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INTRODUCTION

Le Chenopodium quinoa est une plante trés répandue dans

les régions andines ou elle est cultivée pour l'alimentation humai-

ne. fes. graines sont employées comme céréale depuis des siécles.
L'intérét de cette plante réside

-a- dans la nature et la qualité des protéines de la grai-
ne. La teneur en protéines est, en moyenne, de 14 % (WEBER, 1978),
et la composition en acides aminés, particuliérement bien équili-
brée, est en valeur nutritionnelle comparable & celle des protéines
du lait (WHITE et al., 1955 ; QUIROS-PEREZ et ELVEHJEM, 1957).
Enfin, la proportion d’'acides aminés essentiels est égale a 48 %
(GORBITZ et LUNA DE LA FUENTE, 1965), en particulier, le contenu
en lysine est, ainsi, deux fois supérieur & celui du grain de blé
entier (MAHONEY et al., 1975).

-b- dans la qualité alimentaire des protéines des feuilles
qui, préparées sous forme de concentré, sont d'une trés bonne va-
leur nutritionnelle pnour I[a consormation hnmaine, <guelles que
soient les conditions. climatiques des lieux de culture (OSTROWSKI-
MEISSNER et al., 1980/, |

~c- dans ses qualités culturales. Par sa grande souplesse
d'adaptation a différents sols, sa grande résistance au froid et
a la sécheresse, la quinoa peut croitre a des altitudes élevées
(2000 a 4000 métres) (WEBER, 1978). De plus, elle présente un bon

rendement en graines (de 1000 a 3000 kgs/ha, en moyenne) (REA
et al., 1979).

Ces nombreuses qualités suscitent, principalement en Bolivie
et au Pérou, des programmes d'amélioration par sélection génétique
classique qui n'en sont qu'ad leurs débuts mais qui visent & ac-
croitre les rendements de la plante, tout en conservant ses quali-
tés nutritionnelles. Dans ce but, des collections d’écotypes sauva-
ges et cultivés ont été établies (GANDARILLAS, 1979).

Toutefois, les tentatives faites a ce jour pour développer la



culture de cette plante et la consommation de ses graines se heur-

tent & deux obstacles

1- La quinoa, qui se multiplie par gralnes, est un vé-
gétal amphidiploide & héritabilité de type disomique (SIMMONDS,
1971). La fécondation n'est pas strictement autogame, d'autant
qu'une méme plante peut présenter des fleurs hermaphrodites, fe-
melles ou mdle-stériles. Aussi, l'homogénéité génétique des varié-

tés nouvellement créées se maintient-elle difficilement.

2- Cette Chénopodiacée élabore des saponines triterpéni-
ques, détectées dans les téguments des graines ; on attribue a
ces glucosides la responsabilité du golt amer des semences
(BOITEAU et al., 1964). L'élimination des saponines, réalisée Iin-
dustriellement par lavages répétés des graines, pose des problémes
technologiques pour ['obtention de la farine de quinoa (BROWN et
PARISER, 1975 ; TAPI4 et al., 1979).

Il nous a paru intéréssant d'étudier cette plante selon deux
orientations qui mettent en oeuvre la méthode des cultures 'in

vitro!

1- Nous avons choisi de définir, dans une premiére
phase de ce travail, les conditions de culture 'in vitro' adaptées

& la multiplication végétative du Chenopodium gquinoa. Un tel sys-

téme peut permettre de maintenir des clones ou des variétés dans
un relatif état d’'homogénéité génétique et de les reproduire en
grand nombre si la nécessité se [fait jour; de la méme facon,
la mise en place d'une banque de génotypes Iintéressants pourra
s’'établir, évitant, ainsi, les pertes de matériel que les conserva-

tions classiques occasionnent (WESTCOTT et al., 1977).

2- Dans une deuxiéme partie, nous avons analysé les
glucosides de nature triterpénique présents dans les plantes, et
comparé graines, tiges, feuilles et racines. Parallélement, ces
mémes substances ont été recherchées dans des tissus cultivés "in
vitro' et comparées a celles détectées dans les plantes d’origine.

Ces travaux ont pour objectif une meilleure connaissance de ['en-



semble de ces composés synthétisés par le Chenopodium quinoa,

afin de détecter la substance triterpénique (ou les substances tri-
terpéniques) responsable de ['amertume des graines et éventuelle-
ment, de sélectionner des lignées pauvres en saponines. Le souci
de ['élimination de ces substances ne doit toutefois pas faire per-
dre de vue les rdles biologiques et pharmacodynamiques de ces

métabolites dits secondaires.
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EXPOSE BIBLIOGRAPHIQUE ET HISTORIQUE

Exception faite du remarquable ouvrage de BOITEAU et al.
_(1964}, voué, 1l est vrai, exclusivement aux triterpénoides, 1l
n'existe que peu de revues bibliographiques exposant de facon ex-
haustive les caractéristiques chimiques et physiologiques des sapo-

nines.

Il nous est donc apparu utile de définir cette famille de
substances, d'en présenter une classification a la fois simple et
la plus compléte possible. On gardera a l'esprit que la découverte
de composés nouveaux est susceptible de modifier cette classifica-
tion. Nous accorderons une attention particuliére aux propriétés
biologiques de ces composés. Certaines méthodes d'analyse seront
décrites. Nous nous attacherons, enfin, aux recherches de physio-
logie portant sur la formation des saponines et leur élaboration

par des tissus cultivés in vitro’.



I- LES SAPONINES

1- Définition

Ces composés qui sont l'apanage des Echinodermes dans
le monde animal sont, par contre, trés répandus dans le regne
végétal. Ils constituent des produits du métabolisme dit secondaire .

D'’un point de vue chimique, les saponines sont des glucosi-
des dont I'aglycone est appelé sapogénine, ou, plus simplement,
génine ; celle-ci peut étre de nature stéroidique, stérolide—~

alcaloidique (stéroide renfermant un atome d'azote dans le cycle)

ou:triterpénique.

Les saponines possedent des propriétés physico-chimiques et
biologiques particuliéres. On peut, ainsi, les caractériser par leur
‘capacité a former une mousse stable en solution aqueuse agitée
ou par leurs propriétés hémolytiques.

Ces substances naturelles sont caractéristiques d’une espéce,
d'une variété, voire, d'un organe et de son stade de développe-

ment.

2- Classification

TSCHESCHE et WULFF (1973) ont proposé une classification des
saponines, soit en trois groupes, en considérant la nature chimi-
que de I'aglycone, soit en deux, en se rapportant au nombre de

chaines de sucres présentes.

2.1~ Classification générale

2.1.1- Basée sur la nature chimique de 1l'aglycone

- Saponines stéroidiques

Les glucosides appartenant a ce groupe sont
constitués par un aglycone dérivant du noyau cyclopentano-hydro-
phénanthréne, formé par 27 atomes de carbone.

Commercialement, ces saponines sont utili-
sées comme précurseurs des corticostéroides, des hormones sexuelles
et des contraceptifs oraux.

Parmi les sources végétales les plus em-



ployées pour la synthése des stéroides a propriétés pharmacodyna-
miques, on peut citer les espéces cultivées ou sauvages de Diosco-
rea, chez lesquelles le principe actif est concentré dans les tuber-
cules. La recherche de nouvelles sources de diosgénine fait I'objet

d'études plus récentes menées sur, les graines de Trigonella foe-

mum-graecun et les rhizomes de Costus speciosus (BLUNDEL et al. 1°75).

La présence des saponines stéroidiques est
fréquente dans les familles végétales suivantes : Dioscoriaceae,
Liliaceae, Solanaceae, et Scrophulariaceae.

Chez les plantes, les stérols, qui sont donc
les précurseurs des saponines stéroidiques, peuvent aussi, par o-
xydation, se transformer en glucosides cardiotoniques ; ces der-
niers sont d'une grande valeur médicale par leur effet stimulateur
de [l'activité cardiaque. Les glucosides cardiotoniques sont, eux
aussi,constitués par un noyau stéroide qui est libéré lors d'une
hydrolyse acide ou enzymatique. Ils sont subdivisés en trois ty-

pes : les Cardénolides, par exemple la digoxigénine, les Bufadié-

nolides, comme la scillarénine. Les Digiténolides, bien que dépour-

vus d’activité cardiotonique, sont également, par leur structure
chimique, rangés dans cette deuxiéme classe (MANITTO, 1981). Les
Cardénolides ont été jusqu'ad présent, détectés chez les familles
suivantes : Apocynaceae, Liliaceae, Ranunculaceae, et Scrophula-

riaceae.

- Saponines stéroide-alcaloidiques

Elles comprennent un noyau stéroide portant
un atome d'azote et une partie glucidique composée d'une
combinaison de sucres commune aux saponines stéroidiques et tri-
terpéniques.

Ainsi, 1l existe deux glucosides principaux

chez Solanum tuberosum appelés solanine et chaconine ; 1ils ont

le méme aglycone, dénommé solanidine (KUHN et LOW, 1954), mais
différant par une molécule de sucre : le D-galactose a la place
du L-rhamnose.

Des composés voisins, comme la tomatine,
qui a pour génine la tomatidine, sont aussi identifiés dans les

fruits Immdtures de Solanum lycopersicum. Cette saponine est d'a-
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bord élaborée dans les feuilles puis transportée. vers les fruits
(RODDICK, 1974 e.).

Il faut noter que certains auteurs consideée-
rent ces mémes substances comme des aicaloides, les désignant plus
précisément sous le terme de glycoalcaloides (ZITNAK et JOHNSON,
1970 ; RODDICK, 1974a).Leurs propriétés s'apparentent cependant
& celles des saponines (JELLEMA et al., 1981).

- Saponines triterpéniques

Cette classe de saponines est caractérisée
par la présence d'un aglycone & 30 carbones dérivant du trimé-
thylnaphtaléne. Trouvées dans plus de cing cents genres (VILLAR,
1948 ; BIRK, 1969), elles constituent la majorité des saponines

synthétisées par la nature.
2.1.2- Basée sur le nombre des chaines de sucres
* Saponines monodesmosidiques

Ces substances n'ont qu’une seule chaine
de sucres, quelle que soit la nature de la génine., Cette chaine,
généralement liée au carbone 3 de Il'aglycone, peut avoir une &
dix unités d’oses. Elles présentent toutes les propriétés physico-
chimiques et biologiques des saponines, la capacité d'’abaisser la
tension superficielle étant la seule propriété commune avec les sa-

ponines bidesmosidiques.
* Saponines bidesmosidiques

Deux chaines de sucres existent chez les
composés de ce groupe : l'une d'elles est liée au C3 de I'aglycone
l'autre, soit au C26 dans le cas des saponines stéroidiques, soit
au (28 —chez les saponines triterpéniques. Parmi ces derniéres,
nous pouvons mentionner le trichoside A, mis en évidence chez
Gypsophylla trichotoma (LUCHANSKAYA et al., 1971).

Leur hydrolyse est réalisée facilement 'in vivo'



-8

lors de la blessure ou de [’attaque d'une plante par un agent
pathogéne. Il est important de noter qu'elles se transforment alors
en saponines monodesmosidiques, développant alors une toxicité

vis a vis de l'agent infectieux.
2.2- Les saponines triterpéniques
2.2.1- Généralités

Les propriétés manifestées par les saponines tri-
terpéniques, dont la connaissance reste par ailleurs Iincompléte,
ont stimulé [’intérét des chercheurs pour l'étude des effets cura-
tifs possédés par certaines plantes (MITA et al., 1979 ; POTTER
et al., 1979 ; TAKAGI et al., 1980 ; MALINOW et al., 1981).

Au sein d'un méme végétal, les saponines existent
souvent en mélange et, aprés hydrolyse, donnent un ou plusieurs
aglycones et des molécules de sucres en nombre et en composition
divers. ' Ces variations, aussi minimes soient-elles, conférent aux
saponines leur spécificité. Les chaines de sucres, fréquemment ra-
mifiées, sont plus généralement liées a l'aglycone par des liaisons
C-glucosidiques.

Les sucres suivants sont souvent présents : le
D-glucose, le D-xylose, le L-arabinose et le L-rhamnose du cléma-
toside A (KHORLIN et al., 1967) ; le D-galactose et l'acide D-ga-
lacturonique dans Ila saponine B de Koelreuteria paniculata
(CHIRVA et al., 1970) ; 1'acide D-glucuronique et le L-fucose du
dianthoside C (BUKHAROV et al., 1971).

2.2.2- Classification des génines triterpéniques
2.2.2.1 Triterpénes & structure tétracyclique

La quasi-totalité de ces triterpénes = dérive
du noyau cyclopentanophénanthréne, & l'exception des onocérines
quz’s’apparentent:plutét aux triterpénes pentacycliques (OURISSON
et CRABRE, 1961).

MANITTO (1981) signale que cette classe de
triterpénes, en premier lieu le lanostérol et ses dérivés stéroidi-

ques, est plus fréquente chez les animaux.



Les triterpénes tétracycliques possédent un
grand Intérét, particuliérement dans le domaine pharmaceutique,

par leur ressemblance avec les stéroides.
- Le groupe dammarane

Les études des relations entre la composition
chimique particuliére de ces composés et leurs activités biologiques
ont été un des thémes de préoccupation des chercheurs ces dernié-
res années.- Indiscutablement, les saponines de ginseng, remarqua-
bles par la variété de leurs propriétés (BOITEAU et al., 1964 ;
HIAI et al., 1979) en sont une illustration parfaite.

Les ginsénosides sont 1solées de plusieurs
espéces de Panax a partir des racines ou des parties aériennes.
Ces glucosides sont principalement composés de deux aglycones
Le 20(S)-protopanaxadiol et le 20(S)-protopanaxatriol (TANAKA,
1977). Du fait de leur instabilité en milieu faiblement acide, ces
sapogénines sont respectivement transformées, lors de leur obtention,
en panaxadiol et panaxatriol (SHIBATA et al., 1962).

Récemment, de nouvelles saponines (les
pseudoginénosides F8 et F11) ont été purifiées des feuilles dé Panax
pseudoginseng sous-espéce himalaicus (TANAKA et YAHARA, 1978).

Les glucosides de ['acide mollique détectés
dans les feuilles de Combretum molle (PEGEL et ROGERS, 1976) ain-
si que la jujubogénine et la pseudojujubogénine trouvées chez une
plante médicinale, Bacopa monneria (KAWAI et SHIBITA, 1978), font

aussi partie de ce groupe.

- Le groupe lanostane

Une partie des génines de ce groupe est
élaborée. par des animaux marins ; leur présence parait étre
l’exclusivité des seuls Echinodermes puisqu'’elle n'a été détectée
que chez les étoiles de mer et les holothuries. Astérosaponines et
holothurines sont les appelations habituelles de ces glucosides
(NIGRELLI, 1952 ; HASHIMOTO et YASUMOTO, 1960).

D’autres saponines provenant des holothuries

sont également identifiées : Ila cucumarioside C trouvée chez
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Cucumaria frandatrix et les stichoposides A et C(C produites par

Stichopus japonicus.

Chimiquement, ce sont des glucosides sulfa-
tés portant une fonction lactone (18--» 20) qui est considérée com-
me étant rare au sein des composés triterpéniques (AGARWAL et
RASTOGI, 1974).

Les holothurines sont, comme les astérosapo-
nines, des métabolites fortement hémolytiques et cytolytiques pou-
vant intervenir dans les mécanismes de défense de I'organisme.

D'autre part, les variations quantitatives des astérosaponines dans

les gonades d’Asterias rubens évoquent un réle possible dans la
reproduction (VOOGT et HUISKAMP, 1979). '

Les végétaux, quant a eux, élaborent un
petit nombre de saponines dérivées du lanostérol. A titre d'exemple

des cucurbitacines ont été isolées des fruits de Momordica charan-

tia (OKABE et al., 1980), ainsi que des graines et des plantules
de Cucurbita maxima (CATTEL et al., 1979/.

- Le groupe onocérane

Numériquement, 1l s'agit d'un groupe appa-
remment plus restreint, peu de composés s'y rattachant ayant été
identifiés, jusqu'ici, dans la nature. Il serait constitué unique-
ment par deux représentants : les « et pB-onocérines isolées des
racines d’'Ononis spinosa (OURISSON et CRABBE, 1961).

Dans une publication récente, TSUDA et al.

(1980) rangent ces deux génines au sein du groupe serratane qui
comprend plus de 30 triterpénes mis en évidence dans le genre
Lycopodium.

Par sa structure, 1l annonce le groupe des

triterpénes pentacycliques.
2.2.2.2 Triterpénes a structure pentacyclique

Possédant également des propriétés pharma-
cologiques, ces triterpénes sont, contralirement aux saponines té-
tracycliques, plus fréquemment répandus dans le régne végétal.

Ils peuvent se trouver a ['état Ilibre ou
bien, comme c'est le cas le plus souvent, combinés aux molécules

de sucres, constituant ainsi les saponines.



Etant donné la complexité de structure de
ces composés, une classification stricte est difficile a établir. Les
diverses classifications utilisées jusqu'a présent ne sont pas ri-
goureuses et sont remises en cause lors de l'identification de nou-
velles molécules. Pour notre part, nous avons retenu celle suivie
par CONOLLY (1979). '

- Le groupe oléanane

Tous ces glucosides triterpéniques dérivant
de la fA-amyrine sont rassemblés dans ce groupe.

Les génines les plus connues sont ['acide
oléanoligue (AOKI et al., 1976) ou ses dérivés (MASO0D et al.,
1981). Les sojasapogénoles (GESTETNER et al., 1966), 1'acide médi-

cagénique accumulé chez Médicago sativa (GESTEZTNER, 1971), les

hédéragénines concentrées dans les feuilles de Hedera helix (SCHO-

LOSSER, 1973), les cyclamirétines détectées chez Cyclamen hederifo-
lium, 1’acide échinocystique (KONOSHIMA et al., 1980/, 1'acide
glycyrrhétique (LYTHGOE et TRIPPETT, 1960 ; MARSH et LEVVY,
1956/, etc...

- Le groupe ursane
Il comprend Iles composés dérivant de la
f-amyrine tels que I'acide ursolique (BUKHAROV et KARNEEVA,
1970), I'acide quinovique chez (Cinchona calisaya (BASU et RASTOGI

2

1967) de méme que les acides iflaionique et dulcioique de Scoparia
dulcis (MAHATO et al., 1981). ®

- Le groupe lupane

Ces génines, dérivant de [’'«-lupéne sont
trés limitées dans la nature.

La bétuline, aglycone des saponines de
Sophora japonicus (SOKOL'SKAYA et MAGZUMOV, 1958) et ['acide
bétulinique identifié chez Lavandula dentata (KHALIL et al., 1979)

appartiennent a ce groupe ; de méme, la thurbérogénine et la

stellatogénine présentes chez les cacti géants de la sous-tribu
Cereanae (SHAVER et al., 1964).

- Le groupe hopane

En 1964, PELLETIER et al. signalent l'exis-
tence de deux composés : les mollugogénoles A et B. Quelques au-

tres substances ont été isolées également ; ainsi en est-il de la
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spergulagénine A extraite des racines de Mollugo spergula (KITA-
GAWA et al., 1975).

3- Propriétés
3.1- Propriétés physico-chimiques

Les saponines peuvent avoir un goit trés amer ; cecCl
constitue un obstacle pour l'utilisation alimentaire et fourragére
de certaines espéces quil les renferment mais qui, par ailleurs,
peuvent étre retenues pour lIeur richesse en protéines (VARMA
et SINGH, 1979) ou bien pour leur résistance aux Insectes (RICE et
al., 1981).

Les propriétés mentionnées ci-dessous s'appliquent aux
saponines monodesmosidiques, sauf mention particuliére ; en effet,
on retiendra des saponines bidesmosidiques leur seule propriété
intéressante décelée a ce jour, qui est celle d'abaisser la tension
superficielle des Iliquides, caractéristique qu'elles possédent en
commun avec les saponines monodesmosidiques.

Ces composés, une fois purifiés, se présentent sous la
forme d'une poudre blanchdtre a structure généralement amorphe.
Ces glucosides sont difficilement cristallisables et peu dialysables
(BIRK, 1969) puisqu'ils forment des pseudo-solutions dans [l'eau.

Leur molécule comprend une partie hydrophobe et une
partie hydrophyle. Cette structure bipolaire confére aux saponines
le caractére moussant des détergents. La stabilité de la mousse
formée en solution aqueuse agitée dépend du pH (MANGAN, 1959).

Les propriétés de précipitation des saponines par les
acétates de plomb neutre et basique sont & la base de l’ancienne
distinction faite entre les saponines acides (précipitant avec
l'acétate basique) et les saponines neutres (précipitant avec
I'acétate neutre). Une autre caractéristique est leur propriété de
se combiner avec certains réactifs en donnant un dérivé coloré.
Ces réactifs sont généralement composés d'acide sulfurique, de
tétrachlorure stanneux, d'acide phosphotungstique ou de trichlorure
d'antimoine (BOITEAU et al., 1964).

Les saponines monodesmosidiques, ainsi que les saponi-

nes bidesmosidiques ont la capacité de réduire la tension superfi-



cielle des liquides, propriété qui permet de les employer pour la
stabilisation des émulsions (KREMNEV et KUIBINA, 1957).

Enfin, ces composés glucosidiques sont capables de for-
mer des complexes insolubles avec les stérols et les stéroides com-
me le cholestérol. Les saponines sont parfois I1solées au moyen. de

stérols d'origine animale ou végétale (GESTETNER et al., 1971).
3.2- Propriétés biologiques

L'extréme richesse des propriétés biologiques des sapo-
nines découle de la diversité de leur structure et de leurs fonc-
tions substituantes. Vouloir effacer cette diversité pour accorder
a chague saponine une méme panoplie d'effets biologiques serait
abusif. Toutefois, les saponines extraites de différentes sources
végétales ont tendance & présenter certaines propriétés biologiques

communes.
3.2.1 Effets sur la croissance et le développement
- Chez 1'homme

D'une fagen générale, les saponines présentent
une action Irritante sur les muqueuses. La sensibilité de ['homme
& l'ingestion des saponines est heureusement limitée par la plus
grande résistance et la faible perméabilité aux saponines de ['en-
dothelium gastro-intestinal. Néanmoins, ['influence des saponines
sur la physiologie humaine est manifeste.

La réglisse, qui est employée dans l'alimentation
ou dans des préparations pharmaceutiques contre les maux d'esto-
mac, contlent une saponine triterpénique, appelée acide gly-
cyrrhizinique. Il peut provoqguer la formation d’oedémes en cas
d'administration prolongée et & dose élevée. Cet effet sur les mu-
queuses membranaires s'estompe dés ['arrét de sa consommation
(REVERS, 1956).

D'autre part, l'ingestion de certains aliments ri-
ches en saponines cause des intoxications aigues. Ainsi, naguére,
la consommation de pain contenant des quantités importantes de

raines d'Agrostemma githago (la nielle, "mauvaise herbe' compa-
o 2 )

gne des céréales et particuliérement riche en saponines) se tradul-

sait par l'apparition de vertiges, de vomissements, voire, un état
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comateux _(BOITEAU et al., 1964).

Certaines saponines possédent des activités icté-
rogéniques ; elles agissent par blocage de l'excrétion des pigments
bilaires chez les cellules hépatiques en affectant la perméabilité
membranaire. {Une saponine ictérogéne extrémement toxique est conte-
nue dans une espéce de Madagascar, le Kalanchoe schizophylla
(BOITEAU et al., 1964).

Chez les enfants, 1'ingestion de quantités méme

minimes de saponines peut entraver les synthéses protéiques sur-
tout lorsque 1'apport nutritionnel en acides aminés est juste suffi-
sant (BOITEAU et al., 1962).

- Chez les animaux

Les animaux d'élevage nourris avec certains four-
rages ou divers types de graines peuvent présenter des anomalies
de croissance. PETEZRSON (1950) Ies attribue aux saponines de la
luzerne.

Des pertes de poids peuvent se produire ; elles
traduiraient soit une réduction de ['abscrption du cholestérol
(KODRAS et al., 1951), soit un simple rejet par les animaux d'une
nourriture présentant l'amertume (BOITEAU et al., 1964).

Le ralentissement de la croissance peut s'expli-
quer par l'inhibition de certains enzymes comme ['illustrent les
études de CHEEXE et OLDFIELD (1970). Les enzymes digestifs peu-
vent étre aussi partiellement, altérés comme cela a été établi en
présence de saponines de soja (ISHAAYA et BIRK, 1965).

La réponse & une méme dose de saponine présente
dans la ration alimentaire varie énormément d'une espéce animale
a I'autre. On constate ainsi que, nourries avec de la luzerne,
les volailles sont plus sensibles que les lapins ou les rats, les
porcs n'étant pas affectés (CHEEXE, 1971). I1 est donc probable
que la toxicité de ces produits est liée tant & la nature chimique
de la saponine qu'ad la sensibilité propre de l'espéce animale.
Mais, on retiendra aussi les possibilités d'accoutumance constatées
depuis longtemps chez les animaux habitués & consommer progressi-
vement d'importantes quantités de saponines (BOITEAU et al., 1964)

L'action des saponines sur les animaux & sang



froid parait plus marquée ; ainsi les poissons et les batraciens
sont frappés par des intoxications aigues, voire mortelles, sous
l'action sur les branchies des saponines dissoutes dans 1'eau
(JONES et ELLIOT, 1969), a tel point que, jadis, ces propriétés
ichtyotoxiques furent employées comme poisons de péche dans

1'0Océan Indien.
- Chez les végétaux

La trés large répartition des saponines a travers
les groupes taxinomiques les plus divers, leur apparition éventuel-
le & certains stades de développement, ['élaboration possible de
composés différents au sein des organes d'une méme plante s'oppo-
sent a l'idée que ces substances soient 1nutilisables par la plante.
Grdce a quelques travaux, on a, a présent, un meilleur apergu
de I'influence des saponines exogénes sur la croissance et le dé-
veloppement des végétaux.

BALANSARD et PELLISIER  (1943) signalent une
stimulation ou une 1nhibition de la germination selon les concen-
trations de saponines employées ; mais, chez le blé, le mais, la
tomate et le pois, les effets peuvent se poursulvre pendant la
croissance végétale.

Les travaux de HELMKAMP et BONNER (1953) dé-
montrent que la vitesse de croissance des embryons 1solés de blé
ou de pois s’accroit en présence de saponines [stéroidiques).

Par contre, 1'action des saponines semble plutdt
inhibitrice de la croissance des racines comme on l'observe chez
la tomate ou l'orge. On rapporte aussi une nécrose de l'apex ra-
cinaire de Il'oignon sous l'effet des holothurines (HEFTMANN, 1963).

Plus récemment, HUI et ZEE (1980) constatent une
augmentation du pourcentage de régénération et une vigueur accrue
des plantules régénérées Iorsque des explantats de Brassica

oleracea sont cultivés 'in vitro" en présence d'extraits de ginseng.
- Chez les microorganismes

Les champignons présentent une sensibilité mar-

quée. Divers types de saponines sont fongicides ou fongistatiques
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(WOLTZRS, 1968).
Parmi les bactéries sensibles a quelques saponi-

nes, MAIZEL et al., [1964) mentionnent le Mycobacterium tuberculosis

inhibé par l'avénacine.

D'autre part, rares sont les saponines aux pro-
priétés anti-virales. C'est pourtant le cas d'une saponine concen-
trée dans les feuilles de Gymnema sylvestre (SINSHEIMER et al.,
1968).

3.2.2- Activité hémolytique

L'une des propriétés qui caractérisent le mieux
les saponines est certainement leur pouvoir hémolytique. Cette
capacité de lIyser les globules rouges est liée a [l'altération de
la perméabilité cellulaire des hématies, par combinaison des sapo-
nines avec les stérols membranaires (GLANERT, 1962).

Chez les am’me;ux, les saponines administrées
par vole orale perdent leur activité hémolytique ; on Imagine
qu'elles subissent une hydrolyse menée par la microflore intes-
tinale (GESTETNER, 1968) ou bien que, n'étant pas dialysables,
elles ne sont que tres peu absorbées par les parois de l’'intestin.

Des relations entre certaines caractéristiques
structurales des saponines et leurs capacités hémolytiques semblent
exister. D'aprés SCHLOESSER et WULFF (1969) les activités les plus
élevées sont observées chez les composés présentant des groupe-
ments polaires sur le cycle A de la génine et des groupements
moins polaires sur les cycles D et/ou E.

La présence d'une chaine de sucres sur les cycles
D ou £ supprime le pouvoir Ahémolytique (cas des saponines bides~
mosidiques). Parallélement, 1'effet hémolytique des saponines mono-
desmosidigues diminue avec la longueur et la ramification de la
chaine glucidigue (ROMUSSI et al., 1980).

Notons, en outre, que parfois la génine n'est
pas aussi hémolytique que la saponine correspondante. L'absence
de molécule de sucre réduirait ['absorption de la saponine par
la membrane de ['hématie ; ['action hémolytique ne commencerait
qu'ultérieurement, aprés hydrclyse enzymatique de la saponine
(SEGAL et al., 1974).



A ce jour, et ainsi que le constate déja CHEEKE
(1971), aucune relation n'a pu étre établie entre les effets hémo-

lytiques des saponines et leurs autres propriétés biologiques.

3.2.3- Effets thérapeutiques divers

Depuis quelques années, les propriétés thérapeuti-
ques des saponines ont attisé la curiosité des chercheurs. Parmi
les plus remarquables, on retiendra les activités anti-inflammatoi-
res (SUGA, 1978 ; KIZU et al., 1979 ; TAKAGI, 1980 ; FORGACS
et PROVOST, 1981) et anti-diabétiques (OKABE et al., 1980 ; MAHA-
TO et al., 1981) 1llustrées par ['usage de certaines plantes en
médecine traditionnelle : Asparagus gonocladus (MANDLOI et SANT,
1981) ; Gleditsia japonicus (OKADA et al., 1980) ; etc...

D'autres effets ont été mentionnés tels que vermi-

fuges (OKABE et al., 1980), stimulants ou inhibiteurs de la répon-

se Immunitaire (MITA et al., 1979), diurétique et expectorant
(OKADA et al., 1980 ;KONOSHIMA et al., 1981/, adjuvant des vac-
cins (AGARWALL et RASTOGI, 1974), sédatif (BECCHI et al., 1979/,
fébrifuge (ENCARNACION et al., 1981) et analgésique (KIZU et TO-
MIMORI, 1979).

3.2.4~ Effets hypocholestérolémiques

Qutre ces effets thérapeutiques, certaines saponi-
nes, en premier lieu les dérivés des triterpénes pentacycliques
réduisent la teneur en cholestérol des mammiféres et d'autres ver-
tébrés.

Ainsi, la saponine de Gypsophila (de méme que
la digitonine) abaisse le niveau de cholestérol sangﬁin, des poulets
(MORGAN et al., 1972).

SAUTIER et al., (1979) trouvent que les saponines
de soja favorisent ['excrétion des stérols neutres et diminuent
le taux en cholestérol du foie et de l'aorte des rats. De méme,
des singes auxquels on procure une alimentation riche en lipides,
mais contenant aussi des saponines de racines de luzerne, ne pré-

sentent pas d'augmentation du taux de cholestérol plasmatique
(MALINOW et al., 1977a).
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De l'expérimentation menée par HMALINOW et al.
(1977b) chez le rat, il ressort que les saponines agissent proba-
blement en réduisant ['absorption Iintestinale du cholestérol et
en augmentant ['excrétion des acides billaires.

Plus tard (1980/), ces mémes auteurs mettent en
évidence que I'ingestion de graines de luzerne, pendant trois se-
maines peut abaisser sensiblement le contenu en cholestérol san-
guin des étres humains, sans qu'apparaissent des signes de to-
xicité. Extrapolant a ['homme les résultats qu'’ils observent sur
le porc, qui constitue un bon modéle d'études du fait de la simi-
larité des Iipoprotéines humaines et porcines, TOPPING et al.
(1980) suggérent que la consommation d'aliments riches en saponi-
nes soit a méme de réguler le taux de cholestérol humain des a-
dultes, pour autant que, nous semble-t-il, des effets secondaires

néfastes ne solent pas observés,
3.2.5- Action cancérostatique

, Certaines saponines manifestent une activité an-
titumorale. C(C'est le cas de [l'holothurine qui ralentit la multipli-
cation des cellules du sarcome 180 chez les souris (NIGRELLI
1952).

Il est intéressant de signaler que les saponines

de (Cyclamen persicum ralentissent la croissance des cellules déri-

vant d'un carcinome humain de la zone naso-pharyngée (HARVALA
et HYLANDS, 1978).

3.2.6~ Action spermicide
Comparant les propriétés spermicides de trois

saponines stéroidiques et de trois saponines triterpéniques, ELBARY

et NOUR (1979) établissent que la saponine de Gypsophila panicu-

lata présente l'activité la plus élevée ; & la concentration de
1% en solution aqueuse, elle tue les spermatozoides humains en
trois minutes et demie. Les auteurs ajoutent que cette saponine
n'a qu'une faible action Iirritante sur les muqueuses membranai-
res.

Les saponines stéroidiques des racines de Phyto-
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lacca americana, ainsi qu'un glucoside triterpénique de Gleditsia
horrida présentent le méme type d'action (SHAABAN et AHMED, 1959
; CHOU et al., 1971).

4~ Métabolisme
4.1- Biosynthése
Il existe peu de travaux touchant a la biosynthése

des saponines. La formation de l'aglycone débute trés probablement

par l'acétyl-Coenzyme A ; en effet, l'incubation des graines de

soja en germination dans un substrat contenant de ['acétyl-Coenzy-
me A marqué au ZZ‘C permet de mettre en évidence la répartition
de ce composé radicactif au niveau des sapogénines et des sté-
rols (ARIGONI, 1958).

Un composé & six carbones, ['acide mévalonique est

formé ensuite. Cette substance est employée comme précurseur mar-
qué dans deux milieux d'incubation : l'un contenant des graines
de soja en germination et l'autre de jeunes plantules de luzerne.
La radioactivité est incorporée dans les sapogénoles chez le soja
et, essentiellement, dans ['acide médicagénique chez la luzerne
(PERI et al., 1979).

Un intermédiaire, le farnésyl pyrophosphate, conduit

a la formation du squaléne qui subit des cyclisations successives
catalysées par des cyclases. D'aprés WEETE (1973), ces réactions
s'effectuent selon des processus différents chez les champignons
et les végétaux supérieurs.

Le squaléne est, dans les cellules végétales, rapide-

ment transformé en 2,3-époxysqualéne ; ce dernier composé subit

des cyclisations pour donner le protostérol.
D'aprés MULHEIRN (198) par deshydrogénation du pro-
tostérol se forment ensuite soit le lanostérol, qui est & ['origine

des stérols chez les animaux, soit le cycloarténol, composé dont

dérivent les phytostérols et les triterpénes chez les organismes
photosynthétiques.
Les études de la biosynthése des triterpénes dans les

feuilles de Calendula officinalis montrent que la cyclisation du

squaléne, & l'origine de la synthése de la A-amyrine, s'effectue
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dans le réticulum endoplasmique des feuilles.La p-amyrine'est ensuite

transformée par oxydation en acide oléanolique, qui, aprés gluco-

sidation, peut-étre

~-transporté  sous forme de pentaglucoside, vers
les racines ou 1l s'accumule dans le cytosol ;

- ou bien Incorporé dans le plasmalemme ou la
parol cellulaire (JANISZOWSKA et KASPRZYK, 1977).

Des expériences '"In vitro' ont mis également en éviden-
ce que le réticulum endoplasmique intervient dans la synthése
des triterpénes : ELDER et al. (1977) incubent le 2,3-époxysqualdne
en présence d’'une fraction microsomale obtenue a partir des cellu-

les de Ruscus fruticosus en suspension ; les analyses des produits

d'incubation confirment la formation de la X-amyrine.

On pense que le noyau de type alcaloidique dérive de
celui de type stéroidique, de méme conformation chimique (DEFAGO,
1977) ; l'origine de l'atome d'azote est encore inconnue.

D'autre part, il est possible que les saponines soient
synthétisées par chaque organe végétal de facon indépendante.

Prenons comme exemple les racines d'Avena sativa qui produisent

des saponines monodesmosidiques de nature triterpénique, alors
que les feuilles élaborent des saponines bidesmosidiques & noyau

stéraidique (LUNING et SCHLOSSER, 1976),
De méme, en étudiant la distribution des saponines

dans des fractions chromatographiques obtenues de cultivars de
Medicago sativa BERRANG et al. (1974) s'apercoivent qu'il n'y

a pas deux fractions identiques, ce qui suggére un mécanisme
de biosynthése spécifique & chaque cultivar.

SUGA et al. (1980) envisagent la possibilité d'une par-
ticipation des acides aminés dans la biosynthése des triterpénes.
Ces chercheurs trouvent, chez les graines en germination de Pisum
sativum, une incorporation de la L-leucine et de L-valine marqguée

dans le squaléne et la (-amyrine, confirmant les travaux de
RUDNEY (1959).

4.2~ Biodégradation
Les saponines subissent un processus de biodégradation

qui se manifeste lors de la sénescence végétale. La dégradation

est produite par l'hydrolyse enzymatique de la molécule de saponi-
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ne elle-méme, ou par décomposition de la sapogénine (ZACHARIUS
et al., 1975).

A titre d'exemple, les plants de tomate ne dégradent
la tomatine qu'’aprés le début de la macuration des fruits, stade
physiologique ou le systéme enzymatique correspondant est proba-
blement synthétisé ou activé (HEFTMANN et SCHWIMMER, 1972).

Les mécanismes cataboliques ne sont pas encore éclair-

cis.
5- Méthodes d'extraction et de purification
5.1- Les saponines

Préalablement & Il'extraction, le matériel contenant
les saponines est soumis a une délipidation par des solvants non
polaires tels ['hexane, ['éther éthylique ou l'acétone qui extraient
simultanément une grande partie des pigments (SHANY et al., 1970
; AOKI et al., 1981 ; FORGACS et PROVOST, 1981).

L'extraction proprement dite de ce type de substances
naturelles implique ['emploi de solvants a polarité moyenne ou
trés forte tels que les alcools ou mieux, de gradients alcooliques
en solutions agqueuses ; ces derniers permettent une extraction
efficace des mélanges de saponines présentant une polarité relati-
vement différente au sein d'une méme plante ou d'un méme organe
(BASU et RASTOGI, 1967).

La solubilité de ces glucosides est accrue avec la tem-
pérature ; c'est pourquoi, 1ls sont généralement extraits & chaud
dans un systéme a reflux par exemple (KUSZLIK-JOCHYM et MAZUR,
1973 ; KIZU et TOMIMORI, 1979).

A la fin de cette étape, on obtient un extrait brut
qui contient en plus des saponines, des sucres, des composés phé-
noliques simples ou complexes (LUTOMSKI et NHAM, 19775) et des
pigments divers (ASADA et al., 1980) en quantités plus ou moins
importantes selon I'origine du matériel. Si on cherche & isoler
et a quantifier les saponines, il convient d'éliminer ces substances
contaminantes en purifiant ['extrait au moyen de procédés chimi-
ques ou physico-chimiques. Une facon simple consiste & utiliser
['éther éthylique en milieu alcoolique concentré qui précipite les
saponines (BARUA et BASAK, 1972).
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L'étape suivante correspond au passage de [l'extrait
sur des colonnes contenant des absorbants (MORRIS et al., 1961/,
des résines échangeuses d’'ions (JACKSON et SHAW, 1959), ou encore
de gels de tamisage moléculaire (PASCUAL TERESA et al., 1980).

Cependant, ['emploi des solvants chimiques ou de la
chromatographie sur absorbants pour la purification des saponines
ne constitue pas une panacée ; ainsi, la purification chimique

des glucosides triterpéniques de Ficaria ranunculoides n'élimine

pas complétement les autres sucres (POURRAT et al., 1979). Aussi,
ces mémes auteurs expérimentent-ils une méthode qui, bien que longue
peut-étre intéressante ; elle consiste a cultiver des souches de
champignons sur des substrats contenant [’extrait brut. On tire
ainsi profit de la capacité de ces microorganismes a consommer
sélectivement les sucres libres présents dans ['extrait.

Différentes saponines sont le plus fréquemment présen-
tes, en mélange, dans une méme plante ; dans ce cas, l'isolement
de -chacune d'elles est réalisé par les techniques chromatographi-
ques sur couche mince (JURZYSTA et NOWACKI, 1979) ou sur colonne
(LUTOMSKI et NHAM, 1977b).

5.2- Les sapogénines

Une fois 1isolées, les saponines sont soumises & une
hydrolyse qui libére les génines par rupture des liaisons (-gluco-
sidiques. Trois types d'hydrolyse sont possibles : acide, micro-
bienne et enzymatique.

- L'hydrolyse acide, la plus couramment employée,
est pourtant assez délicate & mener. Elle peut entrainer la forma-
tion d'artefacts telles que les structures diéniques des saponines
(SAUVAIRE et BACCOU, 1978) si l'hydrolyse est intense ou prolon-
gée, mais aussi la Ilibération incompléte des aglycones si elle
est partielle. Des hydrolyses partielles mais successives sont préco-
nisées pour caractériser les constituants glucidiques.

' Dans certains cas, la mise en oeuvre d'une hydrolyse
alcaline permet [’obtention d'une prosapogénine (saponine dépour-
vue de quelques molécules de sucres) dont on détermine la structu-
re chimique. Dans un deuxiéme temps, une dégradation poussée
par 1l'hydrolyse acide sert & confirmer les résultats trouvés (KONO-
SHIMA et al., 1981).



- L'hydrolyse microbienne est réalisée sur des composés
instables en milieu faiblement acide ; ainsi, YOSIOKA et al. (1966)
séparent les génines intactes des saponines de Panax hydrolysées
par les bactéries du sol.

Toutefois, [’efficacité de cette méthode biologique sem-
ble 1liéde au choix de la souche bactérienne qui est fonction de
la nature chimique des saponines. Des hydrolyses comparatives

menées sur un mélange de saponines racinaires de Mollugo sper-

gula indiquent que, si ['hydrolyse bactérienne facilite l'isolement

de sapogénines non modifiées, elle n'’est pas tout & fait compléte
(KITAGAWA et al., 1977).

- Pour pallier ces 1inconvénients, 1l est possible
d'extraire des microorganismes ou des végétaux eux-mémes, les
enzymes hydrolytiques. Leur activité est, ainsi, mieux contrGlée,

L'application de I'hydrolyse enzymatique peut donner
des résultats trés satisfaisants ; ['hydrolyse des saponines de
la luzerne par des /-glucosidases extraites des levures ou d’a-
mandes, permet la récupération des constituants non modifiés puis
leur caractérisation chimique (GESTETNER, 1971). D'autres enzymes
ont été essayés avec succés : la naringinase sur les saponines
de feuilles de Panax japonicus (YAHARA et al., 1978) et 1'hespéri-
dinase sur celles de Panax ginseng (YAHARA et al., 1976).

Aprés hydrolyse, les sapogénines sont extraites du
milieu au moyen de solvants apolaires ; le chloroforme est le plus
couramment employé. Les composés glucidiques, ainsi récupérés,
sont passés au travers d’'une colonne d'amberlite (OH") pour
assurer leur compléte neutralisation avant d'étre séparés par
chromatographie de partage sur papier (AOKI et al., 1976) ou
sur couche mince (LEE et DER MARDEROSIAN, 1981).

6~ Déterminations qualitative et quantitative
Les différentes méthodes de détection et de dosage des sapo-

nines et de leurs constituants s'appuient sur leurs propriétés phy-

siques, chimiques ou biologiques.



6.1- Méthodes biologiques
6.1.1- Essais d'hémolyse

Pour ce type d'essai, on utilise fréquemment un
concentré globulaire obtenu a partir du sang de mammifére. Les
méthodes hémolytiques sont pratiquées selon deux protocoles.

- L'hémolyse en tube

On procéde généralement de la facon suivante

les saponines a analyser sont diluées dans des solutions Isotoni-
ques et mélangées avec un concentré de globules rouges. Aprés
un temps donné, de 30 minutes a plusieurs heures selon la tempé-
rature d'incubation, l'intensité de 1'hémolyse est déterminée, apreés
centrifugation, par lecture spectrophotométrique du surnageant
& une longueur d'onde de 415 nm (AGUILAR et al., 1979).

Il est aussi possible d’apprécier la concentration
en saponines d'un extrait liquide en mesurant ['ampleur de I1'hé-
molyse (volume) d'une solution d'érythrocytes. On définit ainsi
l'indice hémolytique caractéristique de chaque type de saponine
(KUSZLIK-JOCHYM et MAZUR, 1973).

- L'hémolyse en plaque

Des plagues sont préparées en coulant sur une
surface en verre un mélange d'érythrocytes et d'agent solidifiant
{gélatine, gélose, etc...) en solution isotonique. Un anneau d'hémo-
lyse apparait aprés dépét dans des puits d'une solution de sapo-
nines ; la taille des anneaux est proportionnelle a la quantité
de saponines déposées pour une certaine gamme de concentration.
Une courbe-étalon est établie & ['aide d'une saponine dont ['acti-
vité hémolytique est connue (JURZYSTA, 1979).

Le principe de cette méthcde est aussi utilisé
pour localiser les composés hémolytiques présents dans un mélange
de saponines séparées par chromatographie sur couche mince. Ces
composés sont révélés par 1mmersion de la chromatoplaque dans
le mélange sang-gélose (LUTOMSKI et NHAM, 1577a/.



6.1.2- Essai sur le Trichoderma viride

La croissance de plusieurs espéces de champignon
est, a des degrés divers, inhibée en présence de saponines de
luzerne ; ZIMMER et al. (1567) constatent que les saponines &
la concentration de 2 mg par ml de milieu de culture ralentissent
la croissance de tous les champignons étudiés. Toutefois, a Ia
concentration de 1 mg/ml, seule le T. viride est nettement affecté.

Cette espéce de Trichoderma est une des plus sensibles a l'action

de diverses saponines et sert donc souvent a la détection et
au dosage de ces composés. Il faut pourtant garder a [l'esprit
qu'a une concentration égale ou inférieure & 0,01 mg/ml de milieu,
ces glucosides semblent plutdt stimuler la croissance des champi-

gnons.
6.1.3- Essai sur le poisson

La teneur en saponines peut &tre appréciée par
I'intensité de leur pouvoir toxique sur les poissons. Le temps
de survie, de quelques minutes a quelques heures, d’un poisson
placé dans une solution saponinée est déterminé (KOFLER et
SCHRUTKA, 1925). Par cette technique, ['indice ichtyotoxique de
nombreuses saponines triterpéniques a été établi ; la méthode n'est
cependant pas d'usage courant car elle nécessite d'entretenir un

matériel animal homogéne.
6.2- Méthodes physico-chimiques
6.2.1- Mesure de la mousse

La teneur en saponines d'un matériel végétal
est mesuré par la capacité de formation d’'une mousse stable appa-
rue apreés un temps donné d'agitation en solution aqueuse (KOFLER
1922). Cette méthode n'a donné, généralement, que des résultats
approximatifs qui résident dans ['imprécision de quelques étapes
de ['expérimentation  (SCHUTZ, 1942). En outre, la présence dans
le matériel analysé d'autres composés ayant des propriétés mous-

santes ne peut étre exclue.



-26

6.2.2- Gravimétrie

Le dosage ' pondéral est Iimité aux = échan-
tillons suffisamment bien purifiés, disponibles en quantités adé-
quates (VAN ATTA et al.,1961 ; WALL etal., 1952). Elle implique Ia

mise a disposition d’'une masse de matériel végétal importante.
6.2.3- Méthodes spectrophotométriques

La spectrophotométrie d'absorption dans ['ultra-
violet ou le visible peut servir a la détermination quantitative
des sapogénines.

Toutefois, 1l est souvent nécessaire d'obtenir,
par traitement chimique, des dérivés présentant des chromophores
dosables par ces méthodes. Les réactions s'effectuent en présence
d'acide sulfurique seul (KARTNIG et MIKULA, 1970 ; GENKINA et
al.,1977) ou combiné & la vanilline (HIAI et al., 1976).

Bien que les méthodes spectrophotométriques soient
assez sensibles et adaptées au dosage des saponines non hydroly-
sées, elles ne sont pas spécifiques des différents groupes de sapo-

génines et nécessitent des produits bien purifiés.
6.2.4- Méthodes chromatographiques

La chromatographie constitue un des outils les
plus utilisés pour ['analyse qualitative et quantitative des saponi-
nes. Selon la nature de la phase stationnaire, on distingue les
méthodes suivantes

- La chromatographie sur papier (CP)

La CP permet surtout la séparation de substances
fortement polaires ; c'est pourquoi, elle est souvent employée pour

I'identification des molécules glucidigues des saponines

- La chromatographie sur couche mince (CCM)

Au cours des derniéres années, la CCM a sup-
planté en grande partie la CP grice & ses avantages : rapidité
de migration, trés bonne résolution des composés, facilité d'élution
des substances chromatographiées (MAHUZIER et HAMON, 1978).



Un composé est Identifié par étude simultanée
de la valeur du Rf et de la coloration de la tache. Les saponines
et leurs produits d'hydrolyse étant incolores, 1ls doivent é&tre
révélés par des réactifs donnant des taches colorées caractéristi-
ques. Plusieurs types de réactifs sont employés : I'acide chloro-
sulfonique, le pentachlorure d'antimoine, l'acide phosphori
que, (RANDERATH, 1962) ainsi que le mélange d'acide sulfurique
et d'anhydride acétique qui constitue les éléments de la réaction
deLiebermann-Burchard, trés couramment utilisée (SASTRY et VENKA-
TA RAO, 1976). La simple pulvérisation d'eau peut aussi permettre
de visualiser les composés saponinés, dont les taches se distin -
guent bien, par leur opacité, sur le fond de la chromatoplaque
(AHMAD et al., 1980). Ceci est intéressant pour la récupération
des composés chromatographiés, les molécules n'étant pas transfor-
mées par des réactions de coloration.

Le . dosage  des substances séparées par
CCM est réalisable par densitométrie apreés révélation du chromato-
gramme. TAKINO et al. (1979) déterminent ainsi le contenu en aci-

de glycyrrhétique des racines de Glycyrrhiza gabra.

Un des solvants de migration chromatographique
les plus utilisés pour la séparation des saponines est. le mélange
chloroforme-méthanol-eau (61:32:7) (LUTOMSKI et NHAM, 1977). La
chromatographie des sapogénines requiert des solvants moins polai-
res comme les systémes suivants : acétate d'éthyle-n-hexane (30:
20), chloroforme-méthanol (93:7), benzéne-méthanol-acétate d'éthyle
(119:14:7), etc... ; ce dernier est préconisé pour la séparation
de l'X-amyrine, la p-amyrine, l'acide ursolique et l'acide oléano-
lique et de leurs dérivés méthylés et acétylés respectifs (SHARIMA
et MAKKAR, 1980).

- La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

L'extréme sensibilité, ['automatisation de I'ana-
lyse, la rapidité, les modifications aisées des conditions opératoi-
res sont des atouts qui ont contribué au grand développement de
cette technique. '

Certains composés, tels que les constituants des
saponines sont préalablement transformés soit par silylation en
dérivés triméthyl silylés par exemple (IKEKAWA et al., 1965), ou

bien par alcoylation en utilisant comme réactif le diazométhane
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qui permet ['obtention des dérivés méthylés en présence de groupe-
ments carboxyliques (KERNAN et al., 1973).

Pour analyser des aglycones en (PG, on emploie
fréquemment des colonnes en verre type SE-30 2a1,5% sur DMCS chro-
mosorb W ; SANADA et al. (1974) identifient ainsi le protopanaxa-
triol dans les saponines de ginseng.

Les parties glucidiques des saponines sont déter-
minées en utilisant des colonnes en acier remplies d'OV-17a 5%
sur chromosorb (FORGACS et PROVOST, 1981) ou bien des colonnes
en verre contenant soit de 1'0V-17 a4 2 % sur chromosorb W (KIM
et al., 1981), soit du SE-52 a 5 %, également sur chromosorb W
(SUGA et al., 1978).

- La chromatographie liquide & haute performance

(CLHP)

Ce type de chromatographie présente les avanta-
ges suivants : grande sensibilité, possibilité d'’analyses d'extraits
bruts, rapidité, capacité d’analyse d'un grand nombre d'échantil-
lons, conditions de travail non dénaturantes.

Cette technique a servi a Iidentifier des prosapo-
génines aprés hydrolyse alcaline des saponines triterpéniques bi-
desmosidiques de Fatsia japonica (AOKI et al., 1981). La CLHP
a aussi été appliquée a ['étude des saponines de Bupleurum spp,

& partir d'un extrait brut (KIMATA et al., 1979), ainsi qu’a la

détermination des saponines de ginseng (BESSO et al., 1979). Les
constituants glucidiques des saponines, peuvent également é&tre
identifiés et dosés au moyen de la CLHP (KIM et al., 1981).

6.3- Méthodes immunochimiques

Il existe une nouvelle méthode analytique semi-automa-
tisée : l'essai radioimmunologique (ERI). Il commence & se déve-
lopper gréce a : -~ sa grande sensibilité ;

- sa spécificité quasi-absolue par ['emplo:
des anti-corps ; - sa rapidité d'analyse d'un nombre considé-
rable d’échantillons (extraits bruts/.

Cette technique est adaptée a des tris rapides des
échantillons dans des recherches sur la biosynthése et la distribu-
tion des composés, ainsi que pour la détermination des métabolites
synthétisés en faibles quantités (WEILER, 1977).
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A titre d'exemple, WEILER et al. (1980), en utilisant
cette méthode radioimmunologique, mise au point pour la détection
de solasodine sous forme glucosylée, arrivent & cloner 250
espéces de Solanum ; 1ils repérent ainsi les plantes les plus riches
en solasodine et précisent leur distribution dans les tissus et
les organes des individus d'une méme espéce. Notons en outre,
que 1'ERI permet de détecter la présence d’'un composé présent
en quantités minimes dans un matériel végétal frais ou sec (quel-

ques milligrammes).
7- Détermination de la structure chimique

En plus des méthodes chimiques qui sont trés employées
(PANOSYAN et MNATSAKANYAN, 1977), il existe des méthodes physi-
ques qui permettent une détermination précise de la structure et
de la stéréochimie des constituants des saponines.. On peut en
citer quelques-unes

- La spectrométrie dans ['infra-rouge qui met en évidence
certains groupements tels que les hydroxyles, les carbonyles, les
lactones, les doubles Iiaisons et précise leur position dans la
molécule triterpénique. Ainsi, COLE et al.(1956) réalise des études sur
les spectres infra-rouge des triterpénes tétracycliques et pentacycli-
ques. L'analyse de ces spectres a permis de définir la structure
chimique de la saponine du thé (CONSTABLE et al., 1960).

- La résonance magnétique nucléaire (RMN) qui présente
de nombreux avantages dans ['identification des saponines et la
détermination de leur structure moléculaire. On emploie dans ce
cas deux types de RMN : Le RMN du BC et celle du proton IH.
ASAKAWA et al. (1977) définissent la structure des génines de Pa-

nax ginseng ainsi que leur stéréochimie en Interprétant les si-

13,

gnaux observés par RMN ; de la méme facon, la structure
de la partie glucidique est mise en évidence aprés hydrolyse en-
zymatique et en s'appuyant sur les analyses par RMN—ZH (TANAKA,
1977).

- la spectrométrie de masse qui permet [’'étude de la confor-
mation moléculaire d'un composé, elle est basée sur la fragmenta-
tion progressive d'un certain nombre d'unités de masse constituant

une série de [fractions caractéristiques du composé. Le spectre



de masse des saponines triterpéniques pentacycliques présente une
séquence de fragments communs qui caractérise = une rétrofragmen-
tation de Diels-Alder (BUDZIKIEWICZ et al., 1963).

v ~- La chromatographie en phase gazeuse-liquide couplée a
la spectrométrie de masse permet aussi ['étude structurale des
saponines (BOMBARDELLI et al., 1976).

II- RECHERCHES PHYSIOLOGIQUES

1- Ftudes sur l'élaboration des saponines

1.1- Caractérisation des saponines triterpéniques chez

les Chénopodiacées

Des plantes d'importance alimentaire, telles que la
betterave, la quinoa, les épinards appartiennent a la famille des
Chénopodiacées. La plupart des genres de cette famille étant, gé-
néralement, trés riches en saponines, ['élimination de ces composés
peut alourdir le processus d'industrialisation des espéces économi-
quement Intéressantes ; cela explique |['initiation des travaux
se réfercant a ces triterpénes glucosylés, bien avant la fin du

siécle dernier.
Genre Beta

Les variétés sucriéres, potagéres et fourragéres

de Beta vulgaris renferment des saponines triterpéniques.

Les saponines des betteraves fourragéres et pota-
géres (la bette ou poirée), dont on consomme les péticles et les
feuilles, ont comme génine [’'acide oléanolique (BOITEAU et al., 1964

Chez les  bhetteraves sucriéres, ces substances
se concentrent dans les racines, plus précisément dans la périphé-
rie. On les retrouve dans les mélasses des sucreries. L'acide oléa-
nolique constitue l'aglycone de ces saponines (MARSH et LEVVY,
1956).

D'apres KRETSU et LAZUR'EVSKII (1970), il existe

trois types de saponines chez Beta vulgaris : le glycoside A, for-

mé d'oléanolate de méthyle et d'une molécule de glucose ; les
qlucosides B et C fonmés tous Les deux d'acide ofZanolique, mais qui se

distinguent, toutefois, par La prisence de alucose pour Le premien ot
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d'acide glucwronique pour Le deuxiime,

Genre Spinacia

Chez Spinacia oleracea, légume d’'usage courant,

on a mis en évidence la présence de saponines au moyen de la
méthode hémolytique. Par ce biais, KOFLER (1931) constate que
ces glucosides sont localisés dans ['épiderme des feuilles.

De méme, en suivant la répartition des saponines
dans la plante au cours de l'année, HERDA cité par BOITEAU et
al. (1964) détecte dans les racines des quantités particuliérement
élevées au printemps et au début de ['été.

L'épinard élabore deux saponines triterpéniques
: la premiére, constituée d’acide oléanolique, est appelée spinasa-
ponine A et la deuxiéme, contenant de l'hédéragénine, est dénom-
mée spinasaponine B (TSCHESCHE et al., 1969).

Genre Atriplex

Parmi les espéces de ce genre, on dénombre une
plante potageére, ['Atriplex hortensis (l'arroche), qui contient
des saponines dans les bractées, les fleurs et les fruits.

. NORD et VAN ATTA (1960) isolent, aprés hydrolyse

des saponines de A.canescens, ['acide oléanolique.

Genre Anabasis

Deux espéces d'Anabasis ont été étudides par
SANDBERG et SHALABY (1960). Ils mettent en évidence quatre saponi-

nes chez Anabasis articulata, et cing dans le cas d’A.setifera

Plus tard, un acide triterpénique, aglycone des

saponines d'A.articulata sera dénommé acide anabasique (SANDBERG
et MICHEL, 1962).



Genre Kochia

Les graines de Kochia scoparia sont aussi riches

en saponines qu'en protéines. Ces propriétés ont amené KERNAN
et al. (1973) & mettre au point une technique de chromato-
graphie en phase gazeuse applicable a la détermination qualitative
et au dosage des saponines contenues dans une seule graine ;
une telle méthode est directement destinée & des programmes de
sélection génétique. Il est précisé, également, qu'un seul aglycone
est identifié chez cette espéce : l'acide oléanolique.

Genre Salsola

Une saponine triterpénique est distribuée dans
toute la plante chez Salsola kali (SIMES et al., 1959).

Genre Chenopodium

- Chenopodium anthelminticum

Les racines de cette espeéce, connues en
médecine populaire par ses effets sédatifs et analgésiques, renfer-
ment des glucosides triterpéniques qui manifestent aussi des pro-
oriétés vermifuges (JENTZSCH et al., 1961).

En étudiant la chimie de <ces composés,
CHIRVA et al. (1971) déceélent deux substances qu'ils appellent
chénopodiumsaponines A et B ; elles ont toutes les deux l'acide
échinocystique comme génine. La saponine A est monodesmosidique,
avec une chaine de xylose, de glucose et d’arabinose liée au (3,
alors que la saponine B est bidesmosidique, la chaine supplémen-

taire, constituée de glucose et de rhamnose, étant fixée au C(28.

- Chenopodium ambrosioides

Deux saponines, les chénopodiosides A et
B, sont isolées des racines ; ['hydrolyse acide de ces composés
libére de 1'acide échinocystique.

Le chénopodioside B serait une saponine

bidesmosidique caractérisée par la présence d'acide glucuronique



et de rhamnose Iliés au groupement OH de ['acide triterpénique,
et, d'autre part, de xylose et d'arabinose combinés au groupement
carboxylique du méme aglycone (BOGACHEVA et al., 1972).

- Chenopodium album

Le chénopode blanc, cultivé en FEurope
a l'dge du fer (BROUK, 1975), n'élaborerait pas de saponines
proprement dites, mails des triterpénes libres (NICHOLAS et al.,
1955). L'acide oléanolique ne serait élaboré que dans les sommités

fleuries des plantes adultes.

- Chenopodium quinoa

On est informé de |['existence de saponines
dans cette chénopodiacée par les travaux anciens de GONZALEZ
(1917) et de GONNERMANN (1919).

Pourtant, le nombre d'études menées depuis
sur la caractérisation chimique de ces glucosides reste minime
; aussi, la structure de ces derniers n'est-elle qu'imparfaitement
connue.

Les saponines des variétés suivantes ont
été étudiées

* Variété Kcancolla

La chromatographie sur couche mince des
extraits de graine révéle au moins sept composés montrant a la
fois une activité hémolytique et une réaction positive au révéla-
teur Liebermann-Burchard. Il est donc probable que cette variété,
analysée par RUIZ (1979), renferme un mélange complexe de sapo-
nines ; la génine principale serait ['acide oléanolique, des agly-
cones mineurs (20 %) étant aussi détectés. Les dérivés triméthyl

silylés des génines sont dosés par chromatographie en phase ga-

zeuse.

* Autres variétés

Une étude réalisée par AGUILAR et al (1979)
sur les saponines de cing variétés de quinoa : Kcancolla, Blanca

de Juli, Sajama, Blanca de Junin et Witulla estimées quantitative-
ment par la méthode hémolytique, montre que les graines renfer-
ment des quantités appréciables de saponines. Les deux premiéres

variétés sont les plus riches (0,40 et 0,33 %, respectivement),



Les trois derniéres en contenant moins (en moyenne 0,08 %).
Il est spécifié également que la teneur en
saponines d'une variété peut varier selon Il'année de récolte et,

probablement, selon le lieu de culture.

- Autres espéces de Chenopodium

D'aprés KOSOVA et al. (1958), les espéces

de Chenopodium suivantes : C. botrys, C. bonus-henricus, C.foeti-

dum et C. urbicum présentent une grande quantité de saponines

au sein du systéme racinaire. Les graines de C. pallidicaule,

espéce native des régions andines, trés peu cultivée et en voie
d'extinction (SIMMONDS, 1979), en sont également pourvues (DE

BRUIN,1964) ; leur composition chimique n'est pas précisée.
1.2-Répartition dans la plante et localisation cellulaire

Toutes les parties d'une plante peuvent contenir des
saponines ; elles sont présentes en quantités variables selon les
organes et le stade de développement.

D'aprés HEGNAUER (1977), 1la quantité de saponines
contenue dans un organe est généralement de quelques pour cent,
mais peut varier de 0,01 & 28 % du poids sec.

Les tissus ou la concentration en glucosides est la -
plus élevée coincident avec les zones en croissance active, les
apex caulinaires, les germes de tubercules, les graines en forma-
tion (WOLF, 1946 ; TURNER, 1960 ; RODDICK, 197LE).

Ces substances glucosidiques sont localisées préféren-
tiellement & la surface des organes sauf dans certains cas, comme
chez le poivron, ol elles sont détectées & I'intérieur des tissus,
au niveau des grains d'aleurone (GAL, 1965).

Les saponines peuvent étre caractéristiques d’un organe
et étre chimiquement différentes dans les racines et dans les tiges
d'une méme plante ; 1l en estainsi chez 1'avoine (LUNING et SCHLOSSER,
1976) la luzerne (SHANY et al., 1970) ou le ginseng (TANAKA, 1978).

Toutefois, on ne connait pas encore avec certitude leur
localisation cellulaire ; on admet souvent que les vacuoles sont les
lieux d'élection des saponines. Elles pourraient aussi exister sous
forme dissoute dans le cytoplasme ou bien étre liées au systéme
des membranes cellulaires (AKAHORI et al., 1970).



Récemment, KESSELMEIER et BUDZIKIEVICZ (1979) consta-
tent que la structure paracristalline des corps prolamellaires des

étioplastes d’Avena sativa est principalement constituée par deux

saponines stéroidiques appelées avénacosides A et B.

D'ailleurs, les expériences de reconstitution des corps
orolamellaires montrent que les saponines doivent jouer un réle
dans la différenciation de ces structures tubulaires (KESSELMEIER
et RUPPZL, 1979).

1.3- Roéle physiologique

Les bénéfices qu'une plante peut tirer de la synthése
des saponines sont encore discutés, car les études consacrées jus-
qu'’a présent a ce théme ne concernent qu'un nombre limité d'espé-
ces. Cependant, ces composés semblent prendre une part active
dans les processus de défense de l'organisme contre les parasites.

On constate que les saponines s'accumulent dans les
régions de la plante les plus exposées a l'attaque des champi-
gnons, des insectes et des oiseaux. Leurs lieux d’élection sont
l'écorce des tiges (BANERJI, 1977), des racines (QUAZI, 1976/,
les péricarpes des fruits (ANIL, 1979) ou les graines (FOOTE et
GRAMLING, 1940).

Les cellules de Smilax aristolochiaefolia endommagées

par les agents infectieux sont capables de produire des saponines
fortement fongicides, jouant un réle protecteur trés Important pour
ces plantes (TSCHESCHE et WULFF, 1967).

De méme, Hedera helix, espéce résistante & la plupart

des champignons, doit probablement cette caractéristique & la pré-
sence des hédérasaponines (bidesmosidiques). En réponse a ['atta-
que des microorganismes, ces composés sont transformés par les
enzymes de la plante en «-hédérines (monodesmosidiques) ; elles
endommagent les hyphes des champignons en lysant les membranes
fongiques.

Des observations "in vitro” montrent que cette transfor-
mation enzymatique peut étre Inhibée en présence de Phyllostica

concentrica, champignon auquel le lierre est sensible ; cette inhi-

bition est probablement due & un métabolite extracellulaire synthé-
tisé par le microorganisme (SCHLOSSER, 1973b).



Cyclamen persicum renferme des concentrations élevées

de cyclamine, saponine monodesmosidique qui est capable d’'affec-
ter sérieusement la croissance de plusieurs champignons a des
concentrations supérieures & 30 mg/l (SCHLOSSER, 1971 ; 1573a).
L'avénacine, trouvée dans les racines de 1['avoine,
voit sa teneur diminuer beaucoup lors d'une affection parasitaire
(MAIZEL et al., 1964), ce qui suggére son Intervention dans les

réactions de défense de ['organisme.

D'autres saponines, de type stéroidique ou alcaloidique
manifestent des propriétés anti-fongiques, par exemple la tomatine
et la solanine (PAQUIN et LACHANCE, 1964).

On présente, d'autre part, les saponines comme des
substances synergiques (NITSCH et NITSCH, 1962) ou antagonistes
des régulateurs de la croissance végétale voire, méme, comme des

métabolites aux activités comparables a celles des auxines.

VENDRIG (1964) constate que la digitonine employée
seule & la dose de 0,001 mg/l (8.107%0

des coléoptiles d'avoine. Un Iléger effet additif, mais non pas

mol.) stimule ['élongation

un synergisme, est observé lorsque digitonine et AI4 (0,01 mgll)
sont utilisés simultanément.

Par contre, les cucurbitacines, saponines triterpéniques
montrent une activité fortement antagoniste de celle de ['acide
gibbérellique (GUHA et SEN, 1973).

Les saponines seralent aussi capables de stimuler le
métabolisme végétal. On observe, ainsi, que le broyat de deux

plantes contenant des saponines, le Pseudopanax ginseng et le

Panax ginseng, augmente le nombre et la vigueur des plantules

régénérées a partir des explantats de cotylédons et d'hypocotyles

de Brassica oleracea ; mails, 1l reste encore a démontrer

qu'il ne s'agit pas d'une simple influence nutritionnelle (HUI
et ZEE, 1980).

Des expériences réalisées 'In vitro" sur I['effet des
saponines alcaloidiques, telle que la solanine, dans la tubérisa-
tion de la pomme de terre, montrent que ces glucosides exogeénes
peuvent modifier la morphologie externe des tubercules et retarder
leur formation (TALUKDER et PAUPARDIN, 1981)/.



1.4~ Facteurs régulateurs de la biosynthése

Divers facteurs pouvant modifier la biosynthése des
saponines sont actuellement connus, mais les expériences menées

sont surtout Iimitées aux saponines stéroidiques ou alcaloidiques.
1.4.1- Facteurs externes

Les facteurs externes suivants ont été étudiés
* La Iumiére : dans les tubercules de pomme
de terre, elle est capable de stimuler la formation des- glucosides
alcaloidiques et, parallélement, le verdissement (CONNER, 1937).
Des longueurs d'onde sélectionnées telle que la lumiére rouge de fai-
ble intensité provoquent une augmentation de la teneur en saponi-
nes dans les corps prolamellaires des feuilles d'avoine, alors
qu'a grande intensité, cette lumiére désintégre les saponines et
les corps prolamellaires (MULLER, 1981).

¥ [La température : d'aprés CURRIER et KUC
(1975), elle influence la biosynthése des saponines quand on blesse
les tubercules de la pomme de terre. Cependant, les basses tempé-
ratures (4°C) font augmenter le contenu en saponines des graines

de Pinus pinea, leur teneur en glucosides stéroidiques atteignant

un maximum au quatriéme jour de la stratification (SANZ-MUNOZ
et ALSASUA DEL VALLE, 1976).

* Les synthéses de saponines varient en fonction
de la saison, comme ['attestent les expériences de KIM et al.,
(1981) qui suivent les variations des ginsénosides au cours de
l'année, et situent la production maximale pendant ['été. De méme,

chez Medicago sativa, la teneur en saponines mise en é€évidence

par l'activité fongicide, varie au cours de Il'année (QUAZI, 1975).

Mo

* Des cytokinines, comme la N-benzyladénine,

appliquées a des tubercules de Solanum tuberosum, stimulent la

production de solanine, de chaconine et d’autres saponines mineu-
res (JEPPSEN et al., 1975/.

* Des éléments nutritifs tels que les engrais azo-
tés 1nhibent ['élaboration des saponines chez les Solanacées
(NOWACKI et al., 1975).
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¥ La sélection génétique menée par |'homme est
enfin, & méme d'exercer des modifications de la production des
saponines, caractére déterminé génétiquement (PEDERSEN et WANG,
1971).

1.4.2- Facteurs internes

Ils peuvent également influencer la biosynthése

des saponines

* Ainsi, 1'évolution du taux de saponines est
bien connu pour quelques espéces comme Lycopersicum esculentum
(RODDICK, 197L4a et 1974b). Les graines de tomate n'élaborent pas

de tomatine pendant leur période de dormance ; par contre, des

que les racines amorcent leur croissance, la synthése de ce gluco-
side débute pour s'accroitre trés rapidement et diminuer les jours
suivants. La concentration en tomatine décroit pendant la matura-
tion des fruits (VERHOEFF et LEIM, 197%).

De la méme maniére, chez Digitalis purpurea,

une baisse du contenu en génines cardiotoniques se produit au
cours des premiéres semaines de la croissance des plantules (EVANS

et COWLEY, 1972). Au contraire, chez Medicago sativa et Beta vul-

garis, on observe dans les racines une augmentation du taux de
saponines pendant la germination et la croissance des plantules
(DEFAGO et al., 1975b).

* Lors des infections, certaines voies de biosyn-
thése des saponines pourraient étre activées ou inhibées par des
vecteurs pathogénes. Par exemple, la pomme de terre infectée forme
des paytoalexines (terpénes intervenant dans la défense de l'orga-
nisme) et, si une blessure est effectuée avant l'infection, une

quantité nettement supérieure de saponines alcaloidigues (LOCCI
et KUC, 1967).

Quelques travaux concernent les saponines triter-
péniques : chez le Cyclamen, leur teneur ne semble pas étre af-
fectée par les attaques microbiennes (SCHLOSSER, 1973b). Il en va
différemment chez la betterave ol une augmentation d'environ 20

% est constatée lors de ['infection par le Pythium paroecandrum

(DEFAGO et al., 1975).




* Jes blessures stimulent la bilosynthése de sapo-

nines comme on l'observe chez Solanum tuberosum ; elles se répar-

tissent alors & proximité de la pelure en quantités plus ou moins
grandes selon les cultivars (ALLEN et XUC, 19€8).

1.5- Elaboration de saponines par des tissus cultivés

"in vitro’

Les produits naturels d'origine végétale constituent
encore, malgré le développement de la synthése chimique, la matiére
premiére de nombreuses fabrications de composés pharmacoactifs.
Dans cette vole, la culture des tissus ''In vitro' peut étre appelée
& résoudre, au moins en partie, des problémes de productions
de métabolites économiquement intéressants.

La capacité biosynthétique des cellules mises en culture
est Iinfluencée par les composants du milieu et par les conditions
d'expérimentation. Ainsi, ['isolement de souches présentant un
bon rendement en alcaloides, en composés phénoliques divers et
autres métabolites a été réalisé dans les derniéres décénies.

Les recherches concernant la production des saponines
ou leur biotransformation par des tissus végétaux cultivés 'in
vitro n'’ont commencé que récemment. Quelques espéces végétales

ont fait l'objet d'études.
1.5.1- Saponines alcaloidiques et stéroidiques

De l'ensemble de ces deux classes de saponines,
seule ['élaboration de diosgénine, de solasodine et de glucosides
cardiotoniques par des tissus cultivés "in vitro! a fait [’objet
de recherches. Les genres sulvants ont été étudiés

~ Solanum

Les espéces de Solanum sont cultivées pour ['ob-
tention de la solasodine, wutilisée comme précurseur de plusieurs
types d'hormones stéroidiques. HOSODA et YATAZAWA (1979), en
cultivant des cals de racines de S. laciniatum sur le milieu de
Murashige et Skoog modifié, additionné d’extrait de levure et en
présence de 2,4-D, détectent la dicsgénine et une saponine alcaloi-

dique dont l'aglycone est la solasodine.



Les cultures de tissus de Solanum nigrum produi-

sent de la diosgénine ; les cellules cultivées en milieu liquide
élaborent des quantités Inférieures (0,20 % de la matiére séche)
& celles cultivées en milieu solide (0,65 % de la matiére séche)
au bout de six semaines de culture (RATHORE et KHANN, 1978).

La production de diosgénine par Solanum xantho-

carpum double par l’adjonction de composés auxiniques ou de cyto-

kinines au milieu de culture (HEBLE et al., 1971).

Dioscorea

La culture de cellules de Dioscorea deltoidea

en suspension et en présence de différents régulateurs de croissan-
ce montre que le 2,4-D favorise le mieux la production de diosgé-
nine, alors que l'acide gibbérellique et les doses élevées de ben-
zyladénine sont plutbt toxiques (MARSHALL et STABA, 1976). Les
auteurs précédents trouvent un maximum de 0,95 % de diosgénine.
Par contre, XKAUL et al. (1969), en sélectionnant des souches trés
productrices, observent une synthése allant jusqu’a 1,5 % dans
des suspensions cellulaires de D. deltoidea.

- Tri gonella

Les graines de T. foenum-graecum sont considé-

rées comme une source Intéressante de diosgénine : la culture
de cette légumineuse est plus facile que celle des espéces de Dios-
corea. L'évolution des génines stéroidiques des plantules de fénu-
grec pendant 1l'induction des cals sur le milieu de Murashige et
Skoog contenant des régulateurs de croissance, démontrent que
le taux de génine détecté reste toujours inférieur a celui des grai-
nes (LOCKWOOD et BRAIN, 1976). Ces mémes auteurs signalent que
les suspensions cellulaires dgées de 20 jours présentent une teneur
en saponines stéroidiques plus élevée que celle des cals cultivés
sur milieu gélosé ; mails 1l faut noter que ces derniéres n'en con-
tiennent pas des quantités Importantes par comparalison a celles
des graines. La kinétine parait avoir une influence défavorable
sur -la production de diosgénine (BRAIN et LOCKWOOD, 1976). Au
contraire, des études menées sur ['action de divers régulateurs
de croissance sur la production des génines par une suspension

cellulaire de T. foenum-graecum révélent que la kinétine et l'acide

indole acétique sont plus efficaces gue d'autres types de régu-
lateurs de croissance (KHANNA et al., 1975). D'autre part 1'adjonc-

tion des précurseurs en particulier ['’acide mévalonique, accélére la
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production des sapogénines stéroidiques par les cellules de fénu-
grec en suspension (TRISONTHI et al., 1980).

- Costus

Les rhizomes de Costus speciosus semblent é&tre

plus riches en diosgénine que le fénugrec. Leur croissance est
rapide, spécialement celle des racines (BLUNDEN et al., 1975).
Ces éléments contribuent a ['établissement de culture en suspension
et de colonies tissulaires. RATHORE et KHANNA [(1978) font une
comparaison de la production de diosgénine d'une suspension cel-
lulaire inorganisée et d'une autre qui forme des racines. Cette
derniére n'élabore qu’'un tiers des sapogénines synthétisées par
les cellules non-organisées. Mais, des colonies tissulaires de
C. speciosus produisent trois fois p]uside génines stéroidiques
que les graines d'origine (RATHORE et KHANNA, 1979).

- Digitalis

Ce genre rassemble des espéces trés appréciées
pour leur contenu en glucosides cardiotoniques, tels que D. purpu-
rea et D. lanata. Lorsqu’on ajoute ces glucosides au milieu de
culture d'une suspension cellulaire de D. lanata, les cellules
sont capables de réaliser la biotransformation de ces molécules
par hydroxylation, glucosidation et/ou acétylation. Si un précur-
seur unique est choisi, par exemple la méthyl digitoxine, seule
une 12-hydroxylation se réalise ; elle atteint son maximum au
septiéme jour de culture (REINHARD et al., 1975).

D'autre part, la culture des organes de D. lanata
donne des rendements en cardénolides meilleurs que ceux des sus-
pensions cellulaires. Ainsi que le montrent LUI et STABA (1981J,
la concentration de digoxine est supérieure dans les cultures is-
sues de racines et de feuilles, lorsqu’elles sont cultivées en pré-
sence d'acide gibbérellique.

De méme, une augmentation de la teneur en gluco-
sides cardiotoniques est enregistrée chez les plantes entléres de
Digitalis purpurea aprés un traitement de deux mois a ['acide
gibbérellique (MAHMOUD et BEAL, 1959).

Cependant, en étudiant 'in vitro' la capacité

organogéne et ['aptitude & la biosynthése des glucosides dans

des fragments de feuilles de la méme espéce de Digitalis, RUCKER

et al. (1981) observent que l'acide gibbérellique favorise la for-
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mation des cals et inhibe ['élaboration des cardénolides ; par
contre, les acides indole acétique et naphtaléne acétique stimulent

la rhizogénése et la formation de ces glucosides.
1.5.2- Saponines triterpéniques

- Panax

Souvent, les cals produisent des métabolites dits
secondaires: en Qquantité inférieure & celles élaborées par la
plante-mére ; ce n'est, cependant, pas toujours le cas. Par exem-
ple, FURUYA et al. (1970) établissent que les colonies tissulaires

de Panax ginseng obtenues sur le milieu de Murashige et Skoog

contenant lppm de 2,4-D renferment une teneur trés élevée en sa-
ponines (11,5 % du poids sec/. [ls réussissent a partir de ce ma-
tériel & obtenir du panaxatriol cristallisé. La purification de
deux autres aglycones : le panaxadiol et ['acide oléanoligue, a
été obtenue. On constate, également, que les cals issus du pétiole
de ginseng élaborent presque la méme quantité et le méme type
de saponines que les racines de la plante entiére (FURUYA et
al., 1973).

Le Panax quinquefolium, cultivé "in vitro' est

capable de régénérer des plantules dont la production de saponines
ne dépasse cependant pas 0,4 % du poids sec (JHANG et al., 1974).

- Abrus .

Une équipe francaise travaillant sur ['élaboration

de glycyrrhizine par des suspensions cellulaires d’'Abrus precato-

rius détecte cette substance & une concentration de 0,8 % par rap-
port a la matiére séche des cellules (LATCHE et al., 1980).

- Saponaria

Une étude sur le rendement en sapogénine de
deux espéces : S.ocymoides et S. officinalis en suspension cellulai-
re indique que seule la derniére élabore, pendant la phase sta-
tionnaire de la croissance, des quantités qui atteignent 0,66 %
du poids sec ; 1'utilisation des fermenteurs, dans les conditions
décrites, permet une augmentation de la biomasse cellulaire oro-
duite par jour, mals n’'améliore guére la production de sapogénines
qul est de 0,60 % du PS dans le meilleur des cas (HENRY, 1981).



2- Cultures "in vitro' des Chénopodiacées

La culture "in vitro"” des plantes de la famille des Chénopo-
diacées ne concerne que peu d’espéces appartenant aux genres
Beta, Atriplex et Chenopodium.

- Beta

Des colonies tissulaires de Beta vulgaris sont obtenues a

partir d'un matériel primaire de diverses origines :@ graines, raci-
nes et fragments de plantule. Des phénoménes d'organogénése ne
se manifestent que lors du premier passage d’aprées BUTENKO et
al. (1972), la formation des racines étant, toutefois, plus fréquen-
te que celle des bourgeons. Les cals qui se développent, peuvent
contenir des quantités notoires de bétalaines (CONSTABEL, 1967).

La régénération de plantes 1issues de colonies tissulaires
dérivant de racines, de feuilles et d'anthéres suscite de nombreu-
ses difficultés : les pourcentages de régénération demeurent faibles
(ROGOZINSKA et al., 1977 ; DE GREEF, 1979). En ce domaine, I'ori-
gine du matériel parait revétir une certaine importance : si des
fragments de tige et de racine ne manifestent qu'une activité pro-
lifératrice, au contraire, les bourgeons floraux ont des capacités
organogénes. En effet, dans ce cas, des bourgeons végétatifs néo-
formés apparaissent sur le cal développé sur la section du pédon-
cule floral (MARGARA, 1970). La multiplication végétative des
bourgeons axillaires prélevés sur des plantules de betterave di-
ploides a été mise au point. Par traitement des bourgeons a la
colchicine, préalablement & ['ensemencement, des individus tétra-
ploides sont ainsi propagés (HUSSEY et HEPHER, 1978).

-~ Chenopodium

Des colonies tissulaires de Chenopodium rubrum, dérivées

d'un cal d'hypocotyle, constituent un matériel d’'études fréquemment
choisi en raison de leur capacité photo-autotrophe (HUSEMANN et
BARZ, 1977). De plus, Il'aspect microscopique (HUSEMANN et BARZ,
1977), la composition en lipides (HUSEMANN et al., 1980) de ces
cellules, similaires a celles du mésophylle des feuilles des plantes,
en font un modéle d'expérimentation, entre autres, pour les études
de cytodifférenciation des chloroplastes et de la photosynthése
en général (BUCHNER et al., 1981 ; OHKHAWA et al., 1981 ; STEI-
MULLER et BENTRUP, 1981). Aucune mention n'est faite, dans ces



travaux, de la présence de saponines.

-~ Autres genres

Par ensemencement d'apex de plantules d'Atriplex canescens,
WOCHOK et SLUIS (1980) stimulent la multiplication végétative des

bourgeons ainsi que leur élongation ; les explantats sont cultivés

sur le milieu de Murashige et Skoog contenant de I['AIA et de
la kinétine et sont traités par immersion rapide dans l'acide gib-
bérellique.

NESKOVIC et RADOJEVIC (1973) induisent la formation de cals

par des apex de Spinacia oleracea, en présence de 2,4-D, et iso-

lent une souche organogéne capable de former des bourgeons et

des racines.
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MATERIEL ET METHODES

I- Matériel

Nous avons utilisé comme matériel expérimental des graines

de quinoca (Chenopodium gquinoa Willd.), variétés Real de Puno

et Blanca de Junin, gracieusement fournies par le Dr. ALVAREZ
(laboratoire de Biochimie, Université de Médecine C. HEREDIA,
Lima, Pérou). Elles ont été récoltées en 1979. Le <choix de
ces deux variétés a été dicté par les raisons suivantes
1) Real de Puno est une variété dont les graines
présentent un godt amer. C(ette caractéristique est considérde
comme étant e fait d’'un contenu Important en saponines.
2) Blanca de Junin, au contraire, est une variété
a graines douces, considérées comme moins riches en saponines.
Ces wvariétés constituent un bon matériel pour [’'étude
comparée de la composition en glucosides ‘triterpéniques des

cultures 'in vitro” et des plantes-méres.
II- Méthodes
1- Culture "in vitro” des tissus
1.1- Germination des graines

Les graines sont stérilisées superficiellement,
pendant 20 minutes, dans une solution obtenue aprés filtration
d'un mélange d'hypochlorite de calcium (110-115°) a 10 %
dans [’eau, agité. £Elles sont rincées cing fois a l'eau stérile.

Les  germinations sont réalisées, soit dans
des tubes renfermant de I'eau gélosée & 1 7 stérile, soit dans
des boites de Pétri contenant du papier filtre humidifié stérile.

Les tubes et les boites de Pétri sont placés
a 22°C dans une chambre de culture exposée & Ila lumiére
du jour et recevant un éclairement d'appoint de 12 heures
de lumiére par jour, dispensé par des tubes fluorescents de

type "lumiére du jour’, (1000 lux,.
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1.2~ Obtention des colonies tissulaires

L'explantat primaire est constitué, soit par

des fragments d'épicotyle, soit par des racines, prélevés sur
de jeunes plantules obtenues aprés 18 & 20 jours de germination.

Nous avons utilisé, dés le début de ce travail,
le milieu de base de MURASHIGE et SKOOG (1962) (Tableau
n°l) qui est souvent satisfaisant pour la multiplication végétative
de nombreuses espéces et, éventuellement, pour ['initiation
des colonies tissulaires. A cette solution, nous avons ajouté
différentes auxines (ANA ; AIB ; 2,4-D), en association avec
la kinétine. Les concentrations maximales utilisées en ANA
et en AIB sont de 16 mgl/l, en 2,4-D de 4 mg/l et en kinétine
de 10 mg/l.

Le pH de chaque milieu est ajusté a 5,6
avec une solution normale d'hAydroxyde de sodium. Le milieu
de culture est solidifié avec de la gélose a 0,6 %.

Les milieux sont stérilisés dans un autoclave
chauffé a 120°C durant 20 minutes.

Aprés [’ensemencement aseptique des explantats
primaires, les cultures sont placées dans les mémes conditions
expérimentales que celles quil ont été employées pour la germina-

tion des graines.

1.3~ Multiplication végétative

1.3.1- Explantats primaires

Ils sont obtenus par section, soit

- des apex des Jeunes plantules &§gées
de six jours. Ces apex portent & leur base les deux feuilles
cotylédonaires et un fragment d'hypocotyle d'une longueur
d'un millimétre.

- des bourgeons axillaires., d'une taille
maximale de 2 & 4 millimétres, prélevés sur des plantes d’un
meétre de hauteur & ['état végétatif. Les extrémités sectionnées
des rameaux sont trempées dans [a parafiine puis stérilisées

superficiellement dans le mélange [iltré d'hypochlorite de



Tableau I

Composition des milieux de culture (mg/l)

MURASHIGE KNOP dilué B5
et SKOOG de moitié

Macroéléments
mineraux
NHQNO? 1 650
KN03 1 900 125 2 500
CaClz. 2H20 440 150
Ca(NOj}Z. &HZO 500
MgS0, . 7H ;0 370 125 250
KHQPOQ 170 125
/NH4)2504 134
NaHZPOQ.HQO 150
Microéléments
KI 0,83 0,75 0,75
H}BO3 6,2 3
MhSOQ.QH,O 22,3
MhSO&.HZO 10 10
ZnSOa.ZHQO 8,6 2 2
NaZMbOA.BHzO 0,25 0,25 0,25
CuSOQ.SH,O 0,025 0,025 0,025
CoC12.6HDO 0,025 0,025 0,025
NaZ.EDTA 37,3 37,2 37,3
FeSO&.7H2O 27,8 27,8 27,8
acide nicotinique 0,5 1 1
pyridoxine .HC] 0,5 1 1
thiamine.HC1 0,1 10 10
Acides aminés
glycine 2
Sucre et
dérivé alcool
Saccharose 30 000 20 000 20 000
myo-i1nositol 100 100 100

[



-48
calcium (110-115°) & 5 % dans ['’eau, contenant une goutte
de Tween 80, durant 10 minutes.

1.3.2- Induction et développement des bourgeons
1.3.2.1- Milieux étudiés

Afin de déterminer le comportement

"in vitro’ des tissus de Chenopodium quinoa, nous avons été

amenée a étudier des milieux de base différant par la composition
et/ou la concentration en leurs divers composants. Aussi notre
choix s'est-il porté sur un milieu relativement riche, celul
défini par MURASHIGE et SKOOG (1962), un deuxiéme aux concen-
trations minérales moyennes, le milieu B5 (GAMBORG et al.,
1968) et un troisiéme, de composition plus simple, le milieu
de Knop dilué de moitié (GAUTHERET, 1959). La composition

de ces trois milieux est indiquée au tableau 1.

1.3.2.2- Modifications étudiées sur le

milieu BS

Ces modifications concernent essen-
tiel{lement les concentrations en éléments nutritifs et en régulateurs

de croissance.
1.3.2.2.1~ Eléments nutritifs

Les modifications touchent
la majorité des macro~éléments du milieu : les composés azotés,
phosphatés et sulfatés. Des microéléments, seules les concentrations
en composés ferreux sont étudiées.

L'influence de la nature
de la source sucrée a été ['objet d’'études : saccharose et
glucose, & différentes concentrations {entre 0,5 et 35 %). De
méme, un dérivé alcool, le myo-inositol, a été adjoint entre
100 et 1000 mg/l.

L'action de divers complexes
aminés a été éprouvée : ['hydrolysat de caséine et [’extrait

de levure a des concentrations comprises entre 0,2 et 2 mgll.
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L'effet de ['addition d'acides aminés a retenu ['attention
la glycine (2 a 8 mgl/l), 1'acide glutamique et ['arginine
(0,2 a 2 mgll).

1.3.2.2.2-Adjonction d'autres éléments

L 'influence d'une matiére
" afsorbante, le charbon activé, aux concentrations suivantes,
0,02 ; 0,05 ; 1 et 2 %, a été étudide de méme que celle d'un
anti-oxydant, I'acide L-ascorbique, ajouté au milieu de culture
a1, 3, 6 et 10 mg/l.

1.3.2.2.3- Régulateurs de croissance

Des combinaisons de substances
auxiniques et cytokiniques ont été employées
Kinétine (0,21 mg/l) et ANA (0,018 mgll)
6-BA (0,22 mgll) et ANA (0,018 mgll)
6-BA (0,22 mgll) et AIB (0,02 mg/l)
6-8BA (0,02 mg/l) et AIB (0,002 mg/l)
L'action de la 6-BA adjointe seule (0,22 mgl/l) a été étudiée.

i

1.3.2.2.4~ Echantillonnage

Pour chagque condition étudide, 24
tubes sont ensemencés. Les explantats présentant des bourgeons
sont dénombrés au bout de trois semaines ; parallélement, le de-
gré de chlorose des cultures est apprécié. Chaque expérience est

répétée au moins deux Iois.

1.3.2.3- Conditions de culture

Des essais sur l'influence des
différentes photopériodes (respectivement, 8, 12 et 16 heures
de lumiére par jour) et de [3a lumiére continue nous ont permis
de dégager le régime le plus favorable : {2 heures de nuit et 12
heures de jour. L'éclairement est fourni par des tubes fluorescents

de type 'Gro lux’. Les intensités Ilumineuses sont comprises



entre 1500 et 2000 lux. La température des chambres a culture
est de 20°C.

1.3.3- Allongement des tiges

Pour stimuler ['allongement des tiges, les bour-
geons sont, soit placés sur un milieu dépourvu en régulateurs de
croissance, soit trempés dans une solution d’'acide gibbérellique
AC-'3 (0,25 et 0,5 mgl/l) préalablement filtrée sur une membrane
millipore a vide de maille de 0,25 u. Aprés ce trempage de quel-
ques secondes, le matériel est repiqué sur un milieu modifié conte-
nant de ['ANA (0,018 mgl/l) et de la 6-8B4 (0,22 mg/l). Les condi-
tions de culture sont les mémes que celles qui se sont montrées

favorables & ['étape précédente.

1.3.4- Enracinement

Trois cas ont été expérimentés
- Action combinée d'une auxine et d'une cytokinine ;

- Action des auxines et des retardateurs de croissance ;
- Absence des substances de croissance.

Les essais ont été réalisés sur un milieu
gélosé ou sur papier [iltre plié plongeant dans la solution de
culture. Certaines cultures en milieu liquide ont été installées
sur une table & agitation horizontale.

Les conditions de culture sont similaires
& celles précédemment décrites pour la multiplication des bour-
geons. Cependant, ['effet d'une thermopériode (20°C le jour et

4°C la nuit), pendant deux semaines, est expérimenté.
1.3.5- Transplantation en terre

Les plantules enracinées sont transférées dans
des pots en matiére plastique remplis de vermiculite préalablement
stérilisée. & ['autoclave (120°C ; 30 minutes). Elles sont mainte-
nues en atmosphére confinée durant neuf jours et arrosées alter-
nativement avec de [’eau distillée et une solution minérale de

Knop.



Elles sont ensuite transplantées  dans
des pots en terre vrenfermant un mélange de terre franche,
de terreau et de sable (3 : 5 : 2).

Une semaine aprés le début de «ces
opérations, les plantules sont pulvérisées avec une solution
d'AIA (0,17 mgl/l), puis six jours plus tard avec une solution
de 6-BA (0,02 mgll).

Une expositions & la Ilumiére du jour
{14 heures/jour) & la température moyenne de 22°C est assurée.

Le transfert en terre dans une serre
climatisée 1intervient aprés un mois de culture en pots. L'éclai-
rement était de 9000 lux et la température comprise entre
20 et 25°C pendant la journée et de 15° la nuit. La photopériode

était de 15 heures de lumiére par jour.
2- Etudes des saponines et de leurs génines

Les saponines et leurs génines sont Isolées par
des méthodes chimiques. La détection par la méthode hémolytique
est mieux adaptée aux saponines, les génines ne lysant généra-
lement pas les globules rouges ; par contre, les méthodes
chromatographiques sur couche mince sont pratiquement réservées
a la détection des aglycones, du fait de Z’absehce,de saponines

commerciales témoins.
2.1- Méthodes d'isolement

Deux grandes étapes sont & distinguer : la
premiére. consiste & extraire et A& purifier Jes saponines ;
leur hydrolyse, dans un deuxiéme temps, permet la I[ibération
de leurs génines qui sont analysées aprés des étapes supplémen-
taires de  purification. Notre méthode d’isolement s'inspire

largement de celle décrite par RUIZ (1979).
2.1.1- Protocole d'obtention des saponines

2.1.1.1- Matériel analysé



Il provient de trois sources

- les graines (matériel de départ).
5 grammes sont soumis a Il'extraction alcoolique des saponines
et 15 grammes a celle des sapogénines.

- des plantes entiéres sont obtenues
en pots a partir de graines. Les conditions de croissance,
en serre, furent 1Identiques pour [’'ensemble des plantes. £Elles
furent cultivées entre les mois de juin et d'octobre, durant
cinq mois. A <ce stade qui précéde la floraison, les plantes
sont retirées de leur pot et coupées 'au niveau du collet. Les
racines sont rapidement, mals délicatement, débarassées de
la terre, leur poids est mesure, et elles sont ensuite congelées
dans [’azote liquide avant I[yophilisation. Pour les extractions,
J grammes de matériel deshydraté sont employés. De la méme
facon, les parties aériennes sont pesées et cryodesséchées.
Le matériel végétal est conservé en dessicateur jusqu’au moment
de l'analyse. 7 grammes de matiére séche sont extraits.

- les cultures 'in vitro’ des tissus
dont les analyses de la composition en saponines ont porté
sur : * les colonies tissulaires
Issues des racines ou des épicotyles des jeunes plantules.
Lors de chaque extraction chimique, 4 grammes de matiére
séche sont employés.

* les cultures de bourgeons;

5 grammes de matériel cryodesséché sont extraits.

2.1.1.2- Extraction et purification

Le protocole d’'extraction des
saponines est schématisé & la figure 1. Les étapes principales
sont les suivantes

- aprées mesure du poids de matiére
séche, les graines ou le matériel cryodesséché sont soumis
a une délipidation en présence du 200 ml d'éther éthylique
dans un extracteur & reflux, pendant 6 heures.

~ ['extraction des saponines brutes
est réalisée par un gradient alcoolique d'un mélange de butanol
(BuOH) 80 % et d'éthanol (EtOH) 80 %, selon les séquences
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Materiel vegetal

\ 4

Cryodessiceation.

\ 4
Délipidation (éther éthylique, soxhlet, 6hrs)
Evaporation air ambiant ;

Extraction par un gradient alcoolique (reflux)

}- BuOH 80% -EtOH 80% (1:2) ; 2h30

2- BuOH 80% -EtOH 80% (1:1) : 2h30
Concentration

a sec (1+2+3) 3- BuOH 80% -E1OH 80% (2:1); 2h30

/

Solubilisation BuOH 80%-E1OH 80% (1)

&

Précipitation par ['éther éthylique
Evaporation 40° C ‘

SAPONINES BRUTES

¥
ESSAIS D'HEMOLYSE

v ‘ i S \
Figure 4: Protocole d'extraction des saponines. (\}



-53

indiquées pour une durée totale de 7 & 20.

- les trois extraits alcooliques  sont
concentrés & sec puls solubilisés dans 20 ml d'un mélange
aqueux a proportions égales de BuOH (80 %) et d'EtOH (80
U/D/.

- cette  solution est  Introduite  dans
une ampoule & décanter dans laquelle :sont ajoutés 100 ml
d'éther éthylique. Deux phases apparalssent :@ une phase supé-
rieure verte (pour des échantillons chlorophylliens) ou jaundtres
(dans les cas contraires) et un précipité marron.

- ce précipité qui contient [es saponines
brutes est séché totalement dans une étuve & 40°C, pendant

20 heures.
2.1.2- Protocole d’'obtention des génines

Le protocole d’'obtention des  génines
est décrit a la figure 2 ; 1l comprend trois étapes : ['hydrolyse

des saponines,l’extraction des aglycones puis leur purification.
2.1.2.1- Hydrolyse des saponines

Les saponines  brutes sont pesées
de facon précise puils dissoutes dans un mélange de dioxane-eau
(1:1). Elles sont hydrolyséeé ensuite par un mélange a
volume égal d’acide sulfurique 12N et d'une solution de dioxane-
eau (1:1). La normalité finale en acide sulfurique est donc
égale a 6N. [L'aydrolyse est entreprise dans un soxhlet, &
100°C, pendant 4 heures. La distillation préalable de ['acide

sulfurique est systématiquement effectuée avant toute utilisation.
2.1.2.2- Extraction des génines

Dans une ampoule a décanter,
& 220 ml de la solution hydrolysée, sont ajoutés 100 ml de chloro-
forme ./CHCZJ). T'rois phases se séparent aprés agitation. Une
phase supérleure marron claire, qul renferme les sucres résultant
de ['hAydrolyse des saponines , une Interphase de couleur
marron foncée ; une phase chloroformique contenant les sapogénines.

Cette opération est répétée i trois reprises.
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Saponines brutes

¥

Hydrolyse par H,S0, 6N dans le mélange dioxane-eau (11)
(Soxhlet & 100° C : 4hrs)

¥
Extraction CHCl; '(A3x)
» ‘ .
Phase aqueuse Interphase Phase organique

/ Concentration
(40° C)
Lavage HNaCO, 2%

Phase aqueuse Interphase Phase organique

~~

Colonne SO, Na, anhydre

‘ Evaporation & sec

SAPOGENINES

A4

CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Figure 2: Profocole d'extraction et de purification de sapogénines
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2.1.2.3- Purification des génines

Les trois phases chloroformiques
sont rassemblées et concentrées a un volume de 100 ml, a
40°C, dans un évaporateur rotatif sous vide.

Un lavage est effectué par agitation avec
une solution de bicarbonate de sodium & 2 %, dans une ampoule
a décanter. ]

Des trois phases obtenues, la phase organique
(80 a 90 ml) est récupérée et passée au travers d'une colonne
(L0 x 1,5 cm) contenant 50 grammes de sulfate de sodium
anhydre. Cette étape entraine une dépigmentation et la deshy-
dratation de [’extrait contenant [es sapogénines. Celui-ci est
alors évaporé & sec dans un évaporateur rotatif sous vide

a 35°C.
2.2~ Détection

Une étude qualitative est essentiellement
menée sur les aglycones afin de préciser leur nature, tandis
qu'une appréciation quantitative des saponines est entreprise

& l'aide d’une méthode hémolytique.
2.2.1- Chromatographie sur couche mince

2.2.1.1- Essai sur les saponines des

graines

Les saponines, extraites des graines
et dissoutes dans le n-butanol & 80 %, sont sépardées dans
les conditions suivantes

- support :‘gel de silice, couche de
0,25 mm d’'épaisseur

- solvant de chromatographie : chloroforme,
méthanol, eau (65:35:8)

- temps de migration : 2 heures

- révélation : réactif Liebermann-Burchard

Le mode opératoire est décrit dans les
paragraphes qui suivent.
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2.2,1.2- Essai sur les sapogénines

Deux types d’échantillons sont
chromatographiés : les extraits végétaux (diverses parties
de la plante entiére et des tissus cultivés '"in vitro'') et les.
substances témoins pures.

Les extraits végétaux sont solubilisés
dans 1 ml du mélange chloroforme-méthanol (9,3:0,7), les
substances témoins pures dans 1 ml de méthanol.

Le support chromatographique
est constitué par une couche de 0,25 mm de gel de silice
dépourvu de pldtre, adhérent & wun support plastifié (20 x
20 cm).

Le systéme de solvants de migration
est le suivant : chloroforme-méthanol (9,3:0,7). Le volume
utilisé est de 100 ml. Tous les solvants utilisés pour la solubili-
sation des échantillons et la migration chromatographique
sont distillés au préalable.

La durée de la  migration  est
de 90 minutes.

La révélation est faite par pulvérisa-
tion du réactif de Liebermann-Burchard, aprés séchage a ['air
ambiant des chromatoplaques. Ce réactif est préparé en mélangeant
50 ml d'éthanol avec 5 ml d’anhydride acétique et 5 ml d’acide
sulfurique concentré, en prenant la précaution de refroidir
la fiole de mélange sous un courant d’'eau froide. Il est conservé
au réfrigérateur avant son emploi, pour une durée maximale
de deux semaines.

Apres pulvérisation, les chromato-
plaques sont placdes dans une étuve & 110°C durant dix
minutes.

L'identification des génines s'effectue
par mesure du Rf et par la couleur des taches données par
la méthode décrite. Une co-migration des composés triterpéniques
témoins, ['oléanolate de méthyle, 1'acide oléanolique et ['acide"
échinocystique, et des extraits végétaux permet de préciser
la présence éventuelle de ces aglycones.

Les substances témoins nous ont



été gracileusement fournies par .le Dr. LUTOMSKI, Inastitute
of Medicinal Plants, Poznan, Pologne, et le Dr. AOKI, Department

of Chemistry, Hiroshima University, Japon.
2.2.2- Méthode hémolytique
2.2.2.1- Protocole expérimental

Les essalis d'hémolyse sont réalisés
sur un concentré globulaire humain. Celui-ci est préparé de
la fagon suivante : 10 ml de sang humain frais sont prélevés dans
un tube renfermant un  anti-coagulant, ['anaklepton, agent
chélateur des ions Ca™ en particulier. Par trois lavages
avec une solution de chlorure de sodium a 0,9 %, et centrifuga-
tions successives, les protéines plasmatiques, parmi lesquelles
se trouvent les facteurs de la coagulation, sont éliminées.
On recueille les hématies.

De I'agarcse 21 (laboratoire Eurobio-
Paris) a 2 % dans une solution de serum physiologique est
stérilisé et dissout totalement & [’autoclave porté & 120°C
durant une heure,

Aprés refroidissement a 45°C,
on ajoute a cette solution le concentré globulaire. Le mélange
est coulé sur des lames en verre ou dans des boites de Pétri.
On aura, au préalable, pris la précaution de placer tout
le matériel nécessaire dans une étuve thermostatée & 4‘5°C.

Le mélange hématies-agarose se
solidifie & température ambiante. On y creuse des puits, a
l'aide d’un emporte-piéce relié a une pompe a vide. Ces puits

ont environ 1 mm de profondeur et 2 mm de diamétre.

2.2.2.2~ Détermination de la teneur

en saponines hémolytiques

Suivant les cas, les essais hémoly-
tiques ont porté sur le matériel frais, le matériel Iyophilisé,
ou sur les extraits bruts des saponines.

On dépose dans les puits le matériel



a analyser, en solution dans du serum physiologique.

Les plaques d'hémolyse sont placées
dans une chambre humide, a 20°C, durant 24 heures.

L'appréciation de la teneur  en
saponines hémolytiques est réalisée, selon la méthode de JURZYSTA
(1979), par @mesure du diamétre de [’'anneau hémolytique ;
on compare les valeurs trouvées avec celles données, dans
les mémes conditions par diverses concentrations d'une solution
de saponines commerciales (Coultronics S.A.) qui permettent

d'établir une courbe d'étalonnage.
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RESULTATS

Nous considérerons, dans une premiére partie, I[’obtention
des colonies tissulaires et la multiplication végétative du C(Cheno-

podium quinoa par culture d'apex et, dans une deuxiéme partie,

l'étude des saponines triterpéniques élaborées par cette plante

et les tissus cultivés '"in vitro’.

I- CULTURE "IN VITRO'" DES TISSUS

1- Germination des graines

Du point de vue botanique, 1l s'agit de fruits ; ce sont

des akénes ayant un péricarpe trés fin et adhérent.

Du fait que les graines de Chenopodium quinoa ne présen-
tent pas de période de dormance (SIMWMONDS, 1965), leur germi-

nation est extrémement rapide. Au bout de quelques heures,

au contact d'un substrat humide, la pointe racinaire de ['embryon
apparait, tandis qu'aprés 24 heures, la radicelle et les deux

feuilles cotylédonaires protégeant ['apex sont bien visibles.

Les graines germent aussi bien dans les tubes contenant
de l'eau gélosée qu'’en boites de Pétri, sur papier filtre humi-
difié. Pourtant, le premier procédé facilite ['obtention de plantes
isolées, & l'abri des contaminations éventuelles apportées par

d’autres graines.

Seize jours, environ, aprés le commencement de la germination
la croissance de ['épicotyle débute pour atteindre, au bout de
18 & 20 jours, une longueur moyenne de 0,5 cm. Les racines
ont une taille comparable & celle de la tigelle (en moyenne,

L cm).

Dans les conditions de stérilisation employées, le taux

de contamination des plantules n'excéde pas 5%.



2~ Induction des colonies tissulaires

Les essais décrits dans ce chapitre se rapportent aux
explantats issus des fragments d’énicotyle des variétés Blanca
de Junin et Real de Puno. Les réponses de ces deux variétés

aux régulateurs de croissance exogénes montrent des différences
minimes. Par souci de clarté, seules sont mentionnées les

observations se référant & la variété Blanca de Junin.

2.1- Action de la Kinétine combinée au 2,4-D

Le tableau 2 résume les observations que nous avons

faites.

Kin (mgll) 2,4-D (mgll) Cal

0,2 +++
0 1 ++
2 + Poids moy en de matiére
4 + frafche des cals exprimé
en grammes par explantat.
0,2 +++
++ FHF supérieur ou égal
02 2 ++ a 2,7
4 . ++: entre 2,0 et 2,7
+: entre 1,2 et 2,0
0,2 r +: entre 0,5 et 1,2
1 rt ~-: Inférieur ou égal
2 a 0,5
++
4 ++
0,2 ++
++
10
2 ++
4 ++

Tableau 2 : Influence de la Kinétine et du 2,4-D sur l'in-
duction des colonies tissulaires de Chenopodium
quinoa ; l’'4ge des colonies est de 6 semaines.
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En présence de doses variables de kinétine (0,2 3
10 mgl/l), le 2,4-D, surtout quand il est utilisé & des concentra-
tions de 0,2 mg/l, induit rapidement la formation des colonies

tissulaires. Aucune racine n'est observée,

Néanmoins, les colonies présentent une tendance a
brunir. Le 2,4~D pouvant induire de fortes variations chromoso-
miques, nous avons préféré ne pas ['adjoindre aux milieux dans

la suite de ce travail.

2.2- Action de la kinétine combinée & l'’acide indole-

butyrique
Les résultats sont présentés dans le tableau 3.

En présence d'AIB ; les colonies tissulaires sont

induites difficilement, quelle que soit la dose utilisée.

Kin(mgll) AIB(mg/1) Cal Racines

Poids moyen de matiére frai-

0,2 - + ..
. 2 ~ " che exprimé en grammes par
8 - + explantat.
16 - +
+: entre 1,2 et 2,0
0,2 + +
) 2 " . +: entre 0,5 et 1,2
’ 8 + + ~: Inférieur ou égal & 0,5
16 + +
0,2 . . Explantats avec une ou plu-
P 2 + + sieurs racines de 0,2 a
8 + +
16 . . I cm: +
Explantats sans racine appa-
g,Z + - rente : -
+ -
10 g p i
16 *+ -

Tableau 3 : Influence de la kinétine et de 1'AIB sur l'in-
duction des colonies tissulaires du Chenopodium
quinoa ; l'dge des colonies est de 10 semaines.

Les cals demeurent de taille réduite tandis que des

racines sont fréquemment observées.
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En raison de la faible vitesse de prolifération des

colonies tissulaires, nous n'avons pas retenu l'usage de ['AIB.

2.3- Action de la kinétine combinée & l'acide naphta-

léne-acétique

L'action de différentes combinaisons de concentration
en Kinétine (0,2 & 10 mg/l) et en ANA (2 & 16 mg/l) sur I'induc-

tion des cals est résumée dans le tableau 4.

Zn absence de Kinétine, ou en présence d'une dose
faible (0 et 0,2 mgl/l), les cals demeurent de tailles limitées. Des

racines sont souvent observées dans ces conditions.

La croissance des colonies tissulaires est importante
pour des concentrations en Kinétine de 10 mgl/l et en ANA de
16 mgl/l. Des coupes histologiques n'ont pas révélé la présence

de primordium racinaire.

Cette dernidre condition apparalssant satisfaisante
pour I'objectif fixé, nous l'avons choisie pour stimuler la for-
mation des colonies tissulaires 1ssues des épicotyles. (e sont
ces mémes conditions quil ont été requises pour ['induction des
cals dérivés des racines. La croissance des souches est Intense;
de plus, 1l'utilisation d'un milieu de culture identique pour ces
deux types de colonies tissulaires permettra une comparaison

ultérieure de leur contenu en saponines triterpéniques.

Des études ultérieures nous ont indiqué que ['entretien
des souches s'’effectuait dans de bonnes conditions dans un mi-
lieu moins riche en régulateurs de croissance ; la Kinétine est

~

alors employée & 1 mgl/l et 1'ANA & 8 mg/l.

L'étude histologique de ces colonies tissulaires, &gées
de 2 ans, révele la présence de trachéides. FElles sont disposées
en groupe, & proximité d’'une assise cellulaire de tvpe méristéme
secondaire. Des grains d'amidon sont observés, au microscope po-

larisant, dans les cellules de type parenchiymateux
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Kin(mg/l) ANA(mg|/l) Cal Racines Poids moyen de matiére

frafche exprimé en gram-

0 - +
P . . mes par explantat
0 8 . . +++: supérieur ou égal
16 . - 2 2,7
- ++: entre 2,0 et 2,7
0 t * +: entre 1,2 et 2,0
0,2 i : : +: entre 0,5 et 1,2
-: Inférieur ou égal
16 + - 20,5
0 * -
2 ++ - Explantats avec une ou
2 8 ++ - plusieurs racines
16 + - ++: de 1 a5 cm
0 R _ +: de 0,2 a 1 cm
2 ++ -
10 8 iy _ Explantats sans racine
16 et _ apparente : -

Tableau 4 : Influence de la kinétine et de !'ANA sur la formation
de colonies tissulaires et de racines par des explan-

tats de Chenopodium gquinoa. L 'dge des colonies est de

10 semaines.

3- Multiplication végétative

3.1- Induction des bourgeons axillaires

L'objet de ce travail n'a pas été de réaliser une étude
détaillée et approfondie de la nutrition minérale et organique des

tissus de Chenopodium quinoa, mais, tout au plus, de tenter de

mettre au point un milieu de culture qui puisse se révéler appro-

prié a la multiplication rapide des bourgeons de cette espéce.

L'importance de ['influence du type de milieu employé
et des modifications apportées a sSa composition sont estimées
par

- le nombre des explantats développant au moins un bourgeon
de 0,5 cm de longueur,

-~ le nombre moyen de bourgeons développés par explantat.



Trés vite, la chlorose des bourgeons est apparue comme

le dénominateur commun des cultures poussant sur les premiers mi-
lieux expérimentés. Aussi, dans toutes les conditions de culture,
le degré de chlorose a-t-il été apprécié et est retranscrit ici en
suivant la convention ci-dessous

+++: chlorose importante

++: chlorose moyenne

+: chlorose faible

-: absence de chlorose

3.1.1 Fssai comparatif de trois milieux de culture

La culture des apex de plantules sur trois mi-
lieux différents, celui de Murashige et Skoog, le milieu B5 et celui
de Knop dilué de moitié, nous a permis de dégager ['influence de
la nature du milieu sur la stimulation du bourgeonnement (ta-
bleau 5).

Les différents milieux contiennent les mémes
concentrations en régulateurs de croissance : 6-BA a 0,22 mgll
et ANA 3 0,018 mg/l.

N° explan- N° moyen degré
Type de milieu tats avec bourgeons/ chlo-

bourgeons culture rose
MURASHIGE et SKOOG (MS)

2

Saccharose 3 % 35 bk EE
*KNOP (macroéléments)
vitamines et
microéléments du milieu BS 24 3 A
myo-inositol
saccharose 2 %
B5
saccharose 2 % 32 b,2 *
B5
saccharcse 2 % 21 2,5 v

microéléments du milieu MS

Tableau 5 . (Voir légende, p. 64)



Tableau 5 : Action de différents milieux de culture sur le dévelop-
pement des bourgeons cde Chenopodium quinoa

Nombre d'explantats par condition : 48

Photopériode : 12 heures de lumiére/jour

Température : 20°C :

Temps de culture : quatre semaines sauf * . sept se-
maines

N° : nombre.

Ainsi, le milieu MS, s'il semble stimuler le bour-
geonnement, ne favorise pas ['activité photosynthétique des feuil-

les, tout au moins pour la teneur en saccharose utilisée.

Le milieu contenant les concentrations en macro-
éléments de Knop diluées de moitié, plus d'autres composés de
milieu B5 (indiqués dans le tableau 1) est capable de stimuler
le bourgeonnement mais la croissance est trés ralentie, le nombre
moyen des bourgeons par explantat est diminué, la chlorose appa-

rait également, comme en présence du milieu MS.

Par contre, le milieu B5, qui contient 2 % de
saccharose, stimule la croissance des bourgeons, la chlorose étant,

de plus, moins marquée que précédemment.

La substitution des microéléments du milieu B5
par ceux du milieu MS s'est révélée néfaste au bon développement

des bourgeons.

Ces résultats nous ont conduite & retenir le mi-
lieu B5 pour la suite des expérimentations, ce qui permet de rédui-
re la chlorose, tout en stimulant la multiplication des bourgeons

axillaires.
3.1.2 Modification du milieu BS5

Les divers milieux modifiés ont été éprouvés sur

des tissus de la variété Blanca de Junin.



3.1.2.1 Variations apportées aux éléments

nutritifs

Une 1nhibition de la synthése chlorophyl-
lienne a déja été observée chez les végétaux cultivés 'in vitro”,
en présence de doses élevées en sucre (DALTON et STREET, 1977
DENECHEAU, 1981).

3.1.2.1.1 Composés sucrés et dérivé

alcool

L'influence de la teneur en saccharose

(0 & 5 %) sur le développement des bourgeons et le degré de chlo-

rose des explantats est rapportée dans le tableau suivant

N° explan- N° moyen
Saccharose tats avec bourgeons/ degré de
(gll) bourgeons culture chlorose
5 6 2 ++
10 18 4,0 b fmmmmn
20% 15 3,4 ++
30 14 3,2 it
40 3 2,6 ot
50 0 0 nécrose
Tableau 6 : Action de diverses concentrations de saccharose

sur le développement des bourgeons axillaires

par des apex de Chenopodium quinoa cultivés "in

vitro'.

5 concentration en saccharose du milieu B5
non modifié

fmmm e : condition retenue

La réduction du taux de saccharose
& 1 % améliore de beaucoup I'aspect des bourgeons. A mesure
qu'augmente la concentration en sucre, le nombre de bourgeons
qui se développent décroit. La diminution de la teneur en saccha-
rose (0,5 %) les affaiblit toutefois, ralentit leur croissance et
accentue le jaunissement des feuilles. La teneur en saccharose

égale a 1 % a donc été retenue pour les études suivantes, les



concentrations en régulateurs de croissance étant de 0,22 mgll
en 6-BA (10°°M) et 0,018 mgil en ANA (107'M).

De la méme facon, Il'influence du glu-

cose et du myo-inositol a été examinée (tableaux 7 et 8, respecti-

vement)/.

N°® explan- N° moyen degré
glucose tats avec bourgeons/ chlo-
(gll) bourgeons culture rose

5 8 1,3 ++
10 12 3 ++
20 14 5,8 C
30 0 0 nécrose

Tabl eau 7 : Action de diverses concentrations de glucose
sur le développement des bourgeons axillaires
par des apex de Chenopodium quinoa cultivés "in

vitro’.
N° explan- N° moyen degré
Myo~-inositol tats avec bourgeons/ chlo-
(gll) bourgeons culture rose
100% 17 4,7 4 fmmmm—
500 15 2,9 ++
1 000 8 2,2 ++

Tableau 8 : Action de diverses concentrations de myo-inosi-
tol sur le développement des bourgeons axillai-
res par des apex de Chenopodium quinoa cultivés
""in vitro'.

concentration en myo-inositol du milieu B5
non modifié
€mmm : condition retenue

Pour une teneur en glucose de 20 gl/l,
la multiplication des bourgeons est satisfaisante ; pour des doses
inférieures, de 5 et 10 g/l, le nombre de bourgeons qui se déve-
loppent diminue, tandis qu'ad la concentration de 30 g/l, les ex-

plantats meurent.



En aucun cas, le degré de chlorose
n'est réduit. Parallélement, le myo-inositol n'a pas apporté d'a-

mélioration.

3.1.2.1.2- Macroéléments minéraux

§ Prenant en compte la tendance ni-
trophile de la plupart des Chénopodiacées (REA et al., 1979/, nous
nous sommes I1ntéressée a I[’'influence des nitrates présents dans

le milieu de culture (tableau 9/.

N° explan- N° moyen degré
KNO3 tats avec bourgeons/ chlo-
(mg /1) bourgeons culture rose
2 500% ~ 17 5,5 ++
2 700 23 6,1 ++ R
3 180 _ 21 3,3 ++

Tableau 9 : Action de diverses concentrations de nitrate de
potassium sur le développement des bourgeons a-
xillaires par des apex de (Chenopodium quinoa
cultivés "in vitro'.

* : concentration en nitrate de potassium du mi-
lieu B5 non modifié

§¢--—— : condition retenue

Pour une teneur en nitrate de potas-
sium égale a 2 700 mg/l, on observe, tout & la fois, une augmen-
tation du nombre
- des exp]an\t‘ats développant des bourgeons axillaires ;

- de bourgeons axillaires développés par explantat.

Pour une teneur supérieure, la moitié
des explantats ensemencés montrent une tendance au développement

prioritaire du bourgeon apical.

Conformément & 1'objectif de multipli-
cation des bourgeons, une teneur en nitrate de potassium de

2 700 mgll est donc mieux adaptée.



Les variations de teneur ne modifient
guére le degré de chlorose, tout au moins pour la gamme de con-

centration étudiée.

§ Des études sur la nutrition minérale
de quelques espéces cultivées 'in vitro' mettent en évidence cer-
tains effets toxiques de ']’ammonium (HAYNES et GOH, 1978). Aussi
avons-nous réduit encore les quantités de sulfate d’ammonium pré-

sentes dans le milieu B5 (tableau 10).

N° explan- N° moyen degré

(NHy) 2594 tats avec bourgeons/ chlo-

(mgl1) bourgeons culture rose

500 14 5 R
134% 18 4,7 I e

107 12 5,5 ++

67 9 4 ++

40 3 b, 7 #

0 0 0 + 4+

Tableau 10 : Action de diverses concentrations de sulfate
d'ammonium sur le développement des bourgeons
axillaires par des apex de Chenopodium quinoa
cultivés "in vitro'.

1.

* : concentration en sulfate d’ammonium du miI-
lieu B5 non modifié.

Cmmemam : condition retenue

La concentration en sulfate d'ammo~
nium du milieu de base initial (134 mg/l) parait la mieux adaptée.
Pour des doses supérieures (500 mg/l), bien que le nombre d’'ex-
plantats montrant des bourgeons reste stable, l’aspect chlorotique

est plus accentué.

$- De nombreux travaux récents plai-
dent en faveur de ['action bénéfique des phasphates sur le bour-
geonnement 'in vitro' (MARGARA, 1970 ; MATHEWS et al., 1976)

aussi, l'influence de ce macroélément, adjoint au milieu de culture

s

a différentes concentrations a t-elle été vérifiée.



Pour les concentrations étudiées (ta-
bleau 11), des teneurs en phosphate acide de sodium environ deux
fois supérieures a celles du milieu BS5, stimulent le bourgeonnement

tandis que I['aspect des explantats s'améliore.

N° explan- N° moyen degré
PO[‘HQNa tats avec bourgeons/ chlo-
(mgl1) bourgeons culture rose
150% 19 5 -+
195 20 5,2 o
225 19 7,1 ++
270 22 7,0 *
315 21 6,5 + fmm———

Tableau 11 : Action de diverses concentrations de phosphate
acide de sodium sur le développement des bour-
geons axillaires par des apex de Chenopodium
quinoa cultivés "in vitro!.

Mo
b

concentration en phospnate acide de sodium
du milieu B5 non modifié.

€mm—— : condition retenue

§ Des variations simultanées des te-
neurs en nitrates et en phosphates nous permettent d'établir que,
pour des quantités de nitrates plus élevées (2 700 mgl/l), une con-
centration en sel de phosphate de 315 mg/l stimule le nombre

moyen de bourgeons (7,6), tout en diminuant la chlorose.
3.1.2.1.3- Composés ferreux

Le fer exogéne peut intervenir dans
la synthése des éléments structuraux des chloroplastes, influencant
ainsi, directement, la synthése de chlorophylle (VESK et al.,
1966).

Contrairement a ce qui était attendu,
les teneurs élevées ont accentué les symptomes de chlorose (ta-
bleau 12). La concentration initiale du milieu de base a donc été

conservée,



N° explan- N° moyen degré

SOaFe. 7H20 tats avec bourgeons/ chlo-

(mg /1) bourgeons culture rose
28% 16 6,5 ++  gm————

24 17 3,8 ++

45 12 5,2 o

55 13 4,2 SR

Tableau 12 : Action de différentes concentrations de sulfa-
te de fer sur le développement des bourgeons a-
xillaires par des apex de Chenopodium quinoa
cultivés "in vitro'.

1.

* . concentration en sulfate de fer du milieu
B5 non modifié

fmm——- : condition retenue
3.1.2.1.4 Mélanges de composés aminés

Un hydrolysat de caséine, de ['extrait
de levure et certains acides aminés sont séparément Introduits

dans le milieu de base.

L’hydrolysat de caséine stimule 1'in-
duction et le développement 1nitial des bourgeons, surtout a la

concentration de 0,5 g/l (tableau 13).

Des passages successifs laissent appa-
raftre toutefois une baisse de la vigueur des bourgeons. C'est la
raison pour laquelle nous n'avons pas utilisé 1'hydrolysat de ca-

séine dans le schéma de multiplication du Chenopodium quinoa.

De plus, 1l présente le désavantage de ne pas avoir une composi-

tion chimique définie.

Ce dernier caractére est partagé par
I'extrait de levure qui, aux mémes concentraticns, réduit la crois-

sance des explantats.

La diminution de la chlorose des cul-

tures réalisées en présence d'hydrolysat de caséine (0,5 gl/l)
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nous a conduilte & mettre & ['épreuve [’action de différents acides

aminés : arginine, L-glutamine et glycine (tableau 13).

De ces trois acides aminés, seule la
glycine a un effet remaquable sur la multiplication des bour-

geons. La quantité retenue est de 4 mg/l.

N° explan- N° moyen degré

Composés tats avec bourgeons/ chlo-
aminés bourgeons culture rose
O* 16 5,2 ++

Hydrolysat de caséine (gll)

0,2 17 5 -
0,5 - 15 6,1 +
1 14 4,1 ++
2 - 14 2,1 R
Arginine (mgll)
0,2 14 4,8 ++
0,5 10 4 +
1 11 bh,2 ++
2 10 3,8 ++
L-Glutamine (mgll1l)
0,2 16 5,3 ++
0,5 16 4,7 SR
1 17 3,7 Ftt
2 13 3,9 rrt
Glycine (mgll) .
2 18 5,5 ++
4 19 7,2 + R
6 19 7,3 +
8 17 7 +

Tableau 13 : Action de différentes concentrations en hydro-
lysat de caséine, arginine, L-glutamine et gly-
cine sur le développement des bourgeons par des
apex de Chenopodium quinoa cultivés "in vitro',
& concentration en composé€s aminésdu milieu

B5 non modifié
€omm - : condition retenue
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3.1.2.2 Adjonction d’adsorbants ou d'anti-

oxydants

L'’adjonction de charbon activé, qui est un
adsorbant, stimule l'apparition du phénoméne de dominance apica-
le. D'une facon générale, la croissance des bourgeons est ralentie,
surtout & des doses de 1 et de 2 % en charbon activé (tableau
14).

N° explan- N° moyen degré
Charbon tats avec bourgeons/ chlo-
% bourgeons culture rose
0% 20 b4 *+
0,02 22 1,3 (dominancs
0,05 24 1,1 ++
1 21 1 ++*
2 20 1,3 ++F
Tableau 14 : Action de différentes doses de charbon activé

sur le développement des bcurgeons par des apex
de Chenopodium quinoa cultivés "In vitro'.

Y
w

absence de charbon dans le milieu B5 non
modifié.

D'autre part, l'addition au milieu de cultu-
re d'un anti-oxydant, ['acide L-ascorbique, utilisé & des concen-
trations comprises entre 1 et 10 mg/l ne modifie que faiblement
l'organogénése des explantats par rapport au témoin ; par contre,
pour une teneur de 10 mgl/l, on observe un développement plus im-

portant des cals et des bourgeons floraux (tableau 15).

Acide L- N° explan- N° moyen degré
ascorbique tats avec bourgeons/ chlo-
(mg/1) bourgeons culture rose
0* 18 4 ++
1 15 32,8 ++
2 14 3,2 ++
6 15 2,5 it
10 3 2,5 *+yurgeons
floraux)

Tableau 15. (Voir légende, p 73).



Tableau 15 : Action de différentes concentrations en acide
L-ascorbique sur le développement des bourgeons
par des apex de Chenopodium gquinoa cultivés 'in
vitro',

% : absence d'acide L-ascorbique dans le milieu
B5 non modifié.

3.1.2.3- Action de diverses concentrations

en régulateurs de croissance

L'action de diverses combinaisons de régu-
lateurs de croissance a été éprouvée, parallélement aux études des
variations en éléments nutritifs. L'objet essentiel de la démarche
visait a ['cbtention d'une culture en rosette qui correspcnd a la

formation maximale de bourgeons axillaires (tableau 16).

Combi- N° explan- N° moyen Aspect
naisons tats avec bourgeons/ des
(mgll) bourgeons culture cultures
1;252' 8,558 ié 4,9 rosette
2;2&§A 3’558 17 5,9 rosette €-—-———-
3?2}§A g’gz 16 4,8 rosette
4/6—BA 0,02 12 > 4, dominance
(ANA 0,001 < apicale
5(6-BA 0,22 15 5,2 rosette

Tableau 16 : Action de quelques régulateurs de croissance
sur le développement des bourgeons axillaires
et l'aspect des cultures de Chenopodium quinoa
"in vitro!.

S : condition retenue

Les conditions 1, 2 et 3 sont proches ; les
résultats obtenus sont du méme ordre. Toutefois, la vigueur des
cultures dans le deuxiéme cas est plus manifeste. Il a regu notre
préférence. Pour des teneurs en substances de croissance plus é-
levées (2,2 mgl/l de 6-BA et 0,18 mg/l d'ANA), la croissance est

ralentie.
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-L'abaissement simultané du taux de cytoki-
nine et d'auxine (condition 4) favorise la formation des racines
qul apparaissent aprés deux mols de culture. Un phénoméne de
dominance apicale se révéle qui ne répond pas a notre attente,
la vigueur des bourgeons étant faible. Il en est de méme pour des

concentrations en régulateurs de croissance plus réduites.

On constate également (condition 5) que Ia
croissance des bourgeons axillaires est stimulée dans un milieu
dépourvu d'auxine. Toutefols, aprés le deuxiéme passage, une per-

te de vigueur des bourgeons se manifeste.

3.1.3- Comportement d'autres explantats primaires

sur le milieu B5 modifié

Le milieu B5 comportant l'ensemble des modifica-
tions décrites auparavant s'est également montré adapté & I'induc-
tion et a la multiplication, tout a la fols
- des apex de la variété Real de Puno, et
- des bourgeons axillaires excisés des rameaux des plantes adul-
tes des deux variétés, a l'état végétatif.

L'’augmentation de la concentration en nitrates
et en phosphates, et [’adjonction concommittante de la glycine a
4 mgll, permettent de porter le nombre moyen des bourgeons par
explantat a 8,5.

La planche I montre ['aspect des cultures aprés

les principales modifications apportées & la composition du milieu.

A titre de comparaiscn, les compositions du milieu
B5 initial et du milieu B5 modifié sont mentionnées dans le tableau
17.

3.2- Allongement des tiges
Préalablement au repiquage sur le milieu BS modifié,

contenant les régulateurs de croissance ANA (0,018 mgll) et 6-34

(0,22 mgll), les bourgeons sont traités par l'acide gibhérellique.



Tableau 17

Composition comparée des milieux B5 initial et

B5 modifié. (mg/l)

B5 initial B5 modifié
Macroél éments
KNO3 2 500 2 700
CaC]Z, ZHBO 150 150
MeS0, | 7150 250 250
(NH4)2504 134 134
NaH2POA, HBO 150 .315
Microéléments
KI 0,75 0,75
H3303 3,0 3,0
MhSOQ, H2O 10 10
ZnSOA, 7H20 2 2
NagMbOQ, 2H20 0,25 0,25
CuSOQ, 5H20 0,025 0,025
CoCYz, 6H20 0,025 0,025
Nag, EDTA 37,3 37,3
FeSOa, ZUQO 27,8 27,8
Vitamines
Acide nicotinique 1,0 1,
Pyridoxine. HCI 1,0 1,
Thiamine. HCI 10 10
Acides aminés
Glycine - 4,0
Sucre et dérivé alcool
Saccharose 20 000 10 000
Myo-inositol 100 100



Pour une concentration de 0,25 mgl/l, les tiges
s'allongent et présentent, en moyenne, 6 a 8 noeuds par tige.

La vigueur de la culture Zgée d'un mois est bonne.

En doublant la concentration (0,5 mgl/l), les bourgeons
s'allongent comme dans le premier cas, mais 1'étiolement est im-

portant. Les feuilles se recourbent.

Dans ces deux conditions, aucun enracinement ne se
produit.
En absence de toute substance de croissance, les tiges

s'allongent aussi mails montrent une capacité rhizogéne ultérieure.
3.3- Enracinement

Les essais sont effectués sur le milieu B5 modifié con-
tenant diverses concentrations des régulateurs de croissance ou
dépourvu de ces mémes substances. Chaque condition est étudiée
sur au moins 20 explantats ; seuls ceux qui montrent une racine

d’au moins 0,5 cm de longueur sont comptabilisés.

Les bourgeons enracinés, dans les différentes conditions
expérimentales, développent des racines fines, de type adventif,

Iocalisées prés de la base du bourgeon.

D'autre part, la présence simultanée de boutons floraux

se manifeste dans la plupart des expériences d'enracinement (ta-
bleau 18 et 19).

3.3.1- Action de 1'ANA associé & une cytokinine

Nous avons constaté que ['action combinée d'au-
xines et de cytokinines exogénes, ces derniéres étant employées
a différentes doses (tableau 18), et pour une concentration cons-
tante en ANA de 0,18 mgl/l, ne conduit pas & la formation de raci-
nes. A une teneur en ANA inférieure, 0,018 mgl/l, prés d'un tiers
des explantats s'enracinent, mais les bourgeons ont un aspect
fragile. En régle générale, la vigueur des cultures est diminuée
lorsqu'on réduit l'apport de substances de croissance. Dans toutes

les conditions, les explantats ont fleuri.
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N° explan-
ANA mgll 6-BA mg/! tats avec
racines Tableau 18 : Action de
I TANA combiné & la 6-BA
0,02 2 sur I ’enracinement de
0.002 1 bourgeons provenant de
0,18 ’ cultures d'apex de Che-
0,0002 0 nopodium quinoa
0,00002 0 Temps de culture : qua-
0,02 7 tre semaines.
0,018 0,002 8
00,0002 8
0,00002 6

3.3.2- Action des auxines

La moitié, environ, des explantats cultivés en

présence d'une substance auxinique forme des racines (tableau

19), mais, dans le méme temps, une chute des feuilles intervient,

ce qul nuit a la survie des petites plantes lors de leur transfert

en pots. L'autre moitié conserve un bon état foliaire mais la for-

mation des racines n'est pas observée.

teneur en N° explan-
mg /1 tats avec
racines
0,93 9
0.18 11 Tableau 19 : Action de
ANA ’ différentes auxines sur
0,093 8 l'enracinement de bour-
geons provenant de cultu-~
0,018 12 res d'apex de Chenopo-
1.0 13 dium quinoa
AIB 0,2 14 Temps de culture : gqua-
0.1 6 tre semaines.
0,02 2
0,88 8
414 0,17 11
0,088 7
0,017 10




3.3.3- Action de retardateurs de croissance

L'adjonction au milieu de culture de retardateurs
de croissance, en présence d'auxines et de cytokinines, ou de
cytokinines seules, n'a pas d'effet rhizogéne. Pourtant, en absence
de régulateur de croissance, 1'AMO 1618, ajouté & la concentration
de 0,03 mgl/l favorise ['apparition des racines chez la moitié des
explantats. De méme, le CCC, employé & des doses de 1,5 mg/l
et 0,15 mgl/l, et en absence de régulateurs de croissance, stimule

la rhizogénése dans 10 et 20 % des cas, respectivement.

3.3.4 Milieu dépourvu de substances de croissance

Aprés 35 jours de culture, 60 % des bourgeons,
placés sur un milieu gélosé ou liquide, dépourvu de substances
de croissance, s'enracinent. Cherchant & maintenir la vigueur
des bourgeons cultivés sur ce milieu sans régulateur de croissance
nous avons vérifié l'effet favorable d’une thermopériode de 20°C
le jour et de 4°C la nuit, la photopériode suivant un régime de
12 heures de lumiére par jour. Les bourgeons sont maintenus. dans

ces conditions pendant 15 jours.

Il s'est avéré que ces conditions ont nettement
facilité la formation des racines (75 %) et se sont montrées bénéfi-.

ques au transfert ultérieur en pots des plantules enracinées.

La substitution d'un milieu gélosé par un milieu
liquide avec support en papler filtre permet un développement
des racines secondaires et des poils absorbants ; d’autre part,
ce dispositif empéche la formation de cals a la base des explan-
tats. Enfin, les bourgeons peuvent étre retirés du milieu du cul-

ture sans rupture des fines racines.

Afin d'améliorer l'enracinement '"in vitro' du

Chenopodium quinoa, nous avons examiné ['action de l’oxygénation

du milieu. Des erlenmeyers (50 ml) renfermant des bourgeons, et
contenant le milieu B5 modifié, ont été placés sur une table a
agitation horizontale. Quatre bourgeons sur les six étudiés forment

une racine principale et quelques racines secondaires ; leurs ti-
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ges sont plus robustes que celles développées en culture statique,
mais un cal apparait a la base des tiges. Le transfert en terre

n'a pas été effectué.
3.4- Transfert en terre

Sur vingt bourgeons enracinés, transplantés, six ont
réussi & se développer en pots et deux ont poursulvi leur crois-
sance dans une serre, atteignant une hauteur supérieure & 2 mé-
tres au moment de la floraison. Ces plantes issues de bourgeons
entretenus ''in vitro” pendant deux ans montrent une morphologie
externe tout a fait comparable & celle des plantes obtenues par

semis.

Les différentes étapes conduisant & la multiplication

végétative du Chenopodium gquinoa sont résumées a la figure 3.

La planche II en montre l'illustration.



SCHEMA DE MULTIPLICATION VEGETATIVE

Culture d’apex de plantules

5 ,
' Milieu BB modifié

Prolifération des bourgeons axillaires { 6-BA 0,22 mg/e et

S

ANA 0,018 mg/?

\

/
Milieu. B5 modifie
Allongement des tiges JAG 0,25mg/L ou
" sans hormone
thermopériade L ,
8 '

Milieu B5 modifié liquideou.gélosé
Enracinement d

g g

Transfert en terre

sans hormone

Figure 3: Etapes de La multiplication végétative du Chenopodium guinoa.
Thewmopériode de 20°C Le journ et 4°C La nuit, associle & une
photopéniode de 12 heures de Lumilre par jour.
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II- ETUDES DES SAPONINES DE QUINOCA

1- Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince

L'absence de saponines commerciales témoins destine cette
méthode essentiellement & I’identification des sapogénines Ilibérées

par hydrolyse des saponines.

Cependant, & titre d’'illustration, on décrit, tout d'abord,
la séparation chromatographique des saponines des deux variétés

de Chenopodium quinoa.

1.1- Les saponines des graines

Les saponines extraites chimiquement,& partir des grai-
nes des variétés ameres et douces, sont comparées ; on examine
la migration relative (Rf) et les couleurs des composés chromato-

graphiés (figure (), aprés révélation,

Le chromatogramme correspondant & la variété Real de
Puno révéle que trois des six taches détectées (Rf : 0,69 ; 0,65

et 0,39) présentent une réaction positive au révélateur Liebermann-
Burchard.

La chromatographie des saponines extraites de la va-
riété douce ne laisse apparaitre qu'une seule tache positive
(Rf : 0,70) ; elle est faiblement colorée.

1.2- Les sapogénines

La séparation chromatographique des sapogénines d’'une
méme variété exige, selon les extraits, la concentration ou la
dilution des échantillons ; ceci traduit une variation des teneurs

en génines des différents tissus analysés.

Une numérotation est attribuée aux taches mises en
évidence ; elle s'appule sur les distances relatives de migration

des composés, mais aussi, et surtout, sur leur coloration aprés
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CHROMATOGRAMIMES DES SAPONINES EXTRATITES DES GRAINES
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Figuwte 4: Chromatogramme

Variete Real
Composé n® R4

1 0,72
2 0,69
3 0,65
4 0,59
5 0,46
6 0,39

des saponines des graines de Chenopodium quinoa

de Puno (RP) Variéte Blanca de Junin (BJ)
Coukeur Compos2 n’  Rf  Coulewr
masaon 1! 0,70 violet clain
violet clair 2! 0,62 jaune
violet foncd 3 0,55 marnon-grisatre
jaune
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révélation de la chromatoplaque. Seuls sont pris en compte les

dérivés aux tonalités rousse-violettes.

Des quantités connues et constantes de substances
témoins sont déposées et chromatographiées conjointement aux ex-

traits.
1.2.1- Chez la variété Real de Puno

La figure 5 rassemble les observations concernant

l'analyse des sapogénines de la variété ameére.

1.2.1.1- La plante entiére

1.2.1.1.1- Les graines

Les graines, dont on connait la ri-
chesse en saponines, renferment quatre aglycones majeurs ; les
valeurs des Rf respectifs sont : 0,82 ; 0,77 ; 0,65 et 0,34.

La tache principale (2' ; Rf :0,65)
se caractérise par une migration relative identique a celle de

['acide oléanolique (II).

En  examinant les <colorations des
substances les moins polaires (taches 1’ et 1"), on en déduit gque

les graines sont exemptes d'oléanolate de méthyle (I).

L'observation de plusieurs chromato-
grammes confirme que [’acide échinocystique n'est pas un aglycone
concentré dans les graines de cette variété, tout au moins & des
doses détectables. Par contre, le composé 5 (Rf : 0,34) est présent
en quantité importante et parait caractériser la variété Real de
Puno.

1.2.1.1.2- Les racines

Par analyse des chromatoplaques, il
ressort que les racines sont pratiquement aussi riches en sapogé-
nines que les graines. Quatre composés principaux sont repérés,
aux valeurs de Rf suivantes : 0,85 ; 0,77 ; 0,65 et 0,35.



Par migration simultanée des §ubstan-
ces témoins, la présence d'acide oléanolique (Rf : Q,65) est éta-
blie.

L'existence  d'acide €échinocystique
(Rf : 0,47) est trés probable (composé 3). Le composé plus hydro-

phyle (5) est également présent, tout comme dans les graines.

Une génine plus hydrophobe que l'olé-
anolate de méthyle (Rf : 0,80), présentant une migration supérieu-
re (Rf : 0,85), est détectée ; aprés révélation, son dérivé (tache
1) est de méme couleur gque celui de l'oléanclate de méthyle. Une

substance (1') & mobilité rapprochée est aussi détectée (Rf: 0,77).
1.2.1.1.3- Les tiges et les feuilles

Leur contenu en génines est pauvre.
L'acide oléanolique et [’acide échinocystique sont virtuellement
absents. Pourtant, une tache (1) caractérisée par un Rf supérieur

& celui de [l'oléanolate de méthyle est visalisée (Rf : 0,83).

Une tache (4) mineure, bleu-violette,

dont le Rf est de 0,41, n'’est détectée que dans ces organes.
1.2.1.2- Les tissus cultivés "in vitro”
1.2.1.2.1- Les bourgeons

Qualitativement, les bourgeons contien-
nent deux aglycones prépondérants aux valeurs de Rf de 0,65 et
0,82. Le premier (2') est identifié comme étant l'acide oléanolique
le deuxiéme (1'), & migration supérieure, est légérement moins po-

laire que ['oléanolate de méthyle ; sa couleur en est distincte.

Deux composés (2 et 1') se caractéri-
sent par des migrations relatives trés proches de celles des deux
premiéres substances. Pour la génine 1'", des analogies peuvent
8tre observées avec les aglycones isolés des racines et des graines

des plantes entiéres.
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La sapogénine 5 est présente, tout
comme chez les racines et les graines. Par contre, la sapogénine
4 (Rf : 0,41) est plutét apparentée a celle détectée dans ['échan-
tillon F (tiges et feuilles).

1.2.1.2.2- Les colonies tissulaires

La composition en génines des colonies
tissulaires s'apparente a celle des bourgeons, s'en distinguant,
néanmoins, par 1l'existence de deux aglycones supplémentaires (1
et 3) ; leurs caractéristiques de migration sont de 0,85 et 0,48.
La migration relative de la sapogénine 3 est semblable & celle de

l'acide échinocystique.
1.2.2- Chez la variété Blanca de Junin

La figure 6 représente l'ensemble des observations

résultant de l'analyse de la variété douce.
1.2.2.1- La plante entiére
1.2.2.1.1- Les graines

Une génine principale et trois mineu-

res sont concentrées dans les graines.

Le composé majeur (1') migre a un
Rf proche de celui de 1l'oléanolate de méthyle ; 1'aglycone 2'
s'apparente & 1'acide oléanolique ; les génines 4 et 5'sont détec-

tées a un Rf Inférieur a celui de l'acide échinocystique.
1.2.2.1.2- Les racines

Deux taches apparaissent, correspon-
dant aux aglycones 1' (Rf :0,84) et 2' (Rf : 0,66). Ce sont ces
mémes génines qui sont extraltes des graines. Par contre, les sa-
pogénines 4 et 5, détectées dans le cas précédent, ne sont trou-

vées qu'a l'état de traces.



-3%

z O O =0 O

uiung ep nounjg ...c>.£ op saujugbodps sop sowwbibojpuiosyy

9 {WANOI4



-88

1.2.2.1.3- Les tiges et les feuilles

L'aglycone 1' est révélé sous forme

d'une tache diffuse. Aucune autre génine n'est, semble-t-il, isolée.

1.2.2.2- Les tissus cultivés 'in vitro”

1.2.2.2.1- Les bourgeons

Ils renferment trois sapogénines diffé-
rentes, dont le composé 1' (Rf : 0,83) et l'acide oléanolique (2'
Rf : 0,66). La troisiéme a les mémes caractéristiques chromatogra-
phiques que la génine 4 trouvée préalablement chez les graines
(Rf : 0,43).

1.2.2.2.2- Les colonies tissulaires

La composition en aglycones des cals

est, apparemment, trés semblable a celle des bourgeons.

1.2.3- Analyse comparée

De 1l'examen global des chromatogrammes, 1l res-

sort les points ci-apres

- L'acide oléanolique est une génine constitutive
des saponines synthétisées a la fois par les plantes-méres, a ['ex-
ception des parties vertes des deux variétés, et par les tissus
cultivés '"in wvitro!'. La variété ameére contient une teneur supé-
rieure en acide oléanolique si on appuile cette déduction sur 1l'in-

tensité de coloration des taches.

- La mise en culture des fragments de la partie
aérienne des plantules, entretenus a ['état de bourgeons, ou en
colonies tissulaires inorganisées, se traduit par une synthése d'a-
cide oléanolique, alors que celui-ci n'est pas détecté dans les

parties aériennes des plantes adultes.






- La variété ameére se différencie de la variété
douce par [l'élaboration d'un aglycone (5) présent en quantités
relativement Importantes dans les graines, de méme que dans les
racines, et en quantités moindres dans les bourgeons et dans les

cals obtenus "in vitro’,

- L'acide échinocystique, aglycone des saponines

isolées d'autres espéces de Chenopodium, ne serait présent que

dans les colonies tissulaires et vraissemblablement dans les raci-

nes de la variété ameére.

- Les colonies tissulaires de la variété Real de
Puno élaborent les différentes génines distribuées dans les trois

types d'organes étudiés dans la plante entiére.

La planche 11%.AeD montre Les difftrents chromato-
grammes obtenus.
' 2- Dosage semi-quantitatif par la méthode hémolytique

2.1- Courbe d’'étalonnage

La courbe étalon (figure 7) montre la proportionalité
pour la gamme de concentration employée, entre la quantité de sa-
ponines commerciales {Coultronics S.A.) déposée dans les puits et

le diamétre de l'anneau d’'hémolyse, aprés 24 heures d’'incubation.
2.2- Matériel végétal

La détermination semi-quantitative du contenu en sapo-
nines est réalisée, selon le cas, sur du matériel frais, lyophilisé

ou sur les extraits bruts.

L'analyse des graines a porté sur un matériel non

cryodesséché, ou sur des extraits bruts.

Le contenu en saponines des colonies tissulaires est
apprécié sur le matériel frais, lyophilisé et, dans certains cas,

sur les extraits bruts.

Les résultats sont rapportés en fonction de ['état du

matériel examiné (Tableau 20).
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COURBE ETALON DES SAPONINES HEMOLYTIQUES
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Figure #: Mesure de diammétre (mm) de £'anneau d'h@molyse en fonction
de La quantit? (ug) de saponines commerciales temoins.
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2.2.1- Echantillons frais

Les résultats obtenus pour les variétés Real de

Puno et Blanca de Junin sont transcrits dans le tableau Z20.

La sensibilité de la méthode d'estimation quanti-
tative est suffisante pour autoriser la détection des saponines con-
tenues dans une seule graine ; le poids moyen de celles-ci est

de 2 & 3 mg.

De l'analyse des résultats, 1l transparait l'im-
portance de la teneur moyenne en saponines hémolytiques des grai-
nes de la variété amére (0,53 %, pour une activité hémolytique
identique & celle des saponines commerciales), en comparaison au
taux détecté dans celles de la variété douce (inférieur & 0,015

pour cent/.
Des essais paralléles ont été préalisés sur les

graines de cing autres variétés (tableau 21). L'analyse des akénes
isolés suggeére que deux d’'entre elles élaborent des saponines hé-
molytiques, les trois autres en paraissent dépourvues. On a obser-
vé que les pointes des racines des jeunes plantules des variétés
riches en saponines, mises au contact avec le substrat, causent
I'hémolyse des hématies. C(C'est le cas également des graines de
la variété Kcoito qui, quoique démunies de saponines hémolytiques
détectables, donnent naissance & une racine dont la pointe renfer-

me, elle, des substances hémolysantes.

% saponines

Variétés hémolytiques

Tableau 21 : Analyse quanti-

Kcancolla 0,44 tative (%) des saponines hé-

: : molytiques contenues dans
Wila Jiura 0,10 des graines de différentes
Sajama <0,015 variétés de Chenopodium qui-
witulla <0,015 noa.

Kcoito 0,015

Les pourcentages sont exprimés par analogie avec ['activité
hémolytique de différentes solutions de saponines commer-
ciales (Coultronics S.A.) témoins.

La méthode permet de détecter des pourcentages de saponines
hémolytiques supérieurs a 0,015.



% Saponines hémolytiques

Matéeriel Matériel Extrait
Echantillons lyophilisé frais Brut
Real de Puno
- Graines —_ 0,53 0,81
- Racines 1,2 _ 1,6
- J

eumes 0,015 < 0,015 <0,015
feuilles
- Bourgeons 0,13 S 0,15
- Cals
(épicotyle) 0,09 0,03 0,10
- Cals
(racine) 0,16 0,07 —_
Blanca de Junin
- Graines — <0,015 0,09
- Racines 0,25 — 0,22
- Jeunes
. ¢ 0,015 < 0,015 <0,015

feuilles
- Bourgeons 0,10 —_— 0,13
- Cals
(épicotyle) 0,07 <0,015 0,09
~ Cals
(racine) 0,09 0,04 —_—
Tableau 20 : Analyse quantitative (%) des saponines hémoly-

tiques contenues dans différents organes des
plantes et dans des tissus cultivés "in vitro'
de Chenopodium quinoa var. Real de Puno et

Blanca de Junin.

Les pourcentages sont exprimés par analogie a-
vec l'activité hémolytique de différentes solu-
tions de saponines commerciales (Coultronics

S.A.) témoins.

r

La méthode permet de détecter des pourcentages

de saponines hémolytiques supérieurs a 0,015.

¢ 8%
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Les jeunes feuilles des deux variétés étudiées
sont dépourvues de saponines hémolytiques détectables par cette

méthode.

Les colonies tissulaires renferment des glucosides
a propriété hémolytique, celles issues des racines en étant légére-
ment plus riches (0,07 et 0,04 %) que celles qui dérivent des épi-
cotyles (0,03 % pour Real de Puno ; non détectables pour Blanca

de Junin).
2.2.2- Matériel lyophilisé

Le systéme racinaire de la variété amére est par-
ticulidrement riche en saponines hémolytiques (1,2 %), tandis que

celui de la variété douce est nettement plus pauvre (0,25%).

Les parties aériennes, dont les jeunes feuilles,
n'élaborent pas ces substances, confirmant les données fournies
par l’analyse du matériel frais.

Le contenu des bourgeons est proche chez les
deux variétés : de l'ordre de 0,13 et 0,10 %.

Les quantités mises en évidence chez les cals
cryodesséchés des variétés améres et douces sont légérement supé-
rieures & celles déterminées sur le matériel frais. Elles demeurent
néanmoins supérieures pour les cals obtenus a partir des racines
(respectivement, 0,16 % pour la variété amére et 0,09 % pour la
variété douce) a celles des colonies dont les explantats primaires
sont des épicotyles (respectivement, 0,09 % pour la variété amére

et 0,07 % pour la variété douce).

2.2.3- Extraits bruts

Disposant de quelques extraits bruts renfermant
des saponines, nous avons précisé [’activité hémolytique de ces
échantillons et calculé cette valeur en fonction du matériel de dé-

part soumis a Il'extraction.



Les graines de la variété amére présentent, alors
0,81 % de saponines hémolytiques, la variété douce montrent, cette
b 3

fois-ci, une activité détectable et égale & 0,09 %.

Les extraits bruts des racines ont une activité
hémolytique relativement plus élevée que celle des graines et égale
a 1,6 et 0,22 %, respectivement pour Real de Puno et Blanca de

Junin.

L'absence de saponines hémolytiques dans les

parties aériennes des deux variétés se confirme.

Le matériel 'in vitro' manifeste, en ce qui con-
cerne les bourgeons, une activité de 0,15 % (Real de Puno) et de
0,13 % (Blanca de Junin) ; les cals dérivés d’'épicotyle montrent

des teneurs proches pour les deux variétés (0,10 et 0,09 %).

L'activits hémolytique de certains de ces Zchantillons
est (LRustnde & La planche TTIE-F.
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CONSIDERATIONS GENERALES '

Dans notre travail sur le Chenopodium quinoa, nous avons

abordé les problemes de l'organogénése ''in vitro' et de la biosyn-
thése des saponines triterpéniques. Tout d'abord, nous comparerons

" le schéma expérimental de multiplication végétative du Chenopodium

quinoa, que nous avons établi, avec les résultats obtenus par nos

devanciers sur des espéces de la méme famille.

En absence de travaux sur la culture '"in vitro’” du Cheno-

podium quinoa, nous nous sommes appuyée sur quelques faits déja

étadblis qui nous ont guidée pour le choix d'un milieu de culture.

Les Chénopodiacées ont, dans la nature, certaines exigences ;
on connait, en particulier, Zeur avidité pour ['azote (HELLER,
1977). D'autre part, le Chenopodium quinoa apprécie les sols ri-
ches en phosphates (ANGLES, 1977).

Les essais préliminaires 'in vitro' ont démontré que la com-
position du milieu B5 est mieux adaptée que celle du milieu MS

a la culture des apex de Chenopodium quinoa. Le méme phénoméne

s'observe pour les apex de Pisum sativum (KARTHA et al., 1974
BAJAJ et DHANJU, 1979), d'Allium sativum (BHOJWANI, 1980), de
Glycine maximum (SAKA et al., 1980), de Medicago sativa, de Tri-
folium repens et de Trifolium pratense (CHEYNE et DALE, 1980/,
Dans certains cas, Rheum rhaponticum en est ['illustration, la
culture sur le milieu MS est méme irréalisable (WALKEY, 1968).

La comparaison de ces deux milieux, qui différent par la
richesse en éléments minéraux, en particulier, suggére que d'au-
tres facteurs peuvent influencer la croissance des explantats de
quinoa : d'une part, les concentrations de certains microéléments,

d'autre part, la teneur en saccharose.

En substituant les microéléments du milieu B5 par ceux du
milieu MS, le nombre moyen de bourgeons développés par culture
diminue, tandis que le degré de chlorose s'accentue. Ces effets
peuvent étre surtout attribués au doublement de la concentration
en sels de manganése, et, & un degré moindre, au quadruplement de

la teneur en sels de zinc.



- En effet, le manganése, comme d'autres métaux lourds,
lorsqu’il est présent a doses excessives, peut provoquer une défi-
cience en fer trés marquée. (et élément entre en compétition pour
les sites d'absorption et de transport du fer, et bloque les sites
actifs de complexation (HEWITT, 1963).

- Des effets compétitifs similaires entre le zinc et le fer
peuvent se produire lorsque les sels de zinc sont présents, dans
le milieu de culture, & forte concentration. Il peut en résulter un
endommagement des feuilles et un phénoméne de chlorose (HOAGLAND
1963).

~ On sait aussi que, fréquemment, les besoins en bore d'une
plante sont strictes et confinés, pour chaque espéce, & une gamme
de concentration étroite. Certaines exigent des quantités relative-
ment -élevées, d'autres préférent des doses de quelques ppm seule-
ment (EPSTEIN, 1972) qui favorisent des processus d’organogénése,
comme c'est le cas pour les tissus de topinambour cultivés '"in vi-
tro' (TRIPATHI, 1972). La réduction de la teneur en bore, due &
la substitution du milieu MS par le milieu B5, a pu se révéler

bénéfique aux bourgeons de Chenopodium gquinoa. Nous n'avons ce-

pendant pas étudié cet aspect.

La teneur initiale du milieu B5 en saccharose (2 %) est in-
férieure & celle du milieu MS (3 %). Une diminution accrue (1 %)
se traduit par un jaunissement moins accentué des bourgeons. Le

Chenopodium quinoa montre, en effet, des exigences trés précises

en sucre et constitue un matériel qui illustre les actions parfois
inhibitrices que des teneurs trop Importantes en sucre peuvent,
d'une facon générale, causer sur le développement des bourgeons
ou sur leur vitalité (CHENG et VOQUI, 1977). A une dose de gluco-
se de 3 %, les explantats meurent ; aux mémes teneurs en saccha-
rose, leur croissance est trés ralentie. En ce domaine, le compor-

tement des apex de Chenopodium quinoa va & rebours de celul ob-

servé dans des cultures d'apex de Vicia faba. BALL et SOMA
(1965), sur ce matériel, étudient la croissance sur des milieux
a concentrations en sucre trés différentes, de 10 & 80 g/l. A cet-
te derniére concentration, si les divisions cellulaires sont moins
rapides, les apex restent cependant vivants. La croissance optima-

le est obtenue pour des teneurs en glucose comprises entre 10 et



30 g/l. L'amélioration de la vigueur des plantules de Chenopo-

dium quinoa, corrélative a la diminution & 1 % de la teneur en

sucre, est plus nette lorsque le saccharose est la source sucrée
plutét que le glucose. Le saccharose apparait donc comme une
source plus bénéfique, sans que, pour autant,les raisons en soient
éclaircies au plan expérimental; il en - est. de ‘méme : pour
d'autres espéces (MURASHIGE, 1973). ’

Cherchant & fournir aux explantats de Chenopodium gquinoa

un milieu nutritif mieux adapté, nous avons entrepris des modifi-
cations de la composition du milieu B5. Aussi, les teneurs en ni-

trates et en phosphates ont-elles été augmentées.

-~ Nous avons été amenée & apporter des nitrates a
une dose supérieure a celle du milieu MS, et légérement plus éle-
vée que celle du milieu B5. Le caractére nitrophile des Chénopo-
diacées se manifeste donc aussi lors de la culture des apex de

Chenopodium quinoa 'in vitro', tout - comme il en lest: pour

la culture des cals organogénes de Beta vulgaris qui se dévelop-

pent sur un milieu contenant 2125 mg/l de nitrate de sodium et
808 mgl/l de nitrate de potassium (MARGARA, 1970), ou pour les
phases d'initiation des cultures cellulaires en suspension de Spi-

nacia oleracea (DALTON, 1980), qui nécessitent 2956 mg/l en nitrate

de potassium. Les apports d'azote, sous forme minérale, apparais-
sent comme un facteur stimulateur de la caulogénése, sans qu'une
diminution de 1l'aspect chlorotique ne soit enregistrée chez les

bourgeons de quinoa développés 'in vitro'.

- Tout au contraire, les phosphates, a des concentra-
tions supérieures a 270 mgll, contribuent a la fois & la proliféra-
tion des bourgeons axillaires et a Il'amélioration de la vigueur
des explantats dont le jaunissement s'atténue. Ce point refléte les

besoins Iimportants en phosphates du Chenopodium quinoa, tant aux

stades précoces de croissance que tardifs, tel qu'il en est aussi
pour d'autres Chénopodiacées (PANDY et al., 1971). Nos observa-
tions sont a mettre en paralléle avec celles réalisées par MATHEWS

et al. (1976) chez des bourgeons apicaux d'Ananas sativus ; d'a-

prés ces auteurs, les teneurs élevées en sels de phosphate du mi-
lieu MS (170 mgll), bien que faibles par rapport & celles requises

pour la culture des apex de Chenopodium quinoa, sont hautement




stimulantes du développement des bourgeons axillaires. Les doses
utilisées par MARGARA (1970), pour favoriser la néoformation des

bourgeons de Beta vulgaris,sont plus élevées : 270 mg/l de phos-

phate acide de potassium, et se rapprochent de celles choisies lors

de nos expériences.

De nombreuses espéces cultivées '"in vitro” manifestent un
besoin en acides aminés ; la quinoa Semble s'’inscrire dans cette
catégorie. L'arginine et la L-glutamine, cette derniére étant pré-
sente dans le milieu de culture des suspensions cellulaires de Spi-

nacia oleracea (DALTON,1980), semblent ne pas favoriser la culture

des bourgeons axillaires de quinoa ; cependant, les teneurs aux-
quelles elles ont été adjointes au milieu, faibles par rapport a
celles employées par KAMADA et HARADA (1979), se maintiennent
dans une gamme étroite qul laissent ouvertes les hypothéses d’un
effet stimulateur de ces deux acides aminés a des doses supérieu-
res (TULECKE et RUTNEK, 1965).

~ La glycine est manifestement salutaire aux bourgeons,
diminuant leur chlorose de maniére trés prononcée, tout en contri-
buant & augmenter le nombre des bourgeons développés par explan-
tat. L'utilisation de cet acide aminé a été initialement préconisée
par WHITE (1939), comme agent favorisant la culture des racines
de tomate, méme si ['adjonction de ce composé ne se justifie pas
pour les cultures tissulaires de certaines espéces (GAUTHERET,
1959). Cet amino-acide est fréquemment utilisé en culture d'apex
ou de méristémes (WALKEY, 1972 ; CONGER, 1980).

Les cytokinines sont dotées de propriétés stimulatrices de
la multiplication des bourgeons, qu'elles solent présentes seules
ou combinées a d'autres régulateurs de la croissance. HUSSEY
(1976) trouve que la culture des Monocotylédones 'in vitro!, chez
lesquelles la dominance apicale est trés nette, sur un milieu enri-
chi en 6-BA, est a3 méme de stimuler la ramification du bourgeon.
Chez les [Dicotylédones, I'action stimulante de la benzyladénine

a été de maintes fois vérifiée. En ce qui concerne le Chenopodium

quinoa, une multiplication satisfaisante des bourgeons est assurée

pour une gamme de 6-3A exogéne supérieure 3 0,02 mg/l et infé-



rieure a 2,2 mgl/l. Aux concentrations plus élevées, la vitalité
des bourgeons s'affaiblit. A des teneurs de 0,02 mg/l ou moins,
un phénoméne de dominance apicale se révele, tandis que le nom-

bre moyen de bourgeons développés par explantat diminue.

L'action de ['acide gibbérellique a retenu notre attention.
D'une facon générale, ce régulateur de croissance, appliqué de
maniére exogéne, stimule l'allongement des tiges (REY et MROGIN-
SKI, 1978). Des incidences favorables sur la rhizogénése sont par-
fois observées (REY et MROGINSKI, 1978 ; NOVAR et MASKOVA, 1979).

Effectivement, les tiges de Chenopodium quinoa s'allongent apres

un traitement par Immersion de trois a cing secondes dans ['acide
gibbérellique. Par contre, la rhizogénése ne se manifeste pas, mé-
me lorsque les explantats subissent un transfert ultérieur sur un
milieu dépourvu de substances de croissance. Il est intéressant
de noter que ce sont des réactions du méme ordre que développe
une autre Chénopodiacée, I'Atriplex canescens, lorsqu’elle est pla-

cée dans des conditions de culture trés semblables {WOCHOK et

SLUIS, 1980). Chez cette espéce, un synergisme des actions de ['a-
cide gibbérellique, de I'AIA et de la Kinétine stimulerait la mul-
tiplication des bourgeons, tout comme leur élongation, ce qui n'est

pas le cas chez Chenopodium quinoa.

Les essais entrepris nous ont permis de dégager, dans leurs
grandes lignes, les conditions favorables & ['enracinement du qui-

noa.

- En combinant ANA et 6-8BA, un nombre, certes réduit,
d'explantats développe des racines ; mais, la diminution de Il’ap-
port en cytokinines exerce un effet néfaste sur la vigueur de la
région foliaire. L'apparition des bourgeons floraux est fréquemment
observée, se concrétisant par un arrét de la croissance végétative
des bourgeons. Il aurait été intéressant de préciser les conditions
qui favorisent la floraison des explantats. On peut citer, a ce
propos, les expériences 'in vivo! de SIMMONDS (1965) qui montre
une relation entre la diminution de ['espace réservé aux racines

et la propension des plantes a fleurir précocement.
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- En présence d'auxines, et sans cytokinine, la forma-
tion des racines est plus fréquenté que dans le cas précédent. Le
succés dans la transplantation des explantats est trés atténué par
l'affaiblissement des bourgeons cultivés sans cytokinine. Tel est
le phénoméne enregistré également par HASEGAWA (1980) qui précise
les conditions d'’enracinement des bourgeons obtenus par culture

d’apex de Rosa hybrida.

- Aucune amélioration de la rhizogénése n'étant consta-
tée aprés une 1Immersion dans I'acide gibbérellique, nous nous
sommes posée la question de savoir si des .retardateurs de crois-
sancé, en inhibant ['allongement des tiges, ne favoriseraient pas
l'enracinement. Si on adjoint & 1'AMO-1618 ou au CCC une auxine
et une cytokinine simultanément, aucun processus d'enracinement
ne se manifeste. Par contre, en absence de S.C., 1'AM0O-1618 ou
le CCC peuvent, dans une certaine mesure, favoriser la rhizogéné-
se. A en juger par les travaux de READ et GARTON (1979), sur

Lycopersicum esculentum, c'est un prétraitement de la plante-mére

avec une solution de CCC, 48 heures avant la mise en culture des
feuilles qui stimulerait les potentialités des explantats cultivés
"in vitro'”. Toutefois, ce travail ne mentionne aucun phénoméne
de rhizogénése, et ne met en relief qu'une augmentation de la capa-
cité bourgeonnante. Il serait utile d'examiner cet aspect chez le

Chenopodium quinoa ou la micropropagation des bourgeons prélevés

sur des plantes adultes est susceptible de permettre la préserva-

tion d'écotypes sauvages menacés.

- S1 le milieu de culture est dépourvu de régulateur
de croissance, le taux d’enracinement des explantats de Chenopo-

dium quinoa s'accroit. En effet, si la rhizogénése se manifeste

en présence d'auxine, cette derniére n'est pas strictement néces-
saire. En ce sens, cette espéce suit le comportement de nombreuses
autres, parmi lesquelles on peut citer Rheum rhaponticum (ROGGE-
MANS et CLAES, 1979). On retiendra cependant qu'en absence de

cytokinine, le temps de culture des bourgeons est limité a cing

semaines ; cette durée est suffisante au développement des racines.

- Une thermopériode est souvent favorable & I'initiation

des racines, comme cela a été montré chez des tissus de rhizomes
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de topinambour (SAUSSAY et GAUTHERET, 1971 ; 1973). Pour la
quinoa, 1l faut encore déterminer si la rhizogénése est stimulée
par une alternance de température ou par le froid. Des expériences
soumettant les bourgeons & différentes thermopériodes seraient In-

téressantes a mener.

-~ Cultiver les bourgeons sur un papier filtre, au lieu
d'un milieu gélosé, permet un développement des racines secondai-
res et des poils absorbants. De tels effets bénéfiques sont consta-
tés par QUAZI (1980) chez Lavandula angustifolia et L. latifolia.

- Nous avons enfin recherché si ['agitation du milieu
liquide, assurant ['aération des tissus, permet le développement
des tiges et du systéme racinaire. Ce procédé améliore les cultures
d'apex de Solanum tuberosum (ROCA et al., 1978), les ébauches
florales de Brassica oleracea (WALKEY et WOOLFITT, 1970), et des
bourgeonsr axillaires d'Asparagus (READ et GAVINLERTVATANA,

1976). Lors de la réalisation de nos expériences, nous pensons que
divers facteurs ont nuit & ['obtention de résultats plus satisfai-
sants : d'une part, les explantats recevalent une quantité de lu-
miére nettement Insuffisante, d’'autre part, la température était
constante et, sans doute, trop élevée (25°C) et, enfin la rotation
de la table d'agitation était vraissemblablement excessive (environ
140 tours/minute). Il aurait été intéressant de pouvoir faire varier

ces divers facteurs pour atteindre un meilleur taux d’enracinement .

Les différentes étapes décrites nous ont conduite & présenter

pour la premiére fois, un modéle de propagation du Chenopodium

quinoa ; 1l est bAti, successivement, sur les stades de multiplica-
tion puis d'élongation des bourgeons, et d’'enracinement qui précé-
dent la transplantation en pots remplis de vermiculite et le trans-

fert em terre.

Jusqu'a ce jour, l'organogénése de trois espéces de Chénopo-
diacées a été étudiée 'in vitro’’ avec un objectif de propagation:

Beta vulgaris, Atriplex canescens et Spinacia oleracea. Beta vul-

garis peut étre multiplié en faisant appel & des méthodes de régé-

nération de plantules & partir de colonies tissulaires (MARGARA,
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1970 ; ROGOZINSKA et al. 1977 ; DE GREEF, 1979) ou par culture
de bourgeons axillaires (HUSSEY et HEPHER, 1978). Les bourgeons

d’'Atriplex canescens sont multipliés par culture d'apex mais l'en-

racinement ne se prodult que pour des plantes de petites tailles
qui ne peuvent étre transplantées avec succés (WOCHOK et SLUIS,
1980). En ce qui concerne Spinacia oleracea, NESKOVIC et RADOJE-

VIC (1973) ont isolé, de facon aléatoire, un cal organogéne, sans

réussir la régénération des plantes ni a répéter l'induction de

colonies tissulaires du méme type.

Sauf méconnalssance de notre part, le Chenopodium gquinoa

est donc, aprés la betterave, la deuxiéme espéce de Chénopodia-

cées a avoir été multipliée végétativement ''in vitro’.

Il convient d'insister sur le fait que le nombre des plantes
propagées avec succés est modeste. A notre avis, certaines étapes
du schéma expérimental que nous définissons demandent & étre af-

finées et précisées.

En particulier, nous sommes convaincue que les bourgeons
cultivés ''in vitro' profiteraient de conditions de culture plus pro-
ches de celles que la plante connait dans la nature. Poussant

dans les Andes, le Chenopodium quinoa subit des variations de

température quotidiennes Importantes, ceci tout au lIong de sa
croissance (REA et al., 1979). Il est soumis fréquemment & l'action

éventuelle des basses températures. D'autre part, l'intensité lumi-

neuse de ces Jieux de culture dénasse 20000  lux
ELLENBERG, Université de Gottingen, R.D.A. ; communication per-

sonnelle). On imagine donc aisémentiqu’ "In vitro'' une alternance
mieux définie des températures jouerait vraz’ssémblablement, un réle
stimulant lors de la phase d’enracinement des bourgeons. L'é-
clairement de ceux-cl sous une intensité lumineuse nettement accrue
devrait augmenter leur vigueur, faciliter la reprise en terre, com-
me cela a déja été établi pour d'autres espéces (MURASHIGE et al.
1974), et accroitre, ainsi, les possibilités de multiplication végé-

tative "in vitro"” du Chenopodium quinoa.

*
3
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En ce qui concerne ['induction des colonies tissulaires, des
trols auxines essayées, seuls 1'ANA et le 2,4-D permettent la pro-
lifération des amas cellulaires. En présence d'ANA, ['adjonction
d'une cytokinine semble nécessaire ; ce n'est pas le cas avec le
2,4-D, mais ce régulateur de la croissance conduit aussi & un
brunissement des cellules de culture. Ce phénoméne a été également
observé par KAMIMURA et AKUTSU (1976), en cultivant des cals dé-

rivés de pétioles et de racines des plantules de Papaver bractea-

tum. D'autre part, ces auteurs mentionnent aussi que ['ANA donne
de meilleurs résultats que le 2,4-D pour la culture des colonies

tissulaires en milieu gélosé.

Par contre, les explantats primaires dérivés de fragments
d’'épicotyles ne montrent une formation racinaire gu'en présence
d'ANA et d'AIB et qui s'amplifie en absence de régulateurs exogénes

de la croissance.

La différenciation des trachéides, qui se manifeste toujours
aprés deux ans de culture, dans les conditions d’entzi."‘;;ien des
cals (Kinétine 1 mg/l et ANA 8 mg/l) quel que soit l'explantat de
départ (épicotyle et racine), évoque les observations réalisées sur
de nombreuses autres colonies tissulaires (GAUTHERET, 1959 ;
BUTCHER, 1977 ; GOULD, 1978).

L'absence de primordium racinaire ou de méristéme caulinaire
peut s'interpréter comme étant did aux auxines qui, employées a
doses élevées pour induire et entretenir les colonies tissulaires,

se montrent inhibitrices de la morphogénése (BONGA, 1977).

¥*
3

*
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L'analyse chromatographique -des échantillons des variétés
Real de Puno et Blanca de Junin montre des différences qualitati-

ves dans le contenu en saponines et en sapogénines.

L'identification des saponines ne fut pas possible faute de
produits témoins commerciaux, la constitution chimique de ces com-
posés étant encore Inconnue. Il n'empéche que la richesse supé-
rieure en saponines des graines de la variété ameére est bien évi-

dente.

On observe une différence de composition en saponines chez
ces deux variétés, de la méme facon que CARDOZO et TAPIA (1979)
le mentionnent pour deux autres variétés, ['une ameére et l'autre

douce.

Comparer nos résultats avec ceux obtenus par les autres au-
teurs s'avére délicat. En effet, 1'appréciation de la couleur des
taches aprés leur révélation demeure subjective et la labilité de
la coloration est un obstacle (GESTETNER et al., 1966). D'autre
part, si on s'accorde généralement pour reconnaitre que les com-
posés triterpéniques donnent des dérivés rouges ou violet par trai-
tement au réactif de Liebermannn-Burchard, certains auteurs (RUIZ,
1979 , CARDOZO et TAPIA, 1979) considérent comme positives des
taches colorées en jaune par ce réactif. On ne peut négliger aussi
le fait que ce révélateur n'est pas spécifique des saponines mais,
plus largement, de la présence d'un groupement hydroxyle sur le

carbone 3 qui caractérise également les saponines stéroidiques

(HIAI et al., 1976).

Compte tenu de ces réserves, on peut estimer que le nombre

de saponines au sein des graines de Chenopodium quinoa de Ia

variété Real de Puno est compris entre trois et six. La variété

Blanca de Junin en élabore une & trois, selon ces mémes critéres.

RUIZ (1979) dénombre, lui, prés de dix taches différentes dans
la variété Kcancolla qui est riche en saponines ; la couleur domi-

nante des taches est le jaune.
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Nous ne parvenons pas aux mémes constatations que celles
rapportées par CARDOZO et TAPIA (1979) selon lesquelles, aprés
révélation, une distinction entre les saponines des variétés améres
et douces est apparente. D'aprés ces analyses, qui ont portées
sur deux variétés, les échantillons dérivant du chénopode amer
présenteraient une majorité de taches de coloration marron, tandis
que, dans l'autre cas, seules des taches jaunes sont présentes.
Mais, les extractions sont réalisées a 1l'eau, la révélation étant
effectuée & I'aide d'acide sulfurique. En analysant un matériel
délipidé ayant subi quelques phases de purification, la révélation
au Liebermann-Burchard ne peut nous conduire & des affirmations

aussi définies.

En ce qui concerne les sapogénines,!'un des points marquants
de notre étude est, a notre avis, 1'identification d'acide oléanoli-
que dans les graines et, ce qui est un fait.nouveau, dans les racines
de la plante ; les tiges et les feuilles en sont dépourvues. Nous
mettons, pour la premiére fois, en évidence que l'élaboration de
ce composé se préalise aussi dans les colonies tissulaires et les
bourgeons qui ont été entretenus durant deux années en culture
"in vitro'. Cet aglycone a déja été détecté dans des extraits de
graines de la variété Kcancolla (RUIZ, 1979) ; par chromatogra-
phie en phase gazeuse, l'auteur précise que cette sapogénine re-
présente 79,5 % de I'ensemble des aglycones élaborés par la plan-
te. Nous n'avons pu réaliser une étude quantitative . de
la composition en génines ; 1l n'en demeure pa:s moins que, en
particulier dans les échantillons extraits des graines de la variété
Real de Puno, la tache correspondant a Il'acide oléanolique est
la plus Iimportante. La présence d'acide oléanolique n'est pas li-
mité& au Chenopodium quinoa ; 1l est isolé d'autres espéces de
Chénopodiacées : Atriplex canescens (NORD et VAN ATTA, 1960),
Beta vulgaris (MARSH et LEVVY, 1956), Kochia scoparia (KERNAN
et al., 1973) et Spinacia oleracea (TSCHESCHE et al., 1969).

La présence d'oléanolate de méthyle est moins sdre, bien que
I'existence de composé a mobilité comparable ait été révélée. Mal-
gré l'utilisation de dioxane qui atténue les pertes de produits
d'hydrolyse et abrége le temps de réaction (GESTETNER et al.,
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1966 ; JURZYSTA et NOWACKI, 1979), les concentrations en acide
sulfurique que nous avons utilisées (6N) sont élevées pour permet-
tre, semble-t-il, la récupération des produits méthylés (BECCHI
et al., 1979). Les composés trés hydrophobes (1 ; 1'; 1) qui sont

synthétisés par le Chenopodium quinoa sont donc vraisemblable-

ment d'une nature chimique différente. On ne peut écarter 1'hypo-
these de produits de dégradation dus, non seulement, a 1l'hydroly-
se acide mais aussi aux effets de l'extraction méthanolique (OTSU-
KA et al., 1978).

L'acide échinocystique ne semble étre élaboré que par la va-
riété amere, ou il n'est produit que par les racines. On le détecte
de méme, en quantités réduites, dans les colonies tissulaires. Sa

présence n'a jamais été signalée chez (Chenopodium quinoa ; pour-

tant, cette sapogénine a été isolée de deux espéces de Chenopo-
dium : C. anthelminticum (CHIRVA et al., 1971) et C. ambrosioides
(BOGACHEVA et al., 1972).

Un aglycone plus polaire (composé 5) est aussi identifié. A
en juger par l'importance de la tache chromatographique qui lui
correspond, 1l est produit en quantité notable par la variété amé-
re. Sa présence est particuliérement manifeste dans les graines
et dans les racines. D'une facon générale, il est constaté que les
sapogénines présentant de I'amertume, l'acide quinovique en est
un exemple, ont une structure dicarboxylique. Il vient a Il'esprit
que ce composé, qui a d’ailleurs, a Il'image des triterpénes dicar-
boxyliques, une faible mobilité dans le systéme de solvants choisi,
puisse porter deux groupes carboxyles et étre tenu responsable
de la saveur ameére (DELFEL, Northern Regional Research Center,

Peoria, U.S.A., communication personnelle).

Tout au moins, quantitativement, les différents organes de
la plante présentent une composition en sapogénines différente.

Ceci va dans le sens des travaux réalisés chez Fatsia japonica

ou la distribution des huit saponines, et, au dela, des sapogéni-
nes, différent selon l'organe étudié (AOKI et SUGA, 1978).

En comparant la plante et les cultures 'in vitro'” de la va-
riété ameére, 1l ressort que la plus grande diversité de génines

triterpéniques se retrouve dans les colonies tissulaires. Cependant,
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le systeme de solvants utilisé restreint la résolution des composés
les moins hydrophiles. Aussi, nous ne pouvons savoir siI les colo-
nies tissulaires synthétisent des sapogénines élaborées par les dif-
férents organes d'une plante adulte de la méme facon que des cals
dérivés des pétioles de Panax ginseng synthétisent des composés
similaires & celles des racines (FURUYA et al., 1973), ou si des

composés nouveaux apparaissent. La derniére hypothése s'appuie

sur le fait que, libérées des corrélations présentes dans une plan-
te qui limitent ['expression du génome, les cellules des colonies
tissulaires acquiérent la propriété de synthétiser, voire d'accumu-

ler, de nouveaux composés. .

L'appréciation de la teneur en saponines triterpéniques a
été entreprise par une méthode hémolytique. (ette propriété est
caractéristique de l'ensemble des saponines, qu'elles soient de na-
ture triterpénique, stéroidique ou stéroide-alcaloidique. L'étude
de la répartition de ces composés dans la feuille des Chénopodia-
cées n'a pas révélé la présence de saponines autres que triterpé-
niques (BOITEAU et al., 1964 ; HEGNAUER, 1963). On peut donc

estimer que, dans le cas précédent, le dosage entrepris est spéci-

fique des saponines triterpéniques, comme le pensent d'autres au-
teurs (GONNERMANN, 1919 ; KOFLZR, 1931 ; KOSOVA et al., 1958
; AGUILAR et al., 1979). Mais on gardera, néanmoins, a l'esprit,
que les saponines bidesmosidiques Iysent les hématies dans une
moindre ampleur que les saponines monodesmosidiques (ROMUSSI
et al., 1980).

Comme nous I'avons constaté, la méthode sur plaque d'aga-
rose-hématies est suffisamment sensible pour autoriser la détection
de quantités de saponines hémolytiques aussi minimes que 1,5/.1g.
Aussi, le dosage des saponines élaborées par une seule graine est-
il possible (le poids moyen des graines est de 2 & 3 mg). De ce
fait, la méthode décrite est plus fine que celle réalisée en tube
car cette derniére exige des quantités de matériel plus importantes
en raison des dilutions qu'elle impose (COXWORTH et al., 1969).
Enfin, ces analyses, réalisables par une seule graine, pour-
raient faciliter I'étude du déterminisme génétique de la synthése
des saponines hémolytiques, au sein de populations d'hybrides F2
et - F3 obtenus par croisement entre variétés plus ou moins riches

en ces subtances.
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Les racines sont plus riches en saponines hémolytiques que
les graines, a la fois dans. Real de Puno et dans Blanca de Junin,
fait qui était inconnu pour l'espéce. On peut émettre ['hypotheése
que la présence de saponines en concentration élevée dans les ra-
cines joue un réle physiologique, en particulier de protection con- -

tre des parasites, comme cela est montré chez Medicago sativa

(QUAZI, 1976). On sait, par exemple, que le rendement en graines
des variétés pauvres en saponines est inférieur, en raison des
prédations exercées par les olseaux qui se nourissent des graines,
lorsqu'elles sont & 1'état laiteux ; les pertes occasionnées peuvent
atteindre 40 % de la production (REA et al., 1979).

Nos analyses iIndiquent que les tiges et les feuilles, qui
n'avaient pas encore fait l'objet d'études de ce point de vue,
jusqu'a maintenant, sont pratiquement dépourvues de saponines.
Ceci explique, et doit encourager, l'usage du feuillage en alimen-
tation (OSTROWSKI-MEISSNER et al., 1980) ; précisons que sa ri-
chesse en protéines, égale a 3,3 % du poids frais, est supérieure
& celle de l'épinard, 2,2 % (CARDOZO et TAPIA, 1979).

Les résultats acquis par ['analyse des tissus cultivés 'in
vitro'! montrent que les colonies tissulaires renferment des quanti-
tés appréciables de saponines hémolytiques (de 1'ordre de 0,1 %) .
Les cals dérivant d’'épicotyle renferment des teneurs supérieures
a celles des parties vertes de la plante (inférieures & 0,015 %).
Les cals dérivant des racines sont, par contre, moins riches que
les racines de la plante (1,2 et 0,25 %, respectivement pour Real
de Puno et Blanca de Junin). Si l'on a souvent constaté que la
production de métabolites ''secondaires’ est inférieure dans les co-
Ionies tissulaires, 1l n'empéche que FURUYA et al., (1973) ont

réussi a sélectionner des cals de Panax ginseng aptes & synthéti-

ser et accumuler des quantités de saponines triterpéniques en
quantités comparables a celles des racines. Il ne faut pas perdre
de vue cependant, que les déterminations quantitatives des teneurs
en composés ''secondaires’ sont, mis & part les conditions de cultu-
re, Influencées par la variabilité clonale, et les méthodes d'ex-
traction et de dosage (TRISONTHI et al., 1980 ; COSSON et PETIARD

1981). La mise en place de colonies tissulaires de Chenopodium
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quinoa riches en saponines triterpéniques peut se révéler utile,

en raison des propriétés pharmacodynamiques de ces substances.

Un fait important que nous mettons en évidence est la riches-
se, tant qualitative que quantitative, des cultures de bourgeons
obtenus a partir d'’apex, comparativement a celles des tiges et
des feuilles de la plante. Peu de travaux se rapportent a la syn-
thése des saponines dans: des; tissus de feuilles. Il est intéressant
de citer, ici, les travaux de LUI et STABA (1981) qui concernent
la production des génines des glucosides cardiotoniques. Pour la
digoxigénine et la gitoxigénine, les cultures de feuilles élaborent
des quantités inférieures a celles des feuilles des plantes ; avec
le temps de culture, les quantités synthétisées atteignent la moitié
des glucosides produits par le végétal. Il n'en est pas de méme
pour la digitoxigénine élaborée en quantités supérieures (jusqu'a

quatre fois plus) par les feuilles cultivées 'in vitro”.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail nous a permis de jeter les bases expérimentales

de la multiplication végétative '"in vitro' du Chenopodium gquinoa
p g p g

soit & partir d'apex de plantules, soit & partir de bourgeons a-

xillaires prélevés sur des plantes adultes.

En bref, la multiplication des bourgeons est stimulée sur le
milieu B5 modifié par enrichissement en sources d’azote Iinorgani-
que et organique, ainsi qu'en sels de phosphate, et par une dimi-
nution paralléle de la quantité de saccharose. Les meilleurs taux
d'enracinement sont enregistrés en absence de tout régulateur de
croissance exogéne ; la rhizogénése est favorisée par I'aération

du milieu et une alternance journaliére de température.

La mise au point de ce schéma expérimental est susceptible
de faciliter la sauvegarde, la conservation, puis la multiplication
des génotypes Intéressants, comme on le fait pour la pomme de
terre qui est originaire des mémes régions, pour leur implication
ultérieure dans des programmes d’'amélioration de l'espéce. La cul-
ture d'apex présente l'avantage de préserver au mieux I'uniformi-
té génétique du matériel végétal multiplié, en évitant la variabili-
té qui caractérise les plantes régénérées a partir de colonies tis-—
sulaires. D'autre part, en culture d'apex, les potentialités mor-
phogénétiques ne sont pas altérées par des subcultures successives:
Ces points sont Iimportants quand on sait que la quinoa, par la
qualité de ses protéines et sa souplesse d'adaptation, sera peut-
étre, aprés des sélections judicieuses et raisonnées, une plante

alimentaire d'avenir.

L'induction des colonies tissulaires est facilement réalisée
sur le milieu de Murashige et Skoog, en présence d'une dose éle-
vée d'’acide naphtaléne-acétique, qui peut étre tenu responsable,
en association avec la teneur élevée en saccharose du milieu de
culture, de la cytodifférenciation des trachéides. La création d'in-
dividus obtenus par régénération fera appel, alors, 3 la variabilité
qui caractérise les proliférations cellulaires et pourra favoriser
I'introduction de propriétés nouvelles telles que des modifications

de la synthése des saponines, la résistance & des maladies etc...
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Dans un autre domaine, il est permis d'émettre 1'hypothése que
les colonies tissulaires dérivées de cette espéce adaptée & des ré-
glons montagneuses puissent constituer un matériel intéressant pour

les études de conservation des tissus végétaux par le froid.

Les analyses de la composition en saponines triterpéniques
établissent que ['acide oléanolique est une génine élaborée par

le Chenopodium quinoa, tant par les tissus de la plante, exception

faite des parties vertes, que par les bourgeons et les colonies tis-
sulaires développés 'in vitro'!. L'acide échinocystique, ou une
substance a mobilité chromatographique trés voisine, non synthéti-
sé ou concentré dans les graines, est Identifié dans les racines
et les colonies tissulaires de la variété amere. Un composé, non
identifié, est détecté exclusivement chez la variété ameére, prédomi-
nant dans les graines et dans les racines. On peut Imaginer, con-
naissant sa mobilité chromatographique, qu’il s'agit d'un aglycone
possédant des groupements polaires, des radicaux dicarboxyliques
par exemple, et qui, en tant que tel, soit responsable de l'amer-

tume des graines.

La sélection de variétés dépourvues de substances améres

est essentielle pour que le Chenopodium quinoa soit utilisé a ['é-

chelle industrielle. En ce sens, l'analyse chromatographique des
saponines et des sapogénines est Importante puisqu'elle peut per-
mettre de comparer, au sein d’'un échantillonnage plus vaste de
variétés, la distribution des composés saponinés et d'établir un
lien avec leurs propriétés physz‘co—chimiqueé ou biologiques respec-
tives. D'autre part, Il'identification et I[’isolement du composé res-
ponsable de ['amertume est indispensable pour que puissent étre
utilisées des méthodes de dosage radio-immunologiques ; ceci ou-
vrirait la voie & la sélection de souches ‘issulaires de Chenopo-

dium quinoa a l'origine de la régénération d'individus dépourvus

de composés amers (DELFEL, communication personnelle).

Un point important a élucider est de savoir si un paralléle
peut étre établi entre ['amertume de certaines saponines et leur
pouvoir hémolytique. S'il en est ainsi, ['analyse de l'activité hé-
molytique de quantités réduites de matériel biologique, tel gu'un
fragment de cal, s'inscrira comme une méthode simple permettant
un tri rapide et préliminaire de souches dépourvues ou appauvries

en ces composés.
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