 
et maîtrisant un savoir-faire considérable. 

Les collaborations en ce domaine, mises en place au cours de la présente étude, 
prendront alors toute leur valeur. 
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ANNEXEA 

COMl’OSITION DES SOLUTIONS TAMPON 

1) Tamuon d’extraction des carboxvlases: RubPC & PEPC: 

Tris-HC1 100 mM. pH=7,6 

-Dm 1mM 
- EDTA 1mM 
- M!$l2 1mM 
- f&MercaptoéthanoI 1omM 
- PMSP =O@f 
- PVP (facultatif) lg.100 g-1M.F. 

* solution propanolique à préparer extemporanément 

2) Tamwn d’extraction pour mwification de la PEPC a Dartir de Dlantules de maïs: 

Tris-HC1 100 mM. pH=8,0 

-NF2 
- Glycérol 
- PVP 
- &Mercaptoéthanol 

1om.M 
5% (w/v) 

lg.100 &M.F. 
1oOmM 

3) Tamwn d’extraction de la Nitrate réductase: 

Tris-HC1 100 mM. pH=7,6 

- EDTA IIIIM 
- FAD 1OpM 
-DTI’ 1mM 
- PMSP =O@f 

+ solution propanolique à préparer extemporanfkzent 
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4) Tamwn d’extraction de la Glutamine Svnthétase: 

Tris-HC1 50 mM. pH=7,6 

-D+IT 1mM 
- EDTA 
- I’MSP 2gi 

* solution pfopanolique à préparer extemporanément 

5) Tamuon d’électrorihorèse: Immunorockrets (gels + tampon de migration) 

Tris-Glycine pH=&3 
- Tris 
- Glycine 

6g/2ooml 
29g/2ooml 

Solution @osée pour la préparation des plaques: pour une plaque de 17x8 cm: 
300 mg d’agarose Wgma A6023 ou IBF A371 pour 36 ml de tampon 
Tris-Glycine pH=8,3. 

6) Tamwn d’immunodiffusion: OUCHTERLONY 6 MAZVCMI: 

Solution stock de tampon Borate (concentrée 10x) pH=&1 

- Borate NaOH (1,66M) 
- NaCl (1,3OM) 
- Hz0 qsp 1OOml. 

Wg 
7,6 g 

Solution @osée pour la préparation des lames: 

- Agarose (Sigma A6013 ou IBF A371 15g. 
-Solution Tampon Borate (diluée 10x) 10ml 
-Gly&Ol 5ml 
Répartir dans des tubes a esai en fractions de 3 ml apres dissolution de 
l’agarose, conserver à 04°C. 

7) Tarnnon d’électrotransfertz 

Tampon Tris-Glycine pH=89 
. 

- Tris 12g 

1 ~~$a~01 
7% 

1 litre 
-H20 qsp: 5 litres 
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ANNEXEB 

COMPOSITION DES MILIEUX ET REACTIFS 

1) DosaPe d’activité Glutamine Svnthetase: 

* Mélange A: 

-Mgso4 
- Glutamate 
- Hydroxylamine (NH20H) 
- EDTA 

2omM 
8omM 
6rnM 
4mM 

Ajuster a pH=7,6 avec NaOH 

* Mélange B: 
- FeC13 0,37M 
- TCA 0,20M, 
- HC1 0,67N 

21 Dosage des urotéines solubles: (Méthode de SEDMAK 6 GOLDBERGJ 

Solution de Sedmak: 
Bleu de Coomassie G250 : 0,06% dans PCA 3% 

31 Révélation de l’activité oéroxvdasiaue: &wmuzoblotting) 

Tris-HC1 100 mM 85ml 
4Chloronaphtol (solution*) 17rnl 
H202 30% a@ 

* Dissoudre 3 mg de 4Chloronaphtol dans 1 ml d’éthanol, puis ramener à l7 
ml avec H20. 

4) Mélawe dénaturant : (SDS PAGE) 

Tampon Tris-HC1 1M pH=@ 4mfl 
SIX 10% 8fJJN 
B-Mercaptoéthanol 4@lcrl 
Saccharose lg 
Urée mK3 
BBP qqs mg pour coloration 
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5) Solution de coloration des ~rot~ines:(EZecrrophorèse, Immunodifusiun) 

Bleu de Coonwssie G250 
Acide acétique glacial 
Méthanol 
H20 

=g 
1CClml 
4ooml 

qsp 1 litre 

6) %Iution de décoloration: (Electrophorèse, Immunodiffusion) 

Acide acétique glacial 
Méthanol 
H20 

looml 
4oornl 

qsp 1 litre 

7) Mélanae scintillant: (Dosages radiochimiques .Activifé des carboxylases) 

P.P.O. 0,593~ dans un mélange Tolui?ne/Triton (2/1; v:v) 

Anna-es 
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ANNEXE C 

PROTOCOLES DE DOSAGES MINERATJX 

A) DOSAGE COLO- QUE DES NlTIWTES (Méthode à la sulfanilamidej 

1) REACTIFS : 

- Sulfanilamide : 2.5 g. 
- Acide Phosphorique : 25 g. 
- Dichlorhydrate Nl Naphtylethylene diamine (D.N.D.) : 0.125 g. 

2) PREPARATION : 

- Réactif : 
Mélanger l’acide phosphorique avec environ 125 ml H20 ; ajouter la 

sulfanilamide et le DND. Agiter jusqu’a dissolution et compléter à 250 ml.’ 
Stocker dans une bouteille colorée à l’abri de la lumière. Cette solution est 
stable plusieurs mois. 

- Solution de NaOH : 0,6 N (24 g.l-l.1 

- Solutions de Cus04,5H20 : 

* solution Stock : 0.3909 g. dans 100 ml H20 
* pour le dosage : diluer 3.2 ml de solution Stock dans 100 ml H20. 

- Solutions de Sulfate d’Hydrazine : 

.- . * solution Stock : 2.7 g. dans 100 ml H20. 
* pour le dosage : diluer 5 ml de solution Stock dans 100 ml H20. 

- Solution étalon de Nitrates : 

+ solution Stock : 1.629 g. de KN03 dans 100 ml H20. (Solution à 10 
g.l-l de NO3). 

* Pour le dosage : diluer 100 fois pour une solution à 100 mg.l-l. 

* gamme-étalon de 0 B 100 mg.l-l, (0 à 5 pg de NO3 dans le tube). 

Annexes 
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3) PROTOCOLE : 

- Mélanger dans l’ordre : 

* 0.210 ml de solution de CuSO,+ 
* 0.050 ml d’échantillon (milieu MS. dilué au 1/5P>. 
* 0.160 ml de sulfate d’hydrazine. 
+ 0.210 ml de solution NaOH. 
* 0.420 ml de réactif. 

- Agiter. 

- Chauffer 3 37°C durant 15 mn (facultatif) ; rehomogenéiser. 

- Mesurer la D.O. au spectrophotometre à 535 nm (D.O. c 0.7 pour 100 mg.l% 



Bl DOSAGE COLORIMETR IQUE DE L’AMMONIUM (Méthode au phénol hypochloritel 

11 RBACTlFS : 

- Phénol : 10 g. 
- Ethanol95” : 100 ml. 
-NaOH:5gs 
- Nitroprussiate de Sodium : 1 g. (1.137 g. pour la forme 2 H201. 
- Citrate de Sodium : 100 g. (114 g. pour la forme 2 H20). 
- Hypochlorite de Sodium : Solution du commerce à 8”Cl. 

2) PREPARATION :. 

- Solution alcoolique de Phénol : Dissoudre 10 g. de Phénol dans 100 
ml d’EthanoI 95O. 

- Solution de Nitroprussiate : Dissoudre 1 g. de Nitroprussiate de 
Sodium dans 200 ml d’eau bidistillée. Cette solution, conse&e en 
flacon teinté, est stable un mois. 

- Solution de Citrate de Sodium : Dissoudre POO g. de Citrate de 
Sodium et 5 g. de NaOH dans 500 ml d’eau bidistillée. 

- Solution oxydante : Ajouter à 10 ml de solution de Citrate, 5 ml de 
solution d’Hypochlorite de Sodium. Cette solution doit être 
renouvelée chaque jour. 

- Solution étalon d’Arnmonium : 
* solution Stock a 200 mg.l-1 de NH4+ : 59.4 mg de chlorure 
d’Ammonium (NH4Cl) dans 100 ml d’H20. 
* pour le dosage : Diluer 100 fois pour obtenir une solution 
étalon a 2 mg.l-l de NH4’. 
+ gamme étalon : de 0 a 1.6 mg.l-* (0 à 4 l.tg. de NI-l4+ dans le 
tube). 

3) PROTOCOLE : 

- Mélanger dans l’ordre : 

* 2.500 ml. de solution à doser : (milieu de M.&S. dilué 
au l/lW - soit 25 fl de milieu non dilué + 2500 u.l H20 
bidistillée). 
* 0.100 ml de solution alcoolique de phenol. 
* 0.100 ml de solution de nitroprussiate de sodium. 
* 0.250 ml de solution oxydante. 

- Agiter soigneusement. 
- Laisser reposer à température ambiante au’minimum 1 heure. 
(maxima 24 heures). La coloration obtenue est bleue; let&oin est 
jaune. 
- Mesurer la D-0. au spectrophotomètre à 640 mn. , 

Annexes 



CI DOSAGE COLORIMETRI QUE DU PHOSPHORE INORGANIQUE 
(Méthode au sulfomolybdate ) 

1)REACTIFS: 

- Acide Sulfurique : H2SG4 20N. (278 ml de H2SO4 36N - OU WB - 
dans 222 ml d’eau). 

- Molybdate d’Amonium : 25 g. 
- Sulfate de Fer : FeSO4,7H20 : 2.5 g. 

2) PREPARATION : 

- Réactif suIfomolybdique : Dissoudre 25 g de molybdate 
d’ammonium dans 250 ml de H2SO4 (2ON). Ce réactif, dans une 
bouteille inactinique en verre, se conserve plusieurs mois au 
réfrigérateur. 

-Milieu de dosage : Dissoudre sur agitateur 2.5 g de FeSO4,7H20 
dans environ 35 ml d’eau bidistillée. Ajouter 5 ml de réactif 
sulfomolybdique, puis ajuster à 50 ml. Ce milieu est à préparer le jour 
m&ne. 

- Solution étalon de Phosphore : 
* pour le dosage : 218.7 mg de KH2PO4 anhydre dans 250 ml 

H20. (200 mg.l-l de Pi). 
e gamme étalon de 0 à 80 mg.l-l de Pi. (0 à 20 pg de Pi dans le 

tllbt?). 

3) PROTOCOLE : 

- Mélanger, dans l’ordre : 
+ 0.250 ml d’échantillon (milieu M.&S. non dilué). 
+ 0.500 ml de milieu de dosage. 
* 1.250 ml d’eau bidistillée. 

- Agiter. 
- Laisser reposer 15 mn à température ambiante. 
- Mesurer la D.O. au spectrophotometre à 690 MI. 

A-s 
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D) DOSAGE NJPHBLOMETRIQUE DES SULFATES (Méthode au chlorure de baryum) 

UREACTIFS: 

- HC1 concentré (37%) : 10 ml. 
- Tween 20 ou Polyvinylipyrrolidone soluble : 25 g. 
- Chlorure de Baryum anhydre : 10 g. (ou 11.728 g de BaC12,2 H20). 

2) PREPARATION : 

- Solution de HC1 : diluer 10 ml d’HCl(37%) dans 100 ml d’H20. 

- Solu tien de Tween 20 ou de PVP à 25% : dissoudre 25 g dans 100 ml 
d’H20. 

- Solution de Chlorure de Baryum stabilisée : dissoudre 10 g de 
BaC12 anhydre (11.728 g de Bac%2,2 H20) avec 20 ml de 
solution de Tween 20 (ou 5 ml de solution de PVP) dans 100 ml 
H20. 

- Solution étalon de Sulfates : 
* solution étalon a 1 mg.ml’l de SO4 : 148 mg de Sulfate de 
Sodium anhydre (ou 257,mg de Sulfate de Magnesium, 7 H20) 
dans 100 ml H20. 
+ gamme étalon de 0 a 200 mg.l-*. (0 à 200 pg dans le tube). 

3) PROTOCOLE : 

- Mélanger dans l’ordre : 
* 1.000 ml d’échantillon (milieu M.&S. non dilué). 
* 0.025 ml d’HC1 l/lO’. 
* 0.250 ml de solution de Bac12 stabilisée. 

- Agiter trés énergiquement (plusieurs renversements de tube). 
- Laisser reposer 15 mn à température ambiante. 
- Agiter vigoureusement a nouveau. 
- Mesurer la D.O. au spectrophotometre a 650 mn. 
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Annexe D 

Evolution des nucléotides addnyliques et pyrinidiques 
dans les suspensions cellulaires d’A&rus precatorius 

photomixotrophes ou hétérotrophes 
cultivées en fioles ou en biotiacteur. 

(HARDY-GLARIS, 1988) 

- - _  i 

. _ I  



Evolution des différents nu&otides pyrldiniques au cours d’un cycle de culture de 
suspensions cellulaires d’Abrus (HARDY-CLANS, 1988) 
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Evolution des nucléotides adényliques et du rapport ATP/ADP au cours d’un cycle de 
culture de suspensions cellulaires d’Abrus (HARDY-CLANS, 1988) 

Evolutions de8 nucJCotidc8 l dCnyllqurr tm) 
et du rapport Atp/AD*Iau cour0 d’un cycle de 
culture de .le suspension photonixotrophe 

6’Adrracultlvbe en erlenmcyer. 

, 
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A PROPOS DE LA PRESENCE DE GLYCYRRHIZINE 

ET AUTRES DERIVES TRITERPENIOUES 

CHEZ ABRUSPRECATORZUS 

PLANTE ENTIERE ET MATERIEL CULTIVE IN VITRO 1 

Pierre TROUSLOT, Claudine NEF et Hes CHRESMN Laboratoire de Physiologie 
Biotechnologie Végétale Centre ORSTOM d’Adiopodoum6. 

INTRODUCTION 

La bibliographie indique que les feuilles d’Abrz.u precatorius renferment des saponines 
triterpéniques, dont une largement majoritaire: la glycyrrhizine, représentant de 5 a 10 % du poids 
sec des feuilles (1,2,3,4), et quelques autres d&ivés ou aglycones triterpéniques mineurs (5). Il 
était interessant de comparer l’evolution de cet hétéroside triterpenique majeur au cours des 
différents stades physiologiques de matériel issu d’Abrus cultivé in vitro, comparativement dans 
les cals hétkotrophes, photomixotrophes, les suspensions cellulaires hétérotrophes, photo- 
mixotrophes et phototrophes. 

MATERIEL ET METHODES 

Matériel Végétal 

Les feuilles d’Abrus precatorius sont prélevées sur les pieds cultivés au jardin des 
plantes médicinales du Centre d’Adiopodoumé, pieds témoins dont sont issues les cultures in vitro. 
Les feuilles sont soit séchées 5 mn au four a micro-ondes, soit lyophilisées. 

Les cals et les cellules d’Abrur precurorius proviennent du souchier du Laboratoire. Les 
cellules ou les cals sont soit séchks 15 mn au four à micro-ondes, soit lyophilisées. 

Méthodes 

Nous avons essayé de mettre au point une m&hode d’extraction de la glycyrrhizine des 
feuilles d’Abrus precarorius en adaptant le protocole utilisé par les auteurs pour l’extraction de la 
glycyrrhizine des racines de Glycyrrhiza ghbra. (6,7,8). 

1 g de feuilles dIAbrus precurotius séchées sont mises dans 70 ml de MeOH puis 
broyées au Turrax deux fois de suite pendant 30 sec. 

Faire bouillir à reflux pendant 30 mn, puis fitrer sur verre Fritté no 5. 
Rincer 3 fois les débris cellulaks avec MeOH chaud: Le filtrat, environ 240 ml, est 

évaporé sous vide à 35°C jusqu’à un volume de 50 ml. Ajouter 4 volumes d’éther diethylique. 
Mettre 30 mn a 4OC. Un précipit6 floconeux se forme. Centrifuger 30.000 gI3 mn. 

Le culot blanc, séché à l’air (sbche-cheveux à froid) devient brun et posshde 
effectivement un “goût de réglisse”. Le poids du culot représente environ 8 % du poids sec. 
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Le culot sec est repris dans un volume connu d’eluant pour HPLC puis centrifuge a 
3o.ooo gl3m.n. 

Le culot jaunâtre, obtenu apres cette deuxiéme centrifugation, a perdu son “goût de 
réglisse”. 

Le surnageant brun et limpide est analysé en HPLC (6,7,9) dans le système 
MeoWH~O/Acide Ac&ique. (60/34/6). 

Caracttristiques HPLC Colonnes et Eluants 
Lichrospher 100 CH811 15 prn 25 cm Eluant MeOH& (75/25) 1mYm.n 
Lichrospher RP18 5p25cm ” MeOH/HzO/Acide Ac (60/34/6)lml/n1n. 

Les differents essais effectués sur les feuilles et les cellules d’clbrusprecazorius ne nous 
ayant pas permis de mettre en evidence, par cette méthode, de la glycyrrhizine, nous avons pense 
que la glycyrrhizine pourrait être “piégét”, et nous avons essayé d’autres méthodes d’extraction : 

MeOH pH 6,5 et 8,5 à froid, MeOH pH 6,5 et 8,5 à chaud, MeOH& (90/10, 70130, 50/50), 
MeOH/H~O/NH40H (90/8/2,95/5/5,80/10/10), MeOH/NH~OH (98/2,95/5,90/10) et des temps 
de contact diffkents & chaud et CI froid, MeOH/Ac. Ac&ique (90/812,80/10/10,65/29/6). 

Nous avons également essayé le Butanol et 1’Isopropanol avec des rapports solvant / 
eau différents, des purifications sur gel de silice, des ptiextractions à l’ether de pkrole, acbtate 
d’ethyle, chloroforme, tolukne et dichlorom&hane sans plus de suc&. 

Il est a noter que dans de nombreuses exp&iences les extractions faites dans les mêmes 
conditions sur les racines de Glycyrrhiza glabra nous ont toujours donne le pic de glycyrrhizine. 

Il est également à noter qu’une incorporation de glycyrrhizinate d’ammonium du 
commerce dans un &hantillon de feuille ou de cellules fait apparaître deux pics distincts (Fig. 1). 

Fig.?. : a) EcherMon defeuile b) EchsrAl;m dslerile+G@cyrkhethoh 



Nous avons donc envisage de doser la glycyrrhizine sous forme d’acide g 
glycyrrhétinique apri?s hydrolyse acide. 

De nombreux auteurs ont travaille sur l’extraction et le dosage de l’acide B 
glycyrrhétinique, la diffïculti rt%ide dans une hydrolyse contrôlee de la glycyrrhizine. 

I%rmi les diffbrentes méthodes publiées, selon KILLACKY J. al. (7)s l’utilisation du 
melange dioxane/H$) (SOlSO) donne des tisuhats satisfaisants 

1 g de feuilles ou de cellules sèshes est fmememt broyé au mortier et rn&ng$ à, 30 ml du 
melange dioxane/eau (50/50, v/v): Apès 15 mn de chauffage à reflux sous refrig&ant, 20 ml 
d’Acide sulfurique à 5 % sont ajoutés et le mélange est échauffé de nouveau pendant 3 heures, 
toujours sous refrigémnt % reflux. Apres arrêt du chauffage, et refroidissement du mélange, 20 ml 
de chloroforme sont ajoutés et le chauffage est poursuivi pendant 15 mn. Le me.lange est filtre et le 
rkidu est lavé avec 2 fois 20 ml de chloroforme. Le filtrat est place dans une ampoule % 
decantation et la phase chloroformique est nkupéree. La phase aqueuse est lavée encore deux fois 
avec 20 ml de chloroforme. Toutes les phases sont rassemblées et séchées sur sulfate de sodium 
anhydre. 

La solution chloroformique est fi.Me et Cvaporee à sec sous pression réduite. Le résidu 
est repris par du MeOH pur et injecte sur HPLC. Colonne Lichrospher 100 CH 8/115 prn 25 cm. 
Eluant MXMH.$I (75/25) debit 1 mUmn. 

Pour te&& nos conditions exp&imentales, l’hydrolyse a été effectuee sur de la 
glycyrrhizine du commerce (Fig. 2 a et b). . 

i 

Fig. 2 : a). Hydrolyse Acide 2 h de glycyrrhizine Temoin. 
b). Hydrolyse Acide 3 h de glycyrrhizine Temoin. 
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Hydrolyse de la Glycyrrhizine en acide R-Glycyrrhetinic par H2SO4 

1201 

a0 

* % Glyc. r&idu 

* % Cgyc. Résidu 
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.*- 

Graphique : Glycyrrhizine rt5cup15& en 96 
R Glycyrrhétinique r&upM en 95 2,5 96 H2S04 
Glycyrrhizine r&upMe en % 
R Glycyrrhétinique récupt5re en % 5 5% H2S04 

On peut considérer qu’apr&s 2 heures l’hydrolyse est totale et que le pourcentage de 
récupération est de 80 95. Cette perte de 20 $5 est due certainement aux extractions et B une 
dégradation partielle de 1’Acide R glycyrrhétinique libért5. . 

Des hydrolyses dans ces conditions ont & effectuées sur des extraits directs de feuilles 
et de cellules et nous n’avons jamais obtenu une quelconque trace d’Acide R glycynh&inique. 

Des hydrolyses sur des culots obtenus apr&s précipitation à l’ether n’ont egalement rien 
donné. 

Une incorporation de glycyrrhizine exogtine dans l’extrait veg&al (issu de matériel 
vdg6tal fraîchement récolti ou s&hC, ou culot de prdcipitation à l’&her), avant le début de 
l’hydrolyse, fait par contre apparaître un pie suppl6mentak correspo&nt au pic t4moin de l’acide 
R glycyrrh&.inique (Fig. 3), d6montrant ainsi, d’une part, que l’extrait v&g&al ne pi8ge pas outre 
mesure ou ne dégrade pas l’acide B glycyrrhkinique, et, d’autre part, qu’il ne gène en rien 
l’hydrolyse. 

Devant l’insuccbs de mise en &idence de glycyrrhizine et d’acide R glycyrrh&inique 
dans les feuilles et cellules d’Abms precatotiur , nous avons essayk de doser les triterpks totaux 
en adaptant la méthode colorim&rique au bleu de m&hyl&ne de HABIB et al. (10) à notre matt%iel 
vég&aL 
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Mise au point du dosage de I’Acide B glycyrrhétinique par le bleu de méthylene. 

Dans des tubes à essai, faire une gamme étalon de 0, 25, 50, 75, 100 pg d’Acide R 
glycynhétinîque, completer a 1 ml avec du chloroforme. 
Ajouter 2 mJ d’une solution tampon glycine 0,l M pH 9,2 contenant 0,l % de bleu de méthyl&ne. 
Agiter fortement au Mixer-Vortex; laisser décanter. La phase chloroformique se colore en 
violet-bleu suivant la concentration. A l’aide d’une pipette pasteur munie d’une poire, aspirer la 
phase chioroformique in.f&ieure. 
Ajouter 1 ml de chloroforme dans le tube. 
Agiter fortement 30 secondes au Mixer-Vortex. I 
Rkcup&er la phase chlorofoxmique, r@&er encore 1 fois l’extraction chloroformique. 
Toutes les fractions chlorofonniqucs sont rassemblées et compl&ées à un même volume de 5 ml 
avec du chloroforme. La coloration bleue est stabilistk par addition de 2 volumes d’ethanol pur. La 
coloration reste stable plusieurs heures. La lecture se fait a 640 mn. 

Acide R glycyrrhétinique (pg) 

Courbe étalon de l’acide B Glycyxrh&inique dos& par la methode au bleu de m&hyl&ne. 

- Extraction des Triterphs dans le mkriel végétal 

Les lipides interfkant dans le dosage au bleu de m&hyl&ne, il était nécekre de 
tilipider nos tchantillcms. 

Nous avons egalement essayé de faim la diffkence entre Aglycones libres et Aglycones 
liés aux sucres suivant le schbma : 
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Matériel Veggétal 
Re !:Extraction MeOH ,-j 

Surnageant 

Extraction Lipides 
Hexane 

Extraction 
Chloroforme- 

Aglycones 
Libres 

Aglycones 4 Extraction Hydrolyse 
Liés. Chloroforme - Acide 

Méthode 

200 mg de matériel séché ou lyophylisé sont broyes au mortier avec 2 ml de MeOH 

Transvaser dans un tube Corex de 30 ml, contenant un petit barreau aimante. 

Porter à ébullition sous agitation magnétique pendant 1 mn dans un bain-marie à 70°C 
chauffé par un agitateur magnétique chauffant. Filtrer ie surnageant sur un verre fritte no 5. 

Refaire trois fois l’extraction avec 5 ml de MeOEUH20 (70/30). 

Sur les extraits méthanoliques, dans un tube Corex de 30 ml, faire une extraction avec 5 
ml d’Hexane. Laisser décanter (ou centrifuger ) puis refaire trois extractions successives avec 3 ml 
d’Hexane. 

(Iipides). 
Toutes les fractions Hexane sont rassemblées et complétées a 15 ml. 

La phase méthanolique restante est évaporée sous vide pour chasser le méthanol. 

Le résidu aqueux est transvase quantitativement dans un tube Corex et comp1ét.e a 10 ml 
avec de l’eau. Extraire avec 5 ml de chloroforme en agitant fortement, laisser decanter ou 
centrifuger, prélever la phase chloroformique a l’aide d’une pipette pasteur munie d’une poire. 
Recommencer l’extraction chloroformique avec 2 fois 2J ml de chloroforme. 
Rassembler les extraits chloroformiques et compléter à 10 ml avec du chloroforme. Fraction 
Aplvcones libm 

L’exttkt aqueux restant est transvask quantitativement dans un tube pour hydrolyse. 
Ajouter la quantité de dioxane, H2 SO4 et H20 pour avoir en final : dioxane 25 %, H2 SO4 2,5 %. 

Chauffer au bain de glycérine a 100°C pendant 2 h. Apr8s refroidissement, extraire par 
3 fois 3 ml de chloroforme. . Compl&er & 10 ml - Fraction A~lvcones liés 

Nous avons soumis aux mêmes opérations une quantite connue d’Acide 
R glycyrrh&inique afin de déterminer le rendement de l’extraction. 

Phase Hexane = 56 % 
Phase Aglycones libre = 92,l % 
Phase Aglycones liés = 2,2 % 
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R&ultats : Les r&ltats du tableau 2 representent la moyenne de 2 n$&itions pour 6 echantillons 
d’une même souche et d’un même temps de culture et de 2 repetitions pour 4 
echantillons d’une même plante. 

Les r&ultats sont exprimes, par rapport à une gamme etalon d’ac.R glycyrrhétinique, en 
mg pour 100 mg poids sec d’echantillon. 

I Cl 

I F2 
F3 

Fraction - Fraction Fraction Fraction % 
Hexane w libre pq Liée NC) Libre+Liée ~CI Libre/Total 

361 ,O 124,5 I ao, 
353,2 113,a 159,6 
423,9 aaa,5 207,4 
362,5 121,7 210,o 
389,9 94,4 163,l 
328,5 96,4 160,3 
369.8 106.9 I 80,2 

., 
948,l 
aa3,f 
1016,8 

867 
928-g 

279 
302 
352 

394,a 
331,9 

6.680,4 6.959,4 
6.985,O 7.287,o 
4.120,O 4.472,O 
3.aaa;o 
5.41 a,0 

305,2 40,a 
273,4 41,6 
295,9 29,9 
321,7 37,a 
259,5 37.1 
256.7 37,5 
285.4 37.5 

4.282.8 
5.749,9 

4 
491 
7,9 
9,2 
5',a 

Dans ce tableau, il est a noter que les aglycones libres reprbsentent environ 37,5 % du 
total dans le cas des ceMes, alors qu’ils ne représentent qu’environ 6 % dans les feuilles. 

Il est également à noter que, dans les feuilles, les aglycones liés sont 30 fois plus 
importants que dans les cellules. 

Il faut egalement rcquer une assez grande disparité des r&ultats, surtout sur les 
&hanti.Uons de feuilles. 9 

De nombreux cwis ont 6ti effectu& comparativement sur des cultures de cellules à un 
stade diffkt, sur des cals verts ou h&rotrophes. Aucun r&ultat significatif n’a pu &rc mis en 
cvidence. 
La dispariti des dsultats obtenus par cette mdthode en est wrtaincmcnt -la cause, d’autant qu’un 
rajout de glycyrrhizine ou d’acide B 
mrouvcr dans les rkwltats. 

glycyrrh&iniquc cx?,g&ne,. ne, no* permettait pas de les 

Nous avons Cgalcment constate que, globalement, Abrus pkcatorius ne contenait pas 
plus de triterp&nes mesurables par cette methode, dans ses suspensions cellulaires ou dans ses 
feuilles, que tout autre plante, en l’occurence Tephrosia vogefii cultivk in vitro au labkatoirc. 
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CONCLUSION: 

Malgré les nombreuses assertions trouvées dans la littérature concernant la presence de 
fortes teneurs en glycyrrhizine dans les feuilles d’Abrus precarorius (5 à 10 % / MS), nos 
recherches ne nous ont pas permis de mettre en évidence la moindre trace de glycyrrhizine ni de son 
agIycone, 1’ acide R glycyxrhétinique, ni dans les feuilles, ni dans le matériel ci’ihbrus precatorius 
cultivé in vitro , que ce soit sur du materie frais, sCch$ ou lyophilisé. Ces resultats sont en accord 
avec la seule publication mettant en doute les précédentes assertions (11). De même, selon la 
méthode de dosage des triterpenes totaux utilisant la coloration au bleu de m&hylène (dont la réelle 
spécificite reste encore à démontrer), le matériel végétal issu d’Abrus ne semble pas presenter de 
plus fortes teneurs en triterpènes que n’importe quelle autre plante connue pour ne pas être 
particulièrement riche en terpènes. Il nous a donc été impossible de relier les évolutions des 
paramètres biochimiques et physiologiques du matériel issu d’Abmsprecarorius cultive in vitro , à 
des paramètres de production de métabolites secondaires potentiellement utiles (triterpèmes). 
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PLANCHES PHOTOGRAPHIOUES 

PLANCHE 1: A brus precaforius - Présentation générale et mise en culture in viiro 

1 - graines dIAbrus precatorius 

2 - fleur d’Abrus precatorius 

3 - germination stérile 
, 

4 - microbouture enracinée 

PLANCHE 2 : Abrus precaforius - Techniques de culture in vitro 

1 - suspensions photomixotrophes en incubateur 

2 - cals de proliférations hétéro & photomixotrophes 

3 - bioréacteur et systeme de contrôle 

4 - cuve de bioréacteur avec sondes 

PLANCHE 3 : Observations en kroscopie électronique et photonique 

1 - cellule photomixotrophe (cals) (x 2700) 

2 - cellule hétérotrophe (x 2700) 

3 - suspension cellulaire photomixotrophe en contraste de phase 

4 - suspension cellulaire photomixotrophe (début de culture) 

PLANCHE 4 : Evolution de l’ultrastructure chloroplastique 

au cours du verdissement 

1 - amyloplaste (x 20 000) ; 

(a: grain d’amidon - am: amyloplaste - mit: mitochondrie) 

2 - chloroplaste en cours de différenciation (x 20 000) 

(th: thylakoïdes en cours de différenciation) 

3 - chloroplaste parfaitement différencié (x 20 000) 

(th: thylakoïdes - 1: inclusion lipidique) 
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LEGENDES DES PHOTOGRAPHIES NOIR & BLANC: (Planches 5,6, et 7) 
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PLANCHE no5 

A) Cellule hétérotrophe mature (cal) G x 2 700 i 

B) Cellule en cours de verdissement, mature (cal) G x 2 700 
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PLANCHE no6 

A) Jeune cellule de cal photomixotrophe G x 2 700 

B) Détail du reticulum endoplasmique G x 20 000 (Cellule de cal photomixotrophe) 



ZY3 . 

PLANCHE no7 

/ A) Amyloplastes (dans un cal hétérotrophe) G x 20 000 
1 

-‘B) Chloroplaste en cours de différenciation G x 20 000 
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RESUME 

Dans le but de cerner in vitro l’impact de la photosynthèse sur les 
voies métaboliques essentielles, un souchier de lignées cellulaires 
photomixotrophes et photohétérotrophes a été établi, sous forme de 
cals et de suspensions cellulaires, pour une plante médicinale tropicale: 
Abrus precaforius L.(Leguminosae). 

La consommation, en cours de culture, des macroéléments 
majeurs du milieu (nitrates, ammonium, phosphore inorganique, 
sulfates) a eté mesurée. Cette étude a permis de mettre en évidence des 
différences importantes entre les besoins nutritionnels pour chaque 
élément. 

De plus, une caractérisation partielle des deux enzymes impliquées 
dans l’assimilation de l’azote minéral: Nitrate Réductase (NR) ‘et 
Glutamine’synthétase (GS) a été réalisée. 

Afin de mieux connaître les phénomènes biochimiques liés à la 
. photomixotrophie , l’activité de deux carboxylases (Ribulose 1,5 

bisphosphate Carboxylase -Rubisco- & PhosphoEnol Pyruvate Carbo 
xylase -PEI%-) a été mesurée sur les suspensions. cellulaires. . 1 . 

Nous avons suivi l’activité de ces quatre systèmes enzymatiques 
(NR,GS Rubisco & PEI?) au cours de cultures conduites dans différentes 
conditions (hétéro/mixotrphie) à l’aide de deux systémes de culture 
(fioles d’Erlenmeyer ‘et bioréacteur expérimental de 2 litres). 

Cette étude est complétée par une caractérisation immuno 
logique de ces enzymes, permettant de dégager quelques données 
concernant leur biosynthese et leur régulation, 

Mots-clés: Abrus precaforius L. 
Cultures cellulaires 
Photomixotrophie 
Nutrition azotée 
Nitrate Réductase 
Glutamine Synthétase 
Ribulose 1,5 bisphosphate Carboxylase 
PhosphoEnolPyruvate Carboxylase 


