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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 à partir de fragments de feuilles de Brassica 

cultivés in vitro. 

De plus, de nombreuses études ont été menées sur les 

facteurs qui favorisent la biosynthèse 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 à 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 nécbssaires à l'élaboration des anthocgsnines. 

Les anthocynnes sont des molécules plus ou moins 

complexes, composées d'un aglycone et de sucre (glucose, rham- 

nose etc...), Zlles constituent une famille très particulière 

des flavonofdes. 

Les aglycones les plus répandus dans la nature sont 

le pélargonido1,ls cyanidol, le paeonidol, le delphinidol, 

le pétunidol et le malvidol qui définissent ainsi six antho- 

cyanidineu (Figare : ), 



Figure 1 : - Structure de diverses anthocyanidines- 
* /  -/ ./ ./ */  -/ 

On définit par anthocyanine, une anthocyanidine 

qui forme des liaisons glycosidiques avec divers sucres. 

Ces liaisons peuvent se former en position 3 au en gosition 

3 et 5 de lfanthocyanidine (Figure 2 ). 

Cependant, la terminologie peut être plus précise 

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

diglucoside est appelée cyanine- 

Figure 2 : - Structure générale d'une anthocyanine. 
2 

SUCRE - 0 
i 



D e s  groupements a c y l é s  ( a c i d e  para-coumarique, a c i d e  

f é r u l i q u e )  peuvent ê t r e  e s t é r i f i é s  s u r  un hydroxyle d'une 

molécule g l u c i d i q u e ;  c e t t e  d e r n i è r e  é t a n t  f i x é e  en p o s i t i o n  

3 de l l ag lycone .  Ces molécules  s o n t  appe l ée s  anthocyanines  

a c y l é e s .  Les anthocyanines  du chou rouge s o n t  a c y l é e s  e t  

p o r t e n t  l e  nom de r u b r o b r a s s i c i n e .  

De nombreuses r e che rches  on t  permis d ' i d e n t i f i e r  l e s  

anthocyanines  du chou rouge e t  d ' é t a b l i r  l e u r s  s t r u c t u r e s  

mo lécu l a i r e s  (URB0R~5,1964). Pour n o t r e  p a r t ,  a p r è s  a v o i r  

déterminé l e s  d i f f é r e n t s  t y p e s  d ' an thocyan ines  p r é s e n t s  dans  

l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  i s o l é e s ,  nous avons pu m e t t r e  en 

évidence comment s e  p r é s e n t e n t  e t  évo luen t  c e s  composés 

dans l e s  c e l l u l e s ,  en app l i quan t  à l a  b i o l o g i e  l a  techn ique  

r é c e n t e  de microanalyse  i n  s i t u  p a r  s p e c t r o m é t r i e  Raman, à 

l ' a i d e  de l a  microsonde mo lécu l a i r e  à l a s e r .  



HISTORIQUE 

A) LA CULTURE DES TISSUS DE FEUILLG 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 à faire proliférer abondamment 

des fragments de feuilles de chou vert (Brassica oleracea La 

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

capitata L.) quand les milieux de culture sont additionnés 

d'BI.; et de kinétine. De plus, c'est essentiellement le bord 

de l'explantat qui prolifére de façon anarchique, pour donner 

une protubérance compacte qui est beaucoup plus importante 

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

Des fragments de feuilles de chou rouge (Brassica oleracea 

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

cals compacts, en présenee d'AIR et de lait de coco. Quand L'AI-4 

et associé à la kinétine, les cals produisent de nombreux 

bourgeons (BAJAJ et NIETSCH, 1974). 

Zn 1975 PRII?O-IJIILLO et HARADA montrent que néofor- 

mation de cals durs et compacts par des fragments de feuilles 

de chou rouge (5rassica oleracea L. var Tête de nègre), peut 

être controlée par l'action du 2,4 D et de la 6 BAP. En outre, 

la 6 B.\P associée 5 L'ANA ou CU MC:% in2uit la formation da 

bourgeons. Les composés auxiniques (AI-4 ,  ANA et NOA) provoquent 

une abondante rhizogenèse. Les bourgeons néoformés seuvent être 



enracinés. De cette façon , ces auteurs ont montré qu'il est 

possible de reproduire végétativement le chou rouge à 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'i'ilii et de kinétine 

Cependant, la nature de la prolifération est très différente 

suivant la concentration en régulateurs de croissance 

JOHNSON et ~TI"lXXLL, 1978 ) . 
SEILLEUR et MARTIAT (1978) obtiennent la régénération de 

plantes entières (~rassica pekinensis) à partir d'explantats de 

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

B) INFLUENCS DES REGULATEURS DE CROISSANCE SUR L'ACCUMULATION 
DES ANSHOCYANES 

BLACKELY et STZWART (1961) trouvent que l'accumulation 

des anthocyanines dans des cellules d'Ha3lopappus gracilis dé- 

pend de la concentration-en AIAdu milieu de culture qui contient 

également du lait de coco. Ces auteurs montrent également que 

l'ANA stimule la production d'anthocyanines. 

En 1971, CONSTABEL et ses collaborateurs étudient l'in- 

fluence de l'ANA et des cytokinines sur la production des antho- 

cyanines par une suspension cellulaire dfHaplopappus gracilis. 

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

ré~ulateur de croissance (2,4 D ou ANA) qui permet une accumulation 



des anthocyanines et que la benzyladénine et la kinétine 5 fortes 

doses améliorent cette accumulation mais diminuent la croissance. 

MATSUMOTO et ses collaborateurs (1973) ne constatent pas 

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

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

llAIA aux milieux de culture mais observent que le 2,4 D inhibe 

la synthèse des anthocyanines au contraire de l'ANA et de l t A I A .  
\ 

YON ALFERMANN et ses collaborateurs (1975) montrent que de 

grandes variations peuvent apparaître dans la biosynthèse des 

anthocyanines par une colonie tissulaire de carotte, suivant 

l'emploi des différents isomères du 2,4 D ou de l'ANA. 

La biosynthèse des anthocyanines chez les tissus de vigne 

cultivés in vitro, est plus sensible à l'action de l'acide absci- 

ssique et de l'acide 2 chloroéthylphosphonique qui agissentsyner- 

giquement avec le saccharose (PIRIE et IUJLLITIS, 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 être favorisée 

par la lumière visible et la lumière ultraviolette., Cependant, 

l'action des rayons ultravioletsl peut être remplacée par celle 

de la kinétine. Ces auteurs suggèrent que les rayons ultraviolets 

et la kinétine peuvent augmenter la perméabilité mernbranaire et 

permettre ainsi le y ssage des substances nécessaires à la 

biosynthèse des anthocyanines. 



C) INFLUENCE DE LA NUTRITION SUR LA BIOSYNTHESE DES ANTHOCYANING 

ET DES COMPOSES PHSNOLI&U"S 

1) La nutrition carbonée 

La cozncidence des facteurs favorisant l'accumulation 

des sucres (haute intensité lumineuse, ralentissement de croi- 

ssance) avec la biosynthèse des anthocyanines, est établie pour 

de nombreux tissus cultivés in vitro. La concentration en 

saccharose qui favorise l'accumulation des anthocyanines est 

très variable suivant la nature des tissus cultivés in vitro : 

3 % pour des tissus de carotte (GHUTHERET, 1941), 9 % sour des 

tissus de Vitis vinifera (SLABECKA SZWEYKOWSKA, 1952) et 4 % 

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

quelques auteurs, en comparant les effets du saccharose 

à ceux du glucose, du fructose, du mannitol et du galactose, 

montrent que ce sont le saccharose et le glucose qui favorisent 

le mieux la biosynthèse des anthocyanines(TH1MAi~N et EDi-iONDSON, 

1949; THIMANN et Coll., 1951; KLEIN et H A G E N , ~ ~ ~ ~ ;  MATSUMOTO 

et Coll. 1973). 

2 )  La nutrition azotée. 

En évaluant les quantités dtanthocyanines,de sucres et 

d'azote dans des plantules de chou rouge, FREY-WYSSLIXG et 

BLANK (1943) ne trouvent pas de relation entre le contenu en 

azote et c l-ui en anthocyanines, 

HELLER (1948) montre que la suppression de l'azote du 

ailieu de culture, détermine dans des tissus de vigne vierge 

qui normalement oten prisentent pas, la formation d'anthocyanines. 

Cette détermination est dtautant plus remarquable que d'autres 



carences  ne l a  p r é s e n t e n t  pas.  Cela  i n c i t e  HELLSB à conc lu re  

que l e  f a c t e u r  responsab le  de l a  syn thèse  des  a n t h o ~ y ü n i n e s ~ e s t  

b ien  La carence  en azo t e .  HXLLZR n e t  donc l ' a c c e n t  s u r  l e s  

r a p p o r t s  qu i  do iven t  e x i s t e r  e n t r e  l a  format ion des  anthocyanines  

e t  l e  métabolisme de l ' a z o t e .  

L ' i n f l uence  des  conposés a z o t e s  s u r  l a  b iosyn thèsa  des 

anthocyanines  e s t  en r e l a t i o n .  avec c e l l e  de s  s u c r e s .  En e f f e t ,  

SZWEYKOWSKA (1959) montre que l a  présence de composés a z o t é s  

dans  un mi l i eu  de c u l t u r e ,  cause une f o r t e  d iminut ion du t a u x  

de s u c r e  dans de s  p l a n t u l e s  de chou rouge ,  donc une b a i s s e  de 

la  q u a n t i t é  d tan thocganines .  Tou te fo i s ,  l e  s u c r e ,  en absence 

ou en prgsence d'une f a i b l e  dose de composés a z o t i s ,  engendre 

une accumulation des  anthocyanines .  Une r e l a t i o n  s i m i l a i r e  e s t  

mise en évidence 2ar l e  mise en c u l t u r e  de frugments de f e u i l l e s  

de vigne en présence de Xi40 e t  de s a c c h r o s e  (P IRIZ  e t  i~IULLIPJS, 3 
7976) . 

AM02114 e t  s e s  c o l l a b o r a t e u r s  (1977), XUBXK e t  ABULZR, 

(1980) en s ' i n t é r e s s a n t  au problème de l ' a c t i o n  des  consosés  

a z o t é s  e t  des  s u c r e s  s u r  l a  b iosyn thèse  de composés phénol iques  

par des  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s ,  r e t r o u v e n t  la  même r e l a t i o n ,  

En 1978, 3HhX e t  HEHTA é t u d i e n t  l ' a c t i o n  de l ' a z o t e  

organique e t  m iné ra l ,  s u r  l ' a c c u n u l a t i o n  de s  composés ?héno- 

l i q u e s  p a r  des  c a l s  ( C r o t a l a r i a  juncea L.), e t  montrent que 

l ' a z o t e  organique f o u r n i  sous  f o r c e  d 'hydro lysa t  de ca sé ine  

oa d l z x t r n i t  de l e v u r e  f z v o r i s a  Lu biosynthcse  de s  composés 

phénol iques  s a n s  a v o i r  d l r f f e t s  n é f a s t e s  s u r  l a  c r o i s s a n c e ,  



3 )  Influence des acides aminés et de divers composés 
organiques. 

La nature des agents inhibiteurs ou stimulateurs de la 

biosynthèse des composés phénoiiques et des anthocyanes en parti- 

culier,est souvent caractéristique de l'espèce considérée. 

TBIMAiJN et EkDNYR (1955) montrent que la biosynthèse des 

anthocyanines chez Spirodela oligorrhiza est inhibée sûr les 

antagonistes des purines et des pyrimidines. En 1958, ces auteurs 

nontrent que la riboflavine supprime l'inhibition causée par 

beaucoup de ces substances. 

Dans les tissus de blé, STRAUS (1960) trouve que la ribo- 

flavine,la méthionine, l'zsparagine,la glutamine et la valine 

sont des inhibiteurs de la biosynthèse des anthocyanines 

alors que l'acide aspartique, la cystine, les acides adényliques 

et cytidiliques en sont des stimulateurs. Pour les analogues des 

purines èt des pyrimidines, les résultats obtenus sont similaires 

à ceux de TIIIidIANN et RADNEF;, mais les expériences montrent que 

les nucléotides ne participent pas directement à la biosynthèse 

des anthoc~anines. 

LSi 1978, SHAH et EIEHTA, étudient l'influence de 13 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 àes plantules de Crotalaria 

juncea L. Cependant, les effets de la L tyrosine sont meilleurs 



que ceux de la L phénylalanine ou de ces deux composés rkunis. 

D )  I N F L U E N C E  DE LA LUMIERE SUR LA B I O S Y N T H E S E  DES ANTHOCYANEÇ 

1 )  Lumière et biosynthèse d'anthocyanes. 

Selon DOWMS (19641, SEMEBIZR (1799) montre que la lu- 

mière est généralement nécessaire à la biosynthèse des antho- 

cyanes. En 1932, ARTRUR obtient une accumulation d'anthocyanes 

dans un épiderme de pomme en utilisant une lumière artificielle. 

SLBBECKA-SZWEPKO?iSKx (1952) montre qu'il existe une relation 

étroite entre les quantités d'anthocyanes et de sucres solubles 

dans des tissus de Yitis vinifera cultivés in vitro et éclairés 

continuellement. 

La nature et le temps d'éclairement ainsi que la photo- 

période sont des facteurs qui influencent également la biosyn- 

thèse desanthocyanines.Zn effet, GEZA RRAZDINA et LEROY (1973) 

zontrent que des plantules de chou rouge (Brassica oleracea cv. 

Red Badish) accumulent des anthocyanines quand elles sont 

éclairées avec des lampes fluorescentes de types "Gro Lux" et 

"Cool Whitet1. Cependant, sour obtenir une accumulation optimale 

d'anthocyanines, il faut éclairer longtenps les plantules (48 

heures) après leur incubation à l'obscurité ( 7 2  heures). 

L a  biosynthèse des anthocxanines dans des racines de rnnïs,est 

- 
favorisée par la lumière blanche et en photopéricde 18 : 5 

(PILET et T A K A H A S H I ,  1979). 



La biosynthèse des anthocyanines peut être stimulée par 

l'action delumières monochromatiques. L'accumulation des antho- 

cyanines dans l'épiderme de pomme, est optimale en utilisant des 

lumières monochromatiques de longueurs d'ondes comprises entre 

290 et 310 nm et 360 et 450 nm (ARTHUR, 1932). En 1955, SLABECKA- 

SZWEYKOWSLI met en évidence 1' influence de la .lumière bleue sur 

la biosynthèse des anthocyanines par des tissus de Vitis vinifera 

cultivés in vitro. SLABECKA-SZWEYXOWSKA (1955), SZWEYKObJSKA (1957) 

ainsi que SIEGELMAN et HENDRICKS (1957) montrant que la lumière 

rouge stimule la biosynthèse des anthocyanines par des plantules 

de chou rouge. 

L'influence et le rôle des lumières monochromatiques sur 

sur la biosynthèse des anthocyanines par des plantules de chou- 

rouge ont 6té également étudiés par de nombreux auteurs qui 

utilisent la lumière rouge ( de 590 à 090 nm) et la lumière 

rouge lointain ( h  = 730 nm). L'utilisation de ces tyses de 

lumière,est de courte durée (quelques minutes) et toujours après 

une période d'incubation du matériel végétal à l'obscurité 

(DOWIJS, 1964 ; KU et M A N C I N E L L I ,  1972 ; HdPICI2:ZLLI et Coll., 1974 

1975 ; MBWCINELLI et R A B I N O ,  1974 ; PECKET et HATHOUT B B S S I M ,  

1 9 ' 7 4  ; R A B I N 0  et Coll., 1977) . 
L'accumulation des anthocyanines par une suspension 

cellulaire de Peuplier, peut être obtenue en utilisant la 

lumière bleue ou rouge.Dans ce cas, c'est la lumière bleue qui 



stimule au maximum la biosynthèse, mais la croissance est consi- 

dérablement ralentie (MATSUMOTO et Coll., 1973). Pour une sus- 

pension cellulaire dlHaplopappus gracilis, ce sont les rayons 

ultraviolets ( = 345. m) qui sont les plus favorables à .la 

biosynthèse des flavonoides et plus particulièrement à celle 

des anthocyanines (WELLMANN et Coll., 1976)- Dans tous les cas, 

l'utilisation des lumières monochromatiques pour stimuler la 

biosynthèse des anthocyanines, nécessite une période d'incubation 

à 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 même il existe une relation entre la lumière rouge, la lumière 

rouge lointain, le phytochrome et la biosynthèse des anthocyanines 

(MOHR et Coll,, 1979 ;JOHNSOfl, 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 
730 Cette 

modification de couleur est obtenue en irradiant une solution 

de phytochrome (HENDRICKS, 1968). En outre, le phytochrome 

sous sa forme active (Pfr) après irradiation en lumière rouge 

( = 660 nm), est très instable; aussi peut-il revenir sous 
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sa forme inactive (Pr) après irradiation en lumière rouge 

lointain ( = 730 nm) (HUAULT, 1969) ou- à 180bscurité (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 (BOISAH) et Coll., 1974 ; XUGUSTO et Coll., 1978). 

De nombreux phénomènes de photobiosynthèse sont contrôlés 

par le phytochrome, En effet,pour le chou rouge, il a éti cons- 

taté que la lumière rouge et la lumière rouge lointain contrôlent 

la biosynthèse 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 BASSIN, 1974). En outre, l'action 

de la lumière rouge peut être remplacéetotalement ou partiellement 

par des réactifs tels que le n propanol ou la kinétine qui sti- 

mulent la biosynthèse des anthocyanines chez des plantules de 

chou rouge mises en incubation à l'obscurité. Cette stimulation 

peut être annulée par exposition du matèriel végétal à la 

lumière rouge lointain (PECKET et HATHOUT BASSIN, 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 diné- 

thylformamide et du diméthylsulfoxyde pour obtenir une stimula- 

tion de la biosynthèse des anthocyanines. Cependant, les effets 

du diméthylsulfoxyde ne sont pas réversibles en irradiant le 

matériel végétal à la lumière rouge lointain, 



D'autres travaux réalisés par HATHOUT BASSIN et PECKET 

( 1 9 7 5 ) ~  montrent que l'induction de la biosynthèse des antho- 

cyanines chez des plantules de chou rouge par irradiation en 

lumière rouge, est inhibée lorsqulon fourni du chlorure de 

calcium aux plantules. De même, la stimulation de la biosynthèse 

des anthocyanines à l'obscurité, due aux traitements à la kiné- 

+ + 
tine et au n propanol, est réduite par les ions Ca . Par 
contre, ltEDTX qui chélate les ions ~ a + + ,  stimule la biosynthèse 

quand les plantules sont placées à l'obscurité. De plus, c e s  

auteurs constatent qu'il y a une augmentation significative du 

calcium extractible lorsque les plantules sont traitées à 1'EDTA 

puis soumises à l'action de la lumière rouge. 

Ces observations permettent à HATHOUT BASSIM et PSCKBT 

de suggérer que le photocontrôle de la biosynthèse des antho- 

cyanines peut entrainer des changements dans 1s 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 à retenir les ions ~ a + +  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 

système est réversible en irradiant la solution de phytochrome 

avec la lumière rouge (YAMAMOTO et FURUYA, 1975). Pour d'autres 

espèces  végétales, l'indaction Le la biosynthSse due à la 



lumière 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., 

Cependant, il est intéressant de noter qu'en 1957, MGKR, 

SIEGELMAN et HENDRICKS discernent deux photoréactions respon- 

sables de la biosynthèse des anthocyanines chez Brassica oleracea 

et Brassica alba : llllune est caractérisée par l'antagonisme 

-lumière rouge / lumière rouge lointain - et a le phytochrome 
comme récepteur, l'autre présente une action prépondérante de 

la lumière bleue et de la lumière rouge lointain ainsi qu'une 

dépendance vis à vis de la densité du flux d'où la dénomination 

de réaction à haute énergiel1(ROLLIN, 1970). 

3)  La réaction à haute énergie. 

La lumière rouge lointain et la lumière bleue ont les 

mêmes effets que la lumière rouge dans l'induction de la bio- 

synthèse des anthocyanines chez Fagopyrum esculentum (MOHR 

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

ROLLIN, 1965) et dans l'induction de la biosynthèse des composés 

phénoliques (ENGELSMA, 1967) . Cependant, les avis sont partagés 
quant à l'intervention du phytochrome dans ce type de réaction. 

a) Exemales en faveur (d'autres photorécepteurs. 

La biosynthèse des anthocyanines chez Brassica rapa 

est induite sas ucs une expositioz à La l~mière racge,uniquement 

si celle-ci est précédée par une longue durée d'irradiation à 

la lumière bleue. Cependant, la présence des cotylédons est 



indispensable pour obtenir une induction de la biosynthèse des 

anthocyanines dans les hypocotyles. Avec la lumière bleue, la 

quantité dtanthocyanines accumulée dans les hypocotyles est 

la même, que les cotylédons soient présents ou non (GRILL et 

VINCE, 1965 ; VINCE et GRILL, 1966). 

Zn 1967, XNGSLSMA montre d'une part que la lumière bleue 

induit la biosynthése de composés phénoliques dans des hypoco- 

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

dépend du temps d'exposition etde la quantité d'énergie lumineuse 

En outre, la lumière reuge, rouge lointain ou bleue inhibe la 

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

cinétique d'inhibition montre que la lumière bleue agit avec un 

temps de latence beaucoup plus court que celui obtenu avec la 

lumière rouge ou rouge lointain (NEIJER, 1968): A partir de 

ces éléments, les auteurs suggèrent que la lumière bleue est 

active par l'intermédiaire d'un pigment autre que le phytochrome. 

Les caroténofdes et les flavines sont des cornposls pouvant inter- 

venir dans ce type de photoréaction. Toutefois, la nature des 

photorécspteurs autres que le phytochrome n t  est pas clair, ornent 

élucidée. 

b) Zxemple en faveur de l'intervention du phytochrome 

En 1968, Mc LURE montre que les effets de la lumière 

bleue sur la biosynthèse des anthocyanines chez Spirodela 

intermedia, s'expliquent par l'établissement d'un état photo- 

stationnùire intermédiaire entre ceux d6terrniné.s par les radia- 

tions rouge et rouge lointain. Cependant, l'intensité de la ré- 

ponse est toujours fonction de la quantité d'énergie lumineuse 



E) EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES, 

1 ) Généralités 

Les premières 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 lorçquton 

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 SSSBADRI 

(1962). Le but de ces extractions est d'isoler un produit pur à 

l'état cristallisé ou non. En fait ces méthodes d'extractions 

sont difficiles à appliquer à l'analyse d'un mélange complexe 

renfermant de nombreux composés phénoliques, 

Avec le développement des techniques de chromatograshies 

sur papier, sur colonne ou en phase gazeuse et l'utilisation de 

la spectroscopie, il n'est plus nécessaire pour isoler, doser et 

identifier les con~oaés phénoliques d'en extraire une quantité 

importante. 

En 1948, BATE SMITH fait la première mise au soint 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 ;BUNK, 1958 ; RIBEREAU GAYON, 1959, 1963, 1968 ; 

BILLOT, 1969 ; DEUBEET, 1978 ; NAKATANI et Coll,, 1979). 

2) Extraction des anthocyanes en milieu acide 

Les anthocyanidines sont des dérivés du phényl-2-benzo- 



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. 

Figure 4 : Structure des cations pyrylium et flavylium 

(d'après RIBEREAU-GAYON, 1968) .  

- / - / * / - / * /  -/ -/-/ 

+ 

0 
- pyrylium 

W C )  \ H / 
phényl-2 benzopyrylium 

1 (flavslium) forme oxonium. 

L'obtention de chlorures lors de l'extraction des antho- 

cyanes en milieu acide (méthanol, éthanol ou eau à 0,l % d'Hel) 

est donc due au caractère cationique des anthocyanidines. En 

outre, la couleur des anthocyanines et des anthocyanidines en 

solution acide, est déjà un critère de reconnaissance de leur 

identité biochimique ( H A Y A S H I ,  1962) .  De plus le milieu acide 

limite les phénomènes d'oxydation des polyphénols (FOURY et 

AUBERT, 1977 > - 

L 
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F) ANALYSE ET BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES 

1) Formation des composés phénoliques à partir des glucides 
1 

Les végétaux supérieursrenferment en abondance des composés 

phénoliques (substances qui comportent dans leurs molécules un à 

plusieurs cycles aromatiques 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). Lâ. phénylalanine provient de 

l'acide shikimique issu lui même du métabolisme des glucides 

(Figure 5 ). 

L'acide cinnamique initialement formé, se trouve à l'ori- 

gine des acides phénols en C -C qui occupent une position inter- 6 3 
médiaire dans la séquence menant aux différents termes de la série 

cinnamique (NEISH, 1960) et qui interviennent dans la synthèse de 

molécules plus complexes tels les esters d'acide organique ou de 

sucre, les flavonoîdes en C -C C et les lignines. Par la 6 3 6 
connaissance de quinze grandes familles de composés phénoliques 

présentant des différences dans l'arrangement des éléments consti- 

tutifs, nous ne rappélerons ici que les caractéristiques structu- 

rales de diverses familles (Figure 6 ) très 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 flavonoldes (c- C,-C,) comporte 6 - =  O 

deux cycles benzéniques (Figure 6 ) ; le premier (noyau A) 
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provient de la condensation de trois unités malonyl-CoA, le 

second (noyau B) d'un para-coumarogl CoA (KREUZALER et UHBROCH, 

1972) 

Les modifications dans le détail du squelette en C 75 
(position des hydroxyles, néthylation etc. ..) conduisrnt au cent 

cinquante aglycones actuellement répertoriés (ROBINSON, 1975). 

Les anthocyanes comme les autres flavonoïdes (flavonols, flavones 

etc...) n'existent pas dans la nature sous forme d'aglycones, 

mais sous forme d'hétérosides. Les aglycones forment des liaisons 

glycosidiques avec différents sucres : glucose, rhamnose et 

divers di ou tri-holosides . 
3) Structure de la rubrobrassicine 

La rubrobrassicine est 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 particularitg d'être acylée (Figure 7 ). 

HARBORNE montre que les groupements acylés (acide para- 

coumarique ou acide férulique) sont toujours estérifiés sur un 

hydroxyle d'une molécule glucidique; cette dernière étant fixée 

en position 3 de llaglycone. Si le sucre est un di-holoside, 

un résidu acylé peut être fixé sur chaque molécule constituant 

le di-holoside, 

Par l'utilisation de la spectroscopie et de diverses 

méthodes d'analyses par chromatographie, HARBORNE élucide trois 

structures pour la rubrobrassicine. 



Ces trois molécules sont composées chacune d'une molécule de 

glucose et d'une molécule de sophorose (glucosep 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 - ü -, 
deux résidus d'acide férulique (Figure 7 ). 

Glue- O 

Figure 7 : - Structure de la rubro~brassicine - C - 
d'après HARBOBNE ( 1964 ). 

- Ac. Fér : acide férulique. 

- Gluc : glucose. 



G) UTILISATION DE W SPECTROSCOPIE RAMAN ET APPLICATIONS A 

LA BIOLOGIE. 
- - 

Un spectromètre Raman réalisé par DELHAYE etDRAMELINCOURT 

(1975), permet d'effectuer une microanalyse des échantillons 

dans un mélange hétérogène, à l'air libre ou sous atmosphère 

contrôlée et offre la possibilité d'identifier, de manière non 

destructive, tout édifice polyatomique à partir de son spectre 

de vibration. On peut ainsi obtenir le spectre Raman d'un 

composé de quelques microns carrés à quelques dizaines de 

microns carrés de surface. 

La microanalyse in situ de la matière, sans préparation 

spéciale de l'échantillon, à l'aide de la microsonde HOLE à 

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 MOLE à la biologie sont 

limitées à la caractérisation de substances localisées à concen- 

tration élevée (BALLAN DUFRANCAIS et Coll., 1979 ; LARGEAU 

et Coll., 1980 ; DHAMELINCOURT ,I980), car la spectrométrie 

Raman n'est pas une méthode très sensible quand on utilise une 

radiation excitatrice incluse dans une fenêtre de transmission 

de l'échantillon. Si la fréquence excitatrice se situe au voisi- 

nage d'une bande dtabsorption électronique de la molécule 

étuJi.ée, une forte exaltation de certaines raies du spectre est 

observée. Ce phGnomène appelé effet Raman de résonance permet 

l'obtentior de spectres Raman de composés à très faible concen- 

tration, inclus dans un milieu complexe dont les molécules ne 

sont pas résonantes. 
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IVIATERIE L et TEC HNZQUES 

A )  LE MATERIEL B I O L O G I Q U E  

Le matériel biologique utilisé, est une colonie tissu- 

laire friable, isolée à partir de fragments de feuilles de chou- 

rouge (Brassica oleracea var.tête de nègre), cultiv5s in vitro. 

B) LA CULTURE I N  V I T R O  DES TISSUS DE F E U I L L E S  DE CHOU ROUGE 

1) Préparation du matériel 

Les feuilles de chou rouge sont séparées une à une et 

les nervures principales sont obturées à la paraffine. Les 

feuilles ainsi préparées sont trempées dans une solution 

mouillante de Teepol à 2 ?O en solution aqueuse pendant cinq 

minutes. 

La stérilisation est réalisés par trempage des feuilles 

dans une.solution obtenue après filtration d'un mélange d1hypo- 

chlorite de calcium à 7 % dans lfeau (degré chlorornétrique - 115 
120) pendant dix minutes. Les feuilles sont ensuite rincées 

trois fois à 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 N I T S C H  (1965) (Tableau 1 1. A chacune de ces solutions 

- 1 nous avons ajouté du nyoi~oçitol ! 10C zg.1 1, de la L' glütamine 

(100 mg.1-l) et de lfhydrolysat de caséine (500 mg.lw'). L e s  



régulateurs de croissance sont  ANA (5.10-~ g.rnl-q) et la 6 BAP 
- 1 (10-~~.rnl 1. Les nilieux sont additionnés de saccharose (30 

Le pH des milieux est ajusté & 5,s avant l'addition 
- 1 

d'agas (8  g.1 ). Les milieux sont répartis .dans des tubes (@ 24 

mm X long 160 mm) qui sont ensuite bouchés à l'aide de capuchons 

en matière plastique, Ils sont stérilisés à l'autoclave pendant. 

vingt minutes & la température de 120°C. 

3 )  Conditions de culture 
-- . 

Chaque tube contient environ 20 ml de solution nutritive, 

~pr&s ensemencement, le capuchon en matière plastique est rendu 

solidaire du tube par une bande de llparafilm" afin d'éviter une 

évaporation trop intense, Les cultures sont placées dans une 

pièce climatisée (260C le jour et 2Z°C la nuit) et éclairées 

douze heures par jour. En plus de la lumiére du jour, les cultures 

reçoivent un éclairement d'appoint fourni par des tubes fluo- 

-2 -1 rescents (environ 8000 Erg.cm ,s ) -  

4) Prélévement des explantats 

Le chou rou~enossède des feuilles régulièrement imbriquées, 

se recouvrant par verticilles de trois. Cette disposition permet 

de prélever les feuilles une à une suivant leur ordre d'insertion 

sur la tige et de les classer en trois lots : 

- feuilles externes 
-. feuilles moyennes avec anthocyanes 

- feuilles internes -+ sans anthocyanes 

Pour cette étude, nous avons utilisé les Ieuilles moyennes 

qui constituent laWpomme" du chou. 



Les explantats sont prélevés à l'aide d'un trocard (1 cm 

9) 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 être ensemencés horizontalement, 

c'est a dire avec la face ventrale ou dorsale, au contact du 

milieu de culture. Les fragments de feuilles peuvent également 

être ensemencés dans le nilieu de culture, soit par leur partie 

basale (ensemencement en sens normal), soit par leur partie 

apicale (ensemencement en sens inverse). 

6) Zvaluation de la croissance 

La croissance d'un explantat peut être suivie par l'aug- 

mentation de sa masse de matière fraîche et de mati6re sèche. Les 

explantats sont extraits des tubes, essuyés- afin d'éliminer tout 

le milieu gélosé pouvant adhérer à leur surface, puis pesés de 

façon à déterminer les poids de matière fraîche. Les poids de 

matière sèche sont determinés aprés passage des explantats à 

l'étuve à 100°C pendant 48 heures . 

C )  ENTRETIEH DES COLONIES TISSULAIRES ET CONDITIONS DE CULTURE 

1) Entretien des colonies tissulaires 

L'entretien des colonies tissulaires qui élaborent des 

anthocganines, est réalisé sur milieu gélosé (8  .g.1-' d'agar) 

additionné des macro-élérnenca de la solution de MARGARA, des 

oligoélé~ents et des vitamines de la solution do NITSCH et NITSCH 

- 1 (Tableau 1 1, de ~+~lutaminc (50 mg .l ) , d1 hydrolysat de caséine 



- 6 (1 jO rng.l-'1, de régulateurs de croissance (ANA-10 g.rnl-l et 

6 BAP-~.Io-~ g.ml-') et de sucre (saccharose 30 g.l-l ou glucose 

40 g.l-'I.Ce milieu constitue le milieu de base. 

2 )  Conditions de culture 

Les exglantats de 100 mg environ sont repiqués soit 

individuellement dans des tubes renfermant 20 ml de milieu, soit 

dans des boîtes de Pétri contenant 30 ml de milieu.  près ensemen- 

cement, les boîtes sont fermées à 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 à la source 

lumineuse et à 5 centimètres de cette dernière. Les cultures en 

boîtes de Pétri sont placées à 5 centimètres sous les rampeslumi- 

neuses et perpendiculairement à ces dernières afin d'éviter les 

phénomènes de réflexion.des rayons lumineux au niveau des couver- 

cles des boîtes. Les cultures sont éclairées 18 heures par jour. 

Les cultures sont placées dans des pièces thermorégulées 

automatiquement. La température utilisée est de 23OC ,jour et 

nuit. 

D) CAUCTERISTIQUES DES SOURCES LUMINEUSE3 

L'énergie lumineuse est fournie par des tubes "Osrarn - 
40 w 15 , lumière du jourH et la quantité d'énergie reçue par les 

-2 -1 colonies tissulaires est voisine de 19000 Erg;..cn .s . l'énergie 
est mesurée à l'zide d'une thermopile "Philips DC micrometer Pl4 

2436". 

Pour l'entretien des colonies tissulaires,zt dans la suite de nos 



500 600 700 
Longueurs d'onde nm. 

FIGURE 8 : - Répartition spectrale des tubes Osram - 40 W 15 , 

lumière du jour (DUBOIS, 1980). 

Longueurs d'onde nm . 
F I G U R E  9 : - Répartition spectrale des tubes Sylvania - 40 \ i ,  

gro-lux (document Sylvania France). 



expériences, nous avons utilisé ce type de source lumineuse d o n t  

la répartition spectrale s'étale de 400 à 300 nm (Figure.8 ). Nous 

avons égalenent soumis les colonies tissulaires à ltactien des 

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

spectrale de ce genre. de .lampe, au ?lus . fort pourcentage dt &ai- 

ssion, se situe <ails Ic 51eu ( > de 43û à 490 nrn) et le roiige 

( 1 de 630 à 700 nm) ..(Figure 9 1. L' énergie lumineuse reqiie par les 
-2 - - 4  

colonies tissulaires,est de i'ordre de 16000 trg.cm .s . 
Les caractéristiques des diverses lumières monochronatiques 

sont données dans le tableau ci-dessous : l 

Tableau 2 : - Carnctéristiaues des lurnièros monochrom~tiau.es. Les 
quantités dt6ner-ie lurninevse sont nesnrées contre les 

Tiltres. 

F 1 LELE 

BLEUE 

VESTE 

ROUGI3 

BOUGE LOI>iT-4IN 

?lOK?1 et Fk:iS 

ROm et ILUS 

11OIüd e t  ILLAS 

INTEIWEX 1 

interfhrenciel 

I 
4600 

1350 

-140 

,j2 3 

25000 1 666 

12000 72 9 

b 



E) EXTRACTION ET PURIFICATION DES ANTHOCYANINES 

1) Extraction totale 

Les extractions sont réalisées en présence de méthanol à 

froid (SOC) exempt de trace d'acétone, et renferment 0,l % 

d'acide chlorhydrique. Les colonies tissulaires sont retirees des 

tubes ou des boîtes de Pétri, puis essuyées soigneusement de 

façon à enlever le milieu gélosé pouvant adhérer aux cellules. 

Après détermination des poids de matière fraîche, les 

colonies tissulaires sont aises à macérer dans le solvant pendant 

48 heures et à basse température (BILLOT, 1965). 

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 (100CO 

- 1 
t.mn pendant 15 minutes). 

2) Purification des extraits totaux 

Suivant les conditions de culture, les colonies tissulaires 

contiennent plus ou moins d'eau. Après le broyage des colonies, 

la libération d'eau dans les extraits entraîne une dilution, 

donc une erreur possible au niveau du dosage spectrophotomètrique 

Dans le but d'éliminer l'eau et d'isoler les anthocyanines , 
les extraits totaux sont traités à l'acétate de plomb (500 mg 

pour 50 ml d'extrait brut). 



Les anthocyanines donnent un précipité bleu- vert. 

Après centrifugation (5000 t-rnn-' pendant 15 minutes), le sur- 

nageant est éliminé, le culot de centrifugation séché puis 

repris par un volume de méthanol à 0, l  % d'acide chlorhydrique 
V , ml d'extrait de façon à ce que le rapport ....................... soit P . grammes de colonies 

égal à 10. 

Une seconde centrifugation est nécessaire pour éliminer 

le précipité blanc de chlorure de plomb, 

Cette méthode rapide de purification,ntaltère pas les 

anthocyanines et n'occasionne pas de déplacement du maximum 

d'absorption, 

F ) MESURES SPECTROPHOTOlrlETRIQUES 

Les mesures de densité optique sont réalisées sur les 

extraits totaux et les extraits purifiés (spectrophotomètre 

LERES S 67 Schneider - cuve en quartz 10 mm. QS 8 2 ) -  Pour les 

extraits totaux, les densités optiques sont mesurées en fonction 

des différentes longueurs d80nde,des UV à 700 nm- Pour les 

dosages des anthoc pnines (extraits purifiés) , les densités 

optiques sont mesurées à 527 na. 

Les mesures spectro~hotométriques à 527 nn; sont 

réalisées à température ambiante, aussitôt aprés les extractions 

G ) EXPRESSION DES RESULTATS 

Pour chaque exnérience, les poids c?e mt i4 -e  fra2che et 

les poids de matière sèche ainsi que les densités optiques sont 



déterminés à partir du troisième passage. 

  près chacun des trois passage5suivants, les poids moyens 

de matière fraîche et de matière sèche, sont établis à partir de 

douze colonies tissulaires, Les résultats finaux sont calculés en 

faisant la moyenne des valeurs obtenues après chacun des trois 

passages, 

Les anthocyanines sont dosées après chaque passage. Elles 

sont extraites à partir des colonies tissulaires utilisées pour la 

détermination du poids moyen de matière fralche. La densité optique 

moyenne est obtenue à partir de trois dosages spectrophotométriques 

à 527 am. 

Pour établir les valeurs témoins de poids moyens de matière 

fraîche et de matière sèche 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 boîte de Pétri 

sur le milieu de base additionné d'APIA  IO-^ g:rnl-l), de 6 BAP 

(5.10-~ ,.ml - 1 ) , de L+ glutamine (50 rng.l-'1, dthydrolysat de 

caséine (150 rng.l-') et de saccharose (30 ou de glucose 

(40 g.l-"), 

Les densités optiques obtenues après dosages des anthocya- 

nines contenues dans les colonies tissulaires, pourront être égale- 

ment comparées à la densité optique d'un extrait de feuille de 

chou rouge, Les extractions sont réalisées de façon à ce que le 

rapport V.ml de solvant / P.grammes de matière fraîche - soit 
égal à 10, Les densités optiques des extraits purifiés sont 

mesurées à 527 na. La densité optique moyenne obtenue est de 6 , 8 ,  



H) DOSAGES D E S  NITRATES 

Les nitrates ont été dosés dans le nilieu gélosé par 

une méthode qui repose sur la réduction quantitative des nitrates 

en nitrites (YOUNG, 1973); ces derniers sont dosables par 

colorimétrie à 540 nm après développement d'une couleur rouge 

en présence des réactifs composés de : 0,2 % de sulfanilamide 

pour 100 ml d'acide chlorhydrique 6 N (réactif 1) et 582 mg de 

N-1 naphtyéthyline-diamine-dihydrochloride pour 100 ml d'eau 

distillée (réhctif II). 

Protocole 

On établit une courbe étalon. A cet e l l e t  on iotzoduit 

succéssivernent dans une série de tubes : 

'Tub es I II III IV V VI 

nl solution 
aère à 0,1 pi.ml-l O 0 92 094 076 0 9 8  7 
de nitrate de Na 

a,o ( mi j 2 1,8 1,6 I ,& 1 , 2  I 

2éactif 1 (ml) 1 1 1 1 1 1 

Réactif *II (ml) . 1 1 1 1 1 4 

 près avoir prélevé les colonies tissulaires des boîtes 

de Pétri, on recueille les milieux gélosés qui sont placés dans 

des tubes et mis au bain-marie.  près dilution, 1 ml de chaque 

échantillon est prélevé. A chaque fraction on ajoute 2 ml de 

NH40H 2,2 N et environ 30 mg de poudre de zinc. Les tubes sont 

vigoureusement agités pendant trois minutes, 



Le zinc est éliminé par filtration et des fractions de 

?..ml ou 0,5 ml sont prélevées pour déterminer la quantité de 

nitrites. Les réactifs 1 et II et de l'eau distillée sont ajoutés 

pour obtenir un volume final de 4 ml. 

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

ou non présence de nitrites dans le milieu de culture, 

1) IDENTIFICATION DES ANTHOCYANINES. 

1) Extraction totale. 

Les colonies tissulaires sont Ôtées des boîtes de Pétri 

et débarrassées du milieu gélosé adhérer à leur surface. Des 

feuilles de chou rouge constituant le matériel témoin, sont soi- 

gneusement lavées avant l'extraction. 

Après dilacération de ces deux échantillons, une première 

extraction est réalisée à l'éther de pétrole, solvant non polaire 

qui permet d' éliminer les"graissesft , les chlorophylles etc , , . . 
Cependant, cette extraction ne doit être trop poussée afin de ne 

pas entraîner 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 à 0,l %. Les tissus 

broyés sont épuisés à plusieurs reprises avec quelques milli- 

litres de solvant de façon à ce que les extractions soient 

totales. 



- solution hydrolysée 

c--- Couche amylique. (aglyconc 

I 

Figure ?O: D i s p o s i t i f  u t i l i s é  pour l ' e x t r a c t i o n  de l ' ag lycone  

après  hydrolyse ac ide  des  anthocyanes 
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2) Purification des extraits. 

Les extraits totaux sont filtrés puis centrifugés (10000 

- 1 
tours.rnn pendant 30 minutes). Les extraits aqueux sont ensuite 

agités en présence d'un égal volume d'éther éthylique. Après 

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 à 2. 

3) Hydrolyse acide. 

Pour libérer les aglycones, il faut rompre les liaisons 
I I - C - O - C - contractées avec les sucres ou les hétérosides. 
t l 

Une hydrolyse acide de la phase aqueuse est conduite en milieu 

HC1 SN pendant 30 minutes au bain marie à 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 à l'eau oxygénée, 

Cette méthode a permis à HARBORNE (1964) d'isoler des 

glucides acylés et de montrer que ces derniers sont fixés en 

position 3 de l'aglycone. 

Avant de procéder à l'oxydation à l'eau oxygénée, les 

anthocyanines des feuilles de chou rouge et des colonies tissu- 

laires sont extraites dans de l'eau. Les extraits purifiés sont 



ensuite évaporés sous vide. Cinq milligrammes de chaque extrait 

sont prélevés et dissous dans un nillilitre de'méthanol.L'oxg- 

dation est réalisée en ajoutant 200 y1 d'eau oxygénée à 30 % 

à chaque solution. Les solutions ainsi cbtenues sont maintenues 

4 heures à température ambiante. L'excès d'eau oxygénée est 

éliminé en ajoutant quelques milligrammes de poudre de saladiurn. 

On ajoute ensuite 250 de MH,+OH ( d  = 0,88) et 24 heures après, 

on chauffe les solutions au bain marie pour chasser l'excès 

d'ammoniaque. Les solutions obtenues sont utilisées directement 

pour l'identification en chromatographie. 

5 )  Chromatographies 

Pour les séparations, nous avons utilisé la technique de 

chromatographie descendante sur papier Whatman no 1. Suivant la 

nature des extraits nous avons employé différents solvants. 

La séparation des anthocyanines est obtenu2 en utilisant 

le butanol acétique (BxV : butanol - 1 -, acide acétique, eau : 
4 : 1 : 5 V/V ) ou le butanol HG1 2 N ( 1 : 1 ' J / V ) ,  coume 

solvants. 

Pour l'identification de ltaglycone,nous avons utilisé 

le BAW et le Forestal (acide acétique, eau , acide chlorhydrique 
concentré - 300 / 10u / 30 ). 

Les produits obtenus après oxydation à l'eau oxygénée 

des anthocyanines, sont chrornatographiés avec le BA1:/ ou le 

phénol saturé d'eau. 



1 
r 

. f i l t re opfique 

.Figure : 11 - Schéma. s i m p l i f i é  du mode de fonctionnement de l a  

microsonde MOLE . 



J) UTILISATION UE LA MICROSONDE MOLE A EFFET RAMAN 

Pour cette étude, nous avons utilisé le spectromètre 

réalisé par DELHAYE et DHAl4ZLINCOURT et commercialisé par la 

société 1.S.A- JOBIN-YVON. 

L'excitation 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 à focaliser le faisceau laser en un point précis de l'échan- 

tillon et d'autre part à recueillir la lumière rétro-diffusée par 

effet Raman. Le point d'impact du faisceau laser est de un micron 

carré environ. Le système de détection est un photomultiplicateur 

relié à un amplificateur de courant continu (ou à un compteur de 

photons) couplé à un enregistreur ,à 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 être focalisée sur un très petit volume de la. 

cellule. L'analyse de la lumière 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 façon à ce que son 

point d'impact sur l'échantillon soit plus large ( de 10 à 100 

microns de diamètre). 

L'excitation in situ des anthocyanines et des caroté- 

noTdes et les s~ectres Raman sont enregistrés sur la microsonde 



MOLE à effet Raman, avec une excitatrice de longueur d'onde 

A = 488 nm - d'un laser à argon ionisé "Spectrî physic 164.c.". 

Pour cette étude, les cellules ayant accumulé des antho- 

cyanines, sont prélevées au hasard à la surface des colonies 

tissulaires agées de 7 ou 14 jours. Ces colonies tissulaires 

ont proliféré sur le milieu de base additionné de saccharose 

(30 g.i-l)  ANA   IO-^ g.ml-l) et de 6 BAP (5.~0-~~.rnl-~) et 

dans les conditions suivantas : température- 23OC , photopériode 
- -2 -1 18 : 6 , quantité d'énergie lumineuse - 19000 Erg-cm .s . 

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 thernique important. Pour effectuer les micro- - 

analyses in situ, il a été nécessaire d'élargir le point d'impact 

du faisceau laser de façon à 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 à pK 1, 

Pour cette analyse, les extractions sont réalisées à partir des 

cellules anthocyaniques situées à 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 à effet Raman, 

Les spectres t6scics qui naus ont &té procurés par ;iERLIN 

(1983) et STATOUA (19821, sont obtenus à partir de la malvidine 



3,5 diglucoside en solution aqueuse à pH 1 et à p9 6 et de 

cyanine chlorid en solution aqueuse à pH 1. 

Les spectres Raman des solutions ont été obtenus à 

l'aide d'un spectromètre triple monochromateur DILOR RT 

30 " . 



RESULTATS et DISCUSSION 

PREMIERE P A R T I E  

LA CULTURE I N  VITRO DES TISSUS DE FEUILLES DE CHOU ROUGE 

A )  INFLUENCE DU LIEU DE P~ALEVEEAENT DES EXPLRNTATS ET ROLE DES 

REGULATEUU D i  CROISSANCE 

E;n c u l t i v a n t  de s  fragments de f e u i l l e s  s u r  m i l i eu  s o l i d e  

nous avons c o n s t a t é  que c ' e s t  l e  bord de l ' e x p l a n t a t  au c o n t a c t  

du mi l i eu  q u i  p r o l i f è r e  pour donner une protubérance du re ,  

compacte e t  génkralement ch lorophyl l i enne .  Ces observa. t ions  

conf i rment  l e s  r é s u l t a t s  obtenus  pzr TOPONI (1963) en c u l t i v a n t  

de s  f ragments  de f e u i l l e s  de chou rouge ( ~ r a s s i c a  o l e r a c e a  L. var  

C a p i t a t a  L . ) .  

En o u t r e ,  comme TOPOMI (1963) e t  VASSEUR (1978), nous 

observons que l ' â g e  de s  f e u i l l e s  e t  l e  l i e u  de prélévernent des  

e x p l a n t a t s  s o n t  deux f a c t e u r s  q u i  i n f l u e n t  de façon impor tan te  

s u r  l a  p r o l i f é r a t i o n .  De même, l a  n a t u r e  des  t i s s u s  joue un r ô l e  

c a r  c e  s o n t  l e s  f ragments  renfermant de s  nervures  

s econda i r e s  p r é l e v é s  dans l a  r ég ion  basa le  des f e u i l l e s  moyennes 

q u i  p r o l i f è r e n t  l e  mieux. 

L 'é tude de l ' a c t i o n  des r é g u l a t e u r s  de c r o i s s a n c e  s u r  l a  

p r o l i f é r a t i o n  des  e x p l a n t a t s  r ep iqués  en présence des  é léments  

n u t r i t i f s  de l a  s o l u t i o n  de MURASHIGE e t  SKOOG e t  de  saccharose  

(30 g.l-q), nous montre que l a  6 BAP e t  l a  k i n é t i n e  a s s o c i é e s  



È'R.4GSZNT DE FEUILLE 
NEItWRE SEC ONDXIXE . 
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CObPACT. 

Figure12 - Origine des amas cellullaires blanchâtres et friables 
sur des fragments foliaires mis en culture sur le milieu 

-6 - 1 
de MURASHIGE et SKOOG additionné d ' A N A  (5.10 g.ml ) , 
de 6 BAP (IO+ ,g.ml-') et de saccharose (30 gel-') . 
- (A) - Explantat ensemencé verticalement , enfoncé de 

moitié dans le milieu de culture. 

- (3) - Explantat ensemencé horizontalement sur le milieu 
de culture. 



2,4 D ou à l'ANA favorisent la prolifération du cal-Conjuguées à 

1'AIA ou à l'acide C naphthoxyacétique, les cytokinines diminuent 

ou inhibent la rhizogenèse, quand elles sont utilisées à 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  ANA 

- 1 (5.10-~ g.ml-q) et de 6 BAP (loo5 g.ml 1, nous constatons que 

les cals non rhizogènes, 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 MAXGARA, des oligoéléments et des vitzmines de la 

solution de NITSCH et NITSCH et des mêmes doses de régulzteurs 

de croissance et de sucre- Cependant, après quatre semaines de 

culture, les cals non rhizogènes 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 mêmes 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 très variables quand 

les explantats sont repiqués verticalement de moitié dans le 



Saccharose g. 1'' 

Figu re  13 : - I n f l u e n c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en sacch;irose s u r  l a  

c r o i s s a n c e  des  f ragments  de f e u i l l e s  ensemencés 

hor izon ta lement  s u r  l e  m i l i e u  de c u l t u r e .  

O- Poids  moyen de ma t i6 r e  f r a î c h e .  ,,,. Poids  moyen de m a t i è r e  sèche .  

Saccharose g. 10' 

Figu re  ;4 : - Pourcentdge en eau par  e x p l a n l a t  an fonc t i on  de l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  saccharose .  



milieu de culture. Par contre, si les fragments de feuilles 

sont ensemencés horizontalement à la surface du milieu gélosé, 

les résultats sont plus homogènes; c'est pourquoi nous avons 

choisi ce mode d'ensemencement, 

B) I N F L U E N C E  DE LA CONCENTRATION E N  SACCHAROSE SU& LA CROISSANCE 

DES FRAGMENTS DE FEUILLES. 

Les fragments de feuilles sont ensemencés sur milieu 

aélosé additionné des macro-éléments de la solution de MARGARA, 

des oligoéléments et des vitamines de la solution de NITSCH et 

NITSCA, PANI ( 5 . ~ ~  g.ml - 1 ) de 6 BnP (IO-' g.rnl-7) et de 

saccharose (de O à 60 .g.lœl) . 
ilprès quatre semaines de culture, nous avons évalué la 

croissance des explantats pour chaque condition. 

Les explantats ne oeuvent proliférer en l'abscence de * 

saccharose. Pour des concentrations faibles en sucre (5 et 7 0  

g.l-"), le poids moyen de substance fraîche augmente, alors 

qu'il diminue pour des concentrations supérieures. Le poids de 

substance sèche est d'autant plus élevé que la concentration en 

saccharose est forte (~igure 13 ). 

La prolifération après quatrr semaines de culture, est 

relativement faible. Les diffSrences de poids sont surtout dues 

à 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 

14 1. 



Toutefois, il est intéressant de noter que c'est en 

présence de 10 grammes par litre de saccharose que nous avons 

un poids de matière fraîche 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'anthocyznines. 



1 CH0.U ROUGE 1 

FEUS LLES -MOYENNES - 
f :  F U G ~ ~ E N T  DE L I M B E  AVEC NERVURE SECONDAIREI 
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- - ---- 

, ---- 'a. - -2 ------ .. ., O*. ----- 

M E M E  MILIEU 

2 2 
1 1 .  

I I . , . .  ........ . 

Nitme n-- PASSAGE 

4- 
SACCflA ROSE 30+-' 

ou . 

GLUCOSE 40 

Figure  15: - Isolement  d 'une c o l o n i e  t i s s u l a i r e  f r i a b l e  à p a r t i r  

d 'un fragment de  f e u i l l e  de chou rouge c u l t i v é  in 

v i t r o .  - 
.l - C a l  c h l o r o p h y l l i e n  du r  e t  compact. 

.2 - Amas c e l l u l a i r e s  b l a n c h â t r e s  e t  f r i a b l e s .  

,3 - Fragment de l imbe avec nervure  s econda i r e .  

.4 - H i l i e u  gélosé,  
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DEUXIE21E PARTIE 

A ) ISOLE24ENT D E S  COLONIES TISSULAIRES 

Les cals chlorophylliens présentant des amas cellulaires 

friables à leur surface quand les fragments de feuilles sont 

ensemencés sur le milieu de MARGARA et de NITSCH et NITSCH 

- 6 - I additionné de 6 BAP (loo5 g.rnl-l), d'ANA (5-10 g-ml ) et de 

saccharose (10 g.l-l), sont découpés puis glaces sur le même 

milieu. Après quelques jours de culture, nous constatons que 

seuls les amas cellulaires prolifèrent- 

Nous avons séparé les amas cellulaires friables de la 

partie compacte et chlorophyllienna des cals pour les repiquer 

sur le même milieu. Ces amas prolifèrent et après quinze jours, 

atteignent les parois du tube de culture - que le milieu soit 
additionné de glucose (10 ou 40 g.l-l) ou de saccharose (10 ou 

O g.ll) (Figure 15 ). 

B) ETUDE D E  LA CROISSANCE DE COLONIES NON PRODUCTRICES 

D ' A NTHOC Y A NES . 

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

L'étude préliminaire de la croissance dcs colonies 

tissulaires, nous permet de constater qu'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 - 6 -7 T t , -  n de 5.10-~ goal dc 5 % ~  et 1~ g.~l c, f i ~ l h .  



. . GLUCOSE g . ~ ~ l  SACCHAROSE. g.l'l 
H 1 1 

GLUCOSE g.i-l  SI\CCI.I~ROSE g.l'l 

Fiailre 16 : - Influence de la concentration en glucose et en ~zcchnrose 
# sur la croissance des  colonie^ tissulaires mises en cul:uïe 

en tubes "pyrextt. 
1 Colonies éclairées 18 heures par Jour 

Colonies placées à Itobscurité 

1 : Colonies tissulaires a.yant proliféré sur le milieu 
de base additionné de saccharose ( 30 g.l-l ) - 

A - Colonies tissulaires éclairées 78 heures par joux 
B - Calonie~ placées à l'obscurité 



2) Influence du saccharose et du glucose 

Pour étudier l'infuence de la teneur en sucre, nous avons 

utilisé le saccharose ou le glucose à des doses variant de O à 

80 g.l-l. 

Les colonies sont éclairées 18 heures par jour et 

- 2  -1 
reçoivent une énergie lumineuse voisine de 8000 Erg.cn; .s , ou 

sont placies à 1' obscurité* 

Après quatorze jours de culture, la croissance est opti- 

male pour 30 1 de saccharose et 40 1 de glucose et 

meilleure pour pour les cultures réalisées à la lumière. Les 

colonies tissulaires ne peuvent proliferer sur un nilieu dépourvu 

de sucre. De plus, le saccharose est plus favorable à la 

croissance que le glucose (Figure 16 ). 

11 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 rôle sur la pigmentation. Sous l'action de la 

lumière, les colonies sont légèrement chlorophylliennes, mais à 

l'obscurité elles sont totalement dépourvues de pigments 

(Planche 1 1. 

3) Influence de la L+ glutamine. 

Au milieu contenant 30 g.l-l de saccharose, de l ' A N A  

- 1 ( 1 0 ~ ~  g.m1 ) et de la 6 BAP (5.10-~ g.nl-l), m u a  zvons ajouté 

de la L+ glutamine à des concentrations variant de O à 400 mg.l-' 



+ 
Figure 17 : - Influence de la concentration en L glutamine sur la 

croissance des colonies tissulaires repiquées sur le 

- 6 - I 
milieu de base additionné de 6 BAP (5.10 g.ml ) ,  

- 1 
d'ANA  IO-^ g.ml-!) et de saccharose (30 g.1 ). 

mg A 6 mg 

a¶ P> 
C C 
U U w 

Y> 

Q 
L 

C 

O 0,i 0.5. 1 2 4 6 

1 
2 L+ Glutamine -10 mg.]' 1 

f-j Poids moyen de matière fraîche. 

[:-r==:=-l Poids moyen de matière sèche. 

b 

Les mesures sont effectuées après quatorze jours de 

culture. 



-k 
La L glutamine est stjrilisée après mise en solution, 

par filtration sur membrane d'ester de cellulose (MilLipore) 

retenant les particules d'un diamètre supérieur à 0,451 Pm. Elle 

est ensuite répartie aseptiquement dans les milieux préalablement 

stérilisés à l'autoclave, 

Après quatorze jours de culture, la croissance est 

+ optimale pour 50 mg.1-' de L glutamine ni nous comparons les 

résultats i ceux obtenus quand les colonies tissulaires sont 

repiquées sur le milieu de  base additionné de 100 og.l-' de L' 

glutamine (Figure 17 ). 



Planche 2 : - Colonie tissulaire âgée de quatorze jours et ayant 
été repiquée sur le milieu de base additionné de 

saccharose (30 et éclairée 18 heures par jour 
-2 -1 

(19000 Erg.cm .s ). 

On observe une formation d'anthocyanes dans la partie 

supérieure de la colonie. 
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TROISIEXE PARTIE 

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

A) INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE 

Les cellules situées à la surface des colonies tissulaires 

et les plus éloignées du milieu de culture élaborent des antho- 

cyanes, Cette synthèse s'effectue lorsque les colonies tissu- 

laires repiquées sur le milieu contenant les macro-éléments de la 

solution de MARGARA, les oligoéléments et les vitamines de la 

solution de NITSCH et NITSCH, de l'hydrolysat de caséine (150 

- 1 - 'l mg.1 1, de la L+ glutamine (50 mg.1-l), de l'ANA g.ml ) ,  

de la 6 BAP (5.10-~ et du saccharose ou du gIucose (dC 

30 à 60 g.l-l), reqoivent une importante quantité de lumière 

-2 -1 (19000 Erg.cm .s ) pendant 18 heures par jour (planché 2 ) ; 

aussi avons-nous conservé ces conditions de culture pour suivre 

l'évolution de la synthèse 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 l'optimum 
.I) 

de croissance après quatorze jours de culture (photopériode 18 : 6, 

température da 2j°C, glucose - 40 g.l-' ou saccharose - 30 g-l-q) 
 près 13, 17, 21, 25 et 29 jours de culture, les pigments 

sont extraits à partir de IO g de matière fraîche dans 50 ml de 

méthanol à 0,l % d'acide chlorhydrique. 

Les spectres d'sbsorption des extraits totaux présentent 

trois maxima d'absorption pour les longueurs d'onde h = 39'7 na, 



LONGUEURS D ONDE (nm ) 

Figure 18 : - Spectres d'absorption dans le méthanol à O,? % d'acide 

chlorhydrique. Les extractions sont réalisées après 

A - 13, B - 17, C - 25, D - 29 jours de culture à partir 

de colonies tissulaires repiquées en tubes sur le milieu 

de base additionné de saccharose (30 ,g.l-') - A - ou 
de glucose (40 g.l-l) - 8 - et tel que le rapport 
V . ml de solvant / P . grammes de matière fraîche 
soit égal à 5- 



A = 527 na et A = 660 nm, quels que soient la concentration en 

sucre et le temps de culture (Figure 18). 

Le pic à 660 nm est représentatif des chlorophylles, 

celui à 527 nm des anthocyanines et celui de longueur d'onde 

comprise entre 360 et 420 na de composés flavoniques (HARBORIVE, 

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'aération joue un rôle très 

important puisque seules les cellules superficielles qui émergent 

du milieu gélosé, accumulent le plus d'antizocyanines . Les cellules 
au contact des parois des tubes sont dépourvues d'anthocyanines. 

Cependant, dès 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 après quatorze jours de culture. Dans 

un même lot de cultures placées dans les mêmes conditions (tous 

les tubes de culture sont placés face aux sources lumineuses) . 

certaines colonies tissulaires sont plus chlorophylliennes et 

moins riches en anthocyanineset vice versaila quantité d'anthoc~a- 

nines variant souvent très largement d'une colonie à l'autre. 

Dans le but d'étudier les conditions physiques et 

chimiques nécessaires à l'accumulation des anthocyanines nous 

avons considéré que ce mode de culture présente de nombreux 



inconvénients et nous impose d'une part de choisir les colonies 

tissulaires afin que les dosages ne soient pas trop hétérogènes 

et d'autre part de prélever d'importantes quantités de cellules 

pour réaliser les extractions quand les colonies tissulaires 

ont accumulé très peu dlanthocyanines. 

2) Influence du récigient de culture. 

L'élaboration des anthocyanines s'effectuant principa- 

lement au niveau des parties superficielles non immergées des 

colonies tissulaires, nous avons cherché à améliorer la produc- 

tion dfanthocyanines en repiquant les colonies tissulaires sur 

le milieu de base, mais dans des récipients différents de 

manière à augmenter la surface disponible à 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 légère 

amélioration de la biosynthèse, certainement due à l'augmentation 

de la surface cellulaire exposée à la lumière. 

Les colonies étant très friables, nous les avons dila- 

cérées à l'aide d'une spatule dans un récipient contenantquelques 

millilitres de milieu nutritif. Après dilacération, la suspension 

primaire ainsi obtenue, est filtrée stérilement puis les amas 

cellulaires étalés dans des boîtes de Pétri en verre ou en 

matière plastique,contenant 30 ml de milieu nutritif gélasé. Ce 

mode de culture a apporté de bons résultats et a permis d'amé- 



4. 
Pi. 
Fr 

NOMBRE DE COLONIES T I S S U L A I R E S  REPIQUEES E N  B O I T E S  D E  PETRI 

Figure  19 : - I n f l u e n c e  du nombre de c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  r ep iquées  

en b o î t e s  de P é t r i  en ma t i è r e  p l a s t i q u e ,  s u r  l a  c r o i s s a n c e  

- A e t  l ~ a c c u m u l a t i o n  d e s  anthocyanines  B - 
Les c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  rep iquées  s u r  l e  m i l i e u  de 

- 1 
base  add i t i onné  de  : mm- saccharose  ( 30 g - 1  ) 

-1 
glucose  ( 40 ~ . l  1- 

Les e x t r a c t i o n s  s o n t  r é a l i s é e s  de façon à ce  que l e  

V-ml d ' e x t r a i t  r a a p o r t  s o i t  é g a l  à 10 
P. grammes de ma t i è r e  f r a î c h e  



liorer la production d'anthocyanines par les cellules mais la 

croissance est irrégulière. Cependant, l'accumulation des anthocya- 

nines. est plus importante pour les colonies repiquées en boîtes 

de Pétri en matière plastique. Dans le cas des cultures en boîtes 

de Pétri en verre, nous retrouvons dans la pigmentation, la même 

hétérogénéité que celle obtenue pour les cultures en tubes. 

Pour les essais préliminaires, nous avons donc repiqué 

les colonies tissulaires en boîtes de Pétri en matière plastique. 

Nous avons également fait varier de ua à 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 à ceux utilisés pour les 

cultures en tubes. Les extractions sont réalisées après quatorze 

Jours de culture. 

Si nous évaluons le poids de matière fraiche, nous 

pouvons constater que la croissance des colonies tissulaires 

diminue en fonction du nombre d'explantats re9iqués initialement. 

et que le saccharose favorise la croissance à une concentration 

inférieure à celle du glucose.(figure 79 1. Inversement, la teneur 

en anthocyanines augmente en fonction du nombre de colonies 

repiquées. A forte concentration, le glucose favorise 

l'accumulation des anthocyanines (Figure 19 1- 

Quel que soit le nombre de colonies tissulaires ensemencées 

en boltes de Pétri en .matière plastique, il apparait que la .bio- 

l'accumulation des anthocyanines est considérablement augmentée. 



TEMPERATURE O C  

Figure 20 : - Influence de la température sur l'accumulation des 

anthocyanineset la croissance des colonies tissulaires 

repiquées sur le milieu de base additionné de glucose 

( 4 1 )  - - ou de saccharose ( 30 g.l-') - B - 
+ - - - Poids moyen de matière fraîche - Densité optique à 527 nm 



De plus, il semble que la diminution de la croissance 

favorise l'augmentation de la biosynthèse des anthocyanines. 

Pour la suite des expériences, nous avons choisi d'ense- 

mencer six colonies tissulaires par boîte de Pétri. Ce choix est 

défini en fonction de l'accumulation des anthocyanines et de la 

croissance des colonies qui occupent la surface de la boîte 

après seize jours de culture. 

3) Influence de la température 

Six colonies tissulaires sont repiquées par boîte de 

Pétri sur le milieu de base additionné de glucose (40 ,g.l-' ) 

ou de saccharose (30 &.1-'). Cette expérience est conduite en - 
photopériode 18 : 6. La quantité d'énergie lumineuse reçue par 

-2 -1 les colonies est de 19000 Erg.cm . s . Les extractions sont 
réalisées aprèe quatorze jours de culture. 

Nous avons fait varier la température de 1 5 O C  à 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 

à 23OC. Cependant, la biosynthèse desianthocyanines a~~arait 

stable pour des températures comprises entre 23OC - et 2S°C. Les 

températures supérieures à 25OC ralentissent considérablement 

la biosynthèse des anthocyanines (Figure 20). 

Si nous nous référons aux poids moyens de matière fraîche 



P l a n c h e  3 : - C o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  a g é e s  de  1 4  j o u r s ,  a y a n t  é t é  

r e p i q u é e s  e n  b o t t e  de  P é t r i  en  m a t i è r e  p l z s t i q u e .  

Les  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  o n t  p r o l i f é r é  s u r  l e  m i l i e u  

- 1 
d e  base  a d d i t i o n n é  de  s a c c h a r o s e  (30  g . l  ) e t  d a n s  - 
l e s  c o n d i t i o n s  s t a n d a r d s  ( p h o t o p é r i o d e  18 : 6 , 

- 2  -1 
k n e r g i e  lu in ineuse  - 19000 t rg .cm .s  , t e m p é r a t u r e  



la croissance des colonies est également d'autant plus impor- 

tante que la température est élevée, avec un optimum à 27OC 

pour les colonies repiquées en présence de glucose et un 

optimum à 23OC pour les colonies repiquées en présence de saccha- 

rose (Figure 20). Les températures supérieures à 27OC ne favo- 

risent pas la croissance car les colonies tissulaires se nécro- 

sent. 

4 )  Analyse de quelques facteurs favorisant la synthèse 

des anthocvanines. 

Les différences observées au niveau de 1' accumulation 

des anthocyanines par des colonies tissulaires repiquées en 

tubes ou en boîbe de Pétri en matière plastique, peuvent être 

attribuées à diverses causes. Tout dlabord,il apparait que le 

contact des cellules avec le milieu gélosé ou le verre, inhibe 

la biosynthèse des anthocyanines. Des essais de culture sur 

papier filtre imbibé de milieu nutritif, ont abouti à 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 très 

peu la biosynthèse des anthocyanines par les colonies repiquées 

dans des récipients en verre. Outre l'effet de masse dil au 

nombre de colonies repiquées par boîte de Pétri ec matière en 

matière plastique, et l'augmentation de la surface cellulaire 

(n'étant pas au contact du milieu gélosé) qui sont deux facteurs 

fzvori~ünt l'acûwiulation des anthocganineü (Planche j), nous 

pensé que les variations de biosynthèse peüvent être dues à 



la lumière et plus spécialement à la réception de la lumière 

par les colonies tissulaires suivant la nature du récipient 

de culture employé et la place de ce récipient par rapport à 

la source lumineuse. 

En effet, après analyse spectrophotométrique de la 

matière plastique des boîtes de Pétri, il apparait que les 

pourcentages de transmission de cette matière, sont supérieurs 

à ceux du verre des tubes. De 380 à a00 nm, le plastique nous 

donne en moyenne 90 % de transmission alors que les pourcen- 

tages de transmission du verre des tubes varient de 75 :.O à 

$5 . Ces variations sont essentiellement dues à la couleur, 

l'épaisseur et la forme arrondie du verre. 

Les colonies tissulaires mises en culture en tubes ou 

en boîtes.de Pétri sont plscées à égale distance de la source 

lumineuse et reçoivent la même quantité d'énergie lumineuse 

-2 -1 
(19000 Erg. cm .s ). L'augmentation de la teneur en antho- 

cyanines pour les cultures en boites de Pétri, peut être attri- 

buée au fait que les colonies reçoivent l'énergie lumineuse sur 

toute leur surface puisqutelles sont placées sous les rampes 

lumineuses. Les colonies tissulaires repiquées en tubes ne 

reçoivent la même quantité d'énergie lumineuse qu'au niveau 

des cellules qui sont face à la source lumineuse. 

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

accumulent des sucres. Cependant, quelques différences sont 

observées suivlnt te mode de culturî, 



Planche 4 : - Cellules prélevées sur une colonie~tissulaire ayant été 
repiquée en boite de Pétri en matière plastique. On observe de nombreux 

grains d'amidon mis en évidence à l'aide de la solution iodo-iodurée de 

Lugol (0bj. x 10). 

Planche 5 : - Cellules prélevées sur une colonie tissulaire ayant &té 
ripiquée en tube. Les cellules sont colorées par la solution iodo-iodurée 

de Lugol (Obj. x IO), 

Les colonies tissulzires agées de 14 jours,ont prolifSr2 sur le nilieu de 

buse additionné de saccharose (30 g.l-l) et duns les conditions standards 
-2 -1 

(photopériode 18:5, inergie lumineuse IgOCO rg.crn .s , teinpérnture 23OC). 



L'observation des cellules au microscope riiontre que 

l'accumulation d'amidon et dtanthocyanines est plus importante 

dans les cellules superficielles des colonies tissulaires repi- 

quées en boîtes de Pétri en matière plastique que dans celles 

repiquées en tubes(P1anches 4 , 5 ) .  Les cellules sous-jacectes des 

colonies cultivées en tubes ou cn boîtes de Pétri, n'accu~ulent 

pas de telles quantités d'amidon et ne forment pas d'anthocyanines 

(2lancne 6 ) .  

Au cours de nos expériences, nous avons eu beuucoup de 

difficultés pour doser les sucres totüux des colonies tissulaires 

Nous pouvons attribuer ce fait à l'hétérogénéité de la répartition 

dzs sucres dans les colonies et à la difficulté qu'il y a à 

séparer les parties anthocyaniques des parties sous-jzcentes des 

colonies tissulaires. 

Planche 6 : - Cellules prélevées dans la zone interne d'une colonie 
tissulaire repiquée en boîte de Pétri en matière plastique. La coloration 

des cellules est faite avec la solution iodo-iodurée de Lugo1 (0bj. x 10). 



Pour o o u r s u i v r e  nos  e x n é r i e n c e s ,  nous  avons  c h o i s i  de 

r e p i q u e r  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l z i r e s  en b o î t e s  d.e P é t r i  en n a t i è r e  

p l a s t i q u e ,  de f açon  à a v o i r  une bonne oxvgéna t ion ,  une auamen- 

t a t i o n  de  l a  s u r f a c e  c e l l u l ~ i r e  q u i  accumule l e s  a n t h o c y a n i n e s  e t  

une bonne r é c e p t i o n  de l ' é n e r g i e  lumineuse  a u  n iveau  d e s  c e l l u l e s .  

T o u t e s  nos  e x p é r i e n c e s  s e r o n t  e f f e c t u é e s  à 2 3 O C ,  tempé- 

r a t u r e  à l a q u e l l e  nous ob tenons  l l a c c u m u l a t i o n  o p t i m a l e  d i a n t h o c y a -  

n i n e s  p a r  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l â i r e s  r e p i q u é e s  s u r  l e  m i l i e u  de 

- 6 - I 
b a s e  a d d i t i o n n é  de  6 BaP ( 5.10 g.ml ) ,  d'ANA ( ..ml-') 

e t  de  g l u c o s e  ou de  s a c c h a r o s e ,  

iious avons  pu c o n s t a t e r  que la  l u m i è r e  joue  uo r 3 l e  

i m p o r t a n t  dans  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  anthocyanines..4vant d ' a b o r d e r  

1' é t u d e  de l ' i n f l u e n c e  d e s  f a c t e ü r s  chimiques  s u r  l1 a c c u n u l a t i o n  

d e s a n t h o c y a n i n e s n o u s  avons  s o u t ~ i i s  les c o l o n i e s  t i s s u l c l i r e s  à 
I 

l ' a c t i o n  de d i v e r s  t y p e s  de l u m i è r e ,  

B) INFLUENCE DES LUNIERES H0P:OCHROMATIQUES 

Les c o l o c ~ r s  t i s s u l a . i r e s  s o n t  r e o i a u é e s  s u r  l e  m i l i e u  

de  b a s e  a d d i t i o n n é  de  g l u c o s e  ( 40 g.l-l ) ou de s a c c h a r o s e  

- 1  ( j o  g.1 1,  

Ln é c l a i r a n t  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  6 ,  1 2 ,  18 ou 24 

-2 -1 h e u r e s  p a r  j o u r ,  avec  l a  l u m i è r e  b l e u e  (4606 Erg.cm .s 1 ,  l a  

l u m i è r e  rouge  (25900 ~ r ~ . c m - ~ . s - ' )  ou l a  l u m i è r e  v e r t e  ( l 8 & 0  

-d - - i  
Zrg.cm .s 1, il n ' y  a aucune accumula t ion  d t a n t h o c y a n i n e s . ~ i u ,  

Passage  à l ' a u t r e ,  l a  c r o i s s a n c e  d e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  e s t  



très variable si nous nous référons aux poids moyens de matière 

frsîche et de matière sèche, 

Xous avons alors soumis les colonies tissulaires à toute 

une série de traitements pour vérifier si elles accumulent des 

anthocyanines sous l'action de la lumis- rouge, 

A cet effet, les colonies tissulaires sont mises en 

culture dans les conditions standards pendant dix jours (te~pé- 

-2 -1 
rature : 23"C, éclairement :19000 Zrq,cm ,s (tubes Osran 40 

W 15), photopériode 18 : ) , puis plecées 48 heures à l'obscu- 

rité a v ~ n t  d'effectuer les traiteme~ts à la l.irnière rouffe ( R ) 

et à la lumière rouge lointain ( RL ) suivants : 

Traitement R RL / RL / R 

Temps 

(minutes) 

 près les différelts traitements, les colanies tissu- 

laires sont replacées à l'obscurité pendant 48 hel~res avant 

d'effectuer les dosa~es des anthocyanines. 

Les valeurs témoins sont obtenues en dosant les anthocya- 

nines des colonies tissulaires  lacee es 'dix iours dari? les 

conditions standards puis 96 heures à l'obscuritk. 

Nous nlz.vons constaté nucune amélioration de l'accumula- 

tion des anthocyanines en utilisant uniquement la lumière rouge 

lointain ( RL ) ou consécutivement la lumière rouge et la lumière 

rouge lointain ( R / RL ), Par contre, les traitements à la 



lumière rouge ( R ) ou à la lumière rouge lointain suis à la 

lumière rouge ( F.L / R 1, permettent d'obtenir une petite amélio- 

.ration de la biosynthèse des anthocyanines par les colonies 

tissulaires replacées 48 heures à l'obscurité apr6s les 

traitements suivants: (Tableau 2 ). 

~âbleau 2 : - Influence de la lumière rouge sur l'accumulation des 

Densité 

o~tiaue à 

9 2 7 n r n Y  

anthocyanines par des colonies tissulaires repiquées sur le 

milieu de base additionné de sacchercse ( 30 . l l  -s - 
ou de glucose (40 1 ) -  G - . Après les divers traitenents 
à la lumière rouge, les colonies ti~sul~ires sont olacees 48 

heures à l'obscurité avant d'effectuer les dosa~es des antho- 

cyanines 

A - Colonies tissulaires ayant orolif4ro 14 j o u r s  dans !es 

conditions standards. 

B - Colonies tissulaires ayant oroliféré IO .jours dn.ns les 

Traitement 

10 .jours + 

A B Cbscurité R RL R / RL RL / R 

(96 heures) 15 15 15 / 15 35 /15 
( ininutes ) 

s 1.1 o,b7 0 .? 0,9l 0.69 0,74 O ,a6 

G1.7 l,3 1,7 1.25 0,97 1 ,O& 7,3 

conditions standards. 

r- I~loyenne des résultats obtenus anrès t ~ n t i  exnérj  ences . 
- Les extractions sont réalisees de telle sorte que le 
r a ~ ~ o r t  -V.ml de solvant / P.zramrnes de rnatiere frsyche- 

soit égal à 10. 

1 



PECKET e t  HATHOUT BASSIN (1974) o n t  montré que l e  n  pro- 

pano l  e t  l a  k i n é t i n e  f a v o r i s e n t  l ' a c c u n u l a t i o n  des  an thocyan ine s  

chez  des  p l a n t u l e s  de chou rouge p l a c é e s  à l ' o b s c u r i t é  ou p r é a l a -  

blement soumises  à l ' a c t i o n  de l a  l umig re  rouge e t  r e p l a c é e s  e n s i j j . t e  

à l ' o b s c u r i t é .  Ces a i i te i r rs  montrent  éga l enen t  que llEDTA a c t i v e  

l a  b io syn thè se  d e s  anthocyanines .  

Nous avons  r é - é t é  l ' e x p é r i e n c e  p r écédeo t e ,  mzis e n ,  sournettcq.nt 

l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  à c e s  d i v e r s e s  s u b s t a n c e s  zvan t  ou iqrès 
/ 

l e s  t r â i t e m e n t s  à l a  l umiè r e  rouge.  Pour c e t t e  e x ~ & r i e 7 c e ,  l e s  

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  r ep iquées  s u r  l e  m i l i e u  de ba se  additionné 

- 1 de s accha rose  (30 z.1 ) .  es' man ipu l a t i ons  e f f e c t u e e s  s o n t  l e s  

, s u i v a n t e s  : 

I C o l o n i c s  t i s ? r r l r i r e ~  arPes d e  10 jnitru I 
a y a n t  LtC reni?rréeo s u r  l c  m i l i e u  d e  

b a s e  a d d i t i o n n é  d e  s a c c h . i r n s c . ( 3 0  -.'1-'). ' - 
( p h o t 0 ~ 8 r i o d e  18 : 6 )  

( I n e u b s t i a n  i l S o b s c u r i t é  d e s  c o l o n i c s  t i s s u l a i r e s  I 
p e n d m t  46 h e u r e s  

- -  1 
Trcmwgo d c s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  

1 pcndnnt  15 n i n a t c s  d a n s  uno s o l u t i o n  s t C r i l e  à ': 1 

l -1 - 1 d e  n  ?ropanol  c t  jO g.1 d e  s a c c h s r o s e  - 1 
2 O,2  % de k i n 6 t i n c  e t  30 z.1 d c  s a c c n ü r o s c  

I Rcpiquagc d e s  c o l o n i e o  t i s s u l a i r e s  I 
Gur leu;-s m i l i e u x  d ' o r i ~ i n c  

1 
TRAITU'.E!IT ( n i n u t e s )  

15 $5  15/-'5 

I n c u b a t i o n  6 l 1 o b s c u r i t B  d e s  c o ? o n i e s  

t i ~ s u l o i r e n  ?end>nt  48 heures .  

4 . E x t r c c t i a i i s  e t  dosarjes  d c s  nn thocy inco  

C o l o n i c s  t i s o u l n i r c o  n5;es dc 10 j o u r *  . 

aynal E t 6  rep iquée-  c u r  l e  n i l i c u  dc 

pcndnnt  48 h e u r c s  

1 -TRI\ITEl:EriT 1 (mini i t c s )  

1 I n c u b n t i o n  à l ' o b s c u r i t é  d e s  c o l o n i c s  ti.q.r.!tlûirps 

I Trempz.ge der; c o l c n i c s  t i s : i u l a i r c s  

1 

p e n d a n t  15 minu tes  dnns unc s o l i i t i o n  c t 6 r i l c  d : . 
- 1 % d e  n  p ropanol  c t  30 &-1" d e  s n c c h a r o s c  

- 0 , Z  <c de kin6t) ine e t  30 r;.l-l d e  s a e c h s r o c e  

- 1,s di d e  Kal ECTA c t  30 c.l'l d e  oncchnrooc  

1 
Repiquacc d e s  c o l o n i e s  tisau::.ires 

s u r  l c u r s  ~ i l i e u : :  d ' o r i t i n e  

1 
I n c u b a t i o n  i l l o b s c u r i t E  d e s  c o l o n i c s  

t i ~ o u l a i r e a  pcndan: 48 h c u r e s  

1 
E x t r a c t i o n s  e t  d o a - t ~ c s  d c s  : ~ n t h o c y ~ n e s  



L e s  e s s a i s  p r S l i m i n a i r e s  nous  o n t  ne rmis  d e  c o n s t a t e r  a u e  

l e  Na LDTA e s t  t o x i q u e  pour  l e s  c o l o n i e s  t i s s l ~ l a i r e s .  Nous 7vons 2 

u t i l i s é  l ' a c i d e  é t h y l è n e - g l y c o l - b i s  ( /3 smino é t h v l  é t h e r )  YI, f i t  

t e t r q - a c é t i q u e  (SGTA) q u i  c h é l a t e  l e  c , l c i u m .  A l a  s o l u t i o n  

d l E  G T A ( 1,5 ml4 ) on a j o u t e  d e  l a  s o u d e  pour  o b t e n i r  une  

s o l u t i o n  d e  iL'a SGTA à pH = 7. A. c e t t e  s o l u t i o n  e s t  a j o u t é  d u  2 

~ l u c o s e  ou du s a c c h a r o s e .  Les  s o l u t i o n s  o b t e n u e s  sont s t é r i l i s é e s  

nar f i l t r c t i o n  s u r  membr2ne d ' e s t e r  d e  c e l l u l o s e  ( ~ i l l - i n o r e )  

r e t e n a n t  l e s  i articules d ' u n  d i z m è t r e  i n f é r i e u r  à 0,44 !n, et 

r é ~ . r t i e s  a s e ~ t i q u e m e n t  d a n s  d e s  f i o l e s  de Fourneau n r é a l ~ b l e r n e n t  

s t é r i l i s é e s  à l t a u t o c l a v e o  Les  s o l u t i o n s  s u c r é e s  d e  n  ~ r o v a n o l  e t  

de  k i n é t i n e  s o n t  s t é r i l i s é e s  s u i v a n t  l a  même t e c h n i q u e .  

Les  v a l e u r s  t émoins  s o n t  o b t e n u a s  e n  d o s a n t  l e s  sntk-ocvznes 

d e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  t r i i t é e s  a u  n  n r c w n o l ,  4 l a  k i n é t i n e  

ou a u  N a  EGTH e t  r e n l a c é e s  e n s u i t e  à I 1 o b s c u r i t é  n e n d l ~ t  40 h e u r e s  
2 

L e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  éga lement  m i s e s  en c u l t u r e  - 
en p h o t o p é r i o d e  18 : . 6  o e n d a n t  q u a t o r z e  j o u r s  a n r é s  ? v o i r  s u b i  un 

t r a i t e m e n t  i n i t i a l  a u  n  3 r o ~ a n o l  , à l a  k i n é t i n e  o u  au  Ya2EGTA. 

C o n t r a i r e m e n t  aux  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  PECKET e t  2:iTHOUT 

BAS SI^^, c e t t e  e x p é r i e n c e  nous  ~ e r r n e t  de  c o n s t a t e r  J t a n e  p a r t  que 

l e  n p ronano1  e t  l a  k i n é t i n e  n e  f a v o n i s e n t  pas l a  b i o s y n t h è s e  d e s  

a n t h o c y a n i n e s p a r  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  re -o lacées  à l t o b s c u r i t é  

s a n s  t r a i t e m e n t  à l a  l u m i è r e  r o u g e  e t  d ' a u t r e  p â r t  o i iR~rn  t r r r i t e rnen t  

à l a  k i n é t i n e  o s  a u  n  p r o p a n o l  a v a n t  ou a n r è s  a v o i r  soumis l e s  

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  à l t z c t i ~ z  de 1, l a m i è r e  r o - l g e  1 o l n t ; i n  (RL) 

ou de l a  l u m i è r e  rouge  e t  d e  l a  l u m i è r e  rouge  l o i n t a i n  ( R / RL ), 



Tab leau  3 : - I n f l u e n c e  de l a  l u m i è r e  rouge  sllr l ' a c c u m u l a t i o n  d e s  

n oronan01 

k i n é t i n e  

Fia2 EGTA 

a n t h o c y a n i n e s  p a r  d e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  r e u i a u é e s  s n r  l e  rni l ie l i  de 

T r a i t e m e n t s  J 

A B C R R RL R/RL RL/R 
15 15 15/75 15/75 

1 9 1  0,87 0,7 0 ,  91 0 77 0,74 0 , 9 6  

1,s 1 , 1  039  0 . 9  192  0 ,G5 0.95 1 , 1 5  

1,3 0 .9 0 7 7  097 O,98 0 , 7 2  0,7 0 + 9  

097  0.55 0 , 4 6  0 . 4 4  0,46 0 9 4  0 , 4 3  0 74 
L A 

- 1 
b a s e  a d d i t i o n n é  de  s a c c h a r o s e  (30  r.1 ). Les c o l o n i e s  t i s s u l n S r e s  

s o n t  t r a i t é e s  ail n  p r o ~ a n o l ,  à l a  k i n s t i n e  ou ail Na ZGTA ~ t r a r t t  
2 

d ' ê t r e  s o i ~ m i s e s  à l ' a c t i o n  de  l a  l u m i è r e  rouge .  
- 

L e s  d e n s i t é s  o ~ t i a i ~ e s  à 527 nrn s o n t  m e s u r é e s  s ~ r è s  a v o i r  e x t r l i t  l e s  

a n t h o c y a n e s  d e s  : 

A - c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  avant  p r o l i f é ~ é  14 j n u r s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  

s t a n d a r d s  a v e c  ou s a n s  t r a i t e m e n t  i n i t i a l  a!x n  o r o ~ a n o l ,  à l a  

k i n é t i n e  ou cu  IIa EGTA. 2 

B - c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  a y a n t  p r o l i f é r é  10  j o u r s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  

s t a n d a r d s  a v e c  OU s a n s  t r a i t e m e n t  i n i t i a l  au  n  p r o ~ a n o l ,  à l a  

k i n é t i n e  ou a u  iJa EGTA. 2  

C - c o l o n i e s  t i - s s u l ? i r e s  a7ran.t ~ r o l i f é r 4  1 0  j o u r s  d a r s  l e s  c o n d i t i n n s  

s t a n d a r d s  a v e c  O U  s a n s  t r a i t e m e n t  i n i t i a l  al1 ri - r o n a n o l ,  à l a  

k i n é t j - n e  ou a u  ITa EGSA e t  r e p l s c e e s  e n s i l i t e  p e n d a n t  96 h e u r e s  à 
2 

D- c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  a g a n t  p r o l i f A r é  1 0  j o u r s  dans  l e s  c o n d i t i o n s  

s t a n d a r d s  e t  a y a n t  s u b i  l e s  t r a i t e m e n t s  àu n p r o ~ z n o l ,  à l a  

k i n é t i n e  ou ail Na EGTA uendan t  l a  ~ é r i o d e  d ' i n c v b a t i o n  à l t o b s -  
2 

c u r i t é  . 
Les e x t r a c t i o n s  s o n t  r é a l i s h e s  de telle s o r t e  que l e  r a n p o r t  

- V. r r i l  de  s o l v a n t  / P. Fr?t.rnnies de m a t i è r e  f r a l ^che  - s n i t  6rrsl 

l Piogenne d e s  r é s u l t a t s  obtef lus  > o r è s  t r o i s  e x n é r i e n c e s ,  



ne permet pas d'inhiber l'action de ces lumières lu able au 3). 

Des substances telles que le n propanol et la kinétine qui 

peuvent accroître la perméabilité membranaire ( PECKET et HATHOUT 

BRSSIM, 19741, favorisent également la biosynthèse des anthocya- 

nines si les colonies tissulaires sont soumises à l'action de la 

lumière rouge ( R et RL / R ). L'accumulation des anthocyanines 

est cependant beaucoup plus importante quand les colonies tissu- 

laires sont traitées initialement à la kinétine ou au n propanol 

et placées ensuite quatorze jours dans les conditions standards 

(photopériode 18 : 6 et lumière blanche). Dans tous les cas, le 

Na EGTA ralentit considérablement la biosynthèse des anthocyanines 
2 

Le fcdt de soumettre les colonies tissulaires à l'action . 

de la lumière rouge avant d'effectuer les traitements à la kiné- 

tine, au n propanol ou au Na EGTA , ne permet pas drobtenir une 
2 

amélioration des résultats. 

PECKET et HATHOUT BASSIM avaient constaté que la biosynthèse 

des anthocyanines par des plantules de chou rouge, est sensible à 

l'action de la lumière rouge et rouge lointain. Des résultats 

similaires sont-obtenus avec les colonies tissulaires mais les 

augmentations de llaccumulation des anthocyanines,restent faibles. i 
En outre, l'action de la lumière rouge ou de la lumière blanche 

' peut être renforcée par celle de composés qui augmentent la perméa- 

bilité membranaire. La ~ensibilité des colonies tissulaires à la 

lurniére rouge, laisse supposer que le phytochrome est actif dans 

le contrôle de la biosynthèse des anthocyanines. Ce contrôle ne 

dépend pas dtun temps d'éclairement très long en lumière rouge 

mais d'une durée d'incubation des colonies tissulaires à l'obscurité- 



avant et après le traitement à la lumière rouge. En outre, il 

nous est difficile de définir avec exactitude le rôle du Na EGTA. 2 

C) INFLUENCE DE LA LUMIERE FOURNIE PAR LES TUBES "GR0 LUX1'. 

Par rapport aux tubesW0sram 40 W ?SM(lumière blanche), 

les tubes "Gr0 lux 40 Wtl dont la répartition spectrsle aux ?lus 

forts pourcentages dtémmission, 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 jouent un rôle essentiel dans la biosynthèse des antho- 

cyanines et que la lumière est indispensable pour que cette bfo- 

synthèse s'effectu~. Pour la suite de nos expériences, nous avons 

étudié simultanément l'influence de la lumière blanche (photo- 

période et intensité de l'éclairement et l'influence de la 

nutrition carbonée sur la croissance des colonies tissulaires et 

l'élaboration des anthocyanines. 

D) INFLUENCE DU TR4PS DE CULTURE EIT DE LA PHOTOPERIODE. 

Les cultures en tubes ne nous ayant pas permis de suivre 

simultanément llévolution de ltaccumulation des anthocyanines et 

la croissance des colonies tissulaires au cours du temps, nous 

avons donc étudié ce phénomène lorsque les colonies sont 

repiquées en boîtes de Pétri. 

Par ailleurs,la relation synthèse dlanthocyanines - lumière étant 
extrèmement nette, il nous a paru intéressart de voir comment 
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Fi qu re  21 : - I n f l u e n c e  du temps de c u l t u r e  e t  de l a    ho topé rio de si1r 

s u r  l l a ccumula t i on  d e s  an thoeyan ines  e t  la  c r o i s s a n c e  des  

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  r ep iquées  s u r  l e  m i l i eu  de base  

add i t i onné  de saccharose  (30 q.l-') - A - ou de ri17icose 

(40 g.l-l) - H - . Les c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  é c l a i r é e s  

à l a  lumière  blanche (19000 E ~ P . C ~ - ~ * S - I  ) 

- - - - - ?oids  moyen de ma t i e r e  f r a î c h e  ( arammes) - 
0-1 Dens i té  o a t i q u e  à 527 nm- 



évoluent  l a  c r o i s s a n c e  e t  l ' a c c ~ u l a t i o n  des  anthocyanines  quand 

Les c o l o n i e s  s o n t  soumises i d i f f é r e n t e s  photopér iodes .  

A c e t  e f f e t ,  l e s  co lon i e s  t i s s u l a i r e s  rep iquées  s u r  l e  

- 1 mi l i eu  de base add i t i onné  de glucose  (40 r.1 ) ou de  szcch- rcse  

(30 9.1-1), s o n t  é c l a i r é e s  6 ,  12 ,  18 ou 24 heures  pa r  jour (19000 

-2 Zrq.ctn s ou p l acées  à l ' o b s c u r i t é .  Les mesures de po ids  de 

mat iè re  f r zzche  e t  l e s  e x t r a c t i o n s  s o n t  e f f e c t u é e s  quand l e s  c o l o n i e s  

t i s s u l a i r e s  s o n t  a ~ é e s  de 5 ,  ,8, 11,  14 ,  18 e t  20 i ou r s .  

Pour chaque photo-ériode,  nous pouvons observer  l e s  t r o i s  

phases de l a  c ro i s sance :  l a  phase de l a t e n c e ,  l a  phase exponen- 

t i e l l e  e t  l a  phase s t a t i o n n a i r e ,  

ehase  -. ge- la tence 

C e t t e  phase s ' opè re  généralement du premier au quatr ième 

jour.  Cependant, s k i v a n t  l a  photopér iode,  l a  phase de l a t e n c e  

peut d u r e r  s i x  jours ,  

x h g e  - ~ ~ o g e g t i e & l e  - - 
La phase e x p o n e n t i e l l e  de c r o i s s a n c e  semble l i é e  à l a  

na tu re  des  s u c r e s  e t  à l a  photopériode.  Nous pouvons c o n s i d é r e r  

que c e t t e  phase s ' a chève  au quatorzième jour  de c u l t u r e .  

S i  l a  syn thèse  des  anthocyanines  e s t  t r è s  l i é e  à l a  phase 

e x p o n e n t i e l l e  de c r o i s s a n c e ,  il a o p a r a i t  également que l a  photo- 

pér iode  exerce  une i n f l u e n c e  s u r  l ' accumula t ion  d e - c e s  piyrnents 

c a r  l e u r  b iosyn thèse  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  impor tan te  que l e  nombre 

d ' heu re s  d ' é c l a i r emen t  e s t  grand (F igure  21 ). 

p h s e  - - -  statLa~nai;e 

LZ phase s t a t i o n . i a i r e  e s t  donc fonc t i on  de 1s nhotonér iode 



- Photopèriodes (h/j ) 
0:24 6:G 12:li 1 8: 6 245 
Al ,45 1,36 1,32 1925 1 

14j 

Saccharose 30 g.l-l 

2oj 

Tableau 4 : - 1;fluence de la nhotopériode sur la croissance des colonies 

24 2 5 27 28 29 

c -)6,34 9 0 ~ 1 6  97,95 97,76 97, l  

1977 1 ,E4 i ,61 1953  1.24 

28 29 29 3 1 34 

,8,41 98,23 98,19 97 9 97 97 9 25 

Glucose 40 

20 j 

tissulaires re~iquées sur le milieu de base additionné de 

- 7 
saccharose (JO ,g.l-') ou de glucose (40 g.1 ). Les mesures 

sont effectuées après quatorze et vinqt jours de culture. 

A - Poids moyen de matière fraîche (grammes) 
8 - Poids moyen de matière sèche (milligammes) 

C - Pourcentaqe en eau des colonies tissulr ires. 

1 9 3  1,2 1,75 1 ,OS 1,3 

23 25 27 30 34 

98,23 97,91 97,65 97,14 97 38 



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

à 180bscurité. Du quatorzième au vingtième jour de culture, la 

photopériode exerce également une influence sur la biosynthèse des 

antbocyanines puisque cette dernière est d'une part très ralentie - 
en photopériodes 6:18 et 12:z ot d'autre part très intense en photo- 

- C 

périodes 18:6 et 24:0 quelle que soit la nature du sucre utilisé 

(Figure 21). Après un premier passage à 180bscurité, les colonies 

tissulaires ntaccurnulent plus d8anthocyanines,si elles sont replacées 

dans les mêmes conditions, 

Après quatorze joues de culture, les poids moyens de 

matière sèche sont d'autant plus élevés que le temps d'éclairement 

est Long. Corrélativement, le pourcentage en eau des colonies 

diminue, En utilisant le glucose à une concentration supérieure à 

celle du saccharose, les colonies tissulaires sont moins riches en 

eau mais elles accumulent plus d'anthocyanine~Au vingtième jour de 

culture, nous pouvons observer que les poids moyens de matière 

sèche sont plus importants. Cependant, si nous nous réferons aux 

pourcentages en eau, de nombreuses variations apparaissent en 

fonction de la photopériode (Tableau 4 ), 

Le délai de quatorze jours de culture correspond en 

. général à la limite de la phase exponentielle de croissance . 
Pour la suite de nos expériences, c'est après 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 biosynthè'se 

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

comparé les effets du saccharose à ceux du glucose lorsque ces 
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le i i 1 P e u  de base additfonné de glucose. 



sucres sont utilisés aux mêmes concentrations. 

E) INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SACCHAROSE ZT Dl GLUCOSE 

Nous avons fait varier les doses de saccharose et de 

glucose de O à 60 g.l-let les colonies tissulaires sont éclairées 

6, 12, 18 et 24 heures par jour ou maintenues à l'obscurité, Les 

extractions sont réalisées après quatorze jours de culture- 

L1accumulation des anthocyanines laugmente avec le nombre 

d'heures d'éclairement et la concentration en saccharose. Avec le 

glucose (de JO à 60 .g.l-') les optimums de biosynthèse sont - 
obtenus en photopériode 18 : 6 ,  Pour des doses plus faibles de ce 

sucre (10 et 20 g.l-'), les résultats sont variables en fonction 

de la photopériode, 

Les colonies constamment éclairées, supportent mieux le 

saccharose car elles ne se nécrosent pas en présence Qe fortes 

doses de ce sucre, 

En outre, à concentration égale en sucre, les différences de 

teneur en anthoc~anines restent faibles quel que soit le temps 

d'éclairement journalier, A l'obscurité, les colonies tissulaires 

sont totalement dépourvues d'anthocyanines quelles quesoient la 

nature et la concentration des sucres (~igure 22 ). 

Si le critère de croissance est le poids moyen de matière 

fraîche, la croissance est d'une part optimale quand les colonies 

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



Tableau 5 :- I n f l u e n c e  de la  photopér iode e t  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  

Saccharose  g.1-l 

en s accha rose  ou en g lucose  s u r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  

' 

24:O 

18 :6 
P 
h 
O 
t 
0 12:12 
P 
é 
r  
1 
O 
d 6 :18 
e 
S 

0 :r'4 

243 

P 18:: 
h 
O 
t 
O 

p 12:E 
r 
1 
O 

d 
e 6:18 
S 

0:s 

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s .  

A .Po ids  moyen de m a t i è r e  f r n f c h e  (grammes) 

1 O 20 30 40 50 60 

A 0,42 0.76 1 0,87 0.8 0.71 
B 8 16 29 27 28 29 
c 98909 97.89 97.1 96,9 96,5 95.91 

0.65 0.8 1.25 1.05 0*91 0.81 

10 16 28 27 27.4 28 

98.46 98 97.76 97.42 96999 96.54 

0.62 1 3 1.13 1 0.95 

10 17 24 28 28 27 

98.38 98.3 98.18 97.52 97.2 97.15 

0169 019 3.35 l * l 3  1 0 ~ 9  
12 i 6 23 27 27 25 

98.15 98.22 98*29 97.61 97.3 97.22 

0165 1.01, 1.42 1.3 1*4 1.34 
1 O 18 24 25 28,4 28 

98946 98.27 98.31 98.07 97.97 97,91 

G l u c o s e  g . l - l  
10 20 30 40 50 60 

A 0.3 O ,49 0.79 1 0.59 0.48 
8 6 13 r i  31 21 18 

C 98 97.34 97.08 96;9 96.a 96.25 

3 0.54 0.72 0.92 0.62 0.53 
7 13 20 28 23 21 

97.81 97.6 97.22 96.95 96.29 96.03 

0 *3 0 95 0967 0.9 0.6 0.46 
6 11 15 23 19 16 

98 97.8 97.76 97.44 96*83 96.52 

0.4 0.65 0.72 0.88 0.68 0*48 
6 11 15 20 18 15 

98.5 98.3 97.91 97.72 97935 96.87 

0.68 0.75 0.83 0.93 0.6 0.41 

1 O 15 17 15 15 10 

58.53 98 3799 97995 97.50 97956 

8 . Poiaa moyen de m a t i è r e  sèche (mill igrammes) 

Pourcentage en eau 

Les mesures s o n t  e f f e c t u é e s  a p è s  qua to r ze  j o u r s  

de c u l t u r e .  



pa r  l i t r e  e t  d ' a u t r e  p a r t  f a v o r i s é e  quand l e  s u c r e  e s t  l e  çaccha- 

r o se .  

Les so i i l s  moyens de n a t i S r e  f r a î c h e  v a r i e n t  t r è s  -eu 

l o r s q u e  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  é c l a i r é e s .  Les v a r i a t i o n s  

de c r o i s s a n c e  s o n t  beaucoup p lu s  s e n s i S l e s  s i  nous nous r é f é r o n s  

aux po ids  moyens de m a t i è r e  sèche e t  aux pourcentages  ?n eau  des  

co lon i e s .  Sn e f f e t ,  il a p c a r a i t  d'une p a r t  que l e s  c o l o n i e s  s o n t  

a o i n s  r i c h e s  en eau quand l e s  temps d ' é c l a i r e m e n t  son t  p l u s  l ongs  

e t  d ' a u t r e  p a r t  que l e s  pourcentages  en eau des  c o l o n i e s  r e p i q u é e s  

en p résence  de s accha rose ,  s o n t  généralement p l u s  é l evé s  que ceux 

des  c o l o n i e s  r ep iquées  en grésence de g lucose  gr able au 5 ) .  

11 f a u t  n o t e r  égalemeat que l e s  c o l o n i e s  sot i t  de moins en 

-. 
moins f r i a ' o l e s  quand la  c o n c e n t r a t i o n  en s u c r e s  e t  l a  durée  

d ' éc la i rement  augmen ten t .  Ceoendânt, l e s  c o l o n i e s  r e ? iquées  en 

p résence  de sacrhaiwose s o n t  p lu s  f r i a b l e s ,  
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PHOTOPERIODE - 
12 : 12 

(Témoins)  

T a b l e a v  6 : - I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  s a c c h a r o s e  ou e n  q l u c n s e  
4 œ 

e t  des  ry thmes  p h o t o p é r i o d i q u e s  1 : 1 e t  2 : 2 s7ir l a  

SACCHAROSE a. 1-' 
7 

10 20 30 40 50 60 

A 0,62 1 1.2 1,13 1 0 95 

3 Io 17 24 28 28 27 

C98,38 98,3 98,18 9 7 ~ 2  972 9 7 ~ 5  

J 

GLUCOSE g.1 
- 1 

10 20 30 40 5 0 60 

c r o i s s a n c e  d e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  a ~ é e s  de  ql i - t torze 

jours .  

A- o o i d s  moyen de  m a t i è r e  f r i î c h e  (grammes) 

PHOTOPZRIODE 
.L 

12 : 12 

(Témoins ) 

GYTHME 

PHGTOPSRIODI~UE - 
I : I  

R'ITHI~IE 

PBOTOPERIODI~UE - 
2 : 2  

v 

% - p o i d s  moyeri d e  m a t i è r e  s è c h e  ( rn i l l i a r îmrnes)  

RYTHME 

PHOTOPERIOD1;SUE - 
I : I  

RYTHME 

PHOTOPERIODIGUE 
.i. 

2 : 2  
J 

0.3 0,5 0,67 0,9 016 0.46 

6 II 15 23 19 16 

9 8 Q7,8 97,76 ?7,44 96,d3 96,52 

0,26 0,4 0,71 0,923 0,6 0,47 

5,4 10 20 -7 21 17 

97,92 9?,5 97,18 96,63 96.5 96-38  

0,2 0,43 0,5j 0.86 0.6 0,49 

4.2 10,4 15 27 20 18 
t 

97,9 97,58 97,16 96,% 98,G 96.32 

C- pou*-centage en e a ~ i  d e s  c o l o n i e s  t i s a u l n i s e s  
C 

Les  v a l e u r s  t é m o i n s  s o n t  o b t e n u e s  en  p h o t n p é r i o d e  12 : 12. 

032 0,3 0165 0,61 0757 0953 

J., 4 6,4 17 18 17,4 19 

98,3 97,8697,38 97,05 96.9496.41 . 
0,32 0,41 0,75 0,57 0.7 0,47 

4,8 7 92 18 17 15 1592 

98,5 98,2497,6 97 97 96.76 



- - 
2) Influence des rythmes photo-ériodiqires 1 : 1 , 2 : S e t  3 : 1 

Ilous avons également étudié l'influence de rythmes photo- 

périodiques plus courts. Pour cette expérience, nous avons soumis 

les colonies tissulaires à 12 ou 18 heures d'éclairement journalier - - - 
en utilisant Les rythmes 2 : 2 , 1 : 1 et 3 : 1. Les extractions 

sont réalisées après quatorze jours de culture, 

Les résultats seront donc comparés à ceux obtenus quand 

les colonies tissulaires sont éclairées sans discontinuité a en da nt 

12 ou 18 heures par jour, 

- 
Avec le saccharose et les rythmes photopériodiques 1 : 1 

.- 
et L t 2 , nous pouvons observez une nette diminution de la 
croissance . Les colonies sont cependant moins riches en eau 
quand ellles sont repiquées sur le milieu de base additionné de 

30 à 80 grammes de saccharose par litre. Pour les doses de saccna- 

- 1 rose inférieures à 30 g-1 , les résultats sont vari~bles en ce 

qui concerne les pourcentages en eau (Tableau 6 ). 

Avec le glucose et les mêmes rythmes photopériodiques, il 

n'y a pas de grandes variations de croissance si nous nous 

référons aux poids moyens de matière fraîche. Cependant, en nous 

référant aux poids moyens de matière sèche et aux pourcentages 

en eau, il apparait que les colonies tissulaires sont plus riches 

en matière séche quelle que soit la concentration en sucre 

c~ableau 6 1, 



Figure 23 : - Influence de la concentration en saccharose 
L- 

et des rythmes photopériodiques 2 : 2 et ?. : T 

sur llaccumulation des anthocyanines par des 

colonies tissulaires agées de quatorze jours. 

Les valeurs témoins sont obtenues en photopérijde - 
12 : 12. 



Lorsque les colonles tissulaires sont repiquées sur le 

milieu de base additionné de saccharose, liaccumulation des antho- 

cyanines est d'autant plus irnoortante que la concentration en sucre 

est élevée et que le rythme photopériodique est court (~igure 23) 

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

pas favorisée quand les colonies sont soumises aux rythmes photo- 

- - 
rythmes photo~ériodiques 2 : 2 et 1 : 1 sur 

1' accumulation des anthocyanines par des colonies 

tissulaires agées de quatorze jours. Les valeurs 

témoins sont obtenues en .photopériode 12 : 12 



Figure 25 : - 1nfl.uence de la concentration en saccharose et du - 
rvtnne photopériodique 3 : 1 siIr l'accumulation des 

anthocyanines par des colonies t i s s u l a i r e s a ~ é e ~  de 

quatorze jours. Les'valeurs témoins sont obtenues 



Les expér iences  r é a l i s é e s  en u t i l i s a n t  l e  rlrthme photo- - 
pér iod inue  3 : 1  e t  l e  g lucose ,  n 'on t  pas permis de met t re  en 

évidence de grandes  v a r i a t i o n s  de c ro i s s ance  e t  de b iosvn thèse  - 
pa r  r a p ~ o r t  aux r é s u l t a t s  ob tenus  en ?hotopériode 18 : 6 ,  Les 

d i f f é r e n c e s  s o n t  beaucoup  lus n e t t e s  lorsq-ue nous soumettons l e s  

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  rep iquées  s u r  l e  m i l i eu  de base  add i t i onné  - 
de saccharose  , au rythme photopér iodique 3 : 1. Dans ce  c a s ,  no115 

observons à l a  f o i s  une augmentation de l 'accurnulüt ion des  antho- 

cyanes (F igure  25 ) e t  une amé l io r a t i on  de l a  c r o i s s a n c e  de s  

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  quand la  concen t r a t i on  en  s a c c h ~ r o s e  e s t  

- 1  s u p é r i e u r e  à 20 g. l  (Tableau 7 ) . 

Tableau 7 : - In f luence  de l a  concen t r a t i on  en s5ccharose  e t  du rythme 

r 

PHOTOPERIODE - 
13 : 5 

(Temoins ) 

RYTHME 

PHOTOPERIODIQUE 
- 

3 : l  

- 
photopér iodique ' j ,  : 1  s u r  l a  c r o i s s a n c e  des c o l o n i e s  

J 

SACCHAROSE g. 10' 

10 20 30 40 5 0  60 

A 0 ,65  0 , 8  1 ,25 1,o5 o,91 0 ,81 

0 20 16 28 27 27,4  28 

C 98,46 98 97,76 97,42 96,99 96,54 

0971 0384 l t 5 5  1125 1 5  0 ,9  

12 15 37 3 5 37 32  

98,31 98,21 97,61 97,2  46,78 95,44 

t i s s n l a i - r e s  agées  de 14 jours .  

A - poids  moyen de mat iè re  f r a î c h e  

B - yoids  moyen de mut ière  sèche ( m i l l i ~ r a m n e s )  

C - pourcentage en eall des  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  

- 
L e s  v a l e u r s  témoins s o n t  obtenues en photopér iode 18 : 6 



- 1 
Energie lumineuse 

( E ~ ~  . C ~ - * . ~ S  -' 103) 
2,3 , 4t2 22 19 32 

Tableau.8t : - 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 'nati ére frniche (prarnlea). 

%- Denoité o~tique à 52.7 nm. 
Lee mesures sont eîfectu&ss a p r i s  quatorze jours de cu7ture. 



F) INFLUENCE DE .LA QUANTITE DVENZRGIE LUMINEUSE ET DE LA COHCENTRilTION 
- 

GN SUCRE 

;?eus avons voulu vérifier s'il existe une quantité optimale 
I 

d'énergie'lumineuse nécessaire à l'accumulation des anthocyanines, 

Les cultures sont placées sur des tablettes suspendues à 

différents niveaux sous une source lumineuse comp:;sée de trois 

tubes VVOsram 40 w 15 - lumière du jour". Suivant les niveaux, les 
quantités d'énergie lunineuse reçues par les colonies sont de: 

-2 -1 2300 , 4200, 12000, ?go30 et 32000 Lrg . cm .s . 
La température est de 23OC au niveau des quatre premières 

tablettes et de 26OC au niveau de la tablette placée juste sous 

les rampes lumineuses. 

Pour chaque niveau d'énergie, nous avons fait varier le 

temps d'éclairement journalier en utilisant les photopériodes 

- 
12 : 11 , 18 : st 24 : 0 qui permettent uns bonne accumuiation 

des anthocyaninespar les colonies repiquées sur le milieu de base 

additionné de 30 à 60 grûmmes de saccharose ou de glucose par 

litre. Les extractions snnt réalisées après quatorze jours de 

culture, 

L'accumulation des anthocyanines est optimale pour une 

-2 -1 
quantité d'énergie lumineuse de 19000 Erg.cn .s lorsque les 

colonies tissulaires sont repiquées en présence de glucose et 

écla$rées 18. et 24 heures par jour (Tableau 1 1. 

Des résultats analogues sont obtenus avec le saccharose 

et un temps d'éclairement journalier de 24 heures. Cependznt, en 

présence de 60 1 de ce sucre, les colonies tissuiairrs 

silpportent mieux uae forte quantité dt6nergie lurriineuse et - 

accumulent plus d ' anthocyanines (Tableau 9 1. 



L e s  mesures s o n t  e f f ec tuCes  anr2.s  qua to rze  j ou r s  de c u l t u r e .  

--- 

P 

t 
' 

O '& r. 
1 

Cil/i 1 
S 

. 24:; 

. 

. 18:6 

12112 

Tableau 9 : 

pér iode e t  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  g lucose  s u r  l a  c r o i s s a n c e  

de s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  e t  l a  b io syn thèse  de s  an thocyanines  

A - Poids  moyen de  m a t i è r e  f r a î c h e  (granmes). 

- D e n s i t é  o o t i q u e  à 527 nm. 

-- 

G 
1 
U 
c. 
O 
S 
e 

s 1-1 

30 

40 

--- - - -- ---- --- -- - . -. -- --W.--. - -. . 

Encrgie lumineuse 

-I 103) (hg . ~ r n - ~ . s  

4 3  412 12 i g  32 , 

1 

0,425 c A-r 0857. 0,62 O, 79 O, 75 

335  B+0,47 5 @3 E 35 Q, a 
0,27 0,42 0,62 1 - 0,67 

O,% 0,59 !1,87 ' rl 1 24 L 59 
O, 25 O, 27 0,33 O, 58 O, 57 

5 0 1  CS1 3,71 a 2 .  2 

60 

301 
. 

40 

501 

60 

30, 

40 

50 

Go;  

0,241 O, 26 O, 35 O, 48 0,54 

2,49 . fi, 81 L2 2,s L Z  
0,31 0, 36: 0,49 0,725 0,7 

$52 2,51.- Q, 7 25 L22 
O, 36 0,4 . -  O, 57 0,91, 0,62 

35 O, 58 nn ..J 1 68 LEI 
O, 26"' 0,29 O, 36 0,'o 1 0,57 

0, 55 018 k 9 7  2 8  3 2 36 
0,2 O, 17 O, 33 0,53 0,61 

O, 7 L LIS 2,7 L% 
O, 39 O, 445 O, 52 O, 57 0,54 

5 45 O, 52 0,71 O, 9 L Sb. 
0,45 O, 62 0,79 0, 9 O, 89 

Q 5  O, 3 O, 92 L 2>- L 79 
0,31 0,52 0 ,  7 0, 6 0,61 ' 

0,56 O, 83' L3 L 69 
0,31 0,42 0, 44. 0,46 0,68 

û,2 C\,5 5 95 L 8tl' 3 
- I n f l u e n c e  de l a  q u a n t i t é  d ' é n e r g i e  lumineuse,  de l a  photo- 



Quand les colonies tissulaires sont éclairées 12 et 18 

heures par jour et mises en culture en présence de sacchnrose, 

ltaccumulation des anthocyanines est d'autant plus importante que 

la quantité d'énergie lumineuse est élevée. Le même phénomène est 

observé lorsque les colonies sont éclairées 12 heures par jour et 

mises en culture sur le milieu de base additionné de glucose 

( 'Tihlenu 8 et g ). 

D'un passage à l'autre, les poids de matière sèche sont 

très variables. En outre, les colonies tissulaires éclairées 24 

heures par jour se nécrosent àans 50 % des cas quand le sucre est 

le glucose à forte concentration et quand la quantité d'inergie 

-L -.l lumineuse est de 32000 Erg-cm .s . Ces nécroses sont certainement 
dues à la température élevée ( 2 6 0 ~ ) .  

En ne considérant que les poids de matière fraTche, la 

croissance est favorisée avec le saccharose. De ?lus, en photo- 

.- 
période 18 : 6 ou 24 : O et quelle que soit la concentration en 

saccharose, la croissance des colonies tissulaires nt-est pas 

ralentie lorsque la quantité d'énergie lumineuse et la température 

sont augmentées  a able au 8 ). Les résultats sont plus hétéro- 

gènes quand les colonies tissulaires sont repiquées sur le milieu 

de base additionné de glucose (Tableau 9 ). 



G )  INFLUENCE DE LA NUTRITION AZOTEZ 

l 
L'azote est, avec le sucre et les régulateurs de croissance 1 

l'un des facteurs qui contrôle la synthèse des aothocyanines et la 1 
croissance pour de nombreuses esoèces et en particulier pour des 

olantules de chou rouge (SZUEYKOWSKA, 1959). 

Les principales sources d'azote du milieu de b'yse sont de 

+ 
nature organique (L glutamine et hydrolysat de caséine) et miné- 

rale (KNO,; Ca (NO ) ,4 H O et NH NO ), rltant donnée la comnlexité 
2 3 2 2 4 3 

du milieu nutritif, nous avons étudié l'aspect qualitatif et quan- 

titatif de la nutrition azotée sur llaccumulation des anthocyanines 

et la croissance des colonies tissulaires. 

Pour toutes les expériences concernant l'influence de 

l'azote minéral, les essais préliminaires ont montré qu'il est 

indisoensable dl ajouter aux milieux de culture, de la L+ g$uta- 

mine (50 mg.1-'1 et de llhydrolysat de caséine (150 mg.l-'1 afin 

d'éviter d'importantes variations au niveau de la croissance et 

de la biosynthèse des anthocyanines, 

-6 - I Les régulateurs de croissance sont la 6 BAP (5-10 c - d  
- 1 et l'ANA ( 1 0 ~ ~  g-ml 1. Le sucre ajouté aux différents milieux 

de culture, est le saccharose, 

Les c ~ ~ t u r e s  sont éclsirées 18 heures par jour et la 

quantité d'énergie lumineuse reçue Dar les colonies tissul*?ires, 

-2  -1 est de 19000 Zrg.cm .s . 
Toutes les ex~ériences sont réalisées à 1: temoérature 



7) Influence de l'azote nitrique 

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

N-NO- = 336 mg et apportée sous forme de KNO (ÎJ-36; = 182 mg), 
3 3 

de Ca ( N O  ) 3 2' 
4 H 2 0  (PI-NO; = 70 mg) et de NB NO (N-NO; = 84 mg). 

4 3 
Si nous considérons que cette quantité constitue la valeur témoin 

nous avons fait varier celle-ci de O à 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 

concentrations de 30 et 50 g.l-'. 

Les essais préliminaires ont permis de constater d'une 

part que les doses d'azote nitrique supérieures à 336 mg.l-' 

ne favorisent a s  la biosynthèsedes anthocyanines et lacroissance 

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 KC1 et du 

+ ç Ca Cl , 2  H O aux milieux dont la concentration en K+ ou en C a  2 2 

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

la manière suivante: 

- 
N-1\103 

KN03 

KC I 

CaCIZ 2H20 

' c T N o ~ T ~ H ~ ~  
CaC12 2H20 

KC 1 
* 

- 1 
mg. l 

I 

O 45,5 60,5 9 1 182 273 3 36 

O 328,25 432,85 h56,5 1313 1969,5 2424 

968,5 726 649 484,25 O O O 

367,5 367,5 367,5 367,5 - 367,s 367,5 367,5 
. - - - - - - - - -  
O 383,5 510 767 1534 2301 2832 

367,5 129 50 O O O O 

968,5 968,5 968,5 968,5 968,s 968,5 968,5 

i 

1 



Saccharose 

30 s.1" 

Fig : B 
Figure 26 : - Influence de la concentration en azote nitrique 

apporté sous forme de nitrate de potassium ( F ~ ~ : A )  

ou sous forme de nitrate de calcium ( F ~ ~ : B )  et de 

la boncentration en saccharose sur llaccumulation des 

anthocyanines et la croissance des colonies tissulai.res- 

Les mesures et les extractions sont réalisées après : 

20 jours de culture. 

14 jours de culture- 



Au quatorzième jour de culture, quelle que soit la concen- 

tration en sacchc.rose, les optimums de croissance et de biosynthèse 

- 1 
sont obtenus your 31 ng.1 d'azote nitrique apporté sous forme de 

LW3 et jour 182 rng.l-' apporté sous f m m e  de Ca  NO^)^, 4 X20. 

ZCI outre, le nitrate de calcium permet dtobtenir.une iaeilleure 

croissance et une accumulation plus importante des anthocyanines 
-?  

Tour des concentrations en azote nitrique supérieures à 60,S m g . 1  

Des fortes doses de nitrate de potassium sont toxi-ues. Zn grolon- 

geant le temps de culture, la croissance augmente mais il -r a 

dégradation du contenu anthocganiaue quand les colonies sont 

repiquées en pr6sence de hNO; et de 30 grammes de sacckarose oar 
3 

litre . (Figure 26 ) . 
Une aiminution de la concentration en azote permet 6 '  c b t e n i r  

uae légère augmentation de llsccumulation des zn;;noc:yaces si I f ~ , n ? c g  
a 

est a:out& aux milieux sous forme de nitrate de calciun. Cecendant 

il n r y  a aucune amélioration de la croissance des colonies tissu- 

laires . 
Cette expérience apporte quelques renseignements 

sur la nature des campos&s azotis qui peuvent favoriser La Sio- 

synthèse des anthocyanines.Cependânt, les résultats sont >eu com-pa- 

rebles car les milieux contenaas I8.2 Uq 3ar lit??. dl-rote i ~ ~ i c - ~ i ,  

n'ont -+ la même concentratioa en calcium. Le fait dléquilibr?r 

en calcium les rDilieu:c contensnt 1313 m y  de KNO, azr litre (3-i;07 
i - 2 - 1 = 182 mg.1 ) ,  ne permet Fas d'améliorer la Siosvntkèse ùes antho- 

cya~ings et 13 cr~issanc2 des colonies tissul.ziras, 



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. 

- 1 La quantité totale d'azote minéral (420 mg.1 ) du milieu 

de base est fournie par KNO (N-NO; = 182 mg-l-'), Ca(N03)2,4H20 3 
(N-NO; = 70 ng.l-' ) et NH NO (I-NO; = 84 mR.l-' et N - N H ~  = 84 

4 3 
mg.1-'). Pour cette étiide, nous avons fait varier la concentrztion 

totale en azote minéral du milieu de base de O à 840 rnr.1-'. 

Les essais préliminaires ont permis de constater que 

le fait d'équilibrer les milieux de culture en K C 1  et en CaCl ,2H O 
2 2 

f r  à partir des concentrations en K et ~ a + +  de KNO et C ~ ( N O ~ ) ~ , ~ H ~ O  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 biosynthèse des anthocyaninesa 

Nous avons équilibré les milieux de culture en ajoutant du 

;eux dont la concentration en azote K C 1  et du CaC12.2H20 aux mil- 

est inférieure à 420 mg.lo1. Ceci a été réalisé de la manière 

suivante : 

- 1 
Azote minéral mg.1 

- 1 
KNO mg. 1 

- 1 
c ~ ( N Q ~ ) ~ , ~ H ~ O  mg.l 

NH NO 
- 1 

4 3 
mg.1 

KC 1 
- 1 

mg.1 

- 1 
CaC12,2H20 mg.1 

4 

O 1 05 270 31 5 420 840 

0 328,25 656,5 984,75 1313 2626 

O 14?,5 295 442,5 590 1 180 

O 1 20 240 360 480 960 

1048 801 559 317 74,5 O 

56?t5 276 184 92 O O 



Tableau10  : - I n f l u e n c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en a z o t e  m i n é r a l  e t  de l a  

c o n c e n t r a t i o n  en  s a c c h a r o s e  s u r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  c o l o n i e s  

. 

t i s s u l a i r e s ,  

A - Poids  moyen de m a t i è r e  f r a î c h e  (grammes). 

B - ?o ids  moyen de m a t i è r e  s èche  (rnil i iyrammes).  

SACCHAROSE g. 1-' 

10 20 30 40 50 60 - 

A 0947 0,66 1 1916 1,2 0-85 
B 7 12 32 34 39 32 
C 98,29 98,?8 97,59 97*06 96,75 96,23 

0 ~ 6 5  0,8 1,25 1-05 o,91 c.81 

IO 16 28 27 27,b 28 

98*46 98 97976 97942 96999 96954 

0-49 0983 I I  0.95 O98 O974 

6 15 26 24 23 24 

98977 98919 97969 97947 97,12 96975 

0.4 098 0,86 0.75 0,46 0,38 

3.2 11 18 17*4 12 10 

9992 98962 9799 97968 97939 97936 

0937 0972 0.69 O958 0943 0923 
3 9 12 1 1 ~ 4  IO 6 

99.03 98975 98926 98.03 97967 97939 

A 0969 $ 9 1  1 - 7  7.5 1935 1 9 1  

8 ' 2  23 45 46 46 44 

C 98.26 97,91 97,35 96.93 96*59 96 

0 ~ 3 5  192 1953 1,4 3 1926 
14 21 29.2 34 36 38 
98935 98925 98,09 97-57 97933 96998 

0,62 1 9 1  1.42 - 1 ~ 2 6  1,07 099 

9 19 26 28 26 25 

98.54 98-27 98917 97977 97457 97922 

096 0,86 1.2 1.1 0997 0,04 

6 14 22 24 22 20 

99 98.37 98,16 97.81 97*73 97,62 

0,68 0 , 7 2  o,g 0,86 0.6 0,43 
6 IO 13 15 12 IO 

99,11 98,61 98-55 98,25 98 97,67 

I 

C - Pourcentage en eau  des  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s .  

840 
A 
X 
O 
T 420 E 

H 
1 

315 - N 
E 
R 

, A  
L 210 

-1 
mg.1 . 

' 105 

T2 840 
A 
Zr 
O 
T 
E - 420 

M 
1 
N 315 
E 
R 
A 
L 21 O 

- 1 
mg. 1 

1 05 

Les mesures s o n t  e f f e c t u é e s  a ~ r è s  qua to r ze  j ou r s  ( T  ) 1 
e t  v i n g t  j o u r s  de c u l t u r e  ( T ). 2 



Pour chaque dose d'azote minéral, nous avons fait varier 

la concentration en saccharose de O à 60 g.l-l. 

Les extractions sont réalisées après 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 comnoséo 

réunis, survivent quelques jours puis se nécrosent, 

Les valeurs des poids moyens de matière fraîche des 

colonies agées de quatorze et vingt jours, nous montrent 

qu'une diminution ou m e  augmentation de la teneur en azote, ne 

déplace pas ltoptimuxn àe croissance, Pour chaque condition, llopti- 

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 10 1. 

De plus, si nous-considérons les poids moyens de matière 

sèche et les pourcentages en eau des colonies tissulaires repiauées 

en présence de 30 à 60 grammes de saccharose par litre, nous 

pouvons observer que la croissance est d'autant plus imnortante 

que la concentration en azote minéral est élevée  ableau au 10 1. 

Les résultats sont >lus variables quand les colonies sont mises 

en culture sur les milieux additionnés de 10 et 20 grammes Dar litre 

de saccharose. 

Avec 840 mg d'azote mini il par litre, les colonies tissu- 

laires continuent de croître après vingt jours de culture. C e ~ e n d a n t  

les résultats obtenus sont hétérogènes car les tissus slécrasent 



base et de la concentration en saccharose sur l'accumulation des anthocya- 

nines. Les extracti~ns sont rL,alisées après 14 jourse-• et 20 jours de 

culture *---- -@ 

La densité optique obtenue en dosant les anthocyanines contenues dans 10 g 

de feuilles de chou rouge est de 6,8,  



sur les couvercles des boftes de 2étri et des necroses ?nnsraissent 

au niveau des zones de contact. 

Après quatorze jours de culture, l'accumulation des antho- 

cyanines est d'autant ?lus inportate que les concentrations en 

saccharose et en azote minéral sont élevées (ripare 27 1. 

31 srolongeant le texps de culture, il ayp;yr?it que i'aua- 

mentation de la teneur en anthocyanines 'n'est iinportant,~ que 

pour les colonies tissulaires repiquées sur les milieux dont les 

raanorts saccharose / azote minérzl sont ccmpris entre 30/313 à 

jo/3?5 et jO/84O à 601840 (Tigure 27 ). ?our les autres rap~orts, 

l'accunulation des anthocyanes est très peu stimulée et semble 

constante. 

~u-ieià de vingt jours de culture, la synthèse dlanthocya- 

nines shffectue seulement quand les col(3nies tissulaires sont 

, t 
repiquées en orésence de fortes doses ce saccharose (10 à 50 s.1 ) 

- 1 
et d'azote minéral (430 et 840 mg.1 ).Cepenàant, nous n'rvons 

pas -ris en considération ces résultats qui sont très hét2rogènes 

du fait de l'écrasement des tissus anthocyaniaues sür les couvsr- 

cles des boîtes de Pétri. 

Lors dss essais de culture effectués sans équilibrer les 

milieux en CaCl , 2  H 0, nous avons pu observer un très net ralen- 2 2 

tissement de la biosynthèse des anthocyanines.3e plus,des agents 

chélateurs àu calcium ( ;la 3GTh ou Na EDTA ) ralentissent ou 2 2 

inhiSent la bios:rnthèse desanthocyanines L'e;:périence a moncré 

égzlernrnt que l'ectiaç du nitrate de cülciun à l'égard Ue bio- 

synthèse desanthocyaninesest plus favorable que celle du nitrate 



de potass ium.  

IJous avons  p o u r s u i v i  nos  e x p é r i e n c e s  en é t u d i a n t  l ' i n f l u -  

++ 
ence du ca lc ium e t  l ' i n f l u e n c e  du r a p p o r t  - C a  / q u a n t i t é  

d ' a z o t e  m i n é r a l  - s u r  l a  c r o i s s a n c e  des  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  e t  

l a  b i o s y n t h è s e  d e s  anthocyanines*  

3) I n f l u e n c e  du ca lc ium e t  de  l a  q u a n t i t é  d ' a z o t e  m i n é r s l  

Zn f a i s a n t  v a r i e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  t o t a l e  d ' a z o t e  m i n é r a l  

++ 
de O à 840 m g . l - ' ,  l e s  q u a n t i t é s  de  C a  a p o o r t é e s  s o u s  forme de 

Ca(N0 ) ,4H O e t  CaCl ,2H O, pour c h a q l ~ e  dose  d ' a z o t e  m i n é r a l .  
3 2  2 2 2 

s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

- 1 ... Azote m i n é r a l  mg.1 705 210 31 5 420 ô40 

a p p o r t é  s o u s  forme de 

- 1 ........... K N O ~  mq.1 3 ~ 8 ~ 2 5  6 5 6 , 5  984,75 131 3 2626 . 

Mil ieux  é q i i i l i b r é s  avec:  

- 1 K G 1  ............ mg.1 50 1 559 317 ?4,5 O 

- 1  c ~ c ~ ~ , Z H ~ O  ...... me.1 27 6  184 52 O O 

- 1 mq. 1 de ca++apoor t  é s  

s o u s  forme de: 



Figure 28 : - Evolution do la teneur en anthocyanines et de la 
q'J) croissance des colonies tissulaires en fonction 

LILL~ O de la concentration en saccharose et du rapport 
cay N 

Rapports cat7 N 

Les extractions sont réalisées après 14 jours de 
culture. 



++ 
Nous avons  c h e r c h é  s i  l a  v a r i a t i o n  de  q u a n t i t é  de  C a  

e x e r c e  une i n f l u e n c e  s u r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  

e t  l ' a c c u m u l a t i o n  d e s  a n t h o c y a n i n e s .  

++ 
A c e t  e f f e t ,  nous  avons  f a i t  v a r i e r  l a  t e n e u r  en C a  

a p p o r t é  s o u s  forme d e  C a C l  2 H20  , de 25 à j 0 0  mq.1-' pou r  2  ' 
chaque c o n c e n t r a t i o n  en a z o t e  m i n é r a l  ( 1 0 5 ,  210,  315 .  420 e t  840 

- 1  
m .  1. Les  e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  nous o n t  permis  d e  c o n s t a t e r  

que l a  v a r i a t i o n  de  l a  q u a n t i t é  d e  ~a!+ n ' o c c a s i o n n e  aucune  amé- 

l i o r a t i o n  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  a n t h o c y a n i n e s  p a r  l e s  c o l o n i e s  

t i s s u l a i r e s  r e p i q u é e s  s u r  l e s  d i v e r s  m i l i e u x  a d d i t i o n n é s  de  10 

grammes d e  s a c c h a r o s e  p a r  l i t r e .  Pour  c e t t e  é t u d e ,  nous  a v o n s  

- 1 u t i l i s é  l e  s a c c h a r o s e  aux  d o s e s  d e  30 e t  50 o.1 . 
S i  nous  nous  r é f é r o n s  à l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d e  ~ a + +  

ta-poortée s o u s  forme d e  CaC12, 2- H20 e t  Ca( 140 ) 4 YZO ) , l e s  3 2 '  

optimums d e  c r o i s s a n c e  e t  de  b i n s y n t h è s e  s o n t  o b t e n u s  pour  t e s  

+ + 
r a ~ p o r t s  d e  C a  / N s u i v a n t s  : 

- 1 - Azote  m i n é r a l  .... mq.1 10s 210 315 420 840  

- 1 - ng.1 de  ~ a + +  a p ~ o r t é s  

s o u s  forme de: CaC12,2H O 
2 55 60 6 5 8 O 80 

Ca(HOj)2,4H20 25  50 75 7 0 0  200 

- R e p p o r t s  ~ a + +  / N 

Dans t o u s  l e s  c a s , l a  s y n t h è s e  d e s  a n t h o c y a n i n e s  e s t  cons idérablement .  

augmentée s i  nous  comparons l e s  r é s u l t a t s  à ceux o b t e n u s  quand 

l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  r e p i q u é e s  s u r  l e s  m i l i e u x  d.e r h f é -  

r e n c e  ( F i g u r e  28 ) . La c r o i s s a n c e  e s t  éga lement  f a v o r i s é e  s i  nous  

nous  r é f é r o n s  d ' u n e  p a r t  aux  o o i d s  moyens d e  m a t i è r e  f r a î c h e  e t  

d e  m a t i è r e  s k h e  ( F i g u r e  28 ) e t  d ' a u t r e  p a r t  aux  p o u r c e n t a g e s  



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

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

- 

r 

Rapport cat f  /N 

Saccharose 30 9.!-1 

Saccharose 50 9.1'1 

Rapport 
Ca++/N 

Saccharose 31) g 1 

Saccharose 50 g . l -' 
4 - 

tissulaires agées de quatorze jours- 

v 

C0/105 100/21n '''3 1 5 0°/420 200'f?40 

98.26 97.91 97.99 97.74 97.59 

97.69 97.41 97.29 96.99 96.72 

80/1 05 1 40/3 1 5 '"420 280'840 

98.13 98.09 97.84 97.15 97.08 

97.56 97.45 97 .O8 96.74 96.6 

Tableau 12 : - Pourcentages dfaugmentatisn des poids moyens de 

matière fraîche (A), de matière sèche (B) et de 

saccharose 
g.1-1 

30 

- - - -  
50 

la teneur en anthocyanes (C) en fonction de la 

concentration en azote minéral et de la concentration 

Azote niiiiéral mg.lw' 
' 105 21 O 315 420 840 

A .  47,lE 58,4 31,23 46,82 29,12 ' 

en saccharose, 

b .  58,33 44,44 34,61 85,71 56,2S 

C a  1203 34 88 5L 02 a, 12 912S3 - - -_- - -  ----------- ---a---- -----  
70,9 86.02 42,Çl 7â,9 60,9 

80 83.33 53,84 93,43 66, GO 

19, Q4 m,31 ZL 32 3?, lig 54 73 , 



en eau des colonies (Tableau 11 ). 

L'ac-croissement de matière fraîche et de matière sèche 

est variable suivant la concentration en azote minéral et le 

rapport N. Par contre, l'augmentation de la teneur en - 

anthocyanines est d'autant plus élevée que la dose d'azote 

minéral est plus forte. . 

Cependant, après quatorze jours de culture, nous pouvons constater 

d'une part que la croissance est nettement plus favorisée lorsque 

les colonies tissulaires sont repiquées sur les milieux additionnes 

de 50 grammes par litre de saccharose et d'autre part que les 

pourcentages d'augmentation de la teneur en anthocyanines sont 

?lus élevés quand il y a jO grammes par litre de saccharose 

 ableau au -12 ) , 

Pour suivre l'évolution de la croissance et de lfsccumu- 

lation desanthocyanines nous n'avons pas pu prolonger le tern~s de 
I 

culture car les tissus superficiels -es colonies se nécrosent 

en s'écrasant sur les couvercles des boites de Pétri. 

Nous avons mesuré les quantités restantes de nitrate 

dans les milieux de culture de façon à 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 après 4, 6, 8, 17 

et 14 jours de culture à partir des milieux gélosés dont les 

concentrations initiales en azote minéral sont de 420 et 840 
- 1 mg.1 (soit 24 et 48 micromoles de nitrate par millilitre de 



Jours dc culture Jours de ctiltiirc 

Figure 29 : - Evolution de la quantité de nitrates dans les milieux 
de culture contenant initialement : 

NO- 3 micro moles par ml - (Rapport ~a+*/ N) - saccharose 
u V 

24 ( 100/420 ) 30 g.ml- 

.---Q 24 ( 100/420 ) 50 11 

Fig: A 24 ( 1 80/420 ) 30 11 

Fig: 8 * 4B 
D----C7 



milieu) et dont les rapports en ~a++/ N sont de 100/420, 180/420, 

200/840 et 280/840. 

D'après ces dosages, nous pouvons penser que la consomrna- 

tion des nitrates par les colonies tissulaires, est d'autant   lus 

importante que le temps de culture est long et que la concentrc- 

tion en azote nitrique est élevée (Figure 29 ).  

L'addition de calcium aux milieux favorise certainement 

la consommation des nitrates. Au quatorzième jour de culture, il 

n'y a presque plns de nitrates dans les milieux qui en contiennent 

initialement 24 micromoles par millilitre. Pour 48 micromoles par 

millilitre, les quantités restantes sont consommées au cours du 

temps. Cependant, à partir du seizième jour de culture, les 

résultats du dosage des nitrates se sont révélés très hétSroqènes 

du fait de la dirninutian de la quantité de milieu qélosé dans les 

boîtes de Pétri. De plus, nous pouvons constater qu'il y s peu 

d'écarts entre les qu~ntités restantes de nitrate dans les milieux 

suivant que ces derniers soient additionnés de 30 ou 50 gr~.mrnes 

par Litre de saccharose (Figure 29 ). 

De ces expériences, nous pouvons conclure d'une >art que 

la dose de saccharose exerce une influence sur la biosynthèse des 

anthocyanes et d'autre part qu'une augmentation de la concentra- 

tion des nitrates ainsi qutunemeilleure absorption des ces composés 

ne ralentissent pas la biosynthèse des anthocgnnes. Cependant,il 

nous est très difficile de mettre en évidence Urie relation entre 

la nutrition azotée et la nu~rition carbonée car les résultats du I l 

dosages des sucres, se sont révélés très hétérogènes. l 



S acchnrose 

30 

Figure 30 : - Influence du nitrats d'ammonium et du saccharose sur la 

croissance des colonies tissulaires et l~accurnulation des 

anthocyanines.Les mesures et les extractions sont réalisées 

* 

20 jours de culture . 
14 jours de culture 



3) Action combinée du nitrate de calcium et du nitrate d1ammoni!r.m 

De nombreuses recherches ont pernis d'établir qu'une dini- 

nution de la concentration en nitrate et une augmentation de la 

quantité de sucre favorisent la biosvntnèse das conaosés phéno- 

liques et plus particulièrement la bicsynthèse des anthocyqnes 

par les plantules de chou rouge 

Dans nos expériences, il est tout d'abord apaaru que la 

stimulation de la biosynthèse des anthocyanes peut être obtenue 

d'une part avec un taux élevé d'azote minéral et de sucre dans 

le milieu de culture et augmentée d'autre pqrt lorsque nous 

ajoutons du chlorure de calcium. 

L'analvse qualitative de la  utr rit ion azotke nous I 3er~i.s 

de constater qu'une dose de 182 rng.1-' d'nzote minéral anîortA 

SOUS forme de Ca (NO ) 4 B20 . permet une bonne accumul~tion des 3 2 .  

anthocyanines , cependant la quantité d'anthocyanes est su~érieure 

à celle obtenue lorsoue les colonies tissulairesûont reniau4es 

- 1 sur le milieu de base (335 mr5,l-' N-:~o: ou 420 mg.1 d'azote 
2 

total), 

i n  outre, l'Étude de l'influence du nitr? te dlammoniilm 

nontre que les colonies tissulaires sunportent de fortes doses de 

composé. Cependant, la croissance des colonies tissulaires et 

llaccumulation des anthoc~anïnes restent très faibles (J?igure 30 ) 

Lïi conservant la quantité d'azote minéral (8182 



ng.l" d'azote minéral apporté sous forme di 

Ca(:t03)2,4E20 182 182 182 182 182 

1 141!Lt1010, O 91 121 182 364 
2 1 T 1 
546 

Figure 31 - Influence de la concentration en azote minéral apporté 
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 après : - m 20 jours de culture. 14 jours de culture. 

T- Valeurs obtenues quand les colonies tissulaires sont 
repiquées sur le milieu de base (420 rng.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.  



apporté sous forme de Ca (NO ) 4 H O, nous avons fait varier la 
3 2' 2 

concentration en nitrate d'ammonium de façon à voir s'il existe 

une concentration en azote total, inférieure à celle du milieu de 

base (420 mg.l-'), qui favorise lraccumulation des anthocyanines. 

Les milieux de culture sont composés de la manière suivante : 

- 1 mg,l d'azote minéral apportés sous forme de : 

Azote total - 182 273 303 364 546 728 

Les milieux de culture sont additionnés de KC1 (968,5 mg.1-l). 

Afin d'éviter de grandes variations au niveau de la croissance et 

+ 
de la biosynthèse des anthocyanines, nous avons ajouté de la L 

glutamine (50 mg.l-') et de l*hydrolysat de caséine (150 mgal-' ) 

aux milieux de culture. 

Les cultures sont placées dans les conditions standards - 
(photopériode 18 : 6, quantité d'énergie lumineuse = 19000 ~r~.om-~. 
- 1 s , température = 23OC), 

Au quatorzième jour de culture, lloptimum de biosynthèse 

est obtenu pour 303 mg.l-' d'azote minéral et celui de croissance 

pour 364 mg.l-' d'azote minéral (Figures 31,32). Au vingtième jour, 

les optimums de croissance et de biosynthèse sont obtenus pour la 

-1 même 'concentration en azote minéral (364 mg.1 1 . 
Suivant le temps de culture, quatorze ou vingt jours, l~accumulation 

des anthocyanines est stabilisée pour des concentrations en azote 

minéral supérieures à 303 ou 364 mg.l-' (~igures 31, 32). 



Ica ( N ~ ~ > , . 4 H 2 ~  182 182 

'mi,, NO O 5 1 

AZOTE TOTAL 182 273 303 394 546 728 I i 
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 après : - pl 20 jours de culture. 

1 1 114 jours de culture. 

T- Valeur; oStenues qu-nd les colonies tissulaires sont repiquées 
sur le milieu de base (420 mg.1-' d'azote minéral, 50 g.1-' 

saccharose. - Densité optique obtenue en dosant les anthocynnines contenues 
dans 10 g de feUilles de chou rouge : DO = 6,8 .  



- 1 
F i g u r e  33 : - I n f l u e n c e  de l t h v d r o l v s a t  de c a s é i n e  (150  mo.1 ) e t  de 

l a   lutami amine ( 5 0  1 ) s u r  1 * a c c u m u l r t i o n  d e s  a n t h o c  yanine :  

e t  l a  c r o i s s a n c e  d e s  c o l o n i e s  t i s s u l s i r e s  7mées d e  14 jcurs. 

A - m i l i e u  de  b s s e  (h2O m g . 1 - l  , d t  q z n t e  m i n é r a l )  a d d i t i o n n é  de  
9 

L a l u t a m i n e  e t  d l h v d r o L v s z t  de c 7 s é i n e  
+ B - riii-.J de Snse  exennt  de  L g l z t a z i n e  e t  d l  h ~ d r n l  v s  t de  

c a s é i n e .  

- m i l i e u  d e  c u l t 7 l r e  a d d i t i o n n é  de  303 rne.1-' i l a z o t e  m i n e r a l  

( a n ~ o r t é  SOIIS fo rme de  Ca(1q0 ) ,4H2û e t  NH NO , de  L+ 3 2 4 3 
g l u t a m i n e  e t  d t h v d r o l v s l t  de  c a s 6 i n e .  

.-r - m i l i e u  d e  cul  t i ~ r e  a d d i t i o n n é  de 303 mq.1 d ' n z o t e  m i n é r n l  e t  
+. 

exernnt d e  L a l u t a m i n e  e t  d l h v d r o l y s a t  de  c z s é i n e .  



En prolongeant  l e  temps de c u l t u r e  a u  d é l à  de  v i n g t  j ou r s ,  

nous avons  pu observer  que l ' a ccumula t i on  d e s  an thocyan ines  augmente - 

I quand Les c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  r e p i q u é e s  en p résence  de  f o r t e s  

doses  d t a ï o t e  ( de 363 à 728 nig.1-' d ' a z o t e  t o t a l  ) Les r é s u l t a t s  

obtenus  s o n t  cependant t r è s  hé t é rogènes  c a r  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  

s e  néc ro sen t  en s ' é c r a s a n t  sur l e s  c o u v e r c l e s  des  b o î t e s  de P é t r i .  

Une diminut ion de l a  c o n c e n t r a t i o n  en  a z o t e  minéra l  peu t  

l f a v o r i s e r  l ' a ccumula t i on  desanthocyanines .Te1 que l ' o n t  c o n s t a t é  

I SHAH e t  t1EHTA (19781, il a p p a r a i t  que c e t t e  augmentat ion s o i t  fonc- 

t i o n  de l ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  q u a n t i t é s  de n i t r a t e  e t  d'ammonium 

a d d i t i o n n é e s  aux mi l i eux  de c u l t u r e ,  Cependant,  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  

ob tenus  l o r s q u e  l e s - m i l i e u x  de c u l t u r e  con t i ennen t  de l t h y d r o l y s a t  

+ de c a s é i n e  e t  de l a  L glutamine.  L ' i n f l u e n c e  de c e s  deux composés 

e s t  prépondérante  puisque l e u r  supp re s s ion  occas ïonne  une imp or t an t e  

1 diminut;ion de l 'accwmulationdes an thocyan ines  que l  que s o i t  l e  m i l i eu  

de c u l t u r e  s u r  l e q u e l  s o n t  r e p i q u é e s  l e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  ( F i -  

gu re  33 ) * 

Pour é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  des  p r é c u r s e u r s ,  nous  avons u t i l i s é  

l e s  m i l i eux  de c u l t u r e  q u i  s o n t  dépourvus d l h y d r o l y s a t  de c a s é i n e  

e t  de L+ glutemine . 
K )  INFLUENCE DES PRECURSEURS 

Nous avons é t u d i é  de s  p r é c u r s e u r s  i s s u s  du méta- 

bolisme de s  g luc ide s ,  Au m i l i e u  de b a s e ,  nous avons a j o u t é  10 m i l l i -  

grammes p a r  l i t r e  de phény l a l an ine ,  d ' a c i d e  sh ik imique ,  d ' a c i d e  
- ,  

c  innami que. 



Fiaure 34 : - In f luence  des  > r é c u r s e u r s  de  l a  s y n t h è s e  desanthocyunine* A- - 

- 1 ph&nylïlanine (70 mg.1 ) , - B - a c i d e  sh ik imique  (16 flg-1-'1 e t  

- 1 -C-  a c i d e  c innan ique  (70 rng.1 ) , s u r  13 c r o i s s a n c e  dss C O ~ @ T ? ~ ~ S  

t i s s u l a i r e s  e t  l l accur t iu la t ion  .desanthocyanines.Les c o l o n i e s  

son t  r ep iquées  s u r  l e  m i l i e u  de  b s se  a d d i t i o n n é  de s s c c h a r o s e  

i- 
(30 g.l-'), m a i s  exempt de L g l u t a n i n e  e t  d l h y d r o l y s a t  de 

ca sé i  ne. 

D- mi l i eu  da ba se  s a n s  p r é c u r s e u r s  s p 6 c i f i q u e s  rn.3i.s addi -  

t ionn6  de L+ e l u t & n i n e  et d t h y d r o ? y s a t  de c a s é i n e .  

+ E-  milieri  de base exempt de p r écu r se i i r s  s p é c i f i q u e s  de  L 

1 glu,i;nniine e t  d l  hyd ro lyçn t  de c a s é i n e .  

Los e x t r a c t t o n s  s o n t  r b a l i c é e s  après quatorze  j o u r s  de cul  t i i re .  



Les colonies tissulaires repiquées sur les milieux addi- 

tionnés de 30 grammes par litre de saccharose, sont éclairées dix 

-2 -1 huit heures par jour (19000 Erg.cm .s ). Les extractions sont 

réalisées après'quatorze jours de culture, 

Par rapport aux colonies témoins, llaccumulation des antho- 

cyanines est améliorée lorsque nous ajoutons des précurseurs spéci- 

fique~ aux milieux de culture. Ln croissance des colonies tissu.- 

laires varie en fonction de la nature des précurseurs (Figure 34). 

En ne considérant que les quantités optimales d'anthocyanines 

élaborées, il apparait que les effets de la phénylalanine sont 

meilleurs que ceux de l'acide shskimique et l'acide cinnamique. 

Xtant donnés l'influence de la nutrition azotée et de la 

nutrition carbonée ainsi que le rôle des glucides dans la formation 

des précurseurs spécifiques de la biosynthèse des anthocyanines, 

nous avons également étudié l'influence de ces ppécurs.eurs en 

utilisant un milieu de culture moins riche en azote minéral, A cet 

effet, nous avons repiqué les colonies tissulaires sur le milieu 

contenant du Ca(N0 ) , 4H20 (182 mg.l-' N - NO-) et du NH4N03 
3 2 3 

(121 rng.1-' n - NH; No-)(soit au total 303 mg.l-' d'azote minéral). 
3 

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 après 

quatorze jours de culture. 

Les précurseurs n'entrainent qu'une faible augmentation de. 

l'accumulation des anthocyanines si nous comparons les résultats à 

ceux obtenus quand les colonies tissulaires sont repiquées sur le 

milieu additionné de saccharose mais exempt de L+ glutamine et 

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

tissulaires est favorisée, 



F i g u r e  351 : - I n f l u e n c e  des  p r é c u r s e u r s  de l a  s y n t h è s e  d e s  an thocyanes  

s u r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l ~ a c c u m u l a t i o n  d e s  a n t h o c y a n i n e s  p a r  

d e s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  r e p i q u é e s  s u r  l e s  m. i l ieux 

- 1 
c o n t e n a n t  303 mg.1 d ' a z o t e  m i n é r a l  a p p o r t é  s o u s  forme 

+ A - m i l i e u  s a n s  p r é c u r s e u r s  s n é c i f i q u e s  m a i s  a d d i t i o n n é  de L  

g lu tamine  (50 rng.l-') e t  d l h y d r o l y s a t  d e  c a s é i n e  (150 mg.l-l) 

B- m i l i e u  exempt de  p r é c u r s e u r s ,  d e  L+ g l u t a m i n e  e t  d l h y d r o l y s a t  

de  c a s é i n e .  

- m i l i e u  s a n s   lutami amine e t  h y d r o l y s a t  de c a s é i n e  mais add i -  

t i o n n é  d ' a c i d e  cinnarni que , de  p h é n y l a l a n i n e  d ' a c i d e  

s h i k i n i q u e  E . . - 1 
La c o n c e n t r a k i o n  d e s  p r é c u r s e u r s  e s t  de  IO mc.1 . 
Les mesures s o n t  e f f e c t u é é s  a n r è s  14 j o u r s  de c u l t u r e .  



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 

saccharose (~igure 35).  . 

Dans tous les cas, nous pouvons observer que les quantités 

dlanthocyanines sont inférieures à celles obtenues quand les colonies 

tissulaires sont mises en culture sur les milieux additionnés de 

L' glutamine et dlhydrolysat de caséine. 

Avec 50 grammes par litre de saccharose et les divers 

précurseurs, la croissance des colonies tissulaires est nettement 

supérieure à celle des colonies témoins, si nous nous référons aux 

poids moyens de matière fraîche et de matière sèche ( ~ i ~ u r e  35). 

l Les résultats sont plus variables quand les milieux de culture sont 

1 additionnés de 30 grammes par litre de saccharose. 
~ 
l Quand un milieu de culture est moins riche en azote minéral 

et additionné d'une faible dose de sucre, les précurseurs ont peu 

d'effets sur la synthèse des 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 biosynthèse des 

anthocyanines. 

1) INFLUENCE DES REGULATEURS DE CROISSANCE 

1) Influence des composés auxiniques 

Nous ne mentionnerons dans les résultats que les concen- 

trations des divers composés zuxiniques (AIA, NOA, ANA, 2,4 D) qui 

permettent d.obtenir les optimums de croissance et d'accumulation 

des anthocyanines par les colonies tissu7.üires repiquées sur le 

milieu de base additionné de saccharose ( 30 ou 50 g.l-'). 





- Le\: e x t m c t i o n s  s o n t  r 4 a l i s 4 e s  a ~ r è s  ?uatorve j~lirs 

d e  c u l t ~ l r e .  

Les optimums de c r o i s s a n c e  e t  de b iosyn thèse  s o n t  obtenus  

- 1 
l o r s q u e  nous a jou tons  au mi l i eu  de base ,  * . m l  dfi lIA,  IO-^ 

-1 - 1 -1 
g-ml de NOA,  IO-^ g-ml d'ANA ou  IO-^ g.ml de 2 ,4  D. Avec l e  

2 ,4  D, l e s  v a l e u r s  mentionnées dans l a  f i g ü r e  36 , son t  tell-ês 

obtenues  au second passage-  Au cours  des oassageç u l t é r i e u r s ,  

nous avons c o n s t a t é  que l ' a ccumula t i on  des  anthocyanines  e s t  d 'une 

p a r t  p lu s  f a i b l e  e t  d ' a u t r e  p a r t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  obtenue Tvec 

l e s  a u t r e s  cornoosés aux in iques .  En o u t r e ,  l e  2,4 D au-mente l a  

f r i a b i l i t é  de s  co lon i e s  t i s s u l a i r e s .  

2) Action des  c y t o k i n i n e s  

Les c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  s o n t  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  de 

k i n é t i n e  e t  de l a  6 benzyl aminopurine. C e t t e  a c t i o n ,  wa r - r appo r t  

5 c e l l e  des  composés aux in iques ,  se t r a d u i t  pa r  une augmentation 

de l l a ccumula t i on  de s  anthocyanines  e t  de l a  c ro i ssance  de s  

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s .  

Les optimums de c ro i s s ance  e t  de b iosyn thèse  s o n t  obtenus  

pour une concen t r a t i on  de  IO-' g . m l - l  de 6 benzyl  aminopurine ou 

de k i n é t i n e .  Cependant, l e s  e f f e t s  de la  k i n é t i n e  à l ' é g a r d  de 

la  b iosyn thèse  des  anthocyanes ,  s o n t  p lus  impor t an t s  que ceux de 

l a  6 benzyl  aminopurine ( ~ i g u r e  36 ). Les d i f f é r e n c e s  de 

c r o i s s a n c e  s o n t  f a i b l e s  s u i v a n t  l a  n a t u r e  des  cy tok in ines .  
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Figure 37 : - Action conjuguée des com~osés auxiniques et des 

cytokinines sur la croissance des colonies tissulaires 

et l~accumulation des anthocyanines. 

Les mesures sont effectuées aorès auatorze jours de 

culture , 



3) Intéractions entre les cytokinines et les composés 
auxiniques . 
Pour cette étude, nous avons associé les régulateurs de 

croissance suivants: 2,4 D - 6 BAP ; 2,4 D - KiB ; ANA - b BAP et 

ANA - Kin. 
Les optimums de croissance et de Siosynthèse sont obtenus 

lorsque les associations en régulateurs de croissance sont réalisées 

aux concentrations suivantes: 

I 2.4 D IO-? g.ml 
- 1 2.4 D  IO-^ e.ml - 1 

6 BAP  IO-^ g.ml-l 1 Kin IO+ ~ . ~ l  - 1 

Dans tous les czs, lfassociation d'me cytokinine 3u 2,4 D 

ou à l'ANA, favorise la croissance des colonies tissulaires et 

l'accunulation des anthocyanines si nous comparons les résultats 

à ceux obtenus lorsque nous ajoutons séparément les régulateurs de 

croissance dans les milieux de culture.   ce pendant, les résultats 

sont elus homogènes auand les colonies sont reaiauées sur le milieil 

de base additionné de 50 grammes de saccharose par litre (Figure 37). 

Si le 2,4 D est conjugué à une cgtokinine, nous pouvons effectuer 

plusieurs passages sans qu'il y ait inhibition de la biosycthèse, 

comme nous q~--ns pu le constater lorsque nous ajoutons uniauement 

du 2,4 D au milieu de culture. 

Zr, ussovia~t l'AI4 GÜ le !;O;; à la 6 BAP ~ i i  la kinetine 

les résultats sont très varictbles en ce qui concerne l'accunulation 

des anthocyanines. 



QUATRI EME PARTI E 

A) IDENTIFICATION DES ANTHOCYANINES PAR CHROMATOGRXPBIE 

Le butanol acétique (BAN) et le butanol 1 HC1 2 N 

permettent lz migration de trois composés de couleur rouge. Deux 

de ces composés ont des Rf très voisins suivant la nature du 

solvant utilisé (Tableau 13 ). En outre, ces substances sont 

présentes dans les extraits totaux et purifiés. 

Si nous nous référons aux travaux de IL'iRBOENE (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, 

1 SOLVANT : BAU 1 
RUBROBRASSICINE 

A B C 

I Rf des anthocyanines des colonies O,% 0933 0,23 
tisulaires de chou rouge. 

Rf des anthocyanines de feuille de 0,34 0 ,33  0,21 
chou rouge (d'après HARBORNE,1964). 

I SOLVANT: butanol 1 HC1 2 N 

RUBROBRASSICINE 
A B C 

I Bf 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'après H ~ ~ R B o R N E , ~ ~ ~ ~ ) .  

Tableau 13 : - Valeurs des Rf des anthocyanines des colmies tissu- 
laires de chou rouge et des anthocyanines de feuille 

de chou rouge, après chromatographie descendante sur 

papier whatman no?. 



Figure 38 : - Spectres d'absorption des anthocyanines des colonies 

tissulaires de chou rouge. Les anthocganines ont ;té 

préalablement séparées par chromatogrz.phie descendante 

sur papier Uhatrnan nO1 (solvant : B.4W ). 

- A : anthocyanine ayant un Ef de G,34 

- B : anthocyanine ayant un Rf de O,33 

- C : znthocyanine ayant un Rf de 0,21 

- ----- : extrait brut. 



1) Résultats de l'hydrolyse acide 

La chromatographie des extraits obtenus après hydrolyse 

acide, procure un seul spot de couleur rouge dont le Rf est de 0,68 

dans le BAW et de O,5l dans le Forestal. Cette substance est la 

cyanidine si nous nous référons d'une psrt aux travaux de HARSORNE 

(1959) et d'autre part aux Rf de la cyanidine isolée à partir de 

feuilles de chou rouge. 

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

Avant d'effectuer l'oxydation des anthocyanines à l'eau 

oxygénée, nous avons fait une chromatographie préparative (solvant : 

BAW) d'un extrait purifié obtenu à 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 à 0,1 36 d'HC1, 

Le spectre d'absorption de chaque anthocyanine présente 

un épaulement dans le domaine spectral compris entre 300 et 332 nm. 

Selon HAI;BOhME (1964), ces épaulements sont caractéristiques des 

anthocyanines acylées; la bande d'absorption à 326 nm est due à la 

présence probable d'acide férulique et celle à 310 nrn à la présence 

probable d'acide para-coumarique (Figure 38 1. 

Résultats de l'oxydation à l'eau oxygénée 

L'oxydation des anthocyanines à l'eau oxygénée permet 

d'isoler les glucides acylés fixés en position 3 de l'aglycone, 

Les témoize sont obtenus à sartir d'un extruit oxyde de 

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



1 Colonies tissu- ( Feuilles de chou 1 
1 laires de chou 1 rouge ( d'après I 

mono- feruoyl sophorose 0,39 0.65 1 0.37 

rouge 

SOLVANTS BAW PhOH 

para-coumaroyl sophorose 0,43 095 

HARBOKNE, 1964) 

8AW PhOH 

0,43 0352 

Tableau 14 : - Rf des sucres acylés obtenus aprés oxydation à l'eau 

di-feruoyl sophorose 0,1 O, 1% 

oxygénée des anthocyanines des colonies tissulaires de 

0,12 0,21 

chou rouge et des anthocyanines de feuille de chou rouge. 

- BAU : butanol 1, acide acétique, eau (4 : 1 : 5 V/V). 

- PhOH : phénol saturé d'eau. 

Tableau 75 : - Nature des anthocyanines contenues dans les colonies 

tissulaires de chou rouge, 

ANTHOCYHNINES 

Cyanidine 5 glucose, 3 mono- coumaroyl sonhornae 
(Rubrobrassicine A) 

Cyanidine 5 qlucose . J mono- féruoyl sophorose 

(Rubrobrassicine B) 

Cganidine 5 elucose , 3 di - f 6riio-rl sophorose 
(Rubrobrassicine C )  

5 

SOLVANTS Rf 

BAW 

Butanoll 
HCl 2N 

BAW 

Butanoll 
HC1 211 

BAW 

Butanoll 
HC1 2N 

O '34 
0,22 . 

0, 15 

0 , 23 
13 



- go- 

avec ceux de HARBORNE (1964) pour identifier les com~os&s résultants 

de l'oxydation par l'eau oxygénée. 

Les solvants utilisés pour rialiser les chromatographies 

sont le i3AW et le phénol saturé d'eau. 

Chacun des extraits oxydés présente trois spots. En fonction 

des Rf donnés par H - ~ K B O R N J ~ ,  ces spots correspondraient aux : 

- glucose 8 1-2 glucose , 1 acide para-coumarique 
(para-coumroyl sophorose). 

- glucose f i  1-2 glucose , 1 acide férulique 
(nono-feruoyl sophorose). 

- glucose P 1-2 glucose , 2 acides férulique (Tableau 74 ) 
(di-feruoyl sophorose). 

Suand la chromatographie est réûlisée avec le BAX, nous 

pouvons observér une quatrième tache dont le Kf est inférieur à 

celui de la cyanidine. Cette substance devient rouge lorsque nous 

trempons le chromatogramme dzns une solution diluée d13C1. Ce 

composé correspond à la cyanidine 5 glucoside puisque nous le 

retrouvons quand est chromatographié après oxydation, un extrait 

obtenu a partir de feuilles de chou rouge. 

Ces ciiverses analyses nous permettent de définir la 

composition des trois anthocyanines séparées par chromatographie 

avec le BAN ou le butanol 1 HC1 211 (Tableau 15 ). 



Figure 39 : - Spectres Raman de résonance d'extraits anthocyaniques - Ir 

en solution aqueuse à pH 1. 

A- Spectre d'un extrait anthocyanique obtenu à 

partir de colonies tissulaires de chou rouge 

agées de 7 ou 14 jours. 

B -  Spectre de la cyanine chlorid (commercialisée 

par Roth). 



B )  UTII~ISATIOl1 DE LA SPECTROSCOPIE Hl'r1,IAI.I k L'IDEIITTIFICATIOII Z'J' LA - 
DETECTIOI? DZ DIVERSES EOLZCULES . 

L'application récente de la microsonde MOLE à effet Raman 

à la détection, la localiaation et ltidentificution de divers 

composés dans les cellules végétales, nous a incité à effectuer 

une étude spectroscopique - in vivo des cellules de colonies tissu- 

laires de chou-rouge. Cependant, nous avons d'abord enregistré 

les spsctres des différents types de rubrobrasçicine. 

1) Etude spectroscopique à'ex-kraits anthocyaniqucç obtenus 

à ~artir de colonies tissulaires de choir rouge 

L'extraction des antkocganes est r6alisée avec de l'eau 

à 0,ls dlECi. 3 s  extraits obtenus à partir des colonies tisçu- 

laires agées de 7 ou 14 jours, sont purifiés. Le pl1 des extraits 

est ajusté à 1 avant l'étude spectroscopique. 

 près chromatogrzphie descendante sur papier, les ïubro- 

brassicines A,E et 2 sont éluées puis étudiées Par s?ectroscy)jo 

dans les mêmes conditions que les extraits totaux. 

La technique utilisée étant 12 spectroscopie Raman de 

résonnance, les spectres enregistrés seront donc spécifiques de 

l'aglycone des anthocyûnines.Pour obtenir ces spectres il est 

indispensable de mettre les anthocyanines en solution: acide pour 

assurer la stabilité de llaglycone. 

. \ 
Les s-cctres des estraits totaux purifiés, obtenus a 

partir des colonies tissulaires agées de 7 ou 14 jours , sont 

identiques et d'aspect trSs voisin à celui de la cyanine chlorid- 

. (Figure 39 ) 



L s s  s p e c t r e s  de s  r u b r o b r a s s i c i n e  A ,  B et:C p r é s e n t e n t  des  

r a i e s  aux memes f réquences .  Cependant,  l a  f l u o r e s c e n c e  e s t  t r è s  

i n t e n s e  de 1200 à 1750 cm-' ( ~ i g u r e  40 ~ ) .  C e t t e  expé r i ence  p e r l c t  ~ 
de con f i rmer  que l r a g l y c o n e  de chacune de c e s  mo lécu l e s ,  e s t  

i d e n t i q u e .  

F igu re  40 : - S p e c t r e s  Rannn de  résonance de s  p r i n c i p a l e s  an thocyanines  

de s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  de chou rouge ,  s é p a r é e s  ?:rr 

chromaltographie descendûnte sur n a n i e r .  



-. 

F i g u r e  41 : - A S p e c t r e  Ram.~n de  r é s o n a n c e  o b t e n u  a n r è s  a i c r o a n u l y s c ~  

i n  situ de ç e l l c l - e s  anthocyaniques  p r é l e v é e s  s u r  dcs c o l o n i e s  

t i . s s v ! a i r e s  3r36es d e  7 j o u r s .  
- - H S y e c t r e  Raman de résonance  ob tenu  a p r è s  microar.slyscr. 

i n  s i t u  de cellules de fleur d e  t u l i p e  jaune ( s ' ? H T o ? J A ? I Ç ~ ~ ) .  - ---- 



2 )  Microanalyses  i n  s i t u  de s  c e l l u l e s  de  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  

de chou rouge 

Les microanalyses  i n  s i t u  des  c e l l u l e s  anthocyaniques  pré- 

Levées s u r  de s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  agées  de 7 j ou r s ,  2 rocuren t  

dans l a  m a j o r i t é  des  c a s  un s p e c t r e  c a r a c t é r i s é  pa r  1s présence de 

r a i e s  s p é c i f i q u e s  des  c a r o t  énoïdes  ( f réquences  1525, 1189, 1156 e t  

100 J cm-') . Les r a i e s  observées  dans l e  domaine spec  trsl compris 

- 1 e n t r e  1550 e t  1650 cm , peuvent S t r e  a t t r i b u é e s  aux an thocvan ines ;  

l e s  i n t e n s i t é s  des  r a i e s  de f réquences  1645 cm-' e t  1603 cm-" s o n t  

d i f f é r e n t e s  si nous comparons c e  s p e c t r e  à c e l u i  de l a  r u b r o b r a s s i -  

c i n e  en s o l u t i o n  aqueuse à pH 1 (F igu re  41 ). 

Les s p e c t r e s  Raman r é a l i s é s  s u r  des  c e l l u l e s  an thocyan iques  

p r é l e v é e s  s u r  des  c o l o n i e s  agées  de 14  j ou r s ,  s o n t  t r è s  d i f f é r e n t s  

de ceux ob tenus  à p a r t i r  des  c e l l u l e s  provenant des  c o l o n i e s  t i s s u -  

l a i r e s  agées  de 7 jours :  l e s  c a r o t é n o i d e s  s o n t  généralement a b s e n t s  

e t  l e  s s e c t r e  des  anthocyanines  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  obtenu 2 

p a r t i r  de l ' e x t r a i t  en s o l u t i o n  aqueuse à pK 1  (F igu re41  ,C). 

En ana ly san t  p l u s i e u r s  c e l l u l e s  p r é l evées  s u r  des c o l o n i e s  

agées  de 7 j o u r s ,  nous avons pu c o n s t a t e r  q u ' i l  y a d i s p a r i t i o n  

p r o g r e s s i v e  de s  c a ro t éno ide s  s i  on prolonge l e  temps d ' i r r a d i a t i o n .  

C e t t e  expér ience  montre que l e s  c a r o t é n o i d e s  s o n t  des  compos8s 

photochimiquement t r è s  s e n s i b l e s .  Zn o u t r e ,  l e  s p e c t r e  des  antho-  

cyan ines  n t e v o l u e  pas avec l e  temps à ' i r r a d i a t i o n  e t  ne dev i en t  

jamais i d e c t i q u e  à c e l u i  des  an thocyan ines  en s o l u t i o n  aqueuse à 



Figure 42 : - A - Spectre Raman de résonance obtenu.lprès nicroanalyses 

in situ de cellules prelevées sur des colonies tissulaires 

âgées de 7 jours, 

Les spectres B et C sont représentatifs des cellules prélevées 
sur colonies âgées de 7 jours, mais peuvent être également 

obtenus après un temps d'irradiation plus long, 

- D - Spectre Raman obtenu pour la majorité des cellules 
prélevées sur des colonies tissulaires âgées de 14 jours, 5 1 S 

LILLE 

- E - Variation d'intensité au niveau des rsies du domine O 
spectral - 1550 - 1650 cm-'. 



Figu re  43 : S p e c t r e s  Ramn de resonznce  obtenus  a p r è s  microanalyses  

i n  s i t u  de c e l l u l e s  plasmolysées.  Les c e l l u l e s  o n t  é t i  

i. 

* 

p r é l e v é e s  s u r  de s  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  âgée s  de 7 jours .  
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Afin de localisgr les caroténoides, nous avons effectue les 

microanalyses sur des cellules plasmolysées. Sn défocalisant le 

faisceau laser, il est possible d'irradier soit la vacuole avec, à sa 

périphérie, du cytoplasme soit le cytoplasme dégagé par plasmolyse. 

Pour cette étude, nous n'avons pris en considération que deux 

raies caractéristiques des anthocyonines ( fréquences 1644cm-'et 1060 

cm-' ) et une raie caractéristique des ciroténoYdes (fréquence 1525 cm-') 

Il n'a pas été possible de localiser les caroténoides avec 

précision. Cependantf la plus forte concentration est observée dans 

le cytopl~sme au voisinage de la vacuole des cellules plasmolysées 

(Figure 43 1. 

La détection de cüroténoïdes 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 à 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- 

noïdes beaucoup plus faible dans les cellules prélevées sur des 

colonies tissulaires agées de 14 jours. 

3 )  Analyse des >hénomènes intervenant d-ES les vnriations 

d'intensité des raies spécifiques des anthocyanines. 

Les variations d'intensité des raies propres aus anthocyanines 

(domaine spectral compris entre 1550 et 1650 cm-') dans les spectres 

obtenus après microanalyses des cellules prélevées sur des colonies 

agées de 7 et de 14 jours, traduisent vraisemblablement unemodification 



de l a  s t r u c t u r e  de l l a g l y c o n e  a u  cours  du développement des  

c e l l u l e s .  C e t t e  modi f ica t ion  peu t  a v o i r  pour o r i g i n e  une v a r i a t i o n  

de pH qu i  f a v o r i s e  l a  forme quinonique.  Pour des  r a i s o n s  t echn iques  

nous avons comparé l e s  r é s u l t a t s  à ceux obtenus  en u t i l i s a n t  un 

composé v o i s i n  de l a  cyanine c h l o r i d  : l a  malvidine 3,s  digluco-  

s i d e .  En e f f e t ,  l e s  v a r i a t i o n s  observées  s o n t  comparables à c e l l e s  

obtenues  pour l a  malvidine  3,5 d ig lucos ide  en s o l u t i o n  aqueuse à 

pH 1 e t  à pH 6 (F igure  44). 
r ' .  . 

F i g u r e  44 :- S p e c t r e s  Raman de résonance de la  malvidine  3,5 d ig lu -  
Eos ide  sous  sa forme de c a t i o n  f l avy l ium (pi! 1 - A )  e t  de  base 
quinonique (PH 6 - B) ( S T A T O U A , ~ ~ ~ ~ )  e t  de l a  cyanine c h l o r i d  en 
s o l u t i o n  aqueuse à PH I (C) (IIERLIN, 1983). 



A pi3 1, l'aglycone de l'anthocyanine est socs la forme cation 

flavylium et à pH 5 sous la forne base quinoniaue (Figure 45 1. 

i., 

OH 
FLAVYLIUM 

HO 

O-G~UC - O - Gluc 
I 

Glue -0 Ac.Fer Ac.Fer 

HO 

O-Gluc - O - Glue 
I 

Ac .Fer AC .Fer ' 

I 

- Figure 45 : - Structures des formes chimiques de la r~brobri~ssicine C 
(cyanidine 5 glucose,3> di-feruoyl sophorose) en milieu acide. 

- Ac . Fer : acide férulique. 
- Gluc : glucose. 

* /  -/ * /  ./ 

Ce phénomène a pu être reconstitué in vivo, en trxitant 

une cellule avec une solution dlHC1 (0,0C5 14). Le passage du premier 

type de spectre (Figure , A) (forme quinonique de l'uglgcone de 
llanthocyanine) au second ( ? i g u r e  , C) (forme flavylium de l'agly- 

cone de l'anthocyanine) est très rapide puisqu'il peut s'effectuer 



Figure 46 : - Spectres RXman de résonance obtenus après microanalyses 
in situ de cellules ayant été prélevées sur des colonies 

tissulaires âgées de 7 jours, 

RUBR~BRASSICINE CAROTENOIDES 
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T r a r i a t i n ?  di7 fond 

de l i i m i - è r e  parasite 

( f l l i o r e s c e - c e )  
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b 1 # e 
1700 1600 ISOO A $cm-'' 

A -  spectre Raman obtenu a-près microanalyse d'une cellule 
non traitée à l'acide chlorhydrique. 

3 - spectre Raman obtenu J minutes après le traitement 

d'une cellule à l'acide cnlohyarique (0,005 b l j .  

C -  rpectre Raman obtenu 5 minutes après le traitement 
d'une cellule à !.'acide chlorhydrique (0,005 M), 

D- Variation d'intensité au niveau des raies du domaine 
spectral - 1550 - 1650 cm-' . 

1 



en moins de c inq  minutes.  Une microanslyse  r é z l i s é e  t r o i s  minutes 

a y è s  l e  t r a i t e m e n t  2 l ' a c i d e  ch lo rhyd r ique ,  fourni-t  un s n e c t r e  

de t y ~ e  i n t e r m é d i a i r e  ( F i a u r e  46 , 3 ). L'éc la tement  de l a  

c e l l u l e  , i nd iqué  Dar une S r u s q i ~ e  montée au fond de lumière  

p a r a s i t e  ( f l u o r e s c e n c e )  ( F i ~ u r e  46 , C ) , n f  ü p o a r s i t  qu a - ~ r è s  

a v o i r  obtenu c e s  r é s u l t a t s .  

Une modification du pz v a c u o l a i r e  de s  c e l l u l e s  i s s ~ i e s  des 

c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s  en phase e x p o n e n t i e l l e  de c r o i s s a n c e  ou en 

 hase s t a t i o n n ~ i r e  de c r o i s s a n c e ,  peu t  e x p l i q u e r  c e  -hénomène. 

Il e s t  à n o t e r  qne pour la s p e c t r o m é t r i e  Raman de résonance ,  uze 

f 2 i b l e  v a r i a t i o n  de pIi ( ~ a r f o i s  moins d 'une 1/- u n i t é )  au vo i s i nage  

du pK, peut  i n d u i r e  de f o r t e s  mod i f i c a t i ons  dans l e s  i n t e n s i t 4 s  

r e l a t i v e s  d e s  r a i e s  a t t r i b u a b l e s  aux d i f f é r e n t e s  formes en - r é se r ce  

(ICXRLIN, 1978 ) . 

4 )  I~I ic roana lvse  i n  s i t u  des  c e l l u l e s  déoourvi~es  d ' a n t h ~ c v a n e - .  

Les c e l l 1 ~ l e s  non an thocvan iaues ,  s i t u é e s  d a n s  l a  zone 

i n t e r n e  des  c o l o n i e s  t i s s u l a i r e s ,  s o n t  t o t a l emen t  rlA~fi1ir~rl1e.: 

de c a r o t ~ n o ï d e s .  



CONCLUSIONS 

A )  S U R  LA CULTURE IN VITRO DES FRAGMENTS DE FEUILLES DE CHOU ROUGE 

De nombreuses exsériences réalisées sur le genre Brassica 

concernaient l'étude de la néoformation de cals, de bourgeons et 

de racines à 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 112ga 

des feuilles et le lieu de prélévement des explantats, sont deux 

facteurs importants pour la prolifération, De plus, la nature 

des tissus joue un rôle important dans la prolifération puisque 

ce sont les fragments de limbe avec nervure secondaire prélevés 

dans la région basale des feuilles moyennes de la ftpommert du 

chou, qui prolifèrent le mieux, 

La solution de MARGARA, additionnée de 6 BAP ( :.10-~ 

. m l 1 ) ,  d'ANA (ICIe6 e,ml-l) et de saccharose (10 ,g.l-') 

favorise la prolifération d'amas cellulaires plus friables à la 

surface des cals compacts et chlorophylliens. Le repiquage de 

ces cals sur le milieu de référence, n'induit que La prolifé- 

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. 

Après quelques jours de culture, ils continuent à proliférer, que 

le milieu de base soit additionné de saccharose ou de glucose, 



Ces amas nous ont permis d'isoler des colonies tissulaires 

friables et homogènes qui prolifèrent rapidement. 

Alors que ?Our beaucoup de tissus végétaux, la croissance 

et optimale avec des doses de sucres comprises entre 0,5 et 2 ?d 

(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'znthocyanines quand elles baignent dans le 

milieu de culture. Afin d'étudier l'influence de divers facteurs 

sur la biosynthèse 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- 

pensable 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 boîtes de Pétri en matière 

plastique, sont plus riches en chlorophylles. 11 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 

nïontrè 30WNS ( Î964),  SCERXIDEi3 et S'iIi<SO;i (1971, 1972) et 

MANCINELLI et ses Collaborateurs (1974). 



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 matière plastique. 

L'augmentation de la biosynthèse n'est pas seulement due à 

ces facteurs. Il était donc important après avoir défini quelques 

conditions de culture, de trouver la température la plus favorable 

à la biosynthèse des anthocyanines avant d'étudier l'influence de 

la lumière et des facteurs chimiques dans des conditions expéri- 

mentales bien déterminées. 

Cependant, il aurait été intéressant de réaliser une étude 

plus complète avec des températures plus basses ou plus élevées 

puisque GORIS (1963) a constaté que de courtes périodes de froid 

favorisent la biosynthèse des anthocyanines mais ralentissent la 

croissance. Cette étude pourrait être beaucoup plus comslexe du fait 

de la relation qui existe entre l'apport de lumière et la tempéra- 

ture sur la biosynthèse des flavonoldes ou la croissance des tissus. 

En effet, ENGELSWA (1968, 1970) a montré que plus la période d'incu- 

bation des tissus à l'obscurité est courte, plus élevée doit 

être la température pour obtenir l'optimum de biosynthèse des flavo- 

noides. 

Pour étudier l'influence de la nutrition carbonée et de la 

lumière, nous avons réalisé les expériences en cultivant les 

colonies tissulaires à température constante en faisant abstraction 

des interactions lumière - temgérature qui peuvent avoir une influ- 
ence sur la biosynthèse des anthocyanines. 



IWLUENCE DE LA NUTRITION CXRBONEE ET DE LA PHOTOPERIODE. 

En faisant varier la concentration en sucre, les rythmes 

photopériodiques et l'intensité de l'éclairement (lumière blanche) 

nous obtenons des résultats conplexes. Toutefois, la croissance 

des colonies tissulaires est d'autant plus importante que le 

nombre d'heures d'éclairement journalier est plus élevé. Ceci a 

d'ailleurs été constaté pûr de nombreux auteurs (BWNNING et WELIE, 

7954 ; LIORET, 1960). La biosynthèse des anthocyanines est 

également d'autant plus importanteque le nombre d'heures d'éclzi- 

rement journalier est plus élevé, Cependant, l'action de la lumière 

blanche sur l'utilisation des sucres semble beaucoup plus nette en - a 

photopériodes 18 : 6 et 24 : O car la biosynthèse des anthocyanines 

s'effectue encore après quatorze jours de culture. De plus la 

croissance des colonies tissulaires et la biosynthèse 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 façon 

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 

plus riches en matière sèche. 

Sans avoir pu doser les sucres dans les colonies tissulaire 

nous pouvons cependant penser qu'elles consomment mieux le glucose. 

Sn effet, en f*isai~t varier sirnuitanément ia nature aes sucres et 

la photopériode, il est sossible de modifier la biosynthèse des 

anthocyanines et la croissance des colonies tissulaires, Ceci fnit 



penser qu'il a un rapport étroit entre l'utilisation des sucres 

par les colonies tissulaires et l'action de la lumière, car les 

colonies supportent mieux les fortes doses de saccharose quand 

elles sont éclairées continellement et quand elles sont soumises 
-C - 

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

P!AEF (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 lumière. IJous avons pour notre part constaté 

que le glucose limite la biosynthèse des anthacyanines en soumettant 
- - 

les colonies tissulaires aux rythmes photopériodiques 1 : 1 et 2 : 2  

Dans ce cas, nous pouvons penser que l'absorption du glucose est 

trop importante et occasionne un bloquage partiel des riactions de 

biosynthèse des anthocyanines; ce qui n'est pas la seule explication 

possible puisque sous l'effet de la lumière, il y a augmentation de 

la réduction des nitrates et de la genèse des acides minés ( 

CHAMPIGNY,  1960). Etant données les les interactions entre la nu- 

trition carbonée et azotée sur l'accumulation des anthocyanines, 

cette seconde hypothèse pourrait être plus vraisemblable pour 

expliquer le ralentissement de biosynthèse. 

Pour les colonies tissulaires de chou rouge, si la dose et 

la nature des sucres ainsi que le temps d'éclairement favorisent 

biosynthèse des anthocyanines, l'intensité de l'éclairement joue 

également un rôle important. Dans la limite de quantité d'énergie 

lumineuse (lumière blanche) dont nous disposions, nous avons pu 

constater que la biosynthèse augmente avec la quantité d'énergie 

lumineuse, le nombre d'heures d'éclairement journalier et la 

concentration en saccharose. L'élaboration des anthocyanines par 



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. 

D) SUR LA NUTRITION AZOTEE. 

Pour de nombreuses espèces, il est admis qu'une baisse d c  

taux de nitrate et une augmentation de la teneur en sucre, favo- 

risent la biosynthèse des anthocyanines. Dans le cas des colonies 

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

cyanines est d'autant plus inportante que les concentrations en 

azote minéral et en 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 dtanthocyanines serait d'une part liée au debut de la 

culture, à la croissance des colonies tissulaires et d'autre part 

après le quatorzième jour de culture, liée à l'intervention des 

sucres etd'autres substances restant dans le milieu. Zn outre, 

l'augmentation de la consommation des nitrates qui est étroitenent 

+ + liée à la présence des ions Ca , favorise la biosynthèse des 
anthocyanines . 

Certes dans certains cas il pouvait sembler que la réduc-- 

tion de la quantité d'azote minéral favorisait la biosynthèse des 

+ 
anthocyanines, mais les milieux renfermaient alors de la L gluta- 

mine et de l'hydrolysat de caséine. L'abscence de ces composés 

dans les milieux de culture occasionnait de grandes variatibns au 

niveau de la croissance et de la biosynthèse des anthocyanines. 

La L+ glutamine agit sur la croissance des colonies tissulaires et 

l'hydrolysat de caséine sur la biosynthèse des anthocyanines par 

les précurseurs qu'il contient (ex : phénylalanine). 



L'étude de l'influence des précurseurs, a montré le rôle 

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 à sigmentation homogène. Elle serait également 

possible à réaliser avec des suspensions cellulaires, car si les 

cellules ntaccumulent pas dtanthocyanines quand elles prolifèrent 

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. 

E) SUR LA STRUCTURE DE LA RUBROBRASSICINE ET LES IIICROANALYSES 

IN SITU. . 
L'utilisation des techniques d'analyses classiques et de 

cnronatographie descendante sur papier ont permis d'identifier 

les trois anthocyaaines présentes dans les cellules des colonies 

tissulaires. Si les résultats ebtenus sont en accord avec ceux 

de HARBORNE (1964) , il 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 TINBERLAKE ( 1981), 

Les anthocyanines présentes dans le chou rouge, en quantité très 

faibles et récemment trouvées enutilisant une H O 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 sophorose 

- la cyanidine 5 glucose, 3 malonyl sophorose 
En outre, la spectrométrie Raman de résonance nous a 



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'âges différents. Les variations 

de structure de la rubrobrassicine sont essentiellement dues à 

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 problème de la stabi- 

lisation de la forme quinonique (pH proche de la neutralité) à 

l'intérieur des vacuoles des cellules prélevées sur des colonies 

tissulaires âgées de sept jours. 

Les microanalyses in situ ont révélé l'absence ou la 

présence de caroténoides dans les cellules anthocyaniques, suivant 

l'âge des colonies tissulaires et le degré d'éclairement. Ces 

caroténoïdes 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 dès que les cellules commencent à accumuler des 

anthocyanines sous l'effet de la lumière blanche. De plus, les 

expérienes ont montré que : 



- les colonies tissulaires sont peu sensibles à l'action de la 

lumière monochromatique, mais sont beaucoup plus sensibles à 

l'intensité du flux lumineux et au temps d'éclairement 

- le calcium inhibe l'action du phytochrome chez des plantules 
de chou rouge (PECKZT et HXTHOUT BASSIM, 1975), mais n'exerce 

aucune action néfaste sur la biosynthèse des anthocyanines sar 

les colonies tissulaires. 

- les caroténoides sont des composés photochimiquement très 
sensibles et leur apparition dans les cellules semble associée 

à celle des anthocyanines. 

Toutes ces observations peuvent apporter une réponse à 

l'hysothèse de ROLLIN (1970) qui estime que les carotènoïdes 

seraient des photorécepteurs intervenant dans la biosynthèse 

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- 

syqthèse des anthocyanines par les colonies tissulaires mises 

en culture sur milieu solide, a permis de dégager certains 

faits. Cependant, l'étude de l'élaboration de composés flavo- 

niques et hypothétiquement des anthocyanines, pourrait être 

réalisée sur un matériel plus homogène telle qu'une suspension 

cellulaires plus favorable pour aborder certaines expériences. 

Dans ces conditions, il serait également très intéressant de 

suivre le devenir des diverses molécules à l'aide de la micro- 

sonde MOLE à effet Raman. 
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