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INTRODUCTION

Quelques chercheurs, en faisant varier la composition
des milieux nutritifs et les conditions physiques de culture,
ont obtenu-la néoformation de cals compacts, de bourgeons et
de racines a partir de fragments de feuilles de Brassica
cultivés in vitro.

De plus, de nombreuses études ont été menées sur les
facteurs qui favorisent la biosynthése des anthocyanes par
des plantules de chou rouge, mais aucune n'a été entreprise
sur les tissus cultivés in vitro,de cette plante.

Notre travail consistait a faire proliférer par la
technique de culture in vitro, des fragments de feuilles de
chou rouge, d'en isoler des colonies tissulaires, nous per-
mettant ensuite d'analyser les conditions physiques et chimi-
ques nécessaires a l'élaboration des anthocyanines.

Les anthocyanes sont des molécules plus ou moins
complexes, composées d'un aglycone et de sucre (glucose, rham-
nose etc...). Elles constituent une famille trés particuliére
des flavonoides.

Les aglycones les plus répandus dans la nature sont
le pélargonidol,le cyanidol, le paeonidol, le delphinidol,
le pétunidol et le malvidol qui définissent ainsi six antho-

cyanidines (Figure 1 ).
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Figure 1 : - Structure de diverses anthocyanidines.
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On définit par anthocyanine, une anthocyanidine
qui forme des liaisons glycosidiques avec divers sucres.
Ces liaisons peuvent se former en position 3 ou en position
3 et 5 de l'anthocyanidine (Figure 2 ).

Cependant, la terminologie peut &tre plus précise

pour nommer une anthocyanine. Par exemple, la cyanidine 3,5

diglucoside est appelée cyanine.

SUCRE - O

Figure 2 : - Structure générale d'une anthocyanine.




Dés groupements acylés (acide para=-coumarique, acide
férulique) peuvent &tre estérifiés sur un hydroxyle d'une
molécule glucidique; cette derniére étant fixée en position
3 de l'aglycone. Ces molécules sont appelées anthocyanines
acylées. Les anthocyanines du chou rouge sont acylées et
portent le nom de rubrobrassicine.

De nombreuses recherches ont permis d'identifier les
anthocyanines du chou rouge et d'établir leurs structures
moléculaires (HARBORNE,1964). Pour notre part, aprés avoir
déterminé les différents types d'anthocyanines présents dans
les colonies tissulaires isolées, nous avons pu mettre en
évidence comment se présentent et évoluent ces composés
dans les cellules, en appliquant & la biologie la technigue
récente de microanalyse in situ par spectrométrie Raman, &

l'aide de la microsonde moléculaire & laser.




HISTORIQUE

A) LA CULTURE DES TISSUS DE FEUILLES DE CHOU

Généralement, la prolifération in vitro des tissus
végétaux, n'a lieu qu'en présence de mélanges plus ou moins
complexes en régulateurs de croissance.

TOPONI (1963) parvient & faire proliférer abondamment

des fragments de feuilles de chou vert (Brassica oleracea L-

var. acephala D.C) et de chou rouge (Brassica oleracea L var.

capitata L.) quand les milieux de culture sont additionnés
d'AI4 et de kinétine. De plus, c'est essentiellement le bord
de l'explantat qui prolifére de fagon anarchique, pour donner
une protubérance compacte qui est beaucoup plus importante

dans le cas du chou rouge que dans celui du chou vert.

Des fragments de feuilles de chou rouge (Brassica oleracea

var. capitata) cultivés in vitro, proliférent pour donner des

cals compacts, en présence d'AIA et de lait de coco. Quand 1'AIA

et associé a la kinétine, les cals produisent de nombreux

bourgeons (BAJAJ et NIETSCH, 1974).
Zn 1975 PRIMO~-MILLO et HARADA montrent que néofor-

mation de cals durs et compacts par des fragments de feuilles

de chou rouge (Brassica oleracea L. var T&te de négre), peut

&tre controlée par l'action du 2,4 D et de la 6 BAP. En outre,
la 6 BAP associée & 1'4NA ou cu NCA incdui® la formation de
bourgeons. Les composés auxiniques (AIi, ANA et NOA) provoquent

une abondante rhizogenése. Les bourgeons néoformés peuvent étre




enracinés. De cette fagon , ces auteurs ont montré qu'il est
possible de reproduire végétativement le chou rouge a partir
de tissus de feuilles cultivés in vitro.

Des explantats de limbe de brocoli (Brassica oleracea L.

Italica group) produisent des cals, des racines et des bourgeons
quand les milieux de culture sont additionnés d'AIA et de kinétine
Cependant, la nature de la prolifération est trés différente
suivant la concentration en régulateurs de croissance
JOHNSON et MITCHELL, 1978).

SEILLEUR et MARTIAT (1978) obtiennent la régénération de

plantes entiéres (Brassica pekinensis) & partir d'explantats de

limbe prélevés sur des plantes agées d'un mois et demi.

B) INFLUENCE DES REGULATEURS DE CROISSANCE SUR L'ACCUMULATION
DES ANTHOCYANES

BLACKELY et STEWART (1961) trouvent que l'accumulation

des anthocyanines dans des cellules d'Haplopappus gracilis dé-

pend de la concentration‘en AIAdu milieu de culture qui contient
également du lait de coco. Ces auteurs montrent également que
1'ANA stimule la production d'anthocyanines.

En 1971, CONSTABEL et ses collaborateurs étudignt 1'in-
fluence de 1'ANA et des cytokinines sur la production des antho-

cyanines par une suspension cellulaire d'Haplopappus gracilis.

Ces auteurs montrent qu'il existe un seuil de concentration en

régulateur de croissance (2,4 D ou ANA) qui permet une accumulation

1




des anthocyanines et que la benzyladénine et la kinétine & fortes

doses améliorent cette accumulation mais diminuent la croissance.
MATSUMOLO et ses collaborateurs (1973) ne constatent pas

grandes variations du taux de croissance d'une suspension cellu-

laire de Populus lorsqu'ils ajoutent du 2,4 D, de 1'ANA ou de

1'ATA aux milieux de culture mais observent que le 2,4 D inhibe
la synthése des anthocyanines au contraire de 1'ANA et de 1'AIA.

Vdﬁ ALFERMANN et ses collaborateurs (1975) montrent que de
grandes variations peuvent apparaitre dans la biosynthése des
anthocyanines par une colonie tissulaire de carotte, suivant
l'emploi des différents isoméres du 2,4 D ou de 1'ANA.

La biosyntheése des anthocyanines chez les tissus de vigne
cultivés in vitro, est plus sensible & l'action de 1l'acide absci=-
ssique et de l;acide 2 chloroéthylphosphonique qui agissent syner-
giquement avec le saccharose (PIRIE et MULLINS, 1976).

Plus récemment, NAKUMURA et ses collaborateurs (1980)
montrent que l'accumulation des anthocyanines dans des pétales

de rose (Rosa hybrida Hort. cv. Ehigasa), peut 8tre favorisée

par la lumiére visible et la lumiére ultraviolette., Cependant,
l'action des rayons ultraviolets: peut &tre remplacée par celle
de la kinétine. Ces auteurs suggérent que les rayons ultraviolets
et la kinétine peuvent augmenter la perméabilité membranaire et
permettre ainsi le r ssage des substances nécessaires a la

biosynthése des anthocyanines.




C) INFLUENCE DE LA NUTRITION SUR LA BIOSYNTHESE DES ANTHOCYANINES
ET DES COMPOSES PHENOLIQUES

1) La nutrition carbonée

La coIncidence des facteurs favorisant l'accumulation
des sucres (haute intensité lumineuse, ralentissement de croi-
ssance) avec la biosynthése des anthocyanines, est établie pour
de nombreux tissus cultivés in vitro. La concentration en
saccharose qui favorise l'accumulation des anthocyanines est
trés variable suivant la nature des tissus cultivés in vitro
3 % pour des tissus de carotte (GAUTHERET, 1941), 9 % pour des

tissus de Vitis vinifera (SLABECKA SZWEYKOWSKA, 1952) et L4 %

pour des plantules de chou rouge (SZWEYKCWSKi, 1959).

Quelques auteurs, en comparant les effets du saccharose
a ceux du glucose, du fructose, du mannitol et du galactose,
montrent que ce sont le saccharose et le glucose qui favorisent
le mieux la biosynthése desanthocyaninesCTHIMANN et EDMONDSON,
1949; THIMANN et Coll., 1951; KLEIN et HAGEN,1961; MATSUMOTO

et Coll. 1973).

2) La nutrition azotée.

En évaluant les quantités d'anthocyanines,de sucres et
d'azote dans des plantules de chou rouge, FREY-WYSSLING et
BLANK (1943) ne trouvent pas de relation entre le contenu en
azote et ¢ \ui en anthocyanines,

HELLER (1948) montre que la suppression de l'azote du
milieu de culture, détermine dans des tissus de vigne vierge
qui normalement n'en présentent pas, la formation d'anthocyanines.

Cette détermination est d'autant plus remarquable que d'autres




carences ne la présentent pas. Cela incite HELLER & conclure

que le facteur responsab;e de la synthése des anthocyaninegﬁst
bien la carence en azote. HELLER met donc l'accent sur les
rapports qui doivent exister entre la formation des anthocyanines
et le métabolisme de l'azote.

L'influence des composés azotés sur la biosynthése des
anthocyanines est en relation avec celle des sucres. Zn effet,
SZWEYKOWSKA (1959) montre que la présence de composés azotés
dans un milieu de culture, cause une forte diminution du taux
de sucre dans des plantules de chou rouge, donc une baisse de
la quantité d'anthocyanines. Toutefois, le sucre, en absence
ou en présence d'une faible dose de composés azotés, engendre
une accumulation des anthocyanines. Une relation similaire est
mise en évidence par le mise en culture de fragments de feuilles
de vigne en présence de Z\’.NO3 et de saccharose (PIRIZ et WULLINS,
1976) .

AMORIN et ses collaborateurs (1977), XUBSK et SHULER,
(1980) en s'intéressant au probléme de l'action des composés
azotés et des sucres sur la biosynthése de composés phénoliques
par des colonies tissulaires, retrouvent la méme relation.

En 1978, SEAH et MEHTA étudient l'action de l'azote
organique et minéral, sur l'accumulation des composés phéno-

liques par des cals (Crotalaria juncea L.), et montrent que

l'azote organique fourni sous forme d'hydrolysat de caséine
ou d'extrzit de levure favorise la bicsynthése des composés

phénoliques sans avoir d'effets néfastes sur la croissance.
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3) Influence des acides aminés et de divers composés

organiques.

La nature des agents inhibiteurs ou stimulateurs de la
biosynthese des composés phénoliques et des anthocyanes en parti-
culier,est souvent caractéristique de l'espéce considérée.

THIMANN ef RADNER (1955) montrent que la biosynthése des

anthocyanines chez Spirodela oligorrhiza est inhibée par les

antagonistes des purines et des pyrimidines. En 1958, ces auteurs
montrent que la riboflavine supprime l'inhibition causée par
beaucoup de ces substances.

Dans les tissus de blé, STRAUS (196Q) trouve que la ribo-
flavine,la méthionine, l'asparagine,la glutamine et la valine
sont des inhibiteurs de la biosynthése des anthocyanines
alors que l'acide aspartique, la cystine, les acides adényliques
et cytidiliques en sont des stimulateurs. Pour les analogues des
purines ¢ét des pyrimidines, les résultats obtenus sont similaires
a ceux de THIMANN et RADNER, mais les expériences montrent que
les nucléotides ne participent pas directement & la biosynthése
des anthocyanines.

En 1978, SHAH et MEHTA étudient l'influence de la L tyro-
sine,de la L phénylalanine et du couplage de ces deux acides
aminés. Dans tous les cas, ils constatent une augmentation du
taux de composés phénoliques dans des plantules de Crotalaria

juncea L. Cependant, les effets de la L tyrosine sont meilleurs
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que ceux de la L phénylalanine ou de ces deux composés réunis.

D) INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LA BIOSYNTHESE DES ANTHOCYANES

1) Lumiére et biosynthése d'anthocyanes.

Selon DOWNS (1964), SENEBIER (1799) montre que la lu-
miére est généralement nécessaire & la biosynthése des antho-
cyanes. En 1932, ARTHUR obtient une accumulation d'anthocyanes
dans un épiderme de pomme en utilisant une lumiére artificielle.
SLABECKA-SZWEYKCWSKA (1952) montre qu'il existe une relation
étroite entre les quantités d'anthocyanes et de sucres solubles

dans des tissus de Vitis vinifera cultivés in vitro et éclaireés

continuellement.

La nature et le temps d'éclairement ainsi que la photo-
période sont des facteurs qui influencent également la biosyn-
thése desanthocyanines.En effet, GEZA HRAZDINA et LEROY (1979)

montrent gue des plantules de chou rouge (Brassica oleracea cv.

Red Radish) accumulent des anthocyanines quand elles sont
éclairées avec des lampes fluorescentes de types "Gro Lux'" et

"Cool White". Cependant, pour obtenir une accumulation optimale

d'anthocyanines, il faut éclairer lonétemps les plantules (48
heures) aprés leur incubation & l'obscurité (72 heures).

La biosynthése des anthocyanines dans des racines de mails,est
favorisée par la lumiére blanche et en photopéricde 18 : 5

(PILET et TAKAHASHI, 1979).
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La biosynthése des anthocyanines peut &tre stimulée par
ltaction de lumiéres monochromatiques. L'accumulation des antho=-
cyanines dans l'épiderme de pomme, est optimale en utilisant des
lﬁmiéres monochromatiques de longueurs d'ondes comprises entre
290 et 310 nm et 360 et 450 nm (ARTHUR, 1932). En 1955, SLABECKA-
SZWEYKOWSKA met en évidence l'influence de la ‘lumiére bleue sur

la biosynthése des anthocyanines par des tissus de Vitis vinifera

cultivés in vitro. SLABECKA-SZWEYKOWSKA (1955), SZWEYKOWSKA (1957)
ainsi que SIEGELMAN et HENDRICKS (1957) montrent que la lumiére
rouge stimule la biosynthése des anthocyanines par des plantules
de chou rouge.

L'influence et le r3le des lumiéres monochromatiques sur
sur la biosynthése des anthocyanines par des plantules de chou-
rouge ont été également étudiés par de nombreux auteurs qui
utilisent la lumiére rouge ( A de 590 & 690 nm) et la lumidre
rouge lointain (A = 730 nm). L'utilisation de ces types de
lumiére,est de courte durée (quelques minutes) et toujours aprés
une période d'incubation du matériel végétal a l'obscurité
(DOWNS, 1964 ; KU et MANCINELLI, 1972 ; MANCINELLI et Coll., 1974
1975 ; MANCINELLI et RABINO, 1974 ; PECKET et HATHOUT BASSIM,
1974 ; RABINO et Coll., 1977).

L'accumulation des anthocyanines par une suspension

cellulaire de Peuplier, peut &tre obtenue en utilisant la

lumiére bleue ou rouge.Dans ce cas, c'est la lumiére bleue qui
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stimule au maximum la biosynthése, mais la croissance est consi=-
dérablement ralentie (MATSUMOTO et Coll., 1973). Pour une sus-

pension cellulaire d'Haplopappus gracilis, ce sont les rayons

ultraviolets ( ) = 345 nm) qui sont les plus favorables a .la
biosynthése des flavonoIdes et plus particuliérement & celle

des anthocyanines (WELLMANN et Coll., 1976). Dans tous les cas,
l'utilisation des lumiéres monochromatiques pour stimuler la
biosynthése des anthocyanines, nécessite une période d'incubation

a l'obscurité des colonies tissulaires ou des cellules isolées.

L'action des rayons ultraviolets sur l'accumulation
des anthocyanines, est également montrée par DRUMM et MOHR
(1978) qui trouvent une relation entre des récepteurs de rayons
ultraviolets,le phytochrome et l'accumulation des anthocyanines.
De méme il existe une relation entre la lumiére rouge, la lumiére
rouge lointain, le phytochrome et la biosynthése des anthocyanines

(MOHR et Coll., 1979 ;JOHNSON, 1980).

2) Mode d‘'action du phytochrome

Le phytochrome est une chromoprotéine de couleur bleu-

vert sous la forme P660 et vert sous la forme P Cette

730°
modification de couleur est obtenue en irradiant une solution
de phytochrome (HENDRICKS, 1968). En outre, le phytochrome

sous sa forme agctive (Pfr) aprés irradiation en lumiére rouge

() = 660 nm), est trés instable; aussi peut-il revenir sous




Lumiére - -
_ - T e e e - —— N
- ~
- . , N
‘( Lumiére rouge (A= 660 nm) N

R e— F)fr N
Lumiére romge lointain (A= 730 nm)

Action
biologique

Obscurité s

s /
Enzyme 1 r , Enzyme 2

Précurseurs — A { B c { DssssseAnthocyanes

Figure 3 :- Schéma théoriqué montrant la transformation

du phytochrome sous l'action de la lumiére rouge , rouge
lointain et de l'obscurité ainsi que l'intervention possible
du phytochrome dans la synthése des anthocyanes(d'aprés PRATT ,
1978)

F% - Phytochrome sous sa forme inactive

Pfr - Phytochrome sous sa forme active

uULLE
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sa forme inactive (Pr) aprés irradiation en lumiére rouge

lointain ( A = 730 nm) (HUAULT, 1969) ou-& l'obscurité (PRATT,
1978 ; PILL-SOON SONG et QUAE CHAE, 1979) (Figure 3). On pense
également que cette réaction s'effectue dans des tissus culti-

vés in vitro (BOISARD et Coll., 1974 ; AUGUSTO et Coll., 1978).

De nombreux phénoménes de photobiosynthése sont contr8lés
par le phytochrome. En effet,pour le chou rouge, il a été cons-
taté que la lumiére rouge et la lumiére rouge lointain contrdlent
la biosyntheése des anthocyanines par l'intermédiaire du phyto-
chrome et que le site d'action de ce dernier est dans la membrane
des cellules (PECKET et HATHOUT BASSIM, 1974). En outre, l'action
de la lumiére rouge peut &tre remplacée totalement ou partiellement
par des réactifs tels que le n propanol ou la kinétine qui sti-
mulent la biosynthése des anthocyanines chez des plantules de
chou rouge mises en incubation & l'obscurité. Cette stimulation
peut &tre annulée par exposition du matériel végétal a la
lumiére rouge lointain (PECKET et HATHOUT BASSIM, 1974 ; HATHOUT
BASSIM et PECKET, 1975). Des expériences semblables ont été

réalisées par DUMORTIER et VENDRIG (1977) sur Phaseolus aureus.

Ces auteurs remplacent la kinétine et le n propanol par la dimé-
thylférmamide et du diméthylsulfoxyde pour obtenir une stimula-
tion de la biosynthése des énthocyanines. Cevpendant, les effets
du diméthylsulfoxyde ne sont pas réversibles en irradiant le

matériel végétal 4 la lumiére rouge lointain.
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D'autres travaux réalisés par HATHOUT BASSIM et PECKET
(1975), montrent que l'induction de la biosynthése des antho-
cyanines chez des plantules de chou rouge par irradiation en
lumiére rouge, est inhibée lorsqu'on fourni du chlorure de
calcium aux plantules. De mé@me, la stimulation de la biosynthése
des anthocyanines a l'obscurité, due aux traitements & la kiné-
tine et au n propanol, est réduite par les ions ca**. par
contre, 1'EDTA qui chélate les ions Ca++, stimule la biosynthése
quand les plantules sont placées a l'obscurité. De plus, ces
auteurs constatent qu'il y & une augmentation significative du
calcium extractible lorsque les plantules sont traitées a 1'EDTA
puis soumises & l'action de la lumiére rouge.

Ces observations permettent a4 HATHOUT BASSIM et PECKET
de suggérer que le photocontrdle de la biosynthése des antho-
cyanines peut entrainer des changements dans la perméabilité
cellulaire. Ces changements résulteraient d'une altération de
la capacité de rétention des ions ca™™ au niveau de la membrane.
suivant la configuration moléculaire du phytochrome. S'il en est
ainsi, le phytochrome sous sa forme inactive doit avoir une plus
grande capacité 4 retenir les ions Ca™” que sous sa forme active

Des expériences montrent d'ailleurs que le phytochrome
isolé sous sa forme inactive capte les ions ca*™ et que le
systéme est réversible en irradiant la solution de phytochrome
avec la lumiére rouge (YAMAMOTO et FURUYA, 1975). Pour d'autres

espéces végétales, l'induction de la biosynthése due a la
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lumiére rouge créant un changement de configuration moléculaire
du phytochrome nécessite l'intervention d'autres facteurs biochi-
miques plus complexes tels les phospholipides (KOTARO et Coll.,
1979) .
Cependant, il est intéressant de noter qu'en 1957, MOHR,
SIEGELMAN et HENDRICKS discernent deux photoréactions respon-

sables de la biosynthése des anthocyanines chez Brassica oleracea

et Brassica alba : "l'une est caractérisée par l'antagonisme

~-lumiére rouge / lumiére rouge lointain - et a le phytochrome
comme récepteur, l'autre présente une action prépondérante de
la lumiére bleue et de la lumiére rouge lointain ainsi qu'une
dépendance vis 4 vis de la densité du flux d'ou la dénomination

de réaction a haute énergie'(ROLLIN, 1970).

3) La réaction a& haute énergie.

La lumiére rouge lointain et la lumiére bleue ont les
mémes effets que la lumiére rouge dans l'induction de la bio=

synthése des anthocyanines chez Fagopyrum esculentum (MOHR

et VAN NES, 1963) et chez Phacelia tanacetifolia (BREGEAUT et

ROLLIN, 1965) et dans l'induction de la biosynthése des composés
phénoliques (ENGELSMA, 1967) . Cependant, les avis sont partagés

quant a l'intervention du phytochrome dans ce type de réaction.

a) Exemples en faveur 'd'autres photorécepteurs.

La biosynthése des anthocyanines chez Brassica rapa

est induite par une une exposition & la lumiére rouge,uniquement
si celle-ci est précédée par une longue durée d'irradiation a

la lumiére bleue. Cependant, la présence des cotylédons est
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indispensable pour obtenir une induction de la biosynthése des
anthocyanines dans les hypocotyles. Avec la lumiére bleue, la
quantité d'anthocyanines accumulée dans les hypocotyles est
la méme, que les cotylédons soient présents ou non (GRILL et
VINCE, 1965 ; VINCE et GRILL, 1966).

En 1967, ENGELSMA montre d'une part que la lumiére bleue
induit la biosynthése de composés phénoliques dans des hypoco-

tyles de Cucumis sativus et d'autre part que cette biosynthése

dépend du temps d'exposition etde la quantité d'énergie lumineuse
En outre, la lumiéreé rouge, rouge laointain ou bleue inhibe la

croissance des hypocotyles de Cucumis sativus. L'étude de la

cinétique d'inhibition montre que la lumiére bleue agit avec un
temps de latence beaucoup plus cohrt que celui obtenu avec la
lumiére rouge ou rouge lointain (MEIJER, 1968). A partir de

ces éléments, les auteurs suggérent que la lumiére bleue est
active par l'intermédiaire d'un pigment autre que le phytochrome-
Les caroténoIdes et les flavines sont des composés pouvant inter-
venir dans ce type de photoréaction. Toutefois, la nature des
photorécépteurg_autres que le phytochrome n'est pas clairement
élucidée.

b) Exemple en faveur de l'intervention du phytochrome

En 1968, Mc LURE montre que les effets de la lumiére
bleue sur la biosynthése des anthocyanines chez Spirodela
intermedia, s'expliquent par l'établissement d'un état photo-
Stationnaire intermédiaire entre ceux déterminés par les radia-
tions rouge et rouge lointain. Cependant, l'intensité de la ré-

ponse est toujours fonction de la quantité d'énergie lumineuse
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E) EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES.

1) Généralités

Les premiéres expériences réalisées sur les anthocyanes
datent de 1664 quand BOYLE (selon ARTHUR, 1936) note qu'un
extrait d'anthocyanes, de couleur bleue, vire au rouge lorsqu'on
ajoute de l'acide au milieu d'extraction.

Divers procédés d'extractions ont été décrits dans les
ouvrages de SANNIE et SAUVAIN (1952), GEISSMAN (1955) et SESHADRI
(1962). Le but de ces extractions est d'isoler un produit pur a
l'état cristallisé ou non. En fait ces méthodes d'extractions
sont difficiles a4 appliquer a l'analyse d'un mélange complexe
renfermant de nombreux composés phénoliques.

Avec le développement des techniques de chromatographies
sur papier, sur colonne ou en phase ga;euse et l'utilisation de
la spectroscopie, il n'est plus nécessaire pour isoler, doser et
identifier les composés phénoliques d'en extraire une quantité
importante.

En 1948, BATE SMITH fait la premiére mise au point mo-
derne d'une méthode analytique des anthocyanes. Par la suite,
l'extraction et le dosage des anthocyanidines et des anthocyanines
ont fait l'objet de nombreux travaux et de mises au point (BATE
SMITH, 1954 ;BLANK, 1958 ; RIBEREAU GAYON, 1959, 1963, 1968 ;

' BILLOT, 1969 ; DEUBERT, 1978 ; NAKATANI et Coll., 1979).

2) Extraction des anthocyanes en milieu acide

Les anthocyanidines sont des dérivés du phényl-2-benzo-~
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pyrylium ou flavylium. Le cation pyrylium (Figure &4 ) est un
ion oxonium dont la stabilité est assurée par la présence de

doubles liaisons conjuguées dans le cycle pyrylium,

o+

7
- pyrylium
+
/lO\
™ el

H
— phényl-2 benzopyrylium

(flavylium) forme oxonium.

Figure 4 : Structure des cations pyrylium et flavylium

(d'aprés RIBEREAU-GAYON, 1968).

SS A S S S S S

L'obtention de chlorures lors de l'extraction des antho-
cyanes en milieu acide (méthanol, éthanol ou eau & 0,1 % d'HCL)
est donc due au caractére cationique des anthocyanidines. En
outre, la couleur des anthocyanines et des anthocyanidines en
solution acide, est déjé un critére de reconnaissance de leur
identité biochimique (HAYASHI, 1962). De plus le milieu acide

limite les phénoménes d'oxydation des polyphénols (FOURY et

AUBERT, 1977).




GlUCOBC = ~ ~ = —s Erythrose - & phosphate
: +
Phosphoénolpyruvate (PEP).

' ! P2CA

Acide céto - 2 désoxy ~ 3 phosrho = 7
glucohepionique

1.

Acide déhydro ~ 5 quinique Som—=g Acide quinique

Acide gal}.:.que - .. ) lT
¥ ~< Acide déhydro -5 shikimique
”~
Acide protocatéchiqucﬁ" lT
Acide shikimique
+ ::::::; Acide préphénique
) PEP .
. . . \
Acide phénylpyruvique Acide p - hydroxyphénylpyruvique
I Il
Phénylalanine Tyrosine

!PAL_' l
o

Acide cinnamique Acide p = coumarique

pCH — o . “~__C.L.

Acide caféique P - coumaroyl - CoA
Q0.M.T

C.F.I.

-

Acide férulique :
¢

Flavonoides.

Figure J : Formation des composés phénoliques & partir des
glucides par l'intermédiaire de l'acide shikimique
(d'aprés RIBEREAU-GAYON,1968 et RANJEVA 1978)
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fT ANALYSE ET BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES

1) Formation des composés phénoliques & partir des glucides

Les végétaux supérieurs renferment en abondance des composés
phénoliques (substances qui comportent dans leurs molécules un a
plusieurs cycles arcmatiques mono ou polyhydroxylés). Les composés
phénoliques les plus importants quantitativement, sont issus du
métabolisme primaire par désamination enzymatique de la phényl-
alanine (KOUKOL et CONN, 1961). La phénylalanine provient de
l'acide shikimique issu lui méme du métabolisme des glucides
(Figure 5 ).

L'acide cinnamique initialement formé, se trouve a l'ori-
gine des acides phénols en 06—03 qui occupent une position inter-
médiaire dans la séquence menant aux différents termes de la série
cinnamique (NEISH, 1960) et qui interviennent dans la synthése de
molécules plus complexes tels les esters d'acide organique ou de
sucre, les flavonoiIdes en C6-CB- C6 et les lignines. Par la
connaissance de quinze grandes familles de composéé phénoliques
présentant des différences dans l'arrangement des élémeénts consti-
tutifs, nous ne rappélerons ici que les caractéristiques structu-
rales de diverses familles (Figure 6 ) trés largement décrites
dans des ouvrages spécialisés (RIBEREAU-GAYON, 1968 ;SARKANEN et

LUDWIG, 1971 ; HARBORNE et Coll., 1975).

2) Formation des flavonoides

La structure chimique des flavonoides (06-03-06) comporte

deux cycles benzéniques (Figure 6 ) ; le premier (noyau A)
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provient de la condensation de trois unités malonyl-Coi, le
second (noyau B) d'un para-coumaroyl CoA (KREUZALER et HAHBROCH,
1972) .

Les modifications dans le détail du squelette en C15
(position des hydroxyles, méthylation etc...) conduisent au cent
cinquante aglycones actuellement répertoriés (ROBINSON, 1975).
Les anthocyanes comme les autres flavonoides (flavonols, flavones
etc...) n'existent pas dans la nature sous forme d'aglycones,
mais sous forme d'hétérosides. Les aglycones forment des liaisons
glycosidigues avec différents sucres : glucose, rhamnose et

divers di ou tri-~holosides.

3) Structure de la rubrobrassicine

La rubrobrassicine esP une anthocyanine des tissus de
feuilles de chou rouge. Sa structure moléculaire a été caracté-
risée par HARBORNE en 1964. C'est une cyanidine 3,5 di-glucoside.
qui présente la particularité d'&tre acylée (Figure 7 ).

HARBORNE montre que les groupements acylés (acide para-
coumarique ou acide féruliﬁug) sont toujours estérifiés sur un
hydroxyle d'une molécule glucidique; cette derniére étant fixée
en position 3 de l'aglycone. Si le sucre est un di-holoside,
un résidu acylé peut &tre fixé sur chaque molécule constituant
le di-holoside.

Par l'utilisation de la spectroscopie et de diverses
méthodes d'analyses par chromatographie, HARBORNE &lucide trois

structures pour la rubrobrassicine.
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Ces trois molécules sont composées chacune d'une molécule de

glucose et d'une molécule de sophorose (glucose f 1-2 glucose)

réparties respectivement en position 5 et 3 de l'aglycone.

Seuls le nombre et la nature des groupements acylés estérifiés

sur un ou deux OH de la molécule de sophorose, permet de diffé-

rencier les trois anthocyanines. La rubrobrassicine - A =

comporte un résidu d'acide para-coumarique ; la rubrobrassicine

- B -, un résidu d'acide férulique ; la rubrobrassicine - C -,

deux résidus d'acide férulique (Figure 7 ).

OH

Ac.Fer

RUBROBRASSICINE €

AcFer

Figure 7

- Structure de la rubrobrassicine

d'apres HARBORNE ( 1964 ).
- Ac. Fér : acide férulique.

- Gluc : glucose.

-C -
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G) UTILISATION DE LA SPECTROSCOPIE RAMAN ET APPLICATIONS A
LA BIOLOGIE.

.Un spectrométre Raman réalisé par DELHAYE etDHAMELINCOURT
(1975), permet d'effectuer une microanalyse des échantillons
dans un mélange hétérogéne, & l'air libre ou sous atmosphére
contrdlée et offre la possibilité d'identifier, de manieére non
destructive, tout édifice polyatomique & partir de son spectre
de vibration. On peut ainsi obtenir le spectre Raman d'un
composé de quelques microns carrés a quelques dizaines de
microns carrés de surface.

La microanalyse in situ de la matiere, sans préparation
spéciale de l'échantillon, & l'aide de la microsonde MOLE a
effet Raman apporte des informations uniques sur la structure
et la nature des édifices moléculaires situés dans l'échantillon.
En général, les applications de la MQLE a la biologie sont
limitées a4 la caractérisation de substances localisées a concen-
tration élevée (BALLAN DUFRANCAIS et Coll., 1979 ; LARGEAU
et Coll., 1980 ; DHAMELINCOURT ,1980), car la spectrométrie
Raman n'est pas une méthode trés sensible quand on utilise une
radiation excitatrice incluse dans une fenétre de transmission
de l'échantillon. Si la fréquence excitatrice se situe au voisi-
nage d'une bande d'absorption électronique de la molécule
étu’iée, une forte exaltation de certaines raies du spectre est
observée. Ce phénoméne appelé effet Raman de résonance permet

l'obtentior de spectres Raman de composés & trés faible concen-

tration, inclus dans un milieu complexe dont les molécules ne

sont pas résonantes.
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NH&_NO., ecosessceses 1650

2 A
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Mn SO, & H,0.... 22,3
Zn $0,, 7 H0.... 8,606
Cu 504, 5 HZO.... 0,075
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Glycocolle .c.avoae 2
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Pyridoxine HCl.... 0,5
Thiamine ceecs s 0,5
Acide fOlique sece -
Biotine....-...... -

MARGARA
1313
480

590

246

136
7,5

NITSCH et NITSCH’

27,8
3743
25
10
0,025
10
0,25

2

5
0,5
0,5
0,5
0,05

Tableau 1

: = Composition des solutions nutritives ayant servi

de base aux différents milieux de culture.

( les valeurs sont données en mg.l

1 ).
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MATERIEL e¢ TECHNIQUES

LE MATERIEL BIOLOGIQUE

Le matériel biologique utilisé, est une colonie tissu-
laire friable, isolée & partir de fragments de feuilles de chou-

rouge (Brassica oleracea var.téte de négre), cultivis in vitro.

LA CULTURE IN VITRO DES TISSUS DE FEUILLES DE CHOU ROUGE

1) Préparation du matériel

Les feuilles de chou rouge sont séparées une 4 une et
les nervures principales sont obturées & la paraffine. Les
feuilles ainsi préparées sont trempées dans une solution
mouillante de Teepol & 2 % en solution aqueuse pendant cing
minutes.

La stérilisation est réalisée par trempage des feuilles
dans une.solution obtenue aprés filtration d'un mélange d'hypo-
chlorite de calcium & 7 % dans l'eau (degré chlorométrique - 115
120) pendant dix minutes. Les feuilles sont ensuite rincées

trois fois a l'eau stérile.

2) Milieux de. culture

Les cultures in vitro de fragments de feuilles ont été
réalisées sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG (1962) et sur le
milieu composé des macro-éléments de la solution de MARGARA
(1977) et des oligoéléments et des vitamines de la solution de
NITSCH et NITSCH (1965) (Tableau 1 ). A chacune de ces solutions

1

. P . . - + .
nous avons ajouté du myoinositol (100 mg.l '), de la L” glutamine

(100 mg.l-1) et de l'hydrolysat de caséine (500 mg.l'q). Les
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régulateurs de croissance sont 1'ANA (5.107° g.ml-1) et la 6 BAP

(10_5g.ml-1). Les milieux sont additionnés de saccharose (30 g.l~

Le pH des milieux est ajusté a 5,5 avant l'addition
dtagar (8 g.l_1). Les milieux sont répartis .dans des tubes (g 24
mm X long 160 mm) qui sont ensuite bouchés & l'aide de capuchons
en matiére plastique. Ils sont stérilisés 4 l'autoclave pendant

vingt minutes & la température de 120°C.

3) Conditions de culture

Chaque tube contient environ 20 ml de solution autritive.
Apres ensemencement, le capuchon en matiére plastique est rendu
solidaire du tube par une bande de "parafilm" afin d'éviter une
évaporation trop intense. Les cultures sont placées dans une
piéce climatisée (26°C le jour et 22°C la nuit) et éclairées
douze heures par jour. En plus de la lumiére du jour, les cultures
regoivent un éclairement d'appoint fourni par des tubes fluo-

rescents (environ 8000 Erg.cm-a.s-1).

L4) Prélévement des explantats

Le chou rougevosséde des feuilles réguliérement imbriquées,
se recouvrant par verticilles de trois. Cette disposition permet
de prélever les feuilles une & une suivant leur ordre d'insertion

sur la tige et de les classer en trois lots :

- feuilles externes
. avec anthocyanes
~. feuilles moyennes 7

- feuilles internes —e sans anthocyanes
Pour cette étude, nous avons utilisé les feuilles moyennes

qui constituent la''pomme!" du chou.




Les explantats sont prélevés & l'aide d'un trocard (1 cm
@) dans la région basale, médiane ou apicale des feuilles au
niveau de la nervure principale et du limbe avec ou sans nervure

secondaire.

5) Le mode d'ensemencement

Les explantats peuvent &tre ensemencés horizontalement,
c'est a dire avec la face ventrale ou dorsale, au contact du
milieu de culture. Les fragments de feuilles peuvent également
&tre ensemencés dans le milieu de culture, soit par leur partie
basale (ensemencement en sens normal), soit par leur partie .

apicale (ensemencement en sens inverse).

6) Evaluation de la croissance

La croissance d'un explantat peut 8tre suivie par 1'aug-
mentation de sa masse de matiére fraiche et de matiére-séche. Les
explantats sont extraits des tubes, essuyés- afin d'éliminer tout
le milieu gélosé pouvant adhérer a leur surface, puis pesés de
fagon a déterminer les poids de matiére fraiche. Les poids de
matiére séche sont déterminés aprés passage des explantats a

l1'étuve & 100°C pendant 48 heures .

C) ENTRETIEN DES COLONIES TISSULAIRES ET CONDITIONS DE CULTURE

1) Entretien des colonies tissulaires

L'entretien des colonies tissulaires qui élaborent des
anthocyanines, est réalisé sur milieu gélosé (8 g.}."1 d'agar)
additionné des macro-éléments de la solution de MARGARA, des
oligoéléments et des vitamines de la solution de NITSCH et NITSCH

(Tableau 1 ),de L glutamine (50 mg.l-1),d'hydrolysat de caséine
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P

C -1 . - -
(150 mg.l '), de régulateurs de croissance (ANA-10 bg.ml 1 et

6

6 BAP-5.10" g.ml-1) et de sucre (saccharose 30 g.l-1 ou glucose

-1 ‘o . . .
4O g.17 ').Ce milieu constitue le milieu de base.

2) Conditions de culture

Les explantats de 100 mg environ sont repiqués soit
individuellement dans des tubes renfermant 20 ml de milieu, soit
dans des boites de Pétri contenant 30 ml de milieu. Aprés ensemen-
cement, les boites sont fermées a4 l'aide de bandes adhésives afin
d'éviter une évaporation qui est plus importante que celle obtenue
avec les cultures en tubea.

Les cultures en tubes sont placées face & la source
lumineuse et & S5 centimétres de cette derniére. Les cultures en
boites de Pétri sont placées & 5 centimétres sous les rampes lumi-
neuses et perpendiculairement & ces derniéres afin d'éviter les
phénomenes de réflexion des rayons lumineux au niveau des couver-
cles des boites. Les cultures sont éclairées 18 heures par jour.

Les cultures sont placées dans des piéces thermorégulées
automatiquement. La température utilisée est de 23°C ,jour et

nuit.

D) CARACTERISTIQUES DES SOURCES LUMINEUSES

Lt'énergie lumineuse est fournie par des tubes "Osram -
40 w 15 , lumiére du jour" et la quantité d'énergie regue par les
colonies tissulaires est voisine de 19000 Erg,cm-a.s—1. l'énergie
est mesurée a l'aide d'une thermopile "Philips DC micrometer PM
2436,

Pour l'entretien des colonies tissulaires,ct dans la suite de nos
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FIGURE 8 : - Répartition spectrale des tubes " Osram - 40 W 15 ,

lumiére du jour (DUBOIS, 1980).
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FIGURE 9 : - Répartition spectrale des tubes " Sylvania - Lo w,

gro-lux (document Sylvania France).
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expériences, nous avons utilisé ce type de source lumineuse dont

la répartition spectrale s'étale de 400 & 700 nm (Figure 8 ). Nous

avons également soumis les colonies tissulaires a l'acticn des

lampes fluorescentes "Sylvania - 40 w, gro-lux". La répartition

spectrale de ce genre de lampe, au plus fort pourcentage d'émi-

ssion, se situe dans le bleu ( Ade 430 & 490 nm) et le rouge

( Ade 630 & 700 nm) .(Figure 9). L'énergie lumineuse regue par les

-

-1

colonies tissulaires,est de 1l'ordre de 16C00 Erg.cm-a.é .

Les caractéristiques des diverses lumiéres monochromatiques

sont données dans le tableau ci-dessocus :

ENERGIE LONGUEUR D'ONDE
" LUMIERE FILTRE (Brg.em™2s™") (om)
BLEUE ROHM et FALS 4600 440
VERTE ROHM et ILiAS 1880 525
ROUGE ROHM et HAAS 25000 665
ROUGE LOINTAIN | INTERVEX I 12000 729

interférenciel

Tableau 2 : - Caractéristioues des lumiéres monochromaticues. Les

quantités d'énercie lumineuse sant mesurées contre les

filtres.
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E) EXTRACTION ET PURIFICATION DES ANTHOCYANINES

1) Extraction totale

Les extractions sont réalisées en présence de méthanol a
froid (5°C) exempt de trace d'acétone, et renferment 0,1 %
d'acide chlorhydrique. Les colonies tissulaires sont retirées des
tubes ou des boltes de Pétri, puis essuyées soigneusement de
fagon a enlever le milieu gélosé pouvant adhérer aux cellules.

Aprés détermination des poids de matiére fraiche, les
colonies tissulaires sont mises 2 macérer dans le solvant pendant
48 heures et a basse température (BILLOT, 1965).7

Pour obtenir une extraction totale, les cellules sont
séparées de la solution rouge obtenue et broyées en présence de
quelques millilitres de solvant. L'extraction est ainsi totale.

Les extraits réunis sont filtrés puis centrifugés (100C0

t.mn_1 pendant 15 minutes).

2) Purification des extraits totaux

Suivant les conditions de culture, les colonies tissulaires
contiennent plus oﬁ moins d'eau. Aprés le broyage des colonies,
la libération d'eau dans les extraits entraine une dilution,
donc une erreur possible au niveau du dosage spectrophotométrique
Dans le but d'éliminer l'eau et d'isoler les anthocyanines ,
les extraits totaux sont traités a l'acétate de plomb (500 mg

pour 50 ml d'extrait brut).
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Les anthocyanines donnent un précipité bleu- vert.
Aprés centrifugation (5000 t.mn” pendant 15 minutes), le sur-
nageant est éliminé, le culot de centrifugation séché puis
repris par un volume de méthanol a 0,1 % d'acide chlorhydrique
V . ml d'extrait

de faqon a ce que le rapport P--:—é;aameg—a-e-—-c-slaai-e-g soit

N

égal a 10.

Une seconde centrifugation est nécessaire pour éliminer
le précipité blanc de chlorure de plomb.

Cette méthode rapide de purification,n'altére pas les
anthocyanines et n'occasionne pas de déplacement du maximunm

d'absorption.

F) MESURES SPECTROPHOTOMETRIQUES

Les mesures de densité optique sont réalisées sur les
extraits totaux et les extraits purifiés (specirophotometre
LERES S 67 Schneider - cuve en quartz 10 mm. QS5 82). Pour les
extraits totaux, les densités optiques sont mesurées en fonction

des différentes longueurs d'onde,des UV & 700 nm. Pour les

dosages des anthocyanines (extraits purifiés), les densités
optiques sont mesurées a 527 nm.

Les mesures spectrophotométriques a 527 nm; sont

réalisées a température ambiante, aussit8t aprés les extractions

G) EXPRESSION DES RESULTATS

Pour chague expérience, les poids de matidre fraiche et

les poids de matieére séche ainsi que les densités optiques sont
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déterminés & partir du troisiéme passage.

Aprés chacun des trois passagessuivants, les poids moyens
de matiére fraiche et de matiére séche, sont établis & partir de
douze colonies tissulaires. Les résultats finaux sont calculés en
faisant la moyenne des valeurs obtenues aprés chacun des trois
passages.

Les anthocyanines sont dosées aprés chaque passage. Elles
sont extraites & partir des colonies tissulaires utilisées pour la
détermination du poids moyen de matiére fraiche. La densité optique
moyenne est obtenue a partir de trois dosages spectrophotométriques
a 527 nm.

Pour établir les valeurs témoins de poids moyens de matiére
fraiche et de matiére séche ainsi que les valeurs témoins de den-
sité optique, nous avons pris en considération les résultats obte-
nus quand les colonies tissulaires ont proliféré en bolte de Pétri

sur le milieu de base additionné d'ANA (10-6 g:ml-q), de 6 BAP

6 1

(5.107° g.m1™'), de L* glutamine (50 mg.l-1), d'hydrolysat de

caséine (150 mg.l_1) et de saccharose (30 g.l-1) ou de glucose
(50 g.1~").

Les densités optiques obtenues aprés dosages des anthocya-
nines contenues dans les colonies tissulaires, pourront &tre égale=-
ment comparées a la densité optique d'un extrait de feuille de

chou rouge. Les extractions sont réalisées de fagon & ce que le
rapport V.ml de solvant / P.grammes de matiére fraiche - soit

égal & 10. Les densités optiques des extraits purifiés sont

mesurées a 527 nm. La densité optique moyenne obtenue est de 6,8.
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H) DOSAGES DES NITRATES

Les nitrates ont été dosés dans le milieu gélosé par
une méthode qui repose sur la réduction quantitative des nitrates
en nitrites (YOUNG, 1973 ); ces derniers sont dosables par
colorimétrie a 540 nm aprés développement d'une couleur rouge
en présence des réactifs composés de : 0,2 % de sulfanilamide
pour 100 ml d'acide chlorhydrique 6 N (réactif I) et 582 nmg de
N-1 naphtyéthyléne-diamine-dihydrochloride pour 100 ml d'ezu
distillée (réactif II).

Protocole

On établit une courbe étalon. A cet effet on introduit
succéssivement dans une série de tubes
Tubes 1 IT I1I v v VI
ml solution 1

mére & 0,1 pl.ml” Q 0,2 0,4 0,6 0,8 1
de nitrate de Na

2,0 (al) 2 1,8 1,6 1,4 1,2 1
Réactif I (ml) 1 1 1 1 1 1
Réactif I (ml) - 1 1 1 1 1 1
Equivalent NOB‘ 0 0,02 0,0k ¢c,06 0,08 0,1

Aprés avoir prélevé les colonies tissulaires des boltes
de Pétri, on recueille les milieux gélosés qui sont placés dans
des tubes et mis au bain-marie. Aprés dilution, 1 ml de chaque
échantillon est prélevé. A chaque fraction on ajoute 2 ml de
NH4OH 2,2 N et environ 30 mg de poudre de zinc. Les tubes sont

vigoursusement agités pendant trois minutes.
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Le zinc ést éliminé par filtration et des fractions de
1.ml ou 0,5 ml sont prélevées pour déterminer la quantité de
nitrites. Les réactifs I et II et de l'eau distillée sont ajoutés
pour obtenir un volume final de 4 ml.

Avant tout dosage, il est vérifié initialement s'il y a

ou non présence de nitrites dans le milieu de culture.

IDENTIFICATION DES ANTHOCYANINES.

1) Extraction totale.

Les colonies tissulaires sont stées des boites de Pétri
et débarrassées du milieu gélosé adhérer a leur surface. Des
feuilles de chou rouge constituant le matériel témoin, sont soi-
gneusement lavées avant l'extraction. )

Aprés dilacération de ces deux échantillons, une premiére
extraction est réalisée a l'éther de pétrole, solvant non polaire
qui permet d'éliminer les''graisses", les chlorophylles &tc ....
Cependant, cette extraction ne doit é&tre trop poussée afin de ne
pas entrainer les flavonoides (RIBEREAU-GAYON, 1968). L'éther
de pétrole est ensuite éliminé et les tissus sont séchés entre
deux feuilles de papier filtre. Vingt grammes de colonies tissu-
laires ou dix grammes de feuille de chou rouge sont broyés dans
une solution aqueuse d'acide chlorhydrique & 0,1 %. Les tissus
broyés sont épuisés & plusieurs reprises avec quelques milli-
litres de solvant de fagon a ce que les extractions soient

totales.




\D)

~) «—————— Solution hydrolysde

Figure 10 : Dispositif utilisé pour l'extraction de l'aglycone

aprés hydrolyse acide des anthécyanes
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2) Purification des extraits.

Les extraits totaux sont filtrés puis centrifugés (10000
tours.mn-1 pendant 30 minutes). Les extraits aqueux sont ensuite
agités en présence d'un égal volume d'ether éthylique. Apreés
séparation des deux phases, la phase aqueuse contenant les
anthocyanines est séparée de la phase organique. Cette opération
est renouvelée trois fois. Les volumes finaux des extraits
aqueux purifiés sont évaporés sous vide. La densité optique de

chaque extrait est ensuite ajustée a 2.

3) Hydrolyse acide.

Pour libérer les aglycones, il faut rompre les liaisons
- é -0 - é - contractées avec les sucres ou les hétérosides.
Une hydrolyse acide de la phase aqueuse est conduite en milieu
HC1l 2N pendant 30 minutes au bain marie & 100° C. .

L'extraction des aglycones est effectuée avec un solvant
non miscible : l'alcool isoamylique, en utilisant le dispositif

de la figure 10 . La phase organique retient les aglycones et

se colore en rouge foncé.

4) Oxydation & l'eau oxygénée.

Cette méthode a permis & HARBORNE (1964) d'isoler des
glucides acylés .et de montrer que ces derniers sont fixés en
position 3 de l'aglycone.

Avant de procéder a l'oxydation & 1l'eau oxygénée, les
anthocyanines des feuilles de chou rouge et des colonies tissu-

laires sont extraites dans de l'eau. Les extraits purifiés sont
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ensuite évapérés sous vide. Cing milligrammes de chaque extrait
sont prélevés et dissous dans un millilitre de méthanol. L'oxy-
dation est réalisée en ajoutant 200 41 d'eau oxygénée & 30 %

& chaque solution. Les solutions ainsi cbtenues sont maintenues
4 heures & température ambiante. L'excés d'eau oxygénée est
éliminé en ajoutant quelques milligrammes de poudre de paladium.
On ajoute ensuite 250 41 de NHAOH (d{: 0,88) et 24 heures apres,
on chauffe les solutions au bain marie pour chasser l'exces

d'ammoniaque. Les solutions obtenues sont utilisées directement

pour l'identification en chromatographie.

5) Chromatographies

Pour les sépérations, nous avons utilisé la technique de
éhromatographie descendante sur papier Whatman n°® 1. Suivant la
nature des extraits ﬁous avons employé différen£s solvants.

La séparation des anthocyanines est obtenue en utilisant
le butanol acétique (BAW : butanol - 1 -, acide acétique, eau :
4:1:5V/V ) ou le butanol HCL 2 N ( 1 : 1 V/V), conmme |
solvants.

Pour 1l'identification de l'aglycone,nous avons utilisé
lelBAw et le Forestal (acide acétique, eau , acide chlorhydrique
concentré - 300 / 100 / 30 ).

Les produits obtenus aprés oxydation & l'eau oxygénée
des anthocyaninéé, sont chromatographiés avec le BaY ou le

phénol saturé d'eau.
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J) UTILISATION DE LA MICROSONDE MOLE A EFFET RAMAN

Pour cette étude, nous avons utilisé le spectrométre
réalisé par DELHAYE et DHAMELINCOURT et commercialisé par la
société I1.8.A. JOBIN-YVON.

L'excitatior in situ des molécules sans préparation
spéciale de l'échantillon est obtenue par focalisation d'un
faisceau laser sur une cellule par l'intermédiaire d'un micro-~
scope optique classique. L'objectif du microscope sert d'une
part a focaliser le faisceau laser en un point précis de 1l'échan-
tillon et d'autre part a recueillir la lumiére rétro-diffusée par
effet Raman. Le point d'impact du faisceau laser est de un micron
carré environ. Le systéme de détection est un photomultiplicateur
relié 4 un amplificateur de courant continu (ou & un compteur de
photons) couplé a un enregistreur A plume qui donne le spectre
du composé présent dans l'échantillon au point d'impact du fai-
sceau laser. Ce mode d'éclairement est dit ponctuel (Figure 11

La radiation monochromatique émise par un laser (exci-
tatrice) peut &tre focalisée sur un trés petit volume de la .
cellule. L'analyse de. la lumiére diffusée par le volume irradié
permet l'identification et la localisation des différents édi-
fices polyatomiques présents dans ce volume. Cependant, il est
possible de défocaliser le faisceau laser de fagon & ce que son
point d'impact sur l'échantillon soit plus large ( de 10 a 100
microns de diamétre). |

L'excitation in situ des anthocyanines et des caroté-

notdes et les spectres Raman sont enregistrés sur la microsonde
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MOLE & effet Raman, avec une excitatrice de longueur d‘'onde

} = 488 nm - d'un laser & argonm ionisé "Spectra physic 164.C.".
Pour cette étude, les cellules ayant accumulé des antho-

cyanines, sont prélevées au hasard a la surface des colonies

tissulaires agées de 7 ou 14 jours. Ces colonies tissulaires

ont proliféré sur le milieu de base additionné de saccharose

6 6 1

(30 g.1-1),d'ANA (107 g.ml-q) et de 6 BAP (5.10 "z.ml™ ) et

dans les conditions suivantes : température- 23°C , photopériode

18 ¢ 6 , quantité d'énergie lumineuse - 19000 Erg.cm-a.s-1.

Les essais préliminaires d'excitation in situ ont permis
de constater que les anthocyanines fuient le faisceau laser
lorsque celui-ci, focalisé en point précis de la cellule, pro-
voque un effet thermique important. Pour effectuer les micro=
analyses in situ, il a é&té nécessaire d'élargir le point d'impact

- .
du faisceau laser de fagon a minimiser l'énergie d'irradiation
des anthocyanines sous l'excitatrice. La surface du point
d'impact du faisceau laser est de vingt microns carrés.

Nous avons également réalisé des enregistrements de
spectres Raman de la rubrobrassicine en solution aqueuse a pH 1,
Pour cette analyse, les extractions sont réalisées a partir des
cellules anthocyaniques situées a la surface des colonies tissu-
laires sur lesquelles nous avions au préalable prélevé des
cellules pour effectuer les différentes microanalyses in situ
avec la microsonde MOLE a effet Raman.

Les spectres témcins gui nous ont été procurés par MERLIN

(1983) et STATOUA (1982), sont obtenus & partir de la malvidine




- 38 -

3,5 diglucoside en solution aqueuse & pH 1 et & pH 6 et de
cyanine chlorid en solution aqueuse a pH 1.

Les spectres Raman des solutions ont été obtenus a
l'aide d'un spectrométre triple monochromateur " DILOR RT

30",
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RESULTATS et DISCUSSION

PREMIERE PARTIE

LA CULTURE IN VITRO DES TISSUS DE FEUILLES DE CHOU ROUGE

A) INFLUENCE DU LIEU DE PKuLEVEMENT DES EXPLANTATS ET ROLE DES

REGULATEUES D& CROISSANCE

En cultivant des fragments de feuilles sur milieu solide
nous avons constaté que c'est le bord de l'explantat au contact
du milieu qui prolifére‘pdur donner une protubérance dure,
compacte et généralement chlorophyllienne. Ces observations
confirment les résultats obtenus par TOPONI (1963) en cultivant

des fragments de feuilles de chou rouge (Brassica oleracea L. var

Capitata L.).

"En outre, comme TOPONI (1963) et VASSEUR (1978), nous
observons que l'Zge des feuilles et le lieu de prélévement des
explantats sont deux facteurs qui influent de fagon importante
sur la prolifération. De mé&me, la nature des tissus joue un réle
prépondéraht car ce sont les fragments renfermant des nervures
secondaires prélevés dans la région basale des feuilles moyennes
qui proliférent le mieux.

L'étude de l'action des régulateurs de croissance sur la
_pfolifération des explantats repiqués en présence des éléments
nutritifs de la solution de MURASHIGE et SKOOG et de sacqharose

(30 g,l-1), nous montre que la 6 BAP et la kinétine associées
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BLANCHATRES

FRAGMENT DE FEUILLE AVEC
NERVURE SECONDAIRE.

GELOSE.
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CAL CHLOROPHYLLIEN
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(B) FRAGMENT DE FEUILLE AVEC

NERVURE SECONDAIRE.

AMAS CELLULAIRES
BLANCHATRES

Figure 12 - Origine des amas cellullaires blanchitres et friables

sur des fragments foliaires mis en culture sur le milieu
de MURASHIGE et SKOOG additionné d4'ANA (5.10‘6 g.ml-1),
@ de 6 BAP (1077 g.ml-1) et de saccharose (30 g.l-1).
- (A) - Explantat ensemencé verticalement , enfoncé de
moitié dans le milieu de culture.

- (B) - Explantat ensemencé horizontalement sur le milieu

de culture.
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2,4 D ou & 1'ANA favorisent la prolifération du cal.Conjuguées a
1'AIA ou a l'acide B naphthoxyacétique, les cytokinines diminuent
ou inhibent la rhizogenese, quand elles sont utilisées a fortes
doses; la 6 BAP ayant une action inhibitrice plus grande que
celle de la kinétine (MORINVILLE, 1979).

Quand les explantats sont repiqués en présence d'ANA

(5.10'6

g.ml-1) et de 6 BAP ('IO“5 g.ml-1), nous constatons que
les cals non rhizogénes, chlorophylliens,durs et compacts sont
recouverts d'amas cellulaires beaucoup plus friables. Ces amas
cellulaires sont toujours situés hors du milieu de culture
(Figure 12 ).

Des résultats similaires sont obtenus en repiquant les
fragments de feuilles en présence de macro-éléments de la
solution de MARGARA,.des oligoéléments et des vitamines de la
solution de NITSCH et NITSCH et des mémes doses de régulateurs
de croissance et de sucre. Cependant, aprés quatre semaines de
culture, les c¢als non rhi;ogénes durs et compacts sont moins
noduleux et moins chlorophylliens. En outre, les amas cellulaires
plus friables qui se développent sur les cals sont plus nombreux
et sont parfois ponctués d'anthocyanines.

Les amas cellulaires repiqués sur les mémes milieux,
n'ont pu proliférer.

Les essais préliminaires concernant l'étude de l'infuence
de la concentration en saccharose sur la croissance des fragments
~de feuilles, nous ont procuré des résultats trés variables quand

les explantats sont repiqués verticalement de moitié dans le
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Figure 13 : - Influence de la concentration en saccharose sur la
croissance des fragments de feuilles ensemencés
horizontalement sur le milieu de culture.
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Figure 44 : - Pourcentage en eau par explantat en fonction de la

concentration en saccharose.
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milieu de culture. Par contre, si les fragments de feuilles
sont ensemencés horizontalement & la surface du milieu gélosé,
les résultats sont plus homogeénes; c'est pourquoi nous avons
choisi ce mode d'ensemencement.

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SACCHAROSE SUk LA CROISSANCE
DES FRAGMENTS DE FEUILLES.

Les fragments de feuilles sont ensemencés sur milieu
gélosé additionné des macro~éléments de la solution de MARGARA,
des oligoéléments et des vitamines de la solution de NITSCH et

6 2 g.ml-1) et de

NITSCH, d'ANA (5.10"C g.ml™'), de 6 BAP (10~
saccharose (de 0 a 60 g.l~1).

Aprés quatre semaines de culture, nous avons évalué la
croissance des explantats pour chaque condition.

Les explantats ne peuvent proliférer en l'abscence de
saccharose. Pour des concentrations faibles en sucre (5 et 10
g.l-w), le poids moyen de substance fraiche augmente, alors
qu'il diminue pour des concentrations supérieures. Le poids de
substance séche est d'autant plus élevé gque la concentration en
saccharose est forte (Figure 13 ).

La prolifération aprés quatre semaines de culture, est
relativement faible. Les différences de poids sont surtout dues
a4 une entrée ou une sortie d'eau (fortes doses de saccharose) des

des fragments de feuilles. Ce qui se confirme lorsqu'on examine

la courbe traduisant le pourcentage d'eau des explantats (Figure

o).
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Toutefois, il est intéressaht de noter que c'est en
présence de 10 grammes par litre de saccharose que nous avons
un poids de matiére fraiche et un pourcentage en eau optimal et
que se développent le plus abondamment les amas cellulaires

friables sur les cals compacts et chlorophylliens.

Pour cette concentration en saccharose, les amas cellu-

laires sont dépourvus d'anthocyanines.

S A S S
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DEUXIEME PARTIE

ISOLEMENT DES COLONIES TISSULAIRES ET ETUDE DE LA CROISSANCE

A) ISOLEMENT DES COLONIES TISSULAIRES

Les cals chlorophylliens présentant des amas cellulaires
friables a leur surface quand les fragments de feuilles sont
ensemencés sur le milieu de MARGARA et de NITSCH et NITSCH
additionné de 6 BAP (10~ g.ml_1), d*ANA (5.10‘6 g.ml-q) et de
saccharose (10 g.l-1), sont découpés puis placés sur le méme
milieu. Aprés quelques jours de culture, nous constatons que
seuls les amas cellulaires proliférent.

Nous avons séparé les amas cellulaires friables de 1la
partie compacte et chlorophyllienne des cals pour les repiquer
sur le mé&me milieu. Ces amas proliférent et apreés quinze jours,
atteignent les parois du tube de culture ~ que le milieu soit
additionné de glucose (10 ou 40 g.l-1) ou de saccharose (10 ou
30 g.l-q) (Figure 15 ).

B) ETUDE DE LA CROISSANCE DE COLONIES NON PRODUCTRICES
D'ANTHOCYANES.

1) Action conjuguée de 1'ANA et de la 6 BAP

L'étude préliminaire de la croissance des colonies
tissulaires, nous permet de constater gqu'elles se nécrosent
quand il n'y a pas de régulateurs de croissance dans le milieu
de culture. Par contre, la croissance est optimale en présence

=1 1

de 5.107° g.ml  dec 5 BAD et 1078 g.ul”  G'ANA.
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A =~ Colonies tissulaires éclairées 18 heures par jour
B - Colonies placées & l'obscurité
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2) Influence du saccharose et du glucose

Pour étudier l'infuence de la teneur en sucre, nous avons
utilisé le saccharose ou le glucose a des doses variant de O a
80 g.l‘1.

Les colonies sont éclairées 18 heures par jour et
regoivent une énergie lumineuse voisine de 8000 Erg.cm-a.s'q, ou
sont placées a 1'obscurité.

Aprés quatorze jours de culture, la croissance est opti-
male pour 30 g.l-1 de saccharose et 40 g.l—1 de glucose et
meilleure pour pour les cultures réalisées & la lumiére. Les
colonies tissulaires ne peuvent proliferer sur un milieu dépourvu
de sucre. De plus, le saccharose est plus favorable a la
croissance que le glucose (Figure 16 ).

Il est intéressant de noter que les colonies tissulaires
peuvent se développer en présence de fortes concentrations de
saccharose et de glucose. Les conditions d'éclairement de culture
influencent la croissance des colonies tissulaires et jouent
également un rdle sur la pigmentation. Sous l'action de la
lumiére, les colonies sont légérement chlorophylliennes, mais &

l'obscurité elles sont totalement dépourvues de pigments

(Planche 1 ).

3) Influence de la LV glutamine.

Au milieu contenant 30 g.l_1 de saccharose, de 1'ANA
-6 6

(10 g.ml-1) et de la 6 BAP (5.10° g.ml-1), nous avons ajouté

de la L* glutamine a des concentrations variant de O & 4Q0 mg.1”]
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Figure 17 : - Influence de la concentration en Lt glutamine sur la

croissance des colonies tissulaires repiquées sur le

milieu de base additionné de 6 BAP (5.‘IO"6 1),

6

g.ml”
d'ANA (107 g.ml_z) et de saccharose (30 g.l-1).
—————i Poids moyen de matiére fraiche.

Poids moyen de matiére séche.

Les mesures sont effectuées aprés quatorze jours de

culture.
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La LV glutamine est stérilisée aprés misé en solution,
par filtration sur membrane d'ester de cellulose (Millipore)
retenant les particules d'un diamétre supérieur a 0,45 ¥m. Elle
est ensuite répartie aseptiquement dans les milieux préalablement
stérilisés a l'autoclave.

Aprés quatorze jours de culture, la croissance est

1

optimale pour 50 mg.l = de Lt glutamine i nous comparons les

résultats & ceux obtenus quand les colonies tissulaires sont
+

p -1
repiquées sur le milieu de base additionné de 100 mg.l de L

glutamine (Figure 17 ).

oSS S S S




Planche 2 :

YS\'»%
\.\ L\,L

- Colonie tissulaire ZAgée de quatorze jours et ayant
été repiquée sur le milieu de base additionné de

saccharose (30 g.l-1) et éclairée 18 heures par jour

).

(19000 Erg.cm-a.s
On observe une formation d'anthocyanes dans la partie

supérieure de la colonie.
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TROISIEME PARTIE

ETUDE DE L'ELABORATION D'ANTHOCYANES PAR LES COLONIES TISSULAIRES

A) INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE

Les cellules situées & la surface des colonies tissulaires
et les plus éloignées du milieu de culture élaborent des antho-
cyanes. Cette synthése steffectue lorsque les colonies tissu-
laires repiquées sur le milieu contenant les macro-éléments de la
solution de MARGARA, les oligoéléments et les vitamines de 1la

~ solution de NITSCH et NITSCH, de l'hydrolysat de caséine (150
mg.l-1), de la L' glutamine (50 mg.l-1), de 1'ANA (10'6 g.ml_1),

de la 6 BAP (5.10'6

g.ml-j) et du saccharose ou du glucose (&&
30 & 60 g.1-1), regoivent une importante quantité de lumiére
(19000 Erg.cm—2.5-1) pendant 18 heures par jour (Planche 2 );

aussi avons-nous conservé ces conditions de culture pour suivre

1'évolution de la synthése d'anthocyanes au cours du temps.

1) Evolution de la teneur en anthocyanes.

Les colonies tissulaires sont repiquées en tubes et
placées dans les conditions qui permettent d‘'obtenir 1l'optimum
de croissance aprés quatorze jours de culture (photopériode 18 : é:
température de 2350, glucose - 40 g.l-1 ou saccharose - 30 g-l-1)
Apreés 13;‘17, 21, 25 et 29 jours de culture, les pigments
sont extraits 5 partir de 10 g de matiére fraiche dans 50 ml de

méthanol a 0,1 % d'acide chlorhydrique.

Les spectres d'absorption des extraits totaux présentent

trois maxima d'absorption pour les longueurs d'onde A:= 397 nm,
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- Spectres d'absorption dans le méthanol a 0,1 % d'acide
chlorhydrique. Les extractions sont réalisées apres

A -13, B=-17, C = 25, D = 29 jours de culture a partir
de colonies tissulaires repiquées en tubes sur le milieu
de base additionné de saccharose (30 g.l_1) - A - ou

de glucose (40 g.l-1) - B - et tel que le rapport

V . ml de solvant / P . grammes de matiére fraiche

soit égal a 5.
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A= 527 nm et A= 660 nm, quels que soient la concentration en
sucre et le temps de culture (Figure 18).

Le pic 4 660 nm est représentatif des chlorophylles,
celui a 527 nm des anthocyanines et celui de longueur d'onde
comprise entre 360 et 420 nm de composés flavoniques (HARBORNE,
1957; BILLOT, 1969).

L'analyse spectrophotométrique des extraits totaux nous

permet de constater que les taux d'anthocyanines et de composés

flavoniques sont d'autant plus importants que le temps de
culture est plus long (Figure 18 ).

En outre, il apparait que l'azération joue un rdle treés
important puisque seules les cellules superficielles qui émergent
du milieu gélosé, accumulent le plus d'anthocyanines . -es cellules
au contact des parois des tubes sont dépourvues d'anthocyanines.
Cependant, dés qu'il se forme un espace entre le verre des tubes
et les cellules, celles-ci accumulent des pigments. De plus, nous
avons pu constater une certaine hétérogénéité dans la pigmentation
des colonies tissulaires aprés quatorze jours de culture. Dans
un méme lot de cultures placées dans les m&mes conditions (tous
ies tubes de culture sont placés face aux sources lumineuses)
certaines colonies tissulaires sont plus chlorophylliennes et
moins riches en anthocyanines et vice versaj;la quantité d'anthocya-

nines variant souvent trés largement d'une colonie & l'autre.

Dans le but d'étudier les conditions physiques et
chimiques nécessaires a l'accumulation des anthocyanines nous

avons considéré que ce mode de culture présente de nombreux
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inconvénients et nous impose d'une part de choisir les colonies
tissulaires afin que les dosages ne soient pas trop hétérogeénes
et d'autre part de prélever d'importantes quantités de cellules
pour réaliser les extractions quand les colonies tissulaires

ont accumulé trés peu d'anthocyanines.

2) Influence du récipient de culture.

L'élaboration des anthocyanines s'effectuant principa=-
lement au niveau des parties superficielles non immergées des
colonies tissulaires, nous avons cherché a améliorer la produc-
tion d'anthocyanines en repiquant les colonies tissulaires sur
le milieu de base, mais dans des récipients différents de
maniere a augmenter la surface disponible & l'étalement des
colonies qui accumulent des anthocyanines.

Pour cela; nous avons repiqué les colonies tissulaires
dans des fioles de Fourneau ou dans des erlenmeyers. Les

colonies ont proliféré mais nous n'avons constaté qu'une légére

amélioration de la biosynthése, certainement due & l'augmentation

de la surface cellulaire exposée & la lumiére.

Les colonies étant trés friables, nous les avons dila-

cérées & l'aide d'une spatule dans un récipient contenant quelques

millilitres de milieu nutritif. Apreés dilacération, la suspension

primaire ainsi obtenue, est filtrée stérilement puis les amas
cellulaires wont étalés dans des boites de Pétri en verre ou en
matiére plastique,contenant 30 ml de milieu nutritif gélasé. Ce

mode de culture a apporté de bons résultats et a permis d'amé-
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liorer la production d'anthocyanines par les cellules mais la
croissance est irréguliére. Cependant, l'accumulation des anthocya-
nines. est plus importante pour les colonies repiquées en boites

de Pétri en matiére plastique. Dans le cas des cultures en boites
de Pétri en verre, nous retrouvons dans la pigmentation, la méme

hétérogénéité que celle obtenue pour les cultures en tubes.

Pour les essais préliminaires, nous avons donc repiqué
les colonies tissulaires en boltes de Pétri en matieére plastique.
Nous avons également fait varier de un & sept, le nombre de
colonies ensemencées. Les conditions de culture, le milieu de
base, les concentrations et la nature des sucres et des régu-~
lateurs de croissance sont identiques a ceux utilisés pour les
cultures en tubes. Les extractions sont réalisées aprés quatorze
jours de culture.

Si nous évaluons le poids de matiére fraiche, nous
pouvons constater que la croissance des colonies tissulaires
diminue en fonction du nombre d'explantats repiqués. initialement.
et que le saccharose favorise la croissance a une concentration
inférieure a celle du glucose. (figure 19 ). Inversement, la teneur
en anthocyanines augmente en fonction du nombre de colonies
repiquées. A forte concentration, le glucose favorise
l'accumulation des';nfhocyanineé (Figure 19 ).

Quel que soit le nombre de colonies tissulaires ensemencées
en boites de Pétri en matiére plastique, il apparait que la .bio-

l'accumulation des anthocyanines est considérablement augmentée,
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De plus, il semble que la diminution de la croissance
favorise l'augmentation de la biosynthése des anthocyanines.

Pour la suite des expériences, nous avons choisi d'ense-
mencer six colonies fissulaires par bolte de Pétri. Ce choix est
défini en fonction de l'accumulation des anthocyanines et de 1la
croissance des colonies qui occupent la surface ‘de la boite

aprés seize jours de culture.

3) Influence de la température

Six colonies tissulaires sont repiquées par boilte de
Pétri sur le milieu de base additionné de glucose (40 g.l’j)
ou de saccharose (30 g.l-1). Cette expérience est conduite en
photopériode 18 : 6. La quantité d'énergie lumineuse regue par
les colonies est de 19G00 Erg.cm-a. 5-1. Les extractions sont
réalisées aprés quatorze jours de culture.

Nous avons fait varier la température de 15°C a 29°C.
Pour chaque condition, la température reste constante pendant
tout le temps de culture.

Quel que soit le sucre ajouté aux milieux de culture,
nous observons que l'accumulation des anthocyanines est d'autant
plus importante que la température est élevée, avec un optimum
a 23°C. Cependant, la biosynthése des: anthocyanines apparait
stable pour des températures comprises entre 23°C et 25°C. Les
températures supérieures & 25°C ralentissent considérablement

la biosynthése des anthocyanines (Figure 20).

Si nous nous référons aux poids moyens de matiére fraiche




Planche 3

.
.

- Colonies tissulaires agées de 14 jours, ayant été
repiquées en bolfte de Pétri en matiére plastique.
Les colonies tissulaires ont proliféré sur le milieu
de base additionné de saccharose (30 g.l‘q) et dans
les conditions standards (photopériode 18 : 3 R

énergie lumineuse - 19000 EJ:‘g.cm"Z.s-1 , température

- 23°C.
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la croissance des colonies est également d'autant plus impor-
tante que la température est élevée, avec un optimum & 27°C

pour les colonies repiquées en présence de glucose et un

optimum & 23°C pour les colonies repiquées en présence de saccha-
rose (Figure 20). Les températures supérieures a 27°C ne favo-
risent pas la croissance car les colonies tissulaires se nécro-

sent.

4) Analyse de quelques facteurs favorisant la synthése

des anthocyanines.

Les différences observées au niveau de l'accumulation
des anthocyanines par des colonies tissulaires repiquées en
tubes ou en boite de Pétri en matiére plastique, peuvent &tre
attribuées a diverses causes. Tout d'abord,il apparait que le
contact des cellules avec le milieu gélosé ou ie verre, inhibe
la biosynthése des anthocyanines. Des essais de culture sur
papier filtre imbibé de milieu nutritif, ont abouti 3 des résul-
tats similaires. Le fait de réduire la concentration en éléments
nutritifs d'origine minérale tout en conservant les concentrations
en sucres et en régulateurs de croissance, ne favorise que trés
peu la biosynthése des anthocyanines par les colonies repiquées
dans des récipients en verre. Outre l'effet de masse df au
nombre de colonies repiquées par boite de Pétri ern matiére en
matiére plastique, et l'augmentation de la surface cellulaire
(n'étant pas au contact du milieu gélosé) qui sont deux facteurs
favorisant l'accumulation des anthocyanines (Planche 3), nous

pensé que les variations de biosynthése peuvent &tre dues a
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la lumiére et plus spécialement a4 la réception de la lumiére
par les colonies tissulaires suivant la nature du récipient
de culture employé et la place de ce récipient par rapport a
la source lumineuse.

En effet, apres analyse spectrophotométrique de la
matiére plastique des boites de Pétri, il apparait que les
pourcentages de transmission de cette matiére, sont supérieurs
a ceux du verre des tubes. De 330 & 500 nm, le plastique nous
donne en moyenne 90 % de transmission alors que les pourcen-
tages de transmission du verre des tubes varient de 75 % a
85 % . Ces variations sont essentiellement dues & la couleur,
l'épaisseur et la forme arrondie du verre.

Les colonies tissulaires mises en culture en tubes ou
en boltes-de Pétri sont placées 4 égale distance de la source
lumineuse et regoivent la méme quantité d'énergie lumineuse
(19000 Erg. cm-a.s-q). L'augmentation de la teneur en antho-
cyanines pour les cultures en boiltes de Pétri, peut &tre attri- .
buée au fait que les colonies regoivent l'énergie lumineuse sur
toute leur surface puisqu'elles sont placées sous les rampes
lumineuses. Les colonies tissulaires repiquées en tubes ne
regoivent la méme quantité d'énergie lumineuse qu'au niveau
des cellules qui sont face a la source lumineuse.

De plus, sous l'action de la lumiére, les cellules

accumulent des sucres. Cependant, quelques différences sont

observées suivant le mode de culture.
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Planche 4 : = Cellules prélevées sur une colonie-tissulaire ayant été

repiquée en boite de Pétri en matiére plastique. On observe de nombreux
grains d'amidon mis en évidence & 1l'aide de la solution iodo-iodurée de

Lugol (Obj. x 10).

Planche 5 : - Cellules prélevées sur une colonie tissulaire ayant &té

répiquée en tube. Les cellules sont colorées par la solution iodo-iodurée
de Lugol (0Obj. x 10).

Les colonies tissulaires agées de 14 jours,ont proliféré sur le milieu de
base additionné de saccharose (30 g-l“1) et dans les conditions standards

(photopériode 18:5, énergie lumineuse 19000 Srg.cm L.s-q, température 23°C).
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L'observation des cellules gu microscope montre que
ltaccumulation d'amidon et d'anthocyanines est plus importante
dans les cellules superficielles des colonies tissulaires repi-
quées en boltes de Pétri en matiére plastique que dans celles
repiquées en tubes (Planches 4,5). Les cellules sous-jacentes des
colonies cultivées en tubes ou ¢n boltes de Pétri, n'accumulent
pas de telles quantités d'amidon et ne forment pas 4'anthocyanines
(Planche 6 ).

Au cours de nos expériences, nous avons eu besucoup de
difficultés pour doser les sucres totaux des colonies tissulaires
Nous pouvons attribuer ce fait a l'hétérogénéité de la répartition
des sucres dans les colonies et & la difficulté qu'il y a &
séparer les parties anthocyaniques des parties sous-jacentes des

colonies tissulaires.

Planche 6 : - Cellules prélevées dans la zone interne d'une colonie

tissulaire repiquée en boite de Pétri en matiére plastique. La coloration

des cellules est faite avec la solution iodo-iodurée de Lugol (Obj. x 10).




B)

Pour poursuivre nos exvériences, nous avons choisi de
reviquer les colonies tissulaires en bolites de Pétri en matieére
plastique, de fagon & avoir une bonne oxygénation, une augmen=-
tation de la surface cellulaire qui accumule les anthocyanineS'et

une bonne réception de l'énergie lumineuse au niveau des cellules.

Toutes nos expériences seront effectuées a 23°C, tempé-
rature a4 laquelle nous obtenons l'accumulation opbtimale d'anthocya-
nines par les colonies tissulaires reviquées sur le milieu de
base additionné de 6 BAP ( 5.10‘6 g.ml‘1 ), dTANA ( T g.m1“1)

et de glucose ou de saccharose.

Nous avons pu constater que la lumiére joue un rdle
important dans la biosynthése des anthocyanines.,ivant d'aborder
1'étude de 1l'influence des facteurs chimiques sur l'accunulation
desanthocyanine%nous avons soumis les colonies tissulaires a

l'action de divers types de lumiére.

INFLUENCE DES LUMIERES MOHNOCHROMATIQUES

Les colonies tissulaires sont reviaguées sur le milieu
de base additionné de glucose ( 40 g.l‘1 ) ou de saccharose
. -1
(30 g1 ).
En éclairant les colonies tissulaires 6, 12, 18 ou 24

heures par jour, avec la lumiére bleue (4600 Erg.cm-i.s-1

)9 la
lumiére rouge (25900 Erg.cm-a.s-1) ou la lumiére verte (1850

= -z _=1 . ‘ . .

Erg.cm .5 ), i1 n'y a aucune accumulation d'anthocyanines, pryn

vassage & l'autre, la croissance des colonies tissulaires est
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trés variable sSi nous nous référons aux poids moyens de matiére
fraiche et de matiére séche.

Hous avons alors soumis les colonies tissulaires & toute
une série de traitements pour vérifier si elles accumulent des
anthocyanines sous l'action de la lumiére rouge.

A cet effet, les colonies tissulaires sont mises en
culture dans les conditions standards vendant dix jours (tempé-

=1

rature : 23°C, éclairement :19000 Erg.cm—a.s (tubes Osram 40

W 15), photovériode 18 : 6 ), puis placées 48 heures a4 l'obscu-
rité avant d'effectuer les traitements a la lumiére rouge ( R )

et & la lumiére rouge lointain ( RL ) suivants :

Traitement R RL R/ RL RL /R

oo
emps 15 15 15 / 15 15 / 15

(minutes)

Aprés les différents traitements, les colanies tissu-
laires sont replacées a l'obscurité pendant 48 hevres avant
d'effectuer les dosages des anthocyanines.

Les valeurs témoins sont obtenues en dosant les anthocya-
nines des colonies tissulaires placées .dix jours dans les
conditions standards puis 96 heures & l'obscurité.

Nous n'avons constaté aucune amélioration de l'accumula-
tion des anthocyanines en utilisant uniquement la lumiére rouge
lointain ( RL ) ou consécutivement la lumiére rouge et la lumiére

rouge lointain ( R / RL ). Par contre, les traitements a la
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lumiére rouge ( R ) ou a la lumiére rouge lointain puis a la
lumiére rouge ( RL / R'), permettent d'obtenir une petite amélio=-
ration de la biosynthése des anthocyanines par les colonies
tissulaires replacées 48 heures a l'obscurité aprés les

traitements suivants: (Tableau 2 ).

Traitement
10 jours +
A Cbscurité R RL R / RL RL / R
(96 heures) 15 15 15 /15 15 /15
" ( minutes )
Densité S 11 0,87 0.7 0,91 0,69 0,74 0,96
ontique a
527 nm M G 1,7 1,3 1,1 1.25 0,97 1,04 1,3
Tableau 2 ¢ = Influence de la lumiére rouge sur l'accumulation des

anthocyanines par des colonies tissulaires repiquées sur le
. e - -1
milieu de base additionné de saccharcse ( 30 g.1” ') -§ -
-] G \ N . .
ou de glucose (40 g.1 ')- - . Aprés les divers traitements
a la lumiére rouge, les colonies tissul=zires sont placées 43
heures a l'obscurité avant d'effectuer les dosages des antho-
Cyanines
A - Colonies tissulaires ayant proliféré 14 jours dans les
conditions standards.
B - Colonies tissulaires avyant oroliféré 10 jours dans les
conditions standards.
‘*" lMoyenne des résultats obtenus avrés trois exmériences.
-~ Les extractions sont réalisées de telle sorte que le
rapvoort =V.ml de solvant / P.zgrammes de matiére frafche-

soit éegal & 10.




PECKET et HATHOUT BASSIM (1974) ont montré que le n pro-
panol et la kinétine favorisent l'accumulation des anthocyanines
chez des vlantules de chou rouge placées a l'obscurité ou préala-
‘blement soumises & l'action de la lumiére rouge et replacées ensuite
4 1l'obscurité. Ces auteurs montrent également que 1'EDTA active
la Siosynthése des anthocyanines.
Nous avons répété l'expérience précédente, mais en soumettant
les colonies tissulaires a ces diversés substances avant ou upnrés
'
les traitements a la lumiére rouge. Pour cette expérience, les
colonies tissulaires sont repiquées sur le milieu de base additionné

-1

de saccharose (30 z.1 '). Les'manipulations effectuées sont les

suivantes :

ies tisalriren aries de 10 jours . . ) . .
Colonies ti ri Colonics timsulnires agfes de 10 jours

. 244 . des 1c milieu de P D

eyant #té resniauces sur - ayant été repiquées sur le milieu de
itionné accharose .(30 #.17 ). s P -

base additionné de sac > -, base additionnd de saccharoze (30 .1 1)

éri 18 3- -
(phptgpcrxode s ! (photopériode 18 : 6)

Yncubation & llobscurité des colonies tifsulaircs Incubation & 1'obscurité des colonies tissulaires

: pendnnt 48 heures

pendant &8 hcures

Trempago des colonies tissulaires “TRAITEMEKT (minutes)

‘pendant 15 ninntes dans une solution stérile & R RL R/GRL KL /R
] 15 -15{45 15/15

. -1
« 41 % de n provanol et 30 g.l ~ de saccharose.

< 0,2 % dc kinétine et 30 g.l" de saccharose
) . ’ ~1 Trempage des colcenies tissulaires

« 1,5 nl§ de Haz EGTA et 30 g.l de saccharose R
l pendant 15 minutesn dans une solution stérile & :

-1
Repigquage des colonies tissulaires ~1%den propanal ¢t 30 g.17 " de saccharose

. PR -
cur leurs milieux d'origine = 0,2 i de kinétine et 30 .1 Ve saccharoce

1 - = 1.5 oM de Ka, EGTA et 30 5.1‘1 de saccharose

TRAITEVENT {minutes)
Repiquage des colonies tissulaires
R RL R/ RL XL/ R . .
5 15 15/15 15/45° sur leurs milicux d'origine

. Incubation i l'obscurité des colonies
Incubation A ltobscurité des colonies . .

: tissulaires pendant 48 heures
tissulaires nendant A8 heuree.

. l Extractions et dosages des anthocyanes
Extroctions et dosares des anthocyanes : .




Les essais préliminaires nous ont vermis de constater aue
le NaZEDTA est toiique pour les colonies tissulaires. Hous =vons
utilisé ltacide éthyléne-glycol-bis ( /3 amino éthvl éther) i,N'
tetra-acétique (EGTA) qui chélate le czlcium. 4 la solution
AG'EGTA ( 1,5 mM ) on ajoute de la soude pour obtenir une
solution de NaZEGTA a pH = 7. A cette solution est ajouté du
glucose ou du saccharose. Les solutions obtenues sont stérilisées
var filtrztion sur membrane d'ester de cellulose (Millivore)
retenant les varticules d'un diamétre inférieur a 0,45 4m, et
réparties asevtiocuement dans des fioles de Fourneau nréalablement
stérilisées a l'autoclave. Les solutions sucrées de n propanol et
de kinétine sont stérilisées suivant la méme technique.

" Les valeurs témoins sont obtenues en dosant les anthocvanes

des colonies tissulaires trzitées au n vroovs=nol, 2 la kinétine

ou au NaZEGTA et revlacées ensuite & l'obscurité nendant 48 heures

Les colonies tissulaires sont également mises en culture
en photopériode 18 :_g vendant cquatorze jours avrés avoir subi un
traitement initial au n propanol , & la kinétine ou au NaaEGTA.

Contrairement aux résultats obtenus par PECKET et HATHOUT
BASSIM, cette expérience nous vermet de constater d'une part que-
le n propanol et la kinétine ne favorisent pas la biosynthése des

anthoc&aninéspar les colonies tissulaires revlacées & l'obscurité
sans traitement 4 la lumiére rouge et d'autre vart gqutun traitement

a la kinétine ow au n oropanol avant ou anrés avoir soumis les

]

by

colonies tissulaires a l'action de lz lumiére rouge lointain (RL)

¢

ou de la lumiére rouge et de la lumiére rouge lointain ( R / RL ),




Traitements

1& Es (: I) R RL R/RL RL/R

15 15 15/15 15/15

— 1,1 0,87 0,7 0,91 0,7 0,74 0,96

n pronanol 1,5 1,1 0,9 0,9 1,2 " 0,85 0,55 1,15
kinétine 1,3 0.9 0,7 0,7 0,98 0,72 0,7 0,9
Na, EGTA 0,7 0,55 0,46  O.44 0,46 0,4 0,43 0,4
Tableau 2. : —= Influence de la lumiére rouge sur l'accumulation des

anthocyanines par des colonies tissulaires revpicuées sur le milien de

-1

base additionné de saccharose (30 .1 ). Les colonies tissulaires

sont traitées au n propancl, & la kinétine ou au Na _ EGTA avant

2

d'étre soumises a l'action de la lumiére rouge.

Les densités ovtigues 3 527 nm sont mesurées aorés avoir extrait les

anthocyanes des :

A

colonies tissulaires avant proliféré 14 jours dans les éonditions
standards avec ou sans traitement initial au n ovrovpanol, a la
kinétine ou au NaaEGTA.

colonies tissulaires ayant proliféré 10 jours dans les conditions
standards avec ou sans traitement initizl au n propanocl, & la
kinétine ou au NaZEGTA.

colonies tissulaires awvant proliféré 10 ijours dars les conditinns
standards avec ou sans traitement initial an n vnrovancl, a la
kinétine ou au NaZEGTA et replacées ensuite pendant 96 henres a
l'obscurité.

colonies tissulaires ayant proliféré 10 jours dars les conditions
standards et ayant subi les traitements au n provanol, a la
kinétine ou au NaaEGTA vendant la période d'incubation a 1l'cbs-
curité .

Les extractions sont réalisées de telle sorte gue le ravport

- V. ml de solvant / P. grammes de matiére frafche - soit éesl

é 10.

Moyenne des résultats ohtenus avrés trois expériences.
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ne permet pas d'inhiber l'action de ces lumiéres (Tableau 3).

Des substances telles que le n propanol et la kinétine qui
peuvent accroitre la perméabilité membranaire ( PECKET et HATHOUT
BASSIM, 1974), favorisent également la biosynthése des anthocya-
nines si les colonies tiséﬁlaires sont soumises & l'action de la
lumiére rouge ( R et RL / R ). L'accumulation des anthocyanines
est cependant beaucoup plus importante guand les colonies tissu-
laires sont traitées initialement a la kinétine ou au n propanol
et placées ensuite quatorze jours dans les conditions standards
(photopériode 18 : 6 et lumiére blanche). Dans tous lés cas, le
Na2 EGTA ralentit considérableﬁent lé biosynthése des anthocyaniﬁes

Lg fait de soumettre les colonies tissulaires a ltaction
de la lumiére rouge avant.d'effectuer les traitements & la kiné-
tine, au n propanol ou au Na2 EGTA , ne permet pas d'obtenir une
amélioration des résultats.

PECKET et HATHOUT BASSIM avaient constaté que la biosyntheése
des an?pqqyanines par,deS‘plantules de.chou rouge, est sensible &
l'action de la lumiére rouge et rouge lointain. Des résultats
similaires sont_obtenus avec les colonies tissulaires mais les
augmentations de l'accumulation des anthocyanines,restent faibles.
En outre, l'action de la lumiére rouge ou de la lumiére/blanche
" peut &tre renforcée par celle de composés qui augmentent la perméa~
bilité meﬁbranaire. La sensibilité des colonies tissulaires & la
lumiére rouge, laisse supposer que le phytochrome est actif dans
le contrdle de ia biosynthése des anthocyanines. Ce contrSle ne
dépend pas d'un temps d'éclairement trés long en lumiére rouge

mais d'une durée d'incubation des colonies tissulaires a l'obscurité.




C)

D)
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avant et aprés le traitement & la lumiére rouge. En outre, il

nous est difficile de définir avec exactitude le rdle du NaZEGTA;

INFLUENCE DE LA LUMIERE FOURNIE PAR LES TUBES "GRO LUXY.

Par rapport aux tubes"Osram 40 W 15"(lumiére blanche),
les tubes "Gro lux 40 W" dont la répartition spectrale aux plus
forts pourcentages d'émmission, se situe dans le bleu et le rouge
ne permettent pas d'améliorer l'accumulation des anthocyanines
quelle que soit la photopériode utilisée.

Au cours de ces expériences; nous avons pu constater que
les sucres Jjouent un rdle essentiel dans la biosynthése des antho-
cyanines et que la lumiére est indispensable pour que cette bio~
synthése s'effectue. Pour la suite de nos expériences, nous avons
étudié simultanément l'influence de la lumiére blanche (photo-
période et intensité de 1l'éclairement et 1l'influence de la
nutrition carbonée sur la croissance des colonies tissulaires et

1'élaboration des anthocyanines.

INFLUENCE DU TEMPS DE CULTURE ET DE LA PHOTOPERIODE.

Les cultures en tubes ne nous ayant pas permis de suivre
simultanément 1'évolution de l'accumulation des anthocyanines et
la croissance des colonies tissulaires au cours du temps, nous
avons donc étudié ce phénoméne'lorsque les colonies sont
repiquées eﬁ bolftes de Pétri.

Par ailleurs,la relation synthése d'anthocyanines - lumiére étant

extremement nette, il nous a paru intéressant de voir comment
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évoluent la croissance et 1l'accumulation des anthocyanines quand
les colonies sont soumises 2 différentes photopériodes.

A cet effet, les colonies tissulaires reviquées sur le
milieu de base additionné de glucose (40 g.l-1) ou de saccharcse
(30 g.l-1), sont éclairées 6, 12, 18 ou 24 heures par jour (19000

2 -1)

Erg.cm .S ou vlacées & l'obscurité. Les mesures de poids de

matieére frafche et les extractions sont effectuées guand les colconies

~

tissulaires sont agées de 5, 3, 11, 14, 18 et 20 iours.

Poﬁr chaque vhotopériocde, nous pouvons observer les trois
phases de la croissance: la phase de latence, la phase exponen-
tielle et la'phase stationnaire.

phase de_latence

Cette phase s'opére généralement du premier au quatriémé
jour. Cependant, s@ivant la photopériode, la phase de latence
peut durer six jours.

phase expomentielle

La phase exponentieélle de croissance semble liée & 1la
nature des sucres et a la photopériode. Nous pouvons considérer
que cette phase s'achéve au quatorziéme jour de culture.

5i la synthéseAdes anthocyanines est treés liée i la phase
exponentielle de croissance, il ap?arait également que la photo-
période exerce une influence sur l'accumulation de-ces pisments
car leur biosyntheése est d'autant plus importante que le nombre
d'heures d'éclairement est grand (Figure 21 ).

— . — - —— —— ——— -

Lz phase stationnaire est donc fonction de la photopériode




. Photopériodes (h/j)
- 0:24 6:18 12012 18:6 24:0
A,45 1,36 1,32 1,25 1
14j B 2 25 27 28 29
C5,34 55,16 97,95 97,76 97,1
Saccharose 30g.]™ )
1,77 1,64 1,61 1,53 1,24
) 28 29 29 31 3
203) g, u1 98,23 98,19 97,97 97,25
0493 0,88 0,9 0,92 1
14 18 19 25 28 31,5
95,06 97,84 97,4kt 96,95 96,85
Glucose 40 g.l'l 1,3 1,2 1,15 1,05 1,3
20] 23 25 27 30 34
98,23 97,91 97,65 97,14 97,38

>
Tableau &4 : - Influence de la photopériode sur la croissance des colonies

tissulaires reviquées sur le milieu de base additionné de

saccharose (30 g.l_q) ou de glucose (40 g;.l.j). Les mesures

sont effectuées apres guatorze et vingt jours de culture.

A . Poids moyen de matiére fraiche (grammes)
B - Poids moyen de maticére séche

v C- Pourcentage en eau des cclonies tissulaires.

SoS A S S S

(milligammes)




Cette phase s'amorce moins vite lorsque les colonies sont placées

& l'obscurité. Du quatorziéme au vingtiéme jour de culture, la
photopériode exerce également une influence sur la biosynthése des
‘anthocyanines puisque cette derniére est d'une part trés ralentie

en photopériodes 6:{3 et 12:12 ot d'autre part trés intense en photo-
périodes 1816 et 24:6 quelle que soit la nature du sucre utilisé
(FPigure 21)..Aprés un premier passage & l'obscurité, les colonies

tissulaires n'accumulent plus d'anthocyanines,si elles sont replacées

dans les mémes conditions.

Aprés quatorze jours de culture, 1esvpoid8'moyené de
matiére seche sogt d'autant plus élevés que le temps d'éclairement
~est long. Corrélativement, le pourcentage en eau des colonies
diminue. En'utilisant:le gluéése & une concentration supérieure &
celle du saccharose, 1es,colonies tissulaires sont moins riches én_
eau mais elles accumulent plus d'anthocyanines.Au vingtiéme jour de
culture, nous pouvons observer que les poids moyens de matiére
séche sont plus importants. Cependant, si nous nous réferons aux
pourcentages en e;u, de nombreuses variations apparaissent en
fonction de 1la photopériode.(Tableau L ).

Le délai de quatorze jours de culture correspond en
général & la limite de la phase exponentielle de croissance .
Pour la suite de nos expériences, c'est aprés ce temps de culture
que nous comparerons les résultats.

La nature, la teneur en sucres et la photopériode
influencent la croissance des colonies tissulaires et la biosynthése

des, anthocyanines.En fonction des diverses photopériodes, nous avons

comparé les effets du saccharose & ceux du glucose lorsque ces




a 527 nm

DO

678 . 1212
Photopériodes (h/j)

Figure 22 : Influence de la concentration en saccharose et en glucose

et de la photopériode sur 1l'accumulation des anthocyanines

par des colonies tissulaires agées de quatorze jours.
?3\‘5‘
Uu;r @———g contenu anthocyanique des colonies repiquées sur

le mileu de base additionné de saccharose.

O~ ==~ -0 contenu anthocyanique des colonies repiquées sur

le milieu de base additionné de glucose.



E)

sucres sont utilisés aux mémes concentrations.

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SACCHAROSE ET EN GLUCOSE

1) En photopériodes O:EE, 6:{5, 12:12, 18:6 et 24:0

Nous avons fait varier les doses de saccharose et de
glucose de 0 a 60 g.l-1et les colonies tissulaires sont éclairées
6, 12, 18 et 24 heures par jour ou maintenues & l'obscurité. Les
extractions sont réalisées aprés quatorze jours de culture.

L'accumulation des anthocyanines 'augmente avec le nombre
d'heures d'éclairement et la concentration en saccharose. Avec le
glucose (de 30 a 60 g.l-1) les optimums de biosynthése sont
obtenus en photopériode 18 : g. Pour des doses plus faibles de ce
sucre (10 et 20 g.l-1), les résultats sont variables en fonction
de la photopériode.

Les colonies con;;amment éclairées, supportent mieux le
saccharose car elles ne se nécrosent pas en présence de fortes
doses de ce sucre.

En outre, a concentration égale en sucre, les différences de
teneur en anthocyanines restent faibles quel que soit le temps
d'éclairement journalier. A l'obscurité, les colonies tissulaires
sont totalement dépourvues d'anthocyanines quelles que soient la
nature et la concentration des sucres (Figure 22 ).

Si le critére de croissance est le poids moyen de matiére

fraiche, la croissance est d'une part optimale gquand les colonies

sont repiquées en présence de 30 g de saccharose ou 40 g de glucose




A
N

fﬁ \_) b
putl

e

N

)

Saccharose’ g.l'l
10 20 30 40 50 60
A 0,42 0,76 1 0,87 0,8 0,71
24:0|B 8 16 29 27 28 29
C 98,09 97,89 97,1 96,9 96,5 95,91
- 0,65 0,8 1,25 1,05 0,91 0,81
18:6 10 16 28 27 27 & 28
0
t _ 0,62 1 1932 1,13 1 0,95
g .12:12 10 17 24 28 28 27
é 98,38 98,3 98,18 97,52 97,2 97,15
r .
: _ 0,65 0,9 1,35 1,13 1 0,9
d 6:18 12 16 23 27 27 25
g 98,15 98,22 98,29 97,61 97,3 97,22
_a 0,65 1,04 1,42 1.3 144 1,34k
0:2 10 18 24 25 28,4 28
98,46 98,27 98,31 98,07 97,97 97,91
) -1
Glucose g.l
10 20 30 40 50 60
A 0,3 0,49 0,79 1 0,53 0,48
240 |B 6 13 233 3 21 18
C <8 97434 97,08 96,9 96,44 96,25
0,32 0,54 0,72 0,92 0,62 0,53
P 18:6 7 13 20 28 23 21
g 97,81 97,6 97,22 96,95 96,29 96,03
t
g 0,3 0,5 0,67 0,9 0,6 0,46
& 1212 6 . 11 15 23 19 16
r 98 97,8 97,76 97,44 96,83 96,52
1
o
d — 0,4 0,65 0,72 0,88 0,68 0,48
g 6:18 6 11 15 20 18 15
98,5 98,3 97,91 97,72 97,35 96,87
_ 0,568 0,75 0,83 0,93 0,6 0,41
0:24 10 15 17 19 15 10
58,53 38 ) 3749 97495 97,50 97,56
Tableau 5§ t= Influence de la photopéricde et de la concentration

en saccharose ou en glucose sur la croissance des
colonies tissulaires.

A .. Poids moyen de matiére fraiche (grammes)

B . poids moyen de matiére séche (milligrammes)
G - Pourcentage en eau

Les mesures sont effectuées apres quatorze jours

de culture.
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par litre et d'autre part favorisée quand le sucre est le saccha-
rose.

Les poids moyens de matidre fraiche varient trés peu
lorsque les colonies tissulaires sont éclairées. Les variations
de croissance sont beaucoup plus sensibles si nous nous référons
aux poids moyens de matiére séche et aux pourcentages =n eau des
colonies. En effet, il aprarait d'une part que les colonies soat
moins riches en eau quand les temps d'éclairement sont plus longs
et d'autre part que les pourcentages en eau des colonies repiquées
en présence de saccharose, sont généralement plus élevés que ceux
des colonies repiquées en présence de glucose (Tableau 5).

I1 faut noter également que les colonies sont de moins en
moins friables quand la concentration en sucres et la durée
d'éclairement augmentent . Cependant, les colonies repiquées en

présence de saccharose sont plus friables.

SA S S S




SACCHAROSE gz.17
10 20 30 40 50 60
PHOTOPERIODE {A 0,62 1 1,32 1,13 1 0,95
12 ¢ 12 B 10 17 2k 28 28 27
(Témoins) C98,38 98,3 98,18 97,52 97,2 97,15
RYTHME 0,2 0,3 0,65 0,61 0,57 0,53
PHOTOPERIODIQUE| 3,4 &4 17 18 17,4 19
1:1 98,3 97,86 97,38 97,05 96,94 96,41
RYTHME 0,32 0,41 0,75 0,57 0.5 0,47
4
PHOTOPERIODIQUE| 4,8 2,2 18 17 15 15,2
2: 2 98,5 98,24 97,6 97 97  96.76
GLUCOSE  g.17)
10 20 30 40 50 60
PHOTOPERIODE 0.3 0,5 0,67 0.9 0,6 0,46
12 : 12 6 11 15 23 15 16
(Témoins ) 98 97,8 97,76 97,44 96,83 96,52
RYTHME 0,26 O,k 0,71 0,98 0,6 0,47
PHOTOPERIODIQUE | 5,4 10 20 %7 24 17
1.7 97,92 97,5 97,18 96,83 96,5 96,38
RYTHME 0,2 0,43 0,53 0,86 0.6 0,49
PHOTOPERIODIGUE | 4.2 10,4 15 27 20 18
222 97,9 97,58 97,16 96,86 96,66 96,32

Tablean 6 : - Influence de la concentration en saccharose ou en glucnse

et des rythmes photopériodiques 1 : 1’ et 2 : 2 snr 1la

@ croissance des colonies tissulaires acées de qratorze
jours.

A. voids moyen de matiére frafche (grammes)
B- poids moyen de matiére séche (millierammes)
(:- pourcentage en eau des colonies tissulaires

Les valeurs témoins sont obtenues en photonérionde 12 : 1-5.




2) Influence des rythmes vhotopériodiques 1 : ?., 2 : 2 et 3 : 1

Nous avons également étudié l'influence de rythmes photo=-
périodiques plus courts. Pour cette expérience, nous avons soumis
les colonies tissulaires & 12 ou 18 heures d'éclairement journalier
en utilisant les rythmes 2 : 5 s 1 ¢ T.et 3 T. Les extractions
sont réalisées aprés quatorze jours de culture.

Les résultats seront donc comparés & ceux obtenus cuand

les colonies tissulaires sont éclairées sans discontinuité vendant

12 ou 18 heures par jour.

Avec le saccharose et les rythmes photopéricdiques 1 : 1
et &4 ¢ 2 , nous pouvons observer une nette diminution de la
c¢roissance . Les colonies sont cependant moins riches en eau
quand ellles sont repiquées sur le milieu de base additionné de
30 & 60 grammes de saccharose par litre. Pour les doses de saccha-

e e - -1 , .
rose inférieures a 30 g.l ', les résultats sont variazbles en ce

qui concerne les pourcentages en eau (Tableau 6 ).

Avec le glucose et les mémes rythmes photopériocdigues, il
n'y a pas de grandes variations de croissance si nous nous
référons aux poids moyens de matiére fraifche. Cependant, en nous
référant aux poids moyens de matiére séche et aux pourcentages
en eau, il apparait que les colonies tissulaires sont plus riches

en matiére séche quelle que soit la concentration en sucre

(Tableau § ).
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Figure 23 : - Influence de la concentration en saccharose
et des rythmes photopériodiques 2 : 2 et T : T
sur L'accumulation des anthocyanines par des

colonies tissulaires agées de quatorze jours.

Les valeurs témoins sont obtenues en photopéricde

12 TE.
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Lorsque les colonies tissulaires sont repiquées sur le
milieu de base additionné de saccharose, l'accumulation des antho-

cyanines est d'autant plus imvortante que la concentration en sucre
est élevée et que le rythme photopériodique est court (Figure 23)

Avec le glucose, l'accumulation des anthocyanines n'est

pas favorisée quand les colonies sont soumises aux rythmes photo-

périodiques 2 : Zet1: 1 (Figure 24).

4
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Figure 24 : - Influence de la concentration en gluczose et des
rythmes photovpériodiques 2 : Z et 1 : 7 sur
1t

accumulation des anthocyanines par des colonies
tissulaires agées de quatorze jours. Les valeurs

témoins sont obtenues en ‘photopériode 12 : 12
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Figure 25 : - Influence de la concentration en saccharose et du

rythme photopériodique 3 : 1 sur l'accumulation des

anthocyanines par des colonies tissulaires agees de

quatorze jours. Les valeurs témoins sont obtenues
en ohotovériode 18 : 6




Les expériences réalisées en utilisant le rvthme photo-
vériodiaue 3 : ; et le glucose, n'ont paé permis de mettre en
évidence de grandes variations de croissance et de biosynthése
par rapport aux résultats obtenus en vhotopériode 18 : g. Les
différences sont beaucoup plus nettes lorsque nous soumettons les
colonies tissulaires repiquées sur le milieu de base additionné

-
de saccharose , au rythme photovériodiaue 3 : 1. Dans ce cas, nous
observons a la fois une augmentation de l'accumulation des antho-
cyanes (Figure 25 ) et une amélioration de la croissance des

colonies tissulaires quand la concentration en sacchsrose est

supérieure a 20 g.l_1 (Tableau 7 ).

SACCHAROSE g.l1

10 20 30 40 50 60

poTopERIODE | 0065 0,8 1,25 1,05 0,91 0,81

8. T B 10 16 28 27 27,4 28
(Temoins) C 98,46 98 97,76 97,42 96,99 96,54
RYTHME 0,71 0,84 1,55 1,25 1,15 0,9

PHOTOPERIODIGQUE 12 15 37 35 37 32
3: 1 98,31 98,21 97,61 97,2 96,78 96,Lk

Tableau 7

: = Influence de la concentration en saccharose et du rvthme

photopériodique 3 : 1 sur la croissance des colonies

tissulaires agées de 14 jours.
A - voids moyen de matiére fraiche (grammes)
B - poids moyen de matiére séche (millisrammes)

C - pourcentage en ea» des colonies tissulaires

Les valeurs témoins sont obtenues en photopériode 18 : 6




g
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b h 2 -1 103
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st KL "0,8" 5% At Sy 1,1
i {0,27... B e 45 0 63 166 LG5
40 BT 0,8 0,9 0,87 1
= 0,37 0,73 0,91 197 18
2410 0,62 0,74 0,88 0,8 |
501 o6 PG =B 2,2l 2,12
60 0,52 0,6 0,65 0,71 1,29
0154 0}9 117 ' 2&:3’9‘ 219”"
20 0,53. 0,67'. 0,92 1,24 —1,3“
0,25 4 1 U | ¥ 5 L2
a0l &% 0,62 0,71 1,045 1,15
186 Q.36 0,62, 1,24 154 1,89
; 50| %3 0,6 0,66 0,91 1,1
0, 66 07 LE i 1% 2,59
s0l %% 0,59 0,62 0,8 0,96
0,65 . 0,81 178 20} 2,83
30 0,61 ' 0,76 0,93 1,32 5 iy
03 0,48 0, 66. Q7% 1,39
40| 0% 0,68 0,88 1,13 0,7
12113 03 0,52 Q.75 LiE L5
: 50 - 0,62 0,75. 1,02 0,86
0, 2% 0 61 Qa1 A 18
0,41 0,56 0,61. 0,95 0,84
0l 0.63 . 1,63 19

Tableau-8 ) ¢

(’ ahs
YL
4

- Influence de la quantité d'énergie lumineuse, de la photo-
période et de la concentration en saccharose sur la croissance
des colonies tissulaires et la biosynthése des anthocyanines

A Poids moyen de matiére fraiche (erammes).
I}— Densité ootique a 527 nn.

Les mesures sont effectuées apreés quatorze jours de culture.
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F) INFLUENCE DE .LA QUANTITE D'ENERGIE LUMINEUSE ET DE LA CONCENTRATION

EN SUCRE

Ngus avons voulu vérifier s'il existe une quantité opntimale
d'énergie’ lumineuse nécessaire a l'accumulation des anthocyanines.

Les cultures sont placées sur des tableties suspendues a
différents niveaux sous une source lumineuse composée de trois
tubes "Osram 40 w 15 - lumiére du jour'. Suivant les niveaux, ‘les
quantités d'énergie lumineuse regues par les colonies sont de:
2300, 4200, 12000, 19000 et 32000 Erg.cm Z.s™ .

La température est de 23°C au niveau des guatre premiéres
tablettes et de 26°C au niveau de la tablette placée juste sous
les rampes lumineuses.

Pour chaque niveau d'énergie, nous avons fait varier 1le
temps d'éclairement journalier en utilisant les photopériodes
12 : 92,18 : 6 et 24 : 0 qui permettent une bonne accumulation

des anthocyanines par les colonies repiquées sur le milieu de base
additionné de 30 & 60 grammes de saccharose ou de glucose par
litre. Les extractions sont réalisées aprés quatorze jours de

culture.

L'accumulation des anthocyanines est optimale pour une
éuantité d'énergie lumineuse de 19000 Erg.cm-a.s-1 lorsque les
colonies tissulaires sont repiquées en présence de glucose et
éciairées 18 et 24 heures par jour (Tableau 8! ).

Des résultats analogues sont obtenus avec le saccharose
et un temps d'éclairement journalier de 24 heures. Cependant, en
présence de 6C g.l-1 de ce sucre, les colonies tissulaires
supportent mieux ume forte quantité d'énergie lumineuse et _

accumulent plus d'anthocyanines (Tableau9 ).




D G o ) - o )
h = . )
O, l11 Enecrgie lumineuse
0
%r. :si ~ (Erg .em 2571, 103)
’ 10Cl e | |
(h/i) G lgrt 23 42 12 19 32
0,425 « A - 0,57. 0,62 0,79 0,75
30| 4,35 o B0 0,63 L3 0,83
| 0,27 0,42 0,62 1 0,67
_ |40 g 0,59 0,87 1o L5
240 | 0,25 0,27 0,33 0,58 0,57
50| g5 0,71 1 2 2
| 0,241 0,26 0,35 0,48. 0,54
60| o1 0. 8 12 2,15 L
30; 0,31 0,36 0,49 0,725 0,7
|1 0,52 Q51 07 125 12
40 0,36 0,4 .© 0,57 0,91. . 0,62,
18'8 | 5 0,52 0,77 .63 119
' 50 0,26~ 0,29 0,36 0,61 ‘ 0,57
60| %2 ° 0,17 0,33 0,53 . 0,61
10,7 1. 135 2.7 L%
0,39 0,445 0,52 0,57 - 0,54
30lois 02 o7l 0.9 15
| 0,45 0,62 0,79 0,9 0,89
= |40las o8 0 12 179
) 12112 10,31 - 0,52 0,7 0,6 0,61
"~ |190] o5 0.1 13 169 1,93
0,31 0,42 0,44 0,46 0,68.
60 q,2 05 0,95 Lo 2

Tableau ¢ .: = Influence de la quantité d'énergie lumineuse, de la photo-

WS

période et de la concentration en glucbse sur la croissance
des colonies tissulaires et la biosynthése des anthocyanines
A - Poids moyen de matiére fraiche (grammes).
B - pensité ootique & 527 nm. '

Les mesures sont effectuées anrés quatorze jours de culture.
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Quand les colonies tissulaires sont éclairées 12 et 18
heures par jour et mises en culture en présence de saccharose,
l'accumulation des anthocyanines est d'autant plus importante que
la quantité d'énergie lumineuse est élevée. Le méme phénoméne est
observé lorsque les colonies sont éclairées 12 heures par jour et
mises en culture sur le milieu de base additionné de glucose
(Tableau 8§ et g9 ).

D'un passage a l'autre, les poids de matiére séche sont
trés variables. En outre, les colonies tissulaires éclairées 24
heures par jour se nécrosent dans 50 % des cas quand le sucre est
le glucose a forte concentration et quand la quantité d'énergie
lumineuse est de 32000 Erg.cm-a.s-1. Ces nécroses sont certainement
dues & la température élevée (26°C).

En ne considérant que les poids de matiére fraiche, la
croissance est favorisée avec le saccharose. De plus, en photo-
période 18 : % ou 2k : 0 et quelle que scit la conceéntration en
saccharose, la croissance des colonies tissulaires n'lest pas
ralentie lorsque la quantité d'énergie lumineuse et la température
sont augmentées (Tableau 8 ). Les résultats sont plus hétéro-
génes quand les colonies tissulaires sont repiquées sur le milieu

de base additionné de glucose (Tableau 9 ).
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G) INFLUENCE DE LA NUTRITION AZOTEE

L'zzote est, avec le sucre et les régulateurs de croissance
l'un des facteurs qui contrdle la synthése des anthocyanines et la
croissance pour de nombreuses espéces et en particulier vour des
vlantules de chou rouge (SZWEYKOWSKA, 1959).

Les principales sources d'azote du milieu de base sont de
nature organique (L* glutamine et hydrolysat de caséine) et miné-
rale (KNOB; Ca (N03)2,4 H20 et NH4N03 ). Etant donnée la comnlexité
du milieu nutritif, nous avons étudié l'aspect qualitatif et quan=-
titatif de la nutrition azotée sur l'accumulation des anthocyanines
et la croissance des colonies tissulaires.

Pour toutes les expériences concernant 1l'influence de
l'azote minéral, les essais préliminaires ont montré qu’'il est
indisvensable d4'ajouter aux milieux de culture, de la Lt gluta-
mine (50 mg.l-1) et de l'hydrolysat de caséine (150 mg.lfq) afin
d'éviter d'importantes variations au niveau de la croissance et
de la biosynthése des anﬁhocyanines.

Les régulateurs de croissance sont la 6 BAP (5.10-6 ;;;.ml"1

6

- -1 ,
et 1'ANA (10 g.nl ). Le sucre ajouté aux différents milieux
de culture, est le saccharose.
Les cu_tures sont éclairées 18 heures par jour et la
quantité d'énergie lumineuse regue var les colonies tissulaires,
- -2 =1
est de 19000 Zrg.cm .5 .

Toutes les expériences sont réalisées a 1= température

de 23°C.
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1) Influence de l'azote nitrique

La quantité d'azote nitrique du milieu de base est de

N-Nog = 336 mg et apvortée sous forme de KNO3 (N-Nog = 182 mg),
- - = = - = 1+' -
de Ca (NOB)Z, 4H20 (N No3 70 mg) et de NHQNOB (N No3 84 mg)

Si nous considérons que cette quantité constitue la valeur témoin
. . . N -1 ‘s
nous avons fait varier celle-ci de 0 & 672 mg.l ', en utilisant
comme source d'azote le nitrate de potassium ou le nitrate de
calcium. Le saccharose est additionné aux milieux de culture aux
. -1
concentrations de 30 et S0 g.l .
Les essais préliminaires ont permis de constater d'une
. e . . -1
part que les doses d'azote nitrique supérieures & 336 mg.l
ne favorisent pas la biosynthésedes anthocyanines et la croissance
des colonies tissulaires et d'autre part qu'il est indispensable
d'équilibrer les milieux en potassium et en calcium. Suivant la
nature des nitrates utilisés, nous avons ajouté du KCl et du
2 . + P
Ca C12,2 HZO aux milieux dont la concentration en K ou en Ca

est inférieure a celle du milieu de base. Ceci a été réalisé de

la maniére suivante:

mg.,l'-1

N-NOB‘ 0 45,5 60,5 91 182 273 336

KNO, 0 328,25 432,85  656,5 1313 1969,5 2424

KCI 968,5 726 649 484,25 0 0 0

CaCl, 2H,0|367,5 367,5  367,5 367,5 . 367,5  367,5 367,5
CatNO_ 4G | ©  383,5 s10 767 s 2301 2832

CaCl, 2H,0|367,5 129 50 0 0 0 0
KCl 968,5 968,5  968,5 968,5  968,5  968,5 968,5
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Figure 26

: = Influence de la concentration en azote nitrique

\ T“‘L.\;J
W T

=~

apporté sous forme de nitrate de potassium ( Fig:A)

ou sous forme de nitrate de calcium ( Fig:B) et de

la .oncentration en saccharose sur l'accumulation des
anthocyanines et la croissance des colonies tissulaires.

Les mesures et les extractions sont réalisées apreés :

20 jours de culture.

14  jours de culture.
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Au quatorziéme jour de culture, quelle que soit la concen-
tration en saccharose, les ovtimums de croissance et de biosynthése
sont obtenus pour 91 mg.lf1'd'azote nitrique apporté sous forme de
KNO3 et pour 182 mg.l-1 apporté sous forme de Ca (NOB)B’ 4 H,0.
Ea outre, le nitrate de calcium vermet d'obtenir.une meilleure
croissance et une accumulation nlus importante des anthocyanines
pour des concentrations en azote nitrique suvérieures a 0,5 mg.l-
Des fortes doses de nitrate de potassium sont toxigues. Za »rolon-
geant le temps de culture, la croissance augmente mais il v -a
dégradation du contenu anthocyanique gquand les colonies sont
repiquées en présence de KNOB-et de 30 grammes de saccharese par
litre.(Figure 26 ).

Une diminution de la concentration en azotg permet 4df obtenir
une légere augmentation de l'accumulation des anthocyanes 31 1'a-ate

.

est ajouté aux milieux sous forme de nitrate de calcium. Cependant
il n'y a aucune amélioration de la croissance des colonies tissu-
laires.

Cette expérience apporte quelgues renseignements
sur la nature des composés azotds qui peuvent favoriser la bio=-
synthése des anthocyanines.lependant, les résultats sont peu compa-
ravles car les milieux contenant 132 mg var litre d'amnte nitrigue,
n'ont pas la méme concentration en calcium. Le fait d'équilibrer
en calcium les milieux contenant 1313 me de KNO3 par litre (N-;O;

-1 PR . N X
= 182 mg.l” '), ne permet pas d'améliorer la biosynthese des antho-

cyanines et la croissance des colonies tissulaires.
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Pour pouvoir étudier l'action de la nutrition azotée, nous
avons choisi de faire varier la concentration totale d'azote du

milieu de base afin de pouvoir équilibrer plus facilement les

milieux de culture

2) Variation de la concentration totale d'azote minéral du

milieu de base.

La quantité totale d'azote minéral (420 mg.l-q) du milieu

de base est fournie par KNo3 (N-No3 = 182 mg.1'1), Ca(N03)2,4H20

3

-1 . . : A
mg.1 ). Pour cette étude, nous avons fait varier la concentration

(N-NO = 70 mg.171) et NH,NO, (N-NOJ = 8 mg.1” et N-NH) = 84
totale en azote minéral du milieu de base de O i 840 mg.1-1.

Les essais préliminaires ont permis de constater que
le fait d'équilibrer les milieux de culture en KCl et en CaCl,,2H,0

2
4 partir des concentrations en K= et Ca’’ de KNO, et Ca(NO3)2,4H20

3
utilisées pour obtenir 840 mg d'azote par litre, occasionne de
grandes variations au niveau de la croissance des colonies tissu-
laires et de la biosynthése des anthocyanines-
Nous avons équilibré les milieux de culture en ajoutant du

KC1l et du CaClZ,ZHZO aux milieux dont la concentration en azote

AP R -1 . fr s a4 .
est inférieure a 420 mg.l” '. Ceci a été réalisé de la maniére

suivante:
izote minéral mg.l"1 0 105 210 315 420 840
KNo3 mg.l‘1 0 328,25 656,5 984,75 1313 2626
Ca(li0y) , ,4H,0 mg.1"'| 0o 47,5 295 442,5 590 1180
NH4N03 mg.l"1 0 120 240 360 480 960
KC1 mg.1"' | 1048 801 559 317 b5 0
CaCl,,2H,0 mg.l"1 567,5 276 184 92 0 0




SACCHAROSE g.l"1
10 20 30 4 50 60
T A o, 0,66 1,33 1,16 1,2 0,85
1 840 B 7 12 32 34 39 32
A C 98,29 98,18 97,59 97,06 96,75 96,23
Z .
0 0,65 0,8 1,25 1,05 0,91 ¢,81
T 420 10 16 28 E A R
E 98,46 98 97,76 97,42 96,99 96,54
M 0,49 0,83 1,13 0,95 0,8 0,74
.I 315 6 15 26 24 23 24
g 98,77 98,19 97,69 97,47 97,12 96,75
R -
A 0,k 0,8 0,86 0,75 0,46 0,38
L 210 3,2 1 18 17,6 12 10
_1' - 99,2 98,62 97,9 97,68 97,39 97,36
mg.l
0,31 0,72 0,69 0,58 0,43 0,23
) 105 3 9 12 11,4 10 6 .
99,03 98,75 98,26 98,03 97,67 97,39
T. A 0.6 1,1 1,7 1,5 1,35 1,1
2 840 B 12 23 4s 46 46 Ll
g C 98,26 97,91 97,35 96,93 96,59 96
0
o 0,85 1,2 1,55 1,4 1,35 1,26
E . 420 W 21 29,2 34 36 38
: 98,35 98,25 98,09 97,57 97.33 96,98
M
1 0,62 1,1 1,42 1,26 1,07 0,9
N 315 9 19 26 28 26 25
E 98,54 98,27 98,17 97,77 97457 97,22
R
A 0,6 0,86 1,2 1,1 0,97 0,584
L 210 6 % 22 24 22 20
99 98,37 98,16 97,81 97,73 97,62
mg.l-1 .
. 0,68 0,72 0,9 0,86 0,6 0,43
105 6 10 13 15 12 10
99,11 98,61 98,55 98,25 98 97,67

Tableau 10

3us
uud

concentration en saccharose sur la croissance des colonies

tissulaires.

A - Poids moyen de matiére fraiche (grammes).
B - Poids moyen de matiére séche (milligrammes).
C - Pourcentage en eau des colonies tissulaires.

Les mesures sont effectuées avrés quatorze jours (1‘1 )

et vingt jours de culture ( TZ).

: = Influence de la concentration en azote minéral et de la
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Pour chaque dose d'azote minéral, nous avons fait varier
la concentration en saccharose de O & 60 g.l-1.

Les extractions sont réalisées aprés quatorze et vingt
jours de culture.

Les colonies tissulaires repiquées sur les milieux de
culture exempts de sucre ou d'azote minéral ou de ces deux comvosés
réunis, survivent quelques jours puis se nécrosent.

Les valeurs des poids moyens de matiére fraliche des
colonies agées de quatorze et vingt jours, nous montrent
gu*une diminution ou une augmentation de la teneur en-azote, ne
déylacevpas ltoptimum de croissance. Pour chaque condition, l'opti-
mun de croissance est obtenu lorsque les colonies tissulaires sont
mises en culture sur les milieux additionnés de 30 grammes nar litre
de saccharose (Tableau‘ia)-

De plus, si_noﬁs;ggpsidérons les poids moyens de matiere
séche et les pourcéntages en eau des colonies tissulaires repiaouées
en présence de 30 & 60 grammes de saccharose par litre, nous
pouvons observer que la croissance est d'autant plus imvortante
que la concentration en azote minéral est élevée (Tableau 10 ).

Les résultats sont plus variables quand les colonies sont mises
en culture sur les milieux additionnés de 10 et 20 grammes var litre
de saccharose.

Avec 840 mg d'azote mind il par litre, les‘colonies tissu=-
laires continuent de croftre aprés vingt jours de culture. Ceoendant

les résultats obtenus sont hétérogénes car les tissus s'écrasent
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sur les ccuvercles des boites de Pétri et des nécroses anvaraissent

au niveau des zones de contact.

Aprés quatorze jours de culture, l'accumulation des antho=-

cyanines est d'autant plus importante que les concentrations en
saccharose et en azote minéral sont élevées (Figure 27 ).

-

Zn prolongeant le temps de culture, il apvarsit que l'auge
mentation de la teneur en anthocyanines n'est importante que

pour les colonies tissulaires reviquées sur les milieux dont les

a

N

rapports saccharose / azote minéral sont compris entre 30/31
50/315 et 30/840 a 60/840 (Figure 27 ). Pour les autres rapvorts,
l'accumulation des anthocyanes est trés veu stimulée et semble
constante.
su<deld de vingt jours de culture, la synthése d'anthocya=

nines s'effectue seulement aquand les colonies tissulaires sont
repiquées en présence de fortes doses de saccharose (40 & 50 g.1 )
et d'azote minéral (420 et 840 mg.l_1).Cependant, aous n'aivons

pas oris en considération ces résultats qui sont trés hétiérogénes
du fait de l'écrasement des tissus anthocyaniques sur les couver-
cles des boites de Pétri.

ors des essais de culture effectués sans équilidrer les

g

milieux en CaClZ,Z HZO’ nous avens pu observer un trés net ralen-
tissement de la biosynthése des anthocyanines, De plus,des agents
chélateurs du calcium ( Naa EGTA ou Na2 EDTA ) ralentissent ou
inhibent la biosynthése des anthocyanines L'expérience a montré
également que l'action du aitrute de calcium a4 l'égard de li bio-

synthése desanthocyaninesest plus favorable que celle du nitrate
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de potassium.
Nous avons poursuivi nos expériences en étudiant l'influ-

ence du calcium et l'influence du rapport - ca*? / quantité

d'azote minéral - sur la croissance des colonies tissulaires et

la biosynthése des anthocyaninese

3) Influence du calcium et de la quantité d'azote minéral

En faisant varier la concentration totale d'azote minéral
de 0 a 840 mg.l-q, les guantités de ca*t apvortées sous forme de
Ca(N03)2,4H20 et CaCla,2H20, pour chaque dose d'azote minéral.

sont les suivantes :

Azote minéral ... mg.l 105 210 315 420 840
apporté sous forme de

KNOg  evveennnnns mz.l” ) 328,25 656,5 984,75 1313 2626
NH,NOS  vevennnnn me 1" 120 240 360 480 960
Ca(NOy) , bH O ... mg.l 47,5 295 42 5 590 1190
Milieux équilibrés avec:

KCL eececanannan mg.l‘1 301 559 317 74,5 o}
CaCl,, 20,0 veanns mgal™ 276 184 92 0 0
mg.l_1 de Ca++apoortés

sous forme de:

Ca(N03)2,4H20 25 50 75 100 200
CaCl,,2H,0 75 50 25 0 0
Rapport Ca*' / N 100 100 100 100 200

105 210 315 420 8Lo
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Figure 28 : - Evolution do la teneur en anthocyanines et de la

croissance des colonies tissulaires en foncétion
de la concentration en saccharose et du rapport

ca’¥ N
Rapports Ca*y N

A B C D E
N\l
V 80 120 140 180 280
M 05 270 315 k20 840
T s = 5 = =

105 210 315 420 4o

Les extractions sont réalisées aprés 14 jours de
culture.
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L s s gz ++
Nous avons cherché si la variation de quantité de Ca

exerce une influence sur la croissance des colonies tissulaires
et l'accumulation des anthocyanines,

A cet effet, nous avons fait varier la teneur en Ca++
0 2 H,0 , de 25 & 300 mg.1”' pour
chaque concentration en azote minéral (105, 210, 315, 420 et 840

apporté sous forme de CaCl

mg.l-1). Les essais préliminaires nous ont vermis de constater
que la variation de la quantité de Ca’™ n'occasionne aucune amé-
lioration de la biosynthése des anthocyanines par les colonies
tissulaires repiquées sur les divers milieux additionnés de 10
grammes de saccharose par litre. Pour cette étude, nous avons

a0,

e

utilisé le saccharose aux doses de 30 et 50

. Y or R s - ++
5i nous nous référons a la quantité totale de Ca

{apvortée sous forme de CaCl,, 2 H,0 et Ca(NOB)z, L H,0 ), les

2

optimums de croissance et de biosynthése sont obtenus vour les

ravports de ca*?t / N suivants :

Azote minéral ....mg.l‘1 105 210 315 L20 840

de ca*™ aprortés

sous forme de: CaCla,ZHZO 55 60 65 80 80
Ca(N03)2,4H20 25 50 75 100 200

Rapports Ca*" / N 80 110 140 180 280
105 210 315 . k2o 340

Dans tous les cas,la synthése des anthocyanines est considérablement
augmentée sivnous comparons les résultats a ceux obtenus gquand

les colonies tissulaires sont repiquées sur les milieux de réfé-
rence (Figure 28 ). La croissance est également favorisée si nous
nous référons d'une part aux voids moyens de métiére frafche et

de matiére séche ( Figure 28 ) et d'autre vart aux pourcentages




++

Rapport Ca /N 100/}0_5 IOO/210 IOO/315 1OO/420 ZOO/840

1

Saccharose 30 g.17'| 98.26 97.91 97.89 97.74 97.59

Saccharose 50 g.1 || 97.60  97.41 97.29 96.99 96.72
Cat+

Rapport €277 /N 80495 120755 140/5.5 180/ ,.q 280/g49

Saccharose 30 g .1 '] 98.13 98.09 97.84 97.15 97.08

Saccharose 50 g .17 '| 97.56 97.45 97.08 96.74 96.6

Tableau 11 : = Influence de la concentration en saccharose et du

++ ;
rapport Ca / N sur la teneur en eau des colonies

tissulaires agées de quatorze jours.

S oSS S S e
P . . , ) ’4'. _1
sacd}_alrose . Azote minéral mg.l
8. 105 210 315 . 420 840

30 A. 47,18 58,4 31,23 46,82 29,12

B. 58,33 44,44 34,61 85,71 56,25
¢.J2.09 2, 83 S5L02 80,12 91,58

70,9 86.02 42,81 78,9 60,9
50 80 83.33 53,84 93,43 66,66
o, Ch 20,20 21,32 B 54,73

Tableau 12 : - Pourcentages d'augmentaticn des poids moyens de

matiére frafche (A), de matiére séche (B) et de

la teneur en anthocyanes (C) en fonction de la
/”TT\ concentration en azote minéral et de la concentration
,\\4
\

y \‘i/
o en saccharose.
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en eau des colonies (Tableau 11 ).

L'accroissement de matiére fralche et de matiére séche
est variable suivant la concentration en azote minéral et 1le
rapport Ca+*/ N. Par contre, l'augmentation de ia teneur en
anthocyanines est d'autant plus élevée que la dose d'azote

minéral est plus forte.
Cependant, aprés quatorze jours de culture, nous pouvons constater
d'une part que la croissance est nettement plus favorisée lorsque
les colonies tissulaires sont repiguées sur les milieux additionnés
de 50 grammes par litre de saccharose et d'autre part que les
pourcentages d'augmentation de la teneur en anthocyanines sont
plus élevés quand il y a 30 grammes bpar litre de Saccharose
(Tableau 12 ).

Pour suivre l'évolution de la croissance et de 1'accumu-
lation desanthocyanines’nous n'avons pas pu prolonger le temvps de
culture car les tissus superficiels des colonies se nécrosent

en_s'écrasant sur les couvercles des boftes de Pétri.

Nous avons mesuré les quantités restantes de nitrate
dans les milieux de culture de facon a voir si le calcium ajouté
aux milieux exerce une influence sur l'absorption des nitrates
par les colonies tissulaires.

Les dosages des nitrates sont effectués aprés &4, 6, 8, 11
et 14 jours de culture & partir des milieux gélosés dont les
concentrations initiales en azote minéral sont de 420 et 840

mg.l-1 (soit 24 et 48 micromoles de nitrate par millilitre de
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Figure 29 : = Evolution de la quantité de nitrates dans les milieux

de culture contenant initialeizent :

NO- micro moles par ml - (Rapport Ca’ '/ N) - saccharose

3

—a \21 (100/420) 30 goml”
*—-3 24 (100/420) 50 n
TPt A Oo—O 24 (180/420) 30 n
- Oo—0 2k (180/420) 50 n
— 48 (200/840) 30
Fig: B 0——0 48 (200/840) 50 n
O—-=. 48 (280/340) 30 n

C—0 48 (280/840) 50 n
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milieu) et dont les rapvorts en Ca' '/ N sont de 100/420, 180/420,

200/840 et 280/840.

D'aprés ces dosages, nous pouvons penser que la consomma-
tion des nitrates par les colonies tissulaires, est d'autant plus
importante que le temps de culture est long et que la concentra-
tion en azote nitrique est élevée (Figure 29 ).

L'addition de calcium aux milieux favorise certainement
la consommation des nitrates. Au guatorziéme jour de culture, il
n'y a presque plus de nitrates dans les milieux qui en contiennent
initialement 24 micromoles par millilitre. Pour 48 micromoles var
millilitre, les quantités restantes sont consommées au cours du
temps. Cependant, a partir du seiziéme jour de culture, les
résultats du dosage des nitrates se sont révélés trés hétérogénes
du fait de la diminution de la quantité de milieu gélosé dans les
boites de Pétri. De plus, nous pouvons constater au'il y a2 peu
d'écarts entre les quantités restantes de nitrate dans les milieux
suivant que ces derniers soient additionnés de 30 ou 50 grammes

par litre de saccharose (Figure 29 ).

De ces expériences, nous pouvons conclure d'une vart que
la dose de saccharose exerce une iﬁfluence sur la biosynthése des
anthocyanes et d'autre part qu'une augmentation de la concentra-
tion des nitrates ainsi qu'unemeilleufeabsorption des ces composés
ne ralentissent pas la biosynthése des anthocyanes. Cependant,il

nous est trés difficile de mettre en évidence une relation entre

la nutrition azotée et la nuirition carbonée: car les résultats du

dosages des sucres, se sont révélés trés hétérogénes.
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3) Action combinée du nitrate de calcium et du nitrate d'ammonium

De nombreuses recherches ont permis d'établir qu'une dimi~
nution de la concentration en nitrate et une augmentation de la
quantité de sucre favorisent la biosvnthése des comvosés phéno-
ligues et plus particuliérement la bicsynthése des anthocyanes

par les vplantules de chou rouge

Dans nos expériences, il est tout d'abord apovaru gue ia
stimulation de la biosynthése des anthocyanes peut &tre obtenue
d'une part avec un taux élevé d'azote minéral et de sucre dans
le milieu de culture et augmentée d'autre part lorsque nous
ajoutons du chlorure de calcium.

L'analyse qualitative de la autrition azotée nous 1 vermis
de constater qu'une dose de 182 mg.l-1 d'azote minéral avoorts -
sous forme de Ca (NOB)E’ & HZO + permet une bonne accumulation des
anthocyanines , cependant la quantité d'anthocyanes est suvérieure
a4 celle obtenue lorsocue les colonies tissulairessont reviquées
sur le milieu de base (335 mg.l"’l N-ﬁog ou 420 mg.l-1 d'agote
total).

rn outre, ltétude de l'influence du nitrate d'ammonium
montre que les colonies tissulaires surnvortent de fortes doses de
composé. Cependant, la croissance des colonies tissulaires et
l'accumulation des anthocyanines restent trés faibles (Figure 30 )

En conservant la quantité d'azote minéral (182 mg.1~1)
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Ca(i0,), bE,0 182 182 182 182 132 182 T
MR, NO 5 [+] 91 121 182 364 546
| AZOTE TOTAL 182 273 303 364 546 728

- Influence de la concentration en azote minéral apporté

aus
NI

sous forme de nitrate de calcium et de nitrate d'ammonium
sur l'accumulation des anthocyanines et la croissance
des colonies tissulaires repiquées sur les milieux de
culture additionnés de 30 grammes par litre de saccharose.

Les mesures sont effectuées aprés :

20 jours de culture.

14 jours de culture.

qj- Valeurs obtenues quand les colonies tissulaires sont
repiquées sur le milieu de base (420 mg.l-‘| d'azote minéral,

-
30 g.l ' de saccharose.

== Densité optique obtenue en dosant les anthocyanines contenues

dans 10 g de feuilles de chou rouge : DO = 6,8.
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apporté sous forme de Ca (NOE)Z’ L H,0, nous avons fait varier la
concentration en nitrate d'ammonium de fagon & voir s'il existe
une concentration en azote total, inférieure & celle du milieu de
base (420 mg.1-1), qui favorise l'accumulation des anthocyanines.
Les milieux de culture sont composés de la maniére suivante :

mg.l“1 dtazote minéral apportés sous forme de :

Ca(N03)2,4H20 - 182 182 182 182 182 182
NH4N03 - 0 91 121 182 364 546

Azote total - 182 273 303 364 546 728

Les milieu# de culture sont additicnnés de KCl (968,5 mg.1-1).
Afin d'éviter de grandes variations au niveau de la croissance et
de la biosynthése des anthocyanines, nous avons ajouté de la i
glutamine (50 mg.l-1) et de l'hydrolysat de caséine (150 mg.l‘1)
aux milieux de culture.

Les cultures sont placées dans les conditioﬁs,standards

(photopériode 18 : 6, quamtité d'énergie lumineuse = 19000 Erg.cm-z.

5_1, température

4]

23°C).

Au quatorziéme jour de culture, l'optimum de biosynthése
est obtenu pour 303 mg.l“1 d'azote minéral et celui de croissance
pour 364 mg.l-1 d'azote minéral (Figures 31,32). Au vingtiéme jour,
les optimums de croissance et de biosynthése sont obtenus pour la
méme'éoncentration en azote minéral (364 mg.l—1).
Suivant le temps de culture, quatorze ou vingt jours, l'accumulation
des anthocyanines est stabilisée pour des concentrations en azote

minéral supérieures a 303 ou 364 mg.l—1 (Figures 31, 32).
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Figure 32 - Influence de la concentration en azote minéral apporté sous

forme de nitrate de calcium et de nitrate d'ammonium sur l'accu=-
mulation des anthocyanines et la croissance des colonies tissu-
laires repiquées sur les milieux additionnés de 50 grammes par

litre de saccharose. Les mesures sont effectuées aprés :

Ll
o

L4 20 jours de culture.

s

3 14 jours de culture.

jD- Valeurs obtenues quand les colonies tissulaires sont repiquées

sur le milieu de base (420 mg.l-1 d'azote minéral, 50 g.l-1 de
[

saccharose. 3
Densité optique obtenue en dosant les anthocyanines contenues

dans 10 g de feuilles de chou rouge : DO = 6,8.
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Figure 33 : - Influence de 1l'hvdrolvsat de caséine (150 mg.l ') et de

la L glutamine (50 mg.l-1) sur l'accumulation des anthocyanines

et la croissance des colonies tissulaires acées de 14 jours.
A - milien de base (420 mg.1”,d'azote minéral) additionné de
- LY clutamine et d'hvdrolvsat de coséine
UU; 13 = milieu de base exemnt de LY glutamine et d'hvdrolvs=st de
caséine.
(j- milieu de culture additionné de 303 mg.l_1 d'azote minéral
(aovorté sous forme de Ca(N03)2,4H20 et NH4N03), de L*
glutamine et d'hvdrolysat de caséine.
I) - milieu de culture additionné de 303 mg.Iﬂd'azote minéral et

e ..
exemnt de L glutamine et d'hyvdrolysat de caseine.




En prolongeant le temps de culture au déla de vingt jours,
nous avons pu obsérver que l'accumulation des anthocyanines augmente
quand les colonies tissulaires sont repiquées en présence de fortes
déses d'azote ( de 363 & 728 mg.l—1 d'azote total ). Les résultats
obtenus sont cependant trés hétérogeénes car les colonies tissulaires

se nécrosent en s'écrasant sur les couvercles des boftes de Pétri.

Une diminution de la cohcentration en azcte minéral peut
favoriser l'accumulation>desanthocyanines.Tel que l'ont constaté
SHAH et MEHTA (1978), il apparait que cette augmentation soit fonc-
tion de 1'équilibre entre les quantités de nitrate et d'ammonium

"additionnées aux milieux de éulture. Cependant, les résultats sont
obtenus lorsqﬁe les-milieux de culture contiennent de l'hydrolysat
de caséine et de la L' glutamine. L'influence de ces deux composés
est prépondérante puisque leur suppression occasionne une importanﬁe
diminution de faccumulationdes=anthocyanines quel que soit le milieu

de culture sur lequel sont repiguées les colonies tissulaires ( Fi-

gure 33 ).

Pour étudier 1l'influence des précurseurs, nous avons utilisé
les milieux de culture qui sont dépourvus d'hydrolysat de caséine

et de LV glutamine

~

H) INFLUENCE DES PRECURSEURS

Nous avons étudié 1l'influence des précurseurs issus du méta-
bolisme des glucides. Au milieu de base, nous avons ajouté 10 milli-
grammes par litre de phénylalanine, d'acide shikimique, d'acide

cinnamique.
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Figure 34 : - Influence des précurseurs de la synthese desanthocyanines-;x-

1

phénylalanine (10 mg.1"1), - B -acide shikimique (10 mg.1"') et

“(:* acide cingamique (10 mg.l—1),sur la croissance des colonies
tissulaires et l'accumulation .des anthocyanines.les colonies
sont repiquées sur le milieu de base additionné de saccharose
~ (30 g.l-q), mais exempt de Lt glutamine et d'hydrolysat de
caséine.
D~ milieu de base sans vrécurseurs spécifiques mais addi-
%ﬂfv V. tionné de L& glutamine et d'hydrolysat de caséine.
t

o ' . , s s +
IE— milieu de base exempt de précurseurs spécifiques de L

glutamine et d'hyvdrolysat de caséine.

.

Les extractions sont réalisées aprés quaterze jours de culture.
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Les colonies tissulaires repiquées sur les milieux addi-~
tionnés de 30 grammeé par litre de saccharose, sont éclairées dix
‘huit heures par jour (19000 Erg.cm-z.s_1). Les extractions sont
réalisées aprés quatorze jours de culture.

Par rapport aux colonies témoins, l'accumulation des antho-
cyanines est améliorée lorsque nous ajoutons des précurseurs spéci-.
fiques aux milieux de culture. La croissance des colonies tissu-
laires varie en fonction de la nature des précurseurs (Figure 34).
En ne considérant que les quantités opfimales d'anthocyanines
élaborées, il apparait que les effets de la phénylalanine sont
meilleurs que ceux de l'acide shﬁkimiQue»et ltacide cinnamique.

ktant donnés 1'influence de la nutrition azotée et de 1la
nutrition‘carbonée ainsi que le r8le des glucides dans la formation
desjprécurseurs spécifiques de la biosynthése des anthocyanines,
nous avons également étudié l'influence de ces précurseurs en
utilisant un milieu de culture moins riche en azote minéral. A cet
effet, nous avons repiqué les colonies tissulaires sur le milieu

1

contenant du Ca(NOB)2 . 4H20 (182 mg.1” ‘N - NOE) et du NH,NO

3
(121 mg.l_1.n - NHZ No;)(soit au total 303 mg.1"| d'azote minéral).
Les essais préliminaires nous ont permis de constater qu'une dose
de dix milligrammes par litre de chaque précurseurs, est suffisante
pour obtenir les optimums d'accumulation des anthocyanines aprés
gquatorze jours de culture.

Les précurseurs n'entrainent qu'une faible augmentatién de .
ltaccumulation des anthocyanines si nous comparons les résultats a
ceux obtenus quand les colonies tissulaires sont repiquées sﬁr le
milieu additionné de saccharose mais exempt de L' glutamine et

d'hydrolysat de caséine. Par contre,la croissance des colonies

tissulaires est favorisée.
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Figﬁ;e %35! : = Influence des précurseurs de la synthése des anthocyanes

sur la croissance et l'accumulation des anthocyanines par
des colonies tissulaires repiquées sur les milieux

contenant 303 mg.l“1 d'azote minéral apporté sous forme

- -1 +
- - de.Ca(NOE)Z,hHZO (N-NO_~ = 182 mg.l ') et NH4N03 (N-NH4

3
- 1
NO, = .
3 )
A‘- milieu sans précurseurs spécifiques mais additionné de L+
glutamine (50 mg.l-1) et d'hydrolysat de caséine (150 mg.1-1).

I}_ milieu exempt de précurseurs, de_L+ glutamine et d'hydrolysat

121 mg.l"

de caséine.
. . L . : , . . .
"= milieu sans L glutamine et hydrolysat de caséine mais addi-
tionné dlacide cinnamique (} , de phénylalanine _[), dtacide

shikimique E. ' ‘1
La concentration des précurseurs est de 10 mg.l” .

Les mesures sont effectuéés anrés 14 jours de culture.
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Les augmentations de croissance et de teneur en anthocyanines sont
beaucoup plus importantes quand les colonies tissulaires sont
repiquées sur les milieux additionnés de 50 grammes par litre de

~ paccharose (Figure 35).

Dans tous les cas, nous pouvons observer que les quantités
d'anthocyanines sont inférieures a celles obtenues quand les colonies
tissulaires sontAmises en culture sur les milieux additionnés de
Lt glutamine et d'hydrolysat de caséine.

Avec 50 grammes par litre de saccharose et les divers
précurseurs, la croissance des colonies tissulaires est nettement
supérieure a celle des colonies témoins, si nous nous référons aux
poids moyens de matiére fraiche et de matiére séche (Figure 35).

Les résultats sont plus variables quand les milieux de culture sont
additionnés de 30 grammes par litre de saccharose.

Quand un milieu de culture est moins riche en azote minéral
et additionné d'une faible dose de sucre, les précurseurs ont peu
dteffets sur la synthésé dés anthocyanines. L'action des précurseurs
semble améliorée quand les colonies tissulaires sont repiquées en
présence présence d'une forte concentration en saccharose. Cependant,
les augmentations de croissance laissent supposer que le sucre fourni
n'est pas en partie utilisé au niveau des chaines de biosynthése des

_anthocyanines.

I) INFLUENCE DES REGULATEURS DE CROISSANCE

1) Influence des composés auxiniques

Nous ne mentionnerons dans les résultats que les concen-
trations des divers composés éuxiniques (AIA, NOA, ANA, 2,4 D) Qui
permettent d obtenir les optimums de croissance et d'accumulation
des anthocyanines par les colonies tissulaires repiquées sur le

milieu de base additionné de saccharose ( 30 ou 50 g.l-1).
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Figure 36 :

cytokinines ( C et D) sur 1a croissance des colonies tissulaires et

- Influence des composés auxiniques (A et B ) et des

lt'accumulation des anthocyanines,T= valeurs temoins obtenues pour des

colonies repiquées sur le milieu de base additionné de 6 BAP (5.10

6

g.nml

et d'ANA (10"6 g.m1"1). Les extractions sont réalisées aprés 14 jours de

culture.

- i‘;:Valeurs obtenues au second passage

-1

)
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Les extractions sont réalisées =prés anuatorve ijnurs
de culture.
Les optimums de croissance et de biosyntheése sont obtenus

lorsque nous ajoutons au milieu de base, 1072 g.ml-1 da'AIA, 10-6

g.ml"1 de NOA, 10"6 g.ml"1 d'ANA ou 1077 g.ml‘1 de 2,4 D. aAvec le
2,4 D, les valeurs mentionnées dans la figure 36 , sont celles
obtenues au second passage. Au cours des vassages ultérieurs,
nous avons constaté que l'accumulation des anthocyanines est d'une
part plus faible et d'autre part inférieure a celle obtenue zvec

les autres composés auxiniques. En outre, le 2,4 D augmente la

friabilité des colonies tissulaires.

2) Action des cytokinines

Les colonies tissulaires sont sensibles & l'action de 1=z
kinétine et de la 6 benzyl aminovurine. Cette action, par.rapport
& celle des composés auxiniques, se traduit par une augmentation
de l'accumulation des anthocyanines et de la croissance des
colonies tissulaires.

Les optimums de croissance et de biosynthése sont obtenus

pour une concentration de 1072 g.m1"1

de 6 benzyl aminopurine ou
de kinétine. Cependant, les effets de la kinétine 3 1'égard de
la biosynthése des anthocyanes, sont plus importants que ceux de

la 6 benzyl aminopurine (Figure 36 ). Les différences de

croissance sont faibles suivant la nature des cytokinines.
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Figure 37 : = Action conjuguée des composés auxiniques et des

cytokinines sur la croissance des colonies tissulaires
et l'accumulation des anthocyanines.
Les mesures sont effectuées avorés quatorze jours de

culturee.
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3) Intéractions entre les cytokinines et les composés

auxiniques.
R ——— .

Pour cette étude, nous avons associé les régulateurs de
croissance suivants: 2,4 D - 6 BAP ; 2,4 D - Kin ; ANA - o BAP et
ANA - Kin.

Les optimums de croissance et de biosynthése sont obtenus
lorsque les associations en régulateurs de croissance sont réalisées

aux concentrations suivantes:

2,40 1077 g.ml"1 2,4 D 5.10"8 goml”
6 BAP 1072 g.ml™) Kin 1072 z.m1”]
7
ANA 107° g.m1”™" ANA 107® g.m1”"
- - =B -
6 BAP 5.107° z.m1™ Kin 5.107° g.ml™ "

Dans tous les cas, l'association d'une cytokinine au 2,4 D
ou a 1'ANA, favorise la croissance des colonie; tissulaires et
l'accunulation des anthocyanines si nous comparons les résultats
a4 ceux obtenus lorsque nous ajoutons séparément les régulateurs de
croissance dans les milieux de culture. Cevendant, les résultats
sont plus homogénes quand les colonies sont repiguées sur le milien
de base additionné de 50 grammes de saccharose par litre (Figure.}?).
Si le 2,4 D est conjugué a une cvtokinine, nous pouvons effectuer
vlusieurs passages sans qu'il y ait inhibition de la biosynthése,
comme nous a2v-°ns pu le constater lorsaue nous ajoutons unicuement
du 2,4 D au milieu de culture.

En associant 1'AIA cu le NOA a la 6 BAP cu la kinétine
les résultats sont trés variables en ce qui concerne l'accumulation

des anthocyanines.
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QUATRIEME PARTIE

A) IDENTIFICATION DES ANTHOCYANINES PAR CHROMATOGRAPHIE

Le butanol acétique (BAW) et le butanol 1 HC1l 2 N
permettent la migration de trois composés de couleur rouge. Deux
de ces composés ont des Rf trés voisins suivant la nature du
solvant utilisé (Tableau 13 ). En outre, ces substances sont
présentes dans les extraits totaux et purifiés.

S5i nous nous référons aux travaux de HARBORNE (1964), les
Rf obtenus correspondent aux rubrobrassicines A, B et C (Tableau

). Cependant, cette seule expérience ne permet pas de définir

avec exactitude la nature de ces molécules.

SOLVANT : BAW

RUBROBRASSICINE
A B C
Rf des anthocyanines des colonies 0,34 0,33 0,23
tisulaires de chou rouge.
Rf des anthocyanines de feuille de 0,34 0,33 0,21

chou rouge (d‘aprés HARBORNE,1964).

SOLVANT: butanol 1 HC1 2 N

RUBROBRASSICINE
A B C
Rf des anthocyanines des colonies 0,22 0,15 0,13
tissulaires de chou rouge.
Rf des anthocyanines de feuille de 0,21 0,15 0,13

chou rouge (d'aprés HARBORNE,196L4).

Tableau 13 : - Valeurs des Ef des anthocyanines des colonies tissu-

laires de chou rouge et des anthocyanines de feuille
de chou rouge, aprés chromatographie descendante sur

papier whatman n®°1.




£

DENSITE OPTIQUE

Figure 38 :

300 400 500 500 n

- Spectres d'absorption des anthocyanines des colonies

tissulaires de chou rouge. Les anthocyanines ont &té

préalablement séparées par chromatographie descendante

sur

- A

- B

-C

papier Whatman n°1 (solvant : BAW ).
: anthocyanine ayant un Ef de O.34
: anthocyanine ayant un Rf de 0,33

: anthocyanine ayant un Rf de 0,21

- mm—w= : extrait brut.
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1) Résultats de 1l'hydrolyse acide

La chromatographie des extraits obtenus aprés hydrolyse
acide, procure un seul spot de couleur rouge dont le Rf est de 0,68
dans le BAW et de 0,51 dans le Forestal. Cette substance est la
cyanidine si nous nous référons d'une part aux travaux de HARBORNE
(1959) et d'autre part aux Rf de la cyanidine isolée & partir de

feuilles de chou rouge.

2) Spectres d'absorption des rubrobrassicine 4, B et C.

Avant d'effectuer l'oxydation des anthocyanines & l'eau
oxygénée, nous avons fait une chromatographie préparative (solvant :
BAW) d'un extrait purifié obtenu & partir de colonies tissulaires de
chou rouge. Les trois bandes obtenues correspondant aux rubrobrassi
cines A, B et C, sont soigneusement découpées puis éluées dans du
méthanol & 0,1 % d4'HCl. .

Le spectre d'absorption de chaque anthocyanine présente
un épaulement dans le domaine spectral compris entre 300 et 33C ﬁm.
Selon HARBOENE (1964), ces épaulements sont caractéristiques des
anthocyanines acylées; la bande d'absorption a 326 nm est due i la
présence probable d'acide férulique et celle & 310 nm & la présence

probable d'acide para-coumarique (Figure 38 ).

3) Résultats de l'oxydation & l'eau oxygénée

L'oxydation des anthocyanines & l'eau oxygénée permet
d'isoler les glucides acylés fixés en position 3 de ltaglycone.
Les témoins sont obtenus & paritir d'un extrait oxydé de

feuilles de chou rouge. En outre, nous avons comparé nos résultats




Colonies tissu-

laires de chou

Feuilles de chou

rouge ( d'aprés

rouge HAERBOENE, 1964)
SOLVANTS BAW PhOH BAW PhOH
para-coumaroyl sophorose 0,43 0,5 0,43 0,52
mono- feruoyl sophorose 0,39 0,65 0,37 0,62
di-feruoyl sophorose 0,1 0,18 0,12 0,21 ¥

Tableau 14 : =

Rf des sucres acylés obtenus aprés oxydation a l'eau

oxygénée des anthocyanines des colonies tissulaires de

chou rouge et des anthocyanines de feuille de chou rouge.

- BAW : butanol 1, acide acétique, eau (& : 1 : 5 V/V).
- PhOH : phénol saturé d'eau.
SOLVANTS Rf ANTHOCYANINES
BAW 0,34 Cyanidine 5 glucose, 3 mono~coumaroyl sovhorose
gg§a2§11 0,22 (Rubrobrassicine A)
BAW 0 A p
= 133 Cyanidine 5 glucose, mono-féruoyl sovhorose
But 1 0,1
HClag; 15 (Rubrobrassicine B)
BAW 0,23
Butanoll 0,13 Cyanidine 5 glucose, 3 di-féruovyl sovhorose
HC1 2N (Rubrobrassicine C)

Tableau 15 :

- Nature des anthocyanines

tissulaires de chou rouge.

contenues dans les colonies
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avec ceux de HARBORNE (1964)‘pour identifier les composés résultants
de l'oxydation par l'eau oxygénée.

Les solvants utilisés pour réaliser les chromatographies
sont le BAW et le phénol saturé d'eau.

Chacun des extraits oxydés présente trois spots. En fonction

des Rf donnés par HARBORNE, ces spots correspondraient aux :

~ glucose B 1-2 glucose , 1 acide para=-coumarique
(para=-coumroyl sophorose).

- glucose £ 1-2 glucose , 1 acide férulique
(mono-feruoyl sophorose).

- glucose # 1-2 glucose , 2 acides férulique (Tableau 14 )
(di-feruoyl sophorose).

Quand la chromatographie est réalisée avec le BAW, nous
pouvons observér une quatridéme tache dont le Ef est inférieur a
celui de la cyanidine. Cette substance devient rouge lorsgque nous
trempons le chromatogramme dans une solution diluée 4'HCl. Ce
composé cérrespond a la cyanidine 5 glucoside puisque nous le
retrouvons quand est chromatographié aprés oxydation, un extrait
obtenu a partir de feuilles de chou rouge.

Ces diverses analyses nous permettent de définir la

composition des trois anthocyanines séparées par chromatographie

avec le BAW ou le butanol 1 HC1l 2N (Tableau 15 ).




1500

ENERGIE DIFFUSEL

Figure 39 : - Spectres Raman de résonance d'extraits anthocyaniques
en solution aqueuse a pH 1.
A- Spectre d'un extrait anthocyanique obtenu a

partir de colonies tissulaires de chou rouge

agées de 7 ou 14 jours.

B- Spectre de la cyanine chlorid (commercialisée

par Roth).




- 91 -

B) UTILISATION DE LA SPECTROSCOPIE RAMAN A L'IDENTIFICATION ZT LA

DETECTION DE DIVERGLES MOLLCULES.

L'application récente de la microsonde MOLE & effet Raman
a la détection, la localisation et l'identification de éivers
composés dans les cellules végétales, nous a incité & effectuer
une étude spectroscopique in vivo des cellules de colonies tissu-
laires de chou-rouge. Cependant, nous avons d'abord enregictré

les spectres des différents types de rubrobrassicine.

1) Etude spectroscopique d'extraits anthocyaniques nbtenus

a partir de colonies tissulaires de chon rouce

L'extraction des aﬁthocyanes-est réalisée avec de l'eau
a 0,1% d‘HClL Les extraits obFenus a partir des colonies tissu-
laires agées de 7 ou 14 jours, soﬁt purifiés. Le pil des extraits
est ajusté a 1 avant 1l'étude spectroscopique.

- Aprés chromatographie descendante sur papier, les rubro-
brassicines A,B et C sont éluées puis 4tudiées DPAr svectroscanie
dans les mémes conditions que les extraits totaux.

La technique utilisée étant la spectroscopie Raman de
résonnance, les spectres enregistrés seront donc.spécifiques de
l'aglycone des anthocyanines. Pour obtenir ces spectres il est
indispensable de mettre les anthodyanines en solution' acide pour
assurer la stabilité de l'églycone.

Les spectres des extraits totaux pufifiés, obtenus &
partir des colonies tissulaires agées de 7 ou 14 jours , sont
idenfiques et.d'aspect trés voisin a celui de la cyanine chlorids

(Figure 39 )
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‘Les spectres-des rubrobrassicine A, B et.-C présentent des
raies aux mémes fréquences. Cependant, la fluorescence est trés
intense de 1200 a 1750 cm™ " (Figure 40 ). Cette expérience permet
de confirmer que l'aglycone de chacure de ces molécules, est

identique.

Exc:488nm

Figure 40 : - Spectres Raman de résonance des orincinales anthocyanines
des colonies tissulaires de chou rouge, séparées var

chromatogravhie descendante sur vavier.
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Figure b . - AAL Spectre Raman de résonance obtenu avrés microanalyses
in situ de cellules anthocyaniques prélevées sur des colonies

NS . . , :
%u; tissnlaires agées de 7 jours.

- }3 Svectre Raman de résonance obtenu aprés microanalyses

in situ de cellules de fleur de tulipe jaune (STATOUA,1932).

- (3 Spvectre Raman de résonance de la rubrobrassicine en

milieu aqueux a pH 1.
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2) Microanalyses in situ des cellules de colonies tissulaires

de chou rouge

Les microanalyses in situ des cellules anthocyaniques pré-
levées sur des colonies tissulaires agées de 7 jours, »rocurent
dans la majorité des cas un spectre caractérisé par la présence de
raies spécifiques des caroténoides (fréquences 1525, 1189, 1156 et
1003 cm-1). Les raies observées dans le domaine spectral compris
entre 1550 et 1650 cm-1, peuvent 8tre attribuées aux anthocvanines;
les intensités des raies de fréquences 1645 cm™ et 1600 cm” sont
différentes si nous comparons ce spectre a celui de la rubrobrassi-
cine en solution aqueuse & pH 1 (Figure 41 ).

Les spectres Raman réalisés sur des cellules anthocyaniques
prélevées sur des colonies agées de 14 jours, sont trés différents
de ceux obtenus a partir des cellules provenant des colonies tissu-
laires agées de 7 jours: les caroténoldes sont généralement absents
et le spectre des anthocyanines est identique & celui obtenu 2
partir de l'extrait en solution aqueuse a pH 1 (Figure41 ,C).

En analysant plusieurs cellules prélevées sur des colonies
agées de 7 jours, nous avons pu constater qu'il y a disparition
progressive des caroténoides si on prolonge le temps d'irradiation.
Cette expérience montre que les caroténoides sont des composés
photochimiguement trés sensibles. Zn outre, le spectre des antho-
cyanines n'evolue pas avec le temps d'irradiation et ne devient

Jamais identique & celui des anthocyanines en solution aqueuse &

pH 1 (rigure b2 ).

o St S
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Figure 42 : - A - Spectre Raman de résonance obtenu.aprés microanalyses
in situ de cellules prélevées sur des colonies tissulaires
dgées de 7 jours.
Les spectres B et C sont représentatifs des cellules prélevées
sur colonies 4gées de 7 jours, mais peuvent &tre également
obtenus aprés un temps d'irradiation plus long.
-D - Spectre Raman obtenu pour la majorité des cellules
prélevées sur des colonies tissulaires igées de 14 jours. (EEE)

- Ii - Variation d'intensité au niveau des raies du domaine

spectral - 1550 - 1650 cm™ .
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Figure 43 : Spectres Ramn de résonance obtenus aprés microanalyses
in situ de cellules plasmolysées. Les cellules ont été
prélevées sur des colonies tissulaires fgées de 7 jours.

A. spectre obt.enu en irradiant au centre de la vacuole

B - spectre obtenu en irradiant uniquement le cytoplasme

de la cellule plasmolysée
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Afin de localisgr les caroténoides, nous avons effectué les
microanalyses sur des cellules plasmolysées. En défocalisant le
faisceau laser, il est possible d'irradier soit la vacuole avec, a sa
périphérie, du cytoplasme soit le cytoplasme dégagé par plasmolyse.

Pour cette étude, nous n'avons pris en considération que deux
raies caractéristiques des anthocyanines (fréquences 1644cm‘1et 16G0

-1 . -1
cm ) et une raie caractéristique des caroténoTdes (fréquence 1525 cn )

Il n'a pas été possible de localiser les caroténoides avec
précision. Cependant, la plus forte concentration est observée dans
le cytoplesme au voisinage de la vacuole des cellules plasmolysées
(Figure 43 ).

La détection de caroténoides en irradiant la vacuole, est
certainement due au fait que le faisceau laser traverse du cytoplasme
avant de pénétrer dans la vacuole.

Ces résultats sont obtenus a partir des microanalyses effec-
tuées sur des cellules prélevées sur des colonies tissulaires agées de
7 ou 14 jours. Cepandant, nous avons noté une concentration en caroté-
noides beaucoup plus faible dans les cellules prélevées sur des

colonies tissulaires agées de 14 jours.

3) Analyse des phénoménes intervenant dans les variations

d'intensité des raies spécifiques des anthocyanines.

Les variations d'intensité des raies propres aux anthocyanines
(domaine spectral compris entre 1550 et 1650 cm-1) dans les spectres
obtenus aprés microanalyses des cellules prélevées sur des colonies

agées de 7 et de 14 jours, traduisent vraisemblablement une modification
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de la structure de l'aglycone au cours du développement des
cellules. Cette modification peut avoir pour origine une variation
de pH qui favorise la forme guinonique. Pour des raisons techniques
nous avons comparé les résultats & ceux obtenus en utilisant un
composé voisin de la cyanine chlorid : la malvidine 3,5 digluco=
side. En effet, les variations observées sont comparables a celles
obtenues pour la malvidine 3,5 diglucoside en solution aqueuse a

pH 1 et & pH 6 (Figure 44).

A 2

wn
N
i
-

DIFFUSEE

>
.chmﬂ |

Figure 44 :- Spectres Raman de résonance de la malvidine 3,5 diglu=-
coside sous sa forme de cation flavylium (pH 1 - A) et de base
quinonique (pH 6 = B) (STATOUA,1982) et de la cyanine chlorid en
solution aqueuse & pH 1 (C) (MERLIN, 1983).
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A pd 1, l'aglycone de l'anthocyanine est sous la forme cation

flavylium et & pH § sous la forme base quinonique (Figure 45 ).

OH

FLAVYLIUM

HO

O ~Gluc - 0 - Gluc
Gluc - QO _ : - Ac .Fer Ac.Fer

2 HO
BASE QUINONIQUE

O~Gluc - 0 - Gluc
{ {
Gluc -Q Ac.Fer Ac.Fer

Figure 45 : - Structures des formes chimiques de la rubrobrassicine C

(cyanidine 5 glucose,3 di-feruoyl sophorose) en milieu acide.
- 4¢ . Fer : acide férulique.

- Gluc ¢ glucose.

oSS S S

Ce phénoméne a pu &tre reconstitué in vivo, en trzitant
une cellule avec une solution d'HCl (0,005 lM). Le passage du premier
type de spectre (Figure » A) (forme quinonique de l'aglycone de
l'anthocyanine) au second (Figure y C) (forme flavylium de 1l'agly-

cone de l'anthocyanine) est trés rapide puisqu'il peut s'effectuer
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Figure 46 : - Spectres Riman de résonance obtenus aprés microanalyses

in situ de cellules ayant été prélevées sur des colonies

tissulaires &gées de 7 jours.

A. spectre Raman obtenu aprés microanalyse d'une cellule
non traitée a l'acide chlorhydrique.
B- spectre Raman obtenu 3 minutes aprés le traitement
d'une cellule & l'acide chlohydrique (0,005 i1).
_C-— spectre Raman obtenu 5 minutes aprés le traitement
d'une cellule a l'acide chlorhydrique (0,005 M).
D- variation d'intensité au niveau des raies du domaine

spectral - 1550 - 1650 e
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en moins de cing minutes. Une microanalyse réalisée trois minutes
avrés le traitement 2 l'acide chlorhydrique, fournit un svectre
de tvype intermédiaire (Figure 46 , B ). L'éclatement de 1la
cellule , indiqué var une brusque montée au fond de lumieére
parasite (fluorescence) (Figure 46 , C), n'apoarait cu'arés

avoir obtenu ces résultats.

Une modification du pH vacuolaire des cellules issues des
colonies tissulaires en vhase exponentielle de croissance ou en
phase stationnaire de croissance, peut expliquer ce phénoméne.

Il est a noter que pour la spectrométrie Raman de résonance, une
faible variation de pH (varfois moins d'une % unité) au voisinace

du pK, peut induire de fortes modifications dans les intensités

relatives des raies attribuables aux différentes formes en Dréserce

(MERLIN, 1978).

4) Microanalvse in situ des cellules dévourvues d'anthocvanes.

Les cellules non anthocvaniaues, situées dans la zone
interne des colonies tissulaires, sont totalement déps~urvues

de caroténoides.
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CONCLUSIONS

A) SUR LA CULTURE IN VITRO DES FRAGMENTS DE FEUILLES DE CHOU ROUGE

De nombreuses expériences réalisées sur le genre Brassica
concernaient l'étude de la néoformation de cals, de bourgeons et
de racines & partir de fragments de feuilles cultivés in vitro.

Pour notre part, la culture in vitro de fragments de
feuilles nous a permis de préciser les conditions qui permettent
d'obtenir des colonies tissulaires.

Les diverses expériences ont permis d'observer que l'age
des feuilles et le lieu de prélévement des explantats, sont deux
facteurs importants pour la prolifération. De plus, la nature
des tissus joue un rfle important dans la prolifération puiSque
ce sont les fragments de limbe avec nervure secondaire prélevés
dans la région basale des feuilles moyennes de la 'pomme" du
chou, qui proliférent le mieux. |

La solution de MARGARA, additionnée de 6 BAP ( 5.107°
g.ml_1), d'ANA (10‘6 g.ml-1) et de saccharose (10 g.l-1)
favorise la prolifération d'amas cellulaires plus friables a la
surface des cals compacts et chlorophylliens. Le repiquage de
ces cals sur le milieu de référence, n'induit que la proliféQ

ration des amas cellulaires friables. Comme DUBOIS et BOURIQUET

(1973,1974) pour les tissus de Silene alba, nous avons séparé

ces amas cellulaires et les avons repiqués sur le milieu de base.
Aprés quelques jours de culture, ils continuent a proliférer, que

le milieu de base soit additionné de saccharose ou de glucose.
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Ces amas nous ont permis d'isoler des colonies tissulaires
friables et homogénes qui proliférent rapidement.

Alors que pour beaucoup de tissus végétaux, la croissance
et optimale avec des doses de sucres comprises entre 0,5 et 2 %
(HILDEBRANDT et RIKER, 1956), les colonies tissulaires de chou-
rouge supportent de fortes concentration de saccharose ou de
glucose et accumulent des anthocyanines quand l'éclairement est
intense. Les colonies tissulaires friables, nous ont permis de
réaliser des suspensions cellulaires. Cependant, les cellules
n'élaborent pas d'anthocyanines quand elles baignent dans le
milieu de culture. Afin d'étudier l'influence de divers facteurs
sur la biosynthése des anthocyanines, nous avons poursuivi nos
expériences en cultivant les colonies tissulaires sur milieu
solide.

INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE SUR LA BIOSYNTHESE DES
ANTHOCYANINES.

Il est tout d'abord apparu que l'oxygénation est indis-
prensable puisque les cellules n'accumulent pas d'anthocyanines
quand elles sont au contact du milieu gélosé ou des parois des
tubes. Les analyses spectrophotométriques ont montré que les
colonies tissulaires repiquées en boites de Pétri en matiére
plastique, sont plus riches en chlorophylles. Il serait inté-
ressant de voir s'il existe un rapport étroit entre les quantités
de chlorophylles, d'anthocyanines et l'oxygénation tel que l'ont
montré DOWNS (1564), SCHNEIDER et STIHMSON (1971, 1572) et

MANCINELLI et ses Collaborateurs (1974).
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L'élaboration des anthocyanines est augmentée par meilleur
éclairement des colonies tissulaires, par l'augmentation de la
surface cellulaire qui n'est pas au contact du milieu de culture
et par le nombre de colonies tissulaires repiquées en boites de
Pétri en matiére plastique.

L'augmentation de la biosynthése n'est pas seulement due a
ces facteurs. Il était donc important apreés avoir défini quelques
conditions de culture, de trouver la température la plus favorable
a la biosynthése des anthocyanines avant d'étudier l'influence de
la lumiére et des facteurs chimiques dans des conditions expéri-
mentales bien déterminées.

Cependant, il aurait été intéressant de réaliser une étude
plus compléte avec des températures plus basses ou plus élevéeées
puisque GORIS (1963) a constaté que de courtes périodes de froid
favorisent la biosynthése des anthocyanines mais ralentissent la
croissance. Cette étude pourrait &tre beaucoup plus complexe du fait
de la relation qui existe entre l'apport de lumiére et la tempéra-
ture sur la biosynthésé des flavonoIdes ou la croissance des tissus.
En effet, ENGELSMA (1968, 1970) a montré que plus la période d'incu-
bation des tissus & l'obscurité est courte, plus élevée doit
étre la température pour obtenir l'optimum de biosynthése des flavo-
noides.

Pour étudier l'influence de la nutrition carbonée et de la
lumiére, nous avons réalisé les expériences en cultivant les
colonies tissulaires & température constante en faisant abstraction
des interactions lumiére_- température qui peuvent avoir une influ-

ence sur la biosynthése des anthocyanines.
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C) INFLUENCE DE LA NUTRITION CARBONEE ET DE LA PHOTOPERIODE.

En faisant varier la concentration en sucre, les rythmes
photopériodiques et l'intensité de 1'éclairement (lumiére blanche)
nous obtenons des résultats complexes. Toutefois, la croissance
des colonies tissulaires est d'autant plus importante que le
nombre d'heures d'éclairement journalier est plus élevé. Ceci a
dtailleurs été constaté par de nombreux auteurs (BUNNING et WELTE,
1954 ; LIORET, 1960). La biosynthése des anthocyanines est
également d'autant plus importante que le nombre d'heures d'éclai-
rement journalier est plus élevé. Cependant, l'action de la lumiére
blanche sur l'utilisation des sucres semble beaucoup plus nette en
photopériocdes 18 : 6 et 24 : O car la biosynthése des anthocyanines
s'effectue encore aprés quatorze jours de culture. De plus la
croissance des colonies tissulaires et la biosynthése des antho-
cyanines sont d'autant plus importantes que la concentration en
sucre et le nombre d'heures d'éclairement journaliers sont plus
élevés. En outre, la nature du sucre utilisé (saccharose ou glucose
influe peu sur l'accumulation des pigments mais modifie de fagon
plus sensible la croissance des colonies tissulaires surtout si
nous tenons compte de leur teneur en eau. Les colonies tissulaires
repiquées sur les milieux additionnés de glucose, sont en effet
prlus riches en matiére séche.

Sans avoir pu doser les sucres dans les colonies tissulaire
nous pouvons cependant penser qu'elles consomment mieux le glucose.
En effet, en faisant varier simultanément la nature des sucres et
la photopériode, il est possible de modifier la biosynthése des

anthocyanines et la croissance des colonies tissulaires. Ceci fait
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penser qu'il a un rapport étroit entre l'utilisation des sucres

par les colonies tissulaires et l'action de la lumiére, car les
colonies supportent mieux les fortes doses de saccharose quand
elles sont éclairées continellement et quand elles sont soumises

a4 des rythmes photopériodiques plus courts (1 : 7, 2 : 2 et 3:1).

NAEF (1968) signale qu'il a des rapports étroits entre
l'utilisation du glucose par des tissus végétaux cultivés in vitro
et l'action de la lumiére. Nous avons pour notre part constaté
que le glucose limite la biosynthése des anthocyanines en soumettant
les colonies tissulaires aux rythmes photopériodiques 1 : T et 2 :2
Dans ce cas, nous pouvons penser que l'absorption du glucose est
trop importante et occasionne un bloquage partiel des réactions de
biosynthése des anthocyanines; ce qui n'est pas la seule explication
possible puisque sous l'effet de la lumiére, il y a augmentation de
la réduction des nitrates et de la genése des acides aminés (
CHAMPIGNY, 1960). Etant données les les interactions entre la nu-
trition carbonée et azotée sur l'accumulation des anthocyanines,
cette seconde hypothése pourrait &tre plus vraisemblable pour
expliquer le ralentissement de biosynthése.

Pour les colonies tissulaires de chou rouge, si la dose et
la nature des sucres ainsi que le temps d'éclairement favorisent
biosynthése des anthocyanines, l'intensité de l'éclairement joue
également un rdle important. Dans la limite de quantité d'énergie
lumineuse (lumiére blanche) dont nous disposions, nous avons pu
constater que la biosynthése augmente avec la quantité d'énmergie
lumineuse, le nombre d'heures d'éclairement journalier et la

concentration en saccharose. L'élaboration des anthocyanines par
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les colonies tissulaires dépend de la nature des sucres, de la
photopériode, de la nature des sources lumineuses et de la densité

du flux lumineux.

SUR LA NUTRITION AZOTEE.

Pour de nombreuses especes, il est admis qu'une baisse du
taux de nitrate et une augmentation de la teneur en sucre, favo-

risent la biosynthése des anthocyanines. Dans le cas des colonies

tissulaires de chou rouge, il apparait que la biosynthése des antho-

cyanines est d'autant plus importante que les concentrations en
azote minéral et em sucre sont élevées. De plus, pendant les
quatorze jours que dure la culture, tous les nitrates sont conso-
mmés quelles que soient leurs concenrations. L'augmentation de
la quantité d'anthocyanines serait d'une part liée au debut de 1la
culture, & la croissance des colonies tissulaires et d'autre part
aprés le quatorziéme jour de culture, liée & l'intervention des
sucres etd'autres substances restant dans le milieu. En outre,
l'augmentation de la consommation des nitrates qui est étroitement
liée a la présence des ions cat? , favorise la biosynthése des
anthocyanines.

Certes dans certains cas il pouvait sembler que la réduc--
tion de la quantité d'zzote minéral favorisait la biosynthése des
anthocyanines, mais les milieux renfermaient alors de la Lt gluta-
mine et de l'hydrolysat de caséine. L'abscence de ces composés
dans les milieux de culture occasionnait de grandes variations au
niveau de la croissance et de la biosynthése des anthocyanines.

La L¥ glutamine agit sur la croissance des colonies tissulaires et
l'hydrolysat de caséine sur la biosynthése des anthocyanines par

les précurseurs qu'il contient (ex : phénylalanine).
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L'étude de l'influence des précurseurs, a montré le rdle
prépondérant de l'acide cinnamique et de la phénylalanine. Il
aurait sans doute été intéressant d'étudier l'activité de la
phényl-ammonialyase, mais cette étude ne serait vraiment réalisable
que sur des colonies a pigmentation homogéne. Elle serait également
possible & réaliser avec des suspensions cellulaires, car si les
cellules n'accumulent pas d'anthocyanines quand elles proliférent
dans le milieu de culture, elles synthétisent des composés
flavoniques. Les analyses chromatographiques ont montré que le
kaempférol est le principal composé synthétisé par les cellules

en suspension.

SUR LA STRUCTURE DE LA RUBROBRASSICINE ET LES MICROANALYSES
IN SITU.

.

L'utilisation des techniques d'analyses classiques et de
chromatographie descendante sur papier ont permis d'identifier
les trois anthocyanines présentes dans les cellules des colonies
tissulaires. Si les résultats ebtenus sont en accord avec ceux
de HARBORNE k1964) , 11 aurait été intéressant d'analyser plus
finement les extraits afin de savoir s'il existe d'autres pigments
dérivés de la cyanidine tel que le mentionne TIMBERLAKE ( 1981).
Les anthocyanines présentes dans le chou rouge, en quantité trés
faibles et récemment trouvées enutilisant une H.P.L.C sont :

- La cyanidine 5 glucose, 3 di para-coumaroyl sophorose
- la cyanidine, 5 glucose, 3 sinapoyl sophorose

- la cyanidine 5 glucose, 3 di sinapoyl sovhorose

- la cyanidine 5 glucose, 3 malonyl sophorose

En outre, la spectrométrie Raman de résonance nous a
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permis d'obtenir des informations originales sur la structure de

la rubrobrassicine quand elle se trouve dans le liquide vacuolaire.
La méthode d'analyse in situ étant non destructive, il est possible
de dire que les microanalyses sont réalisées in vivo.

La spectrométrie Raman a permis de mettre en évidence les
deux formes sous lesquelles la rubrobrassicine se présente dans
les cellules vivantes. Ces formes appelées quinonique et cation
flavylium, sont spécifiques des cellules anthocyaniques prélevées
sur des colonies tissulaires d'dges différents. Les variations
de structure de la rubrobrassicine sont essentiellement dues a
un effet de pH. Les diverses analyses nous permettent de penser
qu'il y aurait une modification du pH vacuolaire des cellules des
colonies tissulaires en phase stationnaire de croissance.Cependant,
il ne nous a pas été possible de résoudre le probléme de la stabi=-
lisation de la forme quinonique (pH proche de la neutralité) a
l'intérieur des vacuoles des cellules prélevées sur des colonies
tissulaires Zgées de sept jours.

Les microanalyses in situ ont révélé l'absence ou la
présence de caroténoides dans les cellules anthocyaniques, suivant
l'4ge des colonies tissulaires et le degré d'éclairement. Ces
caroténoIdes sont localisés dans le cytoplasme des cellules. En
outre, il semble que les caroténoides soient synthétisés d'une
part par les cellules au cours de la phase exponentielle de
croissance (pour disparaitre au cours de la phase stationnaire)
et d'autre part dés que les cellules commencent & accumuler des
anthocyanines sous l'effet de la lumiére blanche. De plus, les

expérienes ont montré que :
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- les colonies tissulaires sont peu sensibles a l'action de la
lumiére monochromatique, mais sont beaucoup plus sensibles a
l'intensité du flux lumineux et au temps d'éclairement

- le calcium inhibe l'action du phytochrome chez des plantules
de chou rouge (PECKET et HATHOUT BASSIM, 1975), mais n'exerce
aucune action néfaste sur la biosynthése des anthocyanines par
les colonies tissulaires.

- les caroténoides sont des composés photochimiquement trés
sensibles et leur apparition dans les cellules semble associée
a celle des anthocyanines.

Toutes ces observations peuvent apporter une réponse a
l'hypothése de ROLLIN (1970) qui estime que les caroténoides
seraient des photorécepteurs intervenant dans la biosynthése
des anthocyanines sous l'influence de la densité du flux lumi-
neux et du temps d'éclairement.

L'étude des différents facteurs qui favorisent la bio-
synthése des anthocyanines par les colonies tissulaires mises
en culture sur milieu solide, a permis de dégager certains
faits. Cependant, l'étude de 1l'élaboration de composés flavo=~
niques et hypothétiquement des anthocyanines, pourrait &tre
réalisée sur un matériel plus homogéne telle gu'une suspension
cellulaires plus favorable pour aborder certaines expériences.
Dans ces conditions, il serait également trés intéressant de
suivre le devenir des diverses molécules a l'aide de la micro=-

sonde MOLE a effet Raman.
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