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INTRODUCTION




La culture "in vitro" des tissus végétaux s'est imposée progres-
sivement depuis un demi-siécle comme une méthode fondamentale en raison
des résultats qu'elle a fournis dans divers domaines, notamment la nutri-
tion minérale, 1a croissance et la division cellulaire, 1'organogenése et
1'embryogenése. Actuellement, les études s'orientent surtout dans le domaine
génétique par utilisation des techniques de micropropagation et de sélec-
tion destinées au mafntien des caractéres phénotypiques intéressants
avec les méthodes d'hybridation et de mutagenése susceptibles d'ouvrir de

nouvelles perspectives.

Parmi les différentes méthodes mises au point, la culture de sus-
pensions cellulaires en milieu Tiquide a permis de réaliser certaines
expérimentations impossibles sur la plante entiére ; de plus, le potentiel
de biosynthése des cellules a &té exploité pour la production de métabo-

"lites primaires et secondaires.

Parmi Tes trés nombreux métabolites rejetés par les cellules cul-
tivées en suspension dans un milieu liquide, ceux qui proviennent de la
paroi ont été &tudiéds du pofnt de vue biochimique et structural, en parti-
culier les polysaccharides, parce que les auteurs les ont considérés comme
des "images" partielles des parois, lesquelles sont impliquées dans dif-

férents aspects de Ta biologie de 1a cellule et de la plante.

Les &tudes que nous avons effectuées concernent les propriétés bio-
logiques des polysaccharides d'origine pariétale rejetés dans le milieu
de culture par les cellules en suspension dans un milieu Tiquide (celluies

de Siléne, de Ronce et de Tabac).



Ce travail s'inscrit dans un programme qui vise & caractériser
qualitativement et quantitativement les échanges entre les parois des

cellules (au cours de la croissance) et le milieu extracellulaire.

L'étude approfondie des polysaccharides rejetés par les cellules
en culture, en particulier 1'étude de leur rdle et de leur mode d'action
permettrait : i) d'améliorer 1'équilibre des milieux de culture ; ii) de
démontrer que les composés pariétaux interviennent dans la croissance
des cellules ou des organismes qui les produisent ; iii) d'avoir au niveau
de la plante entiére une indication d'une part sur la concentration de
ces métabolites dans la phase soluble de la matrice de la paroi cellulaire,

et d'autre part, sur le rgle de ces métabolites lors de la croissance.

Avant de présenter les résultats sur la 1ibération des polysaccha-
rides d'origine pariétale dans Te milieu de culture des suspensions cellu-
laires de Siléne, de Ronce, et de Tabac et leur rdle sur la croissance,
i1 convient de situer ce travail par rapport aux &tudes qui ont déji été
réalisées dans des conditions similaires et de réunir les renseignements

importants que révéle la bibliographie sur ce sujet.

La revue historique comprendra donc, sous forme résumée, un rappel
des connaissances concernant 1'évolution de la paroi primaire au cours de
la croissance, son ultrastructure et sa composition chimique. Des précisions

seront ensuite apportées & propos des constituants pariétaux qui sont 1ibérés



dans le milieu au cours de la culture. Enfin des considérations sur
1'importance de la maTtrise de ce milieu de culture pour la réussite

des expérimentations, conclueront cette bréve étude bibliographique.






I - MILTEU DE CULTURE ET PAROI.

En 1966, STREET a signalé la présence de métabolites organiques et
d'enzymes dans le milieu de culture d'une suspension cellulaire d'Erable

(Acer  pseudoplatanus. L) ; par la suite, des composés pectiques et des

protéines ont été caractérisés dans le milieu de culture de suspension

cellulaire de Nicotiana tabacum.L (DEJONG et al., 1968 ; OLSON et al., 1969).

Ces auteurs ont montré une relation entre ces polyméres et la paroi primaire

de T1a cellule végétale.

Un changement de 1'activité enzymatique a aussi été remarqué dans le
milieu de culture : dans un premier temps 1'a-amylase (JASPERS et VELDSTRA, 1965)

puis ta phosphatase et 1'IAA oxydase (GAMBORG et EVELEIGH, 1968, et
ensuite les peroxydases (QLSON et al., 1969 ; LEGRAND et DUBOQIS, 1977).

Depuis, de nombreux travaux, concernant ces polyméres secrétds dans le

milieu de culture par des suspensions cellulaires d'Acer pseudoplatanus,L

(BECKER et al., 1964 ; ASPINAlLet al., 1969 ; SIMPKINS et STREET, 1970) ont
permis, gr8ce & un contrdle strict des méthodes de culture, la mise en &vidence
d'une part de la relation existant entre la croissance des cellules, les
synthéses spécifiques intervenant dans les parois et d'autre part la libération
de composés polysaccharidiques dans le milieu de culture. Ces derniers sont
considérés comme de véritables précurseurs de la paroi qui peuvent &tre
extraits et étudiés sans que la structure de la cellule soit endommagée.

De plus, Teur analyse donne une indication sur leur concentration dans la phase
soluble de Ta matrice pariétale. Ils ne proviennent d'ailleurs pas de Ta lyse
des parois deé cellules les plus dgées ou des cellules mortes car ils appa-

raissent dés les premiers jours de la culture (MARETZKI et al. 1974).



TAKEUCHI et KOMAMINE (1980 a),en utilisant une technique radioactive
ont trouvé qu'il se produit un E&change entre la paroi et les fractions

polysaccharidiques solubles du milieu.

IT - COMPOSITION ET STRUCTURE DE LA PAROI CELLULAIRE.

Les paroié primaires des cellules des plantes supérieures comportent
un squelette de fibrilles cellulcsiques enrobé& par une matrice amorphe de
nolysaccharides pectique; et hemicellulosiques associés & une protéine
de structure (LAMPORT, 1965 ; ASPINALL, 1970 ; TALMADGE et al., 1973 ;
DARVILL et al.;1980, CHAMBAT et al., 1984).

La nature chimique et les propriétés mécaniques des parois ont été
définies et interprétées ainsi que les modifications intervenant lors
de la croissance et de la différenciation pariétales ( KAMIYA et al., 1962,
FERRIER et DAINTY, 1977 ; KATO et NOGUCHI, 1976 ;TAKEUCHI et KOMAMINE,
1978 ; NISHITANI et MASUDA, 1979 ; ASAMIZU et al., 1984).

La cellulose, 1'hémicellulose, les pectines et les protéines riches
en hydroxyproline, sont les principaux constituants de 1a paroi primaire.
La nature et 1'architecture pariétales sont comparables chez les dicotylé-

dones et les monocotylédones é&tudiées (ALBERSHEIM et al., 1976).

La cellulose : elle constitue une partie importante des parois

primaires de toutes les plantes supérieures, sa structure a été établie par
WILSON (1964) et par KEEGSTRA et al. (1973). Elle comprend un enchainement

Tinéaire de résidus glucopyranosyls susceptibles de se 1ier par des liaisons

hydrogéne aux xyloglucanes qui constituent une des fractions hémicellulosiques.
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Figure 1 -Aspect structural d'un xyloglucane. Glu, glucose ; Xyl, Xylose ; Gal,
galactose ; Fuc, fucose.



Les hémicellulases : Les parois primaires renferment une fraction

hémicellulosique comprenant deux hémicelluloses distinctes . une xyloglucane

et une glucuronoarabinoxylane. La présence de ces deux hémicelluloses a

gté décrite chez les dicotylédones et les monocotylédones- (DARVILL et al.,
1980), Par ai]]eurs,1a présence de xyloglucane dans les cellules en suspen-

sion a é&té rapportée par de nombreux auteurs (ASPINALL et al., 1969 ; BARNOUD

et al., 1977). En ce qui concerne Ta nature biochimique des xyloglucanes ,

i1 a été montré que le D-glucose (D-gic) et Te D-xylose (D-xyl) constituent

une partie dominante alors que le D-galactose (D-gal), la L-Fucose (L-fuc) _

et le L-arabinose (L. ara) ont &té trouvés en petite quantité (BARNCUD et

al., 1977 ; JOSELEAU et CHAMBAT, 1984) Figure 1.

Les xyloglucanes sont 1iés par des 1iaisons hydrogéne avec la
cellulose ou avec d'autres xyloglucanes (TALMADGE et al;, 1973 ; BAUER
et al., 1973 ; CHAMBAT et é]., 1984) d'autre part les xyloglucanes sont
1iées par covalence aux polysaccharides pectiques par 1'intermédiaire de
ponts glucosidiques (BAUER et al., 1973).Quant & 1a glucuronoarabinoxylane ,
elle comporte en majorité des xylanes, arabinanes et des acides glucuroniques

(ASPINALL et GREENWOOD, 1962 ; WILKIE et W00 , 1977 ; DARVILL et al., 19380).

On admet que cette fraction polysaccharidique, formant des liaisons
hydrogéne avec la cellulose (BAUER et al., 1973), constitue un polysaccharide
de structure (DARVILL et al., 1980) mais aucune autre fonction ne lui a -

encore été attribuée.

Les polysaccharides pectiques. Ce sont des polyméres acides et

neutres. La fraction acide consiste en une chaine d'acides galacturoniques

(Gal - UA) liés eno.l,4 dans laquelle s'intercalent des résidus rhamnasyl
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Figure 2 - Aspect structural de l'acide polyuronique (pectines).

: chaine d'unités acides galacturoniques.
b : fonction acide estérifiée par un groupement métyle.
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Figure 3 -Représentation schématique de 1'extensine séquence d'acides aminés
avec deux types de glycosylation, sérine et galactose (SER - GAL) et
hydroxyproline arabinose (Hyp - ARA), d'aprés LAMPORT (1965).



(figure. 2 ), certains des groupements carboxyliques des résidus galac-
turoniques acides sont méthyl-esterifiés (TALMADGE et al., 1973 ; ASPINALL
et al., 1969,MNEILet al1,1979).A cette chaine rhamnogalacturonique sont

souvent Tiéessoit une arabinane soit une galactane (ASPINALL, 1970).

Ces polysaccharides pectiques comportent deux types de chaines
galacturoniques (Mc NEIL et al., 1980), 1le rhamnoga]acturonanevI et le
rhamnogalacturonane II. La premiére fraction comporte une chaine riche
en acide D-galacturonique (D-gal-UA) et en L-rhamnose (L-rha), et une
chaine riche en (L-ara) et (D-gal). Cette donnée structurale est en accord
avec ASPINALL et al. (1968), TALMADGE et al. (1973), SIDDIQUI et WOOD
(1976).

Le second composant pectique des parois cellulaires est le
rhamno galacturonane II constitué de sept monosaccharides différents dont
les sucres (DARVILL et al., 1978, SPELLMAN et al., 1983) sont associés

par des liaisons glycosidiques.

Les glycoprotéines : LAMPORT (1965) a montré 1'existence d'une

protéine d hydroxyproline dans la paroi cellulaire des tissus végétaux

en culture. Depuis, de nombreux chercheurs ont confirmé la présence de
proté&ines dans les parois d'une gamme &tendue de végétaux, qu'il s'agisse
aussi bien de cellules en culture que d'organes divers de Mono et de
Dicotylédone (OLSON, 1971 ; LAMPORT et MILLER, 1971 ; CHRISPEELS, 1976 ;

TALMADGE et al., 1973 ; KEEGSTRA et al., 1973).

La teneur des parois en protéines varie de 2 3 10 %
environ, notamment au cours de 1'é&longation. Les parois primaires
sont généralement plus riches en protéines que les parois secon-

daires. La molécule représentée sur la figure 3 est appelée
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Figure 4 :

Modéle qualitatif de la structure pariétale des cellules d'Erable
(d'aprés KEEGSTA et coll., 1973).
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44 43 Protéines pariétales (les tetraholosides sont attachés sur
¥4¥¢¢ les résidus d'hydroxyproline)
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Polysaccharides pectiques

—r—r— Rhamnogalacturonanes des chaines pectiques

Arabinanes et 4~galactanes branchés sur les chaines
pectiques
’ 3,6-arabinogalactanes attachés & la sérine des protéines
% pariétales
—a—— Résidus séryl non substitués des protéines pariétales
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1'extensine (LAMPORT, 1965). Ce nom lui a &té& donné pour souligner le

role joué par cette glycoprotéine dans 1'allongement cellulaire

" (ESQUERRE et MAZAU, 1981). Selon les schémas qui représentent habituel-

lement la paroi cellulaire, ces glycoprotéines se trouvent au voisinage
des polysaccharides pectiques sans qu'il soit possible d'apprécier le

processus physiologique dans lequel elles sont impliquées.

A la suite de ces travaux, il a toutefois &té possible d'établir
plusieurs modéles de 1'architecture moléculaire de la paroi primaire
(BAUER et al., 1973; BURKE et al., 1974 KEEGSTRA et al., 1973 ;Mc NEIL
et al., 1980 ; WILDER et ALBERSHEIM, 1973).

Les' figures 4 et 5 représentent deux des modéles proposés

par 1'équipe d'ALBERSHEIM.

ITI - COMPOSITION DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES,

Les suspensions cellulaires établies & partir de tissus végétaux
possédent essentiellement une paroi primaire dont la composition globale
est identique, quelque soit 1'origine du matériel ( BECKER et al., 1964 ;
NEVINS et al., 1967 ; BAUER et al., 1973 ; KEEGSTRA et al., 1973 ;

TALMADGE et al., 1973 ; KATO et NOGUCHI, 1976). Ces suspensions cellulaires
libérent activement dans le milieu de culture des complexes macromolé-
culaires. riches en polysaccharides. Leur analyse structurale et biochi-
mique a montré que trois types de polysaccharides pouvaient &tre

isé]és et caractérisés dans le milieu de culture des suspensions

cellulaires d'Acer pseudoplatanusl{ASPINALL et al., 1969, OLSON et al.,
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Structure Schématique de la paroi primaire montrant les
inter-connections entre les différents types de polysaccharides.
(ALBERSHEIM et al., 1976).
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1969 ; BECKER et al., 1964 ; WILDER et ALBERSHIEME, 1973). Ceux d'entre eux sont
composés des sucres neutres (arabinogalactanes et fucoxyloglucanes) et

le troisiéme a des propriétés acides. I1 est assimilé & un acide pectique
comprenant 67 % d'acide galacturonique dont 30 % est sous forme méthylée.

La composition moléculaire des polysaccharides extracellulaires a été

étudiée & partir d'Acer pseudoplatanus|(BAUER et al., 1973) Nicotiana

tabacum (QLSON et al., 1969 ; KATO et NOGUCHI, 1976) Vinca rosea (TAKEUCHI

et KOMAMINE, 1978) et Rosa glauca (BARNOUD et al., 1977). Les acides uroniques
représentent 5 3§ 25 ¢ de»ces polysaccharides ol les groupes carboxyles

sont soit méthylés,soit complexés par du calcium. Les sucres neutres
comprennent principalement du glucose, du mannosz, de 1'arabinose, du
galactose et du xylose en proportions variables; la fraction pectique varie

de 6 3 18 % (OLSON et al., 1969), la quantité et la composition des poly-
saccharides extracellulaires changent considérablement avec 1'dge de la
culture comme 1'ont mentionné TAKEUCHI et KOMAMINE (1978), MANTE et

BOLL (1976) et MORVAN (1982). Les protéines et 1'acide galacturonique

passent de 1 et 4 % au début, puis & 14 et 24 4 & la fin de la culture ; dans
le méme temps la quantité de glucose décroit de 40 & 10 % tandis que le |
galactose, le manncse, le xylose et 1'arabinose augmentent. Ces variations

de la composition des polysaccharides extracellulaires sont d'ailleurs
paralléles & celles qui interviennent dans la paroi (OLSON et al., 1969)4
de Ta méme fagon TAKEUCHI et KOMAMINE (1978) montrent que toute augmen-
tation des acides uroniques s'accompagne d'une augmentation d'arabinose
et de galactose et d'une diminution de glucose et de xylose et que la
synthése de ces composés secrétés dans le milieu de culture est plus
active pendant la phase de division que péndant 15 phase de grandissement

cellulaire. Toutes ces variations de composition des polyméres sont le
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Figure 6 :

Représentation  shématique de 1la régulation de 1la synthése des
polysaccharides extracellulaires et de 1'amidon par AGg , D'aprés
SASAKI et KAINUMA (1984).
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reflet de profondes modifications biochimiques et morphologiques inter-

venant dans les cellules au cours de leur croissance.

Les travaux de MOORE (1973) montrent que la quantité et la nature
des polysaccharides extracellulaires dépendent de la composition du
milieu de culture et en particulier des régulateurs de croissance utilisés.
Ceci est confirmé par MANTE et BOLL (1978) qui montrent que 1'addition
de 2,4.D dans le milieu de culture d'une suspension cellulaire de

Phaseolus yylgaris augmente la croissance mais aussi la secrétion de

composés pectiques acides et de polysaccharides neutres. De la méme fagon,
FRY (1980), FRY et STREET (1980), MORVAN (1982) et SASAKI et KAINUMA
(1984) ont signa1é 1'actibn stimulante de 1'acide gibbéréllique sur la
croissance et sur la secrétion des polysaccharides (figure 6 ).

Ces auteurs ont suggéré que 1'acide gibbérellique réqule la synthése

des polyméres en méme temps qu'il intervient sur le grandissement cellu-
laire (HENGELSON et UPPER, 1970 ; FRY et STREET, 1980 ; BRASSART et al.,
1982), ce qui permet de relier les deux phénoménes (MORVAN, 1982,

TAKEUCHI et KOMAMINE, 1980a). On admet donc que les modifications

de la composition de la fraction soluble du milieu extracellulaire sont

une particularité d'un processus d'é@longation cellulaire. Tandis que

OLSON (1971) estime que 1'environnement artificiel qui entoure les
cellules cultivées en suspensions cellulaires provoque des modifications
importantes. Les pectines qui sont constitudes essentiellement par des
polysaccharides acides localisés 3 la périphérie de la paroi et jouent
un rdle important dans la jonction des cellules. La libération de ces
composés dans le milieu de culture pourrait étré due au fait qu'a la

=

suite des divisions, les cellules ont tendance & se séparer et d rejeter
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ces polysaccharides.

Les mucilages d'origine racinaire sont d'autres polyméres poly-
saccharidiques secrétés dans le milieu extérieur. Cette sorte de secré-
tion est un phénoméne général et contribue & 1a formation d'un mucigel
qui peut E8tre observé dans des conditions naturelles ou artificielles
(CHABOUD et ROUGIER, 1981 ; HALL et al., 1966 ; HARRIS et
NORTHCOTE, 1970 ; JONES et MORRE, 1973 ; MIKI et al., 1980 ; PAULL et
JONES, 1975). Ces sécrétions mucilagineuses comprennent essentie11ementb
des composés polysaccharidiques de poids moléculaire élevé (LEPPARD et
RAMAMOORTHY, 1975 ; MORRE et al., 1967 ; HARRIS et NORTHCOTE, 1970 ;
JONES et MORRE, 1973). A 1a suite de ces travaux,on a aussi trouvé des
polyméres acides et des protéines(WRIGHT et NORTHCOTE, 1974 ; 1975 ;

CHABOUD, 1983 ; LEPPARD, 1974). Ces sécrétions sont produites au moment
de 1'exfoliation des cellules de la coiffe racinai}e (ROUGIER, 1981),
elles sont identiques & celles que 1'on trouve dans la paroi primaire des

cellules cultivées en suspension (CHABOUD, 1983), ce qui confirme leur

origine pariétale.

La présence de mucilage au niveau de la zone d'élongation a conduit
de nombreux auteurs a envisager que ces sécrétions avaient une action
dans la nutrition de la plante (LEPPART et RAMAMOORTHY, 1975). En effet, une
étude par microanalyse couplée d la microscopie électronique 3 balayage
(TAN et NOPAMORNBODY, 1979) a permis devsuivre teurs mouvements et leur
distribution dans la zone rhizosphérique du sol et dans les tissus de la

plante. Les é&léments nutritifs s'accumulent dans le mucilage en les

chélatant, ou en les complexant.
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Actuellement le rdle exact et le mode d'action de ces polysaccha-

rides sur la croissance de cellules ne sont pas encore bien connus.

IV - EVOLUTION DE LA PAROI AU COURS DE LA CROISSANCE CELLULAIRE.

Les propriétés mécaniques de la paroi des cellules en relation
avec les taux de croissance ainsi que 1'action de différents facteurs
tels que les hormones et la pression osmotique, ont été 1'objet d'études
par de nombreux auteurs (FERRIER et DAINTY, 1977 ; KAMIYA et al., 1962 ;
METRAUX et al., 1980 ; VINTERS et al., 1977 ; BATES et RAY, 1981).

En effet le relachement de la paroi cellulaire peut s'expliquer
par un mécanisme moléculaire qui consiste en une rupture des liaisons
hydrogéne entre la cellulose et les xyloglucanes (KEEGSTRA et al., 1973).
Cette hypothése est renforcée par les &tudes de LABAVITCH et RAY (1974) ;
ces auteurs suggérent que le traitement par 1'auxine entraine la trans-
formation des xyloglucanes pariétaux (d'une forme insoluble & une forme
soluble dans 1'eau), conduisant & leur séparation de la cellulose et
favorisant ainsi le glissement des microfibrilles dont la présence est
indispensable & 1'@longation. Cet effet est probablement 1i& @ une rupture
des Tiaisons H' entre les xyloglucanes et la cellulose (ABAVITCH et

RAY, 1974).

La dégradation des B-glucanes non cellulosiques est également
en corrélation avec 1'auxine qui induit 1'&longation cellulaire

(SAKURAI et MASUDA, 1977). Par ailleurs, (NISHITANI et MASUDA,1980)
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1'arabinogalactane est responsable des propriétés mécaniques de la paroi

des cellules de Tabac. Cependant, selon LAMPORT (1965) le contrdle de
1'extensibilité de la paroi cellulaire serait 1ié & 1'existence d'une
glycoprotéine (extensine) riche en hydroxyproline, en arabinose et en

galactose au niveau de la paroi primaire de la cellule végétale.

Ainsi, Tes auteurs tendent § lier la croissance cellulaire & des
variations de 1a composition de la paroi (sucresou protéines). HAGER et
al. (1971), CLELAND (1971) mentionnent que 1'auxine stimule une pompe
d protons dans la membrane plasmique et provoque ainsi une acidification
de la paroi cellulaire. La diminution du pH au niveau de la paroi active alors
une "enzyme" qui se trouve ainsi & son pH optimal ; 1'activité de cette
enzyme provoquerait la rupture des liaisons polysaccharidiques et par

conséquent 1'extensibilité et 1'@longation de 1a paroi cellulaire.

Cette hypothése a &té& confirmée par JACOBS et RAY (1975), DREVER
et al. (1981), EVANS et VESPER (1980) ainsi que par TERRY et JONES (1981)
qui ont étudié les effets de 1'auxine et de 1'acide sur la croissance;
ces auteurs ont montré que ces effets sont inhibés & basse température,
ce qui a confirmé 1'effet enzymatique. Par ailleurs, BUCKHOUT et al.
(1981) montrent que 1'auxine provoque 1'excrétion d'ions bivalents
par la paroi cellulaire, et que cette excrétion est accompagnée d'une diminution
du nombre de sites d'association (par 1e_ca]cium) des polysaccharides

membranaires.
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L'ensemble de ces résultats montre 1'importance de la paroi
cellulaire comme cible pour les hormones qui stimulent 1'extension cellu-

Taire.

Ainsi i1 y a une corrélation entre 1a croissance et le relache-
ment pariétal des cellules traitées par 1'acide gibbéréllique (STUART
et JONES, 1977; KATSU et KAMISKA, 1983). En effet,FRY (1980) mentionne
4 modes possibles d'action de la gibbérrelline sur le reldachement parié-
tal : 1/ la sécrétion de polyméres polysaccharidiques qui favoriserait
le reldchement, 2/ 1'inhibition des autres polyméres structuraux
(protéine riche en hydroxyproline) qui entrainerait la rigidité de la
paroi, 3/ 1'activation d'une enzyme qui provoquerait la lyse de la paroi
(par exemple la glucanase), 4/ 1'inhibition de la sécrétion des peroxydases
qui rendrait les parois plus rigides. L'étude de la paroi cellulaire
durant ta croissance (STODDART et NORTHCOTE, 1967 ; ASAMIZU et al., 1984)
permet chez .1'Erable de distinguer deux types d'acides dans 1a fraction
pectique des parois. Au début de la culture,ces auteurs mentionnent la
présence d'un acide "faible" contenant une forte proportion de sucres
neutres (arabinose et galactose), puis en fin de culture, un acide "fort"
ol les sucres neutres sont & 1'état de trace. Les variations de 1la
transformation de 1'acidité de la paroi au cours de Ta croissance,
(figure 7 ) suggérent son rdle important dans le déroulement de la

croissance cellulaire.
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ARABINOSE
GLUCOSE =—————— GALACTOSE
ARABINOSE  (-=——» ARABINO —GALACTANES

ACIDE XYLOSE
GALACTURONIQUE RHAMNOSE
METHYL > Y

POLY-GALACTURONANES-METHYL

ByJ
LILLE,
METHYL

ACIDE PECTIQUE FORT ACIDE PEG%IQUE FAIBLE

Y

Figure 7 : Relations entre les différentes fractions isolées des
substances pectiques des parois d'Erable
d'aprés STODDART et NORTHCOTE (1967).

Par ailleurs, deux phases ont &té mises en &vidence sur les

courbes de titrage de la paroi des cellules de Lemna minor.L récoltées

en phase exponentielle de croissance (MORVAN, 1977). A 1'inverse, les
courbes de titrage des parois issues de cellules en phase stationnaire
ne font apparaftre qu'une seule phase (BIGOT et BINET, 1984) ; ce qui
permet de considérer que les transports ioniques vers les cellules

serajent facilités par les gradients de pH pariétaux.

La variation trés complexe de la composition des polysaccharides
pariétaux,au cours de la croissance,refléte Tes fonctions polyvalentes de

ces substances. Ainsi,chacun des composants pariétaux semble intervenir.
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Cependant, les composés 1ibérés dans le milieu extracellulaire
ont les mémes caractéres que ceux de la paroi cellulaire, et sont donc

susceptibles de modifier les paramétres et les propriétés du milieu.

V - MILIEU DE CULTURE ET CROISSANCE.

Dés qu'ils ont obtenu des cellules séparées a partir de cals
friables, certains auteurs ont tenté de les cultiver mais sans succés ;
les milieux de culture qui permettaient 1la croissance des cals dont les
cellules étaient issues, ne convenaient pas. En 1937, GAUTHERET, étudiant
1'action de la racine sur la survie des cellules de coiffe,s'apercgut que
1a durée de vie de ces cellules &tait considérablement augmentée lorsqu'un

fragment de racine était maintenu dans le milieu.

MUIR et al. (1958) ont obtenu pour la premiére fois la prolifé-
ration de cellules isolées en utilisant un support de papier & filtre
maintenu au contact d'un tissu nourricier, puisvces chercheurs ont fait
appel d des colonies tissulaires nourrices : les cellules se trouvaient

donc au contact des exsudats du cal ayant préalablement proliféré.

Enfin, JONES et al. (1960) ont eu 1'idée de mettre en culture
des cellules isolées dans un milieu ol avaient déjad poussé des colonies

tissulaires que 1'on appelle "milieu conditionné".

En 1964, BLACKELY etSTEWARD ont montré que,dans des cultures

cellulaires,le pourcentage de colonies tissulaires dépendrait de la con-
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centration initiale des cellules, ce qui é&tait une forme de conditionnement.
Les travaux ultérieurs deSTREET (1966) montrent que les cellules cultivées
en suspension secrétent des métabolites et des enzymes dans le milieu de
culture ; ces sécrétions entrainent Te conditionnement du milieu par acti-
vation de la croissance. De ce fait,elles sont souvent considérées comme

des facteurs essentiels au passage des cellules de la phase stationnaire 3

des cellules capables de se diviser en phase exponentielle.

Les composé&s organiques é&mis dans le milieu de culture par les
tissus végétaux ont un rdle important dans le maintien de la concentration
de fer en solution, (HELLER et RICHEZ, 1959 ; HELLER et al., 1968) ; en
effet 1'alimentation en fer est difficile aux pH élevés (la précipitation de
fer a 1ieu & pH 5,2 en 1'absence de chélateur). L'analyse du phénoméne de
conditionnement montre que des substances non spécifiques (obtenues avec
des espéces différentes) que diffusent des cals nourrices, sont responsa-
bles du conditionnement du milieu de culture (BENBADIS, 1965, 1968 ; LUTZ,
1966).

L'analyse biochimidue des mi1ieuxconditionnés (STWART et STREET,
1969, 1971) montre la présence d'acides aminés et des composés voiatiles ;
ces acides aminés additionnés & 1'acide gibbérellique & la concentration
de 0,25 mg .I’Iet d pH 6,4 permet de réduire la concentration de 1'ino-

culum cellulaire.

Le probléme posé par le milieu de culture a pu étre résolu par
GLEBA (1978), qui a pu faire se développer un seul protoplaste dans un mi-

1ieu normal.
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Par ailleurs, MORVAN (1982), en étudiant la suspension cellulaire
de Siléne,cbtient un effet stimulant sur la croissance en introduisant
dans le milieu de culture des polyméres pectiques acides extraits d'un

milieu conditionné, par une suspension cellulaire de Siléne.

Trés récemment,YORK et al. (1984) isolent & partir du

milieu de culture d'une suspension cellulaire (d'Acer pseudoplatanus L. June

fraction polysaccharidique extracellulaire (xyloglucane) qui a un effet

inhibiteur sur la croissance cellulaire.

Bien que les propriétés biologiques de composés 1ibérés par les
cellules en culture, dans un milieu liquide, soient encore mal connues,
nous avons voulu déterminer les effets des composés pectiques acides
1ibérés par les cellules de Siléne, de Ronce ou de Tabac et rechercher

le mode d'action des composés impliqués dans 1'activation de la croissance.
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I - CULTURE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES.

1. Origine du matériel biologique.

Les trois souches de suspensions cellulaires que nous avons

utilisées sont entretenues au laboratoire depuis plusieurs années.

La suspension cellulaire de Siléne (Silene alba (Miller) E.H.L.

Krause) a &té isolée par DUBOIS et 1a mé&thode de culture décrite avec

précision (DUBOIS et BOURIQUET, 1974).

La souche de Ronce (Rubus fructicosus L.) est cultivée sous

forme de colonie tissulaire sur le milieu minéral de HELLER (1953)
=1
gélosé et additionné de glucose (20 g.1 °) et de chlorhydrate de

3 -1)

thiamine (10~ . Pour isoler la suspension cellulaire on dila-

g.l
cére une ou deux colonies tissulaires au moyen de pinces stériles,
les fragments sont introduits dans une fiole contenant le milieu de

culture liquide. Aprés deux semaines, la suspension est trés hétéro-

géne et i1 convient de séparer les agrégats obtenus sur un tamis stérile.

100 m1 du filtrat obtenu sont ihtroduits dans une fiole contenant une

quantité égale de milieu neuf. Les repiquages ultérieurs destinés &

1'entretien de la souche sont réalisés tous les trente jours en trans-

férant 20 m1 de suspension dans des fioles contenant chacune 200 ml de

milieu neuf.
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COMPOSITION DU MILIEU CONCENTRATION (g/1 )
Nitrate de calciunm Ca(NOy) ,4H,0 290.1073
Chlorure de potassium KCL 65.10_3
Nitrate de potassium KNO 3 1960.10_4
Sulfate de magnésium MgSGC4,7H20 360.10_3
Phosphate monopotassique KPOgH? 500.10_,
_Phosphate disodique NaZPO4H,12H20 897.10
Sulfate de fer FeSOg4,7H20 2,785.103
NasEDTA 3,725.10 3
Acide borique H3BO 3 1,50.1073
Iodure de potassium KI 0,75.10_5
Sulfate de manganése MnS04,4H50 4,50.10_4
Sulfate de zinc ZnS0yq 1,50.10
Saccharose 20
Thiamine, HCL Vitamine By 1.1023
Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 2,4-D 1.10

Tableau 1 : Composition du milieu de culture des suspensions

cellulaires de Siléne.
Solution de LAMPORT modifiée par LESCURE (1966)
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Les cellules de Tabac sont également obtenues par dissociation

des colonies tissulaires entretenues au laboratoire sur milieu gélosé.

2. Méthode de culture

La culture des suspensions cellulaires est réalisée dans des

fioles de 500 ml1 contenant 200 m1 de milieu non renouvelé (batch culture).

Afin d'éviter les risques d'interférence, les cellules sont
sépardes du milieu de culture par filtration sur un entonnoir de Bichner
garni d'un papier filtre, les cellules sont prélevées 3 1'aide d'une
cuillére en verre pyrex et introduites dans les fioles 4 ensemencer 3
raison de deux cuillerées par fiole soit 3 + 0,2 g. Les fioles sont alors
placées inclinées d 45° sur un agitateur rotatif tournant & la vitesse
de 70 tours par minute, en lumiére continue {1000 lux au niveau des

fioles) et sont maintenues & la température de 21 + 1°C.

3. Milieux nutritifs

Les solutions minérales utilisées sont celle de LESCURE (1966)
pour les cellules de Siléne, celle de HELLER (1953) pour les cellules
de Ronce et celle de MURASHIGE et SKOOG (1962) pour les cellules de
Tabac. Mous avons ajouté ZO.g.l‘l de saccharose, 1073 g.l’1 de chlorhy-
drate de thiamine ainsi que d'acide 2,4-dich1orophénoxyacétique aux
deux premiéres et 10 g.1°} de saccharose, 0,4 mg.1™> de Thiamine, 0,2 mg.L™*

de 2,4-D & la troisiéme solution (Tableauxl, 2, 3)
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COMPOSITION DU MILIEU

CONCENTRATION (g/1 )

Chlorure de calcium CaCL,,2H50 75.10_3
Chlorure de potassium KCL 750.10_3
Nitrate de sodium NaNO3 600.10_3
Sulfate de magnésium MgS0y4,7Hp 0 250.10_3
Phosphate monosodique NaPOy4Hy ,H0 125.10
i 3
[/ Chlorure de fer FeCly ,6H 20 1.10_5
5’ Sulfate de zinc ZnSO4,7H20 1.10_3
Acide borique HyBO 4 1.10_5
Sulfate de manganése MnS0,,4H 0 0,1.10_,
Sulfate de cuivre CuSO4,5H20 0,03.10_3
Chlorure d'aluminium A1C1, 0,03.10_3
Chlorure de nickel NiCl,,6H 0 0,03.10_3
Iodure de potassium KI 0,01.10
Saccharose 20
. , . -3
Thiamine, HCL Vitamine B 1.10_3
Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 2,4-D 1.10

Tableau 2 : Composition du milieu de culture des suspensions
cellulaires de Ronce.
Solution de HELLER (1953)
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; Py Y
Y PV
T cuyg €
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Eléments Solution mére (SM) Milieu de culture
ml SM/1 mg/1

Eléménts minéraux : macroéléments

‘ NH,NO, 165 g/1 10 ml 1650
KNG 190 g/1 10 ml 1900

‘ CaC%Z,ZHgO 44 g/1 10 ml 440

i MgSO ,7H20 37 g/1 10 ml 370

| KH2P64 17 g/1 10 ml 170

} Eléménts minéraux : microéléments

l

¢ H3Bo3 620 mg/500 ml 5 ml 6,2

| MnSO H,0 1690 mg/500 ml 5 ml 16,9
70304, 780 1060  mg/500 ml 5 ml 8,6
KI 83 mg/500 ml 5 ml 0,83 |

apMo0y, 2H50 25  mg/500 ml 5 ml 0,25 M

Cu Oq éH 2,5 mg/500 ml 5 ml 0,025
CoC12,6H20 2,5 mg/500 ml Sml 0,025
FeS0y4,7H50 2780  mg/500 ml 10 ml 27,80
Naz,EDTA,ZHZO 3730 mg/500 ml 10 ml 37,30
saccharose 10.000

Tableau 3 : Composition du milieu de culture des suspensions
cellulaires de Tabac
solution de MURASHIGE et SKOOG (1962).
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SUSPENSION CELLULAIRE

filtratioﬂ'sous vide

CELLULES [« —{ MILIEU DE CULTURE

|
vI
pesée
\ 4 l
POIDS DE MATIERE 20ml + 20ml CETAVLON 20ml

FRAICHE PRECIPITE a 4°C DOSAGE DES SUCRES
UNE NUIT TOTAUX PAR LA METHOD
A L'ORCINOL SULFURIQU

Congélation et centrifugation
lyophilisation
POIDS DE MATIERE CULOT REDISSOUS DANS
SECHE NacL ET PRECIPITE PAR
ETHANOL A 4°C/1 NUIT

centrifugation

CULOT COMPOSE DE LA
FRACTION
POLYSACCHARIDIQUE

v ACIDE

REDISSOUS DANS H20 ET
DOSAGE DES ACIDES
URONIQUES PAR LA

METHODE AU CARBAZOLE

SULFURIQUE

Figure 8 - Schéma récapitulatif des opérations de séparation
et de mesure des polysaccharides extracellulaires
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IT - APPRECIATION DE LA CROISSANCE

La croissance est déterminée par la mesure des poids de
matiére fraiche (P.F.), de matiére sé&che (P.S.) et par le nombre de
cellules par millilitre de suspension. Le dénombrement des cellules
s'effectue sur une cellule de Nageotte, aprés dispersion des amas par
1'acide chromique & 10 % (24 heures & 4°C) et plusieurs passages de la
suspension par une aiguille hypodermique (§ = 0,8 mm) montée sur une
seringue. Une partie aliquote de la suspension ainsi dissociée est uti-

lisée pour apprécier la taille des cellules.

IIT - SEPARATION ET MESURE DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES

Les cellules sont prélevées a intervalles réguliers pendant la
durée de la culture (Figure8 ). Le contenu de chaque fiole est versé
dans un entonnoir de Blichner garni d'un papier filtre et la filtration
se déroule sous vide jusqu'd écoulement total du milieu. Les cellules
sont recueillies et pesées (poids de matiére frafche), le milieu de
culture étant réservé pour y mesurer les différentes fractions saccha-

ridiques en solution.

1. Mesure des sucres totaux

L'ensemble de la fraction saccharidique est mesurée par la
méthode‘é 1'orcinol sulfurique de TILLMANS et PHILIPPI (1929) modifiée

par RIMINGTON (1931). IT1 s'agit d'une réaction colorée classique obtenue
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par condensation entre 1'orcinol (dihydroxy-toluéne) et les produits

de dégradation des hexoses par H2504.

Le mode opératoire est celui précisé par MONTREUIL et al.

(1981). Dans des tubes a essais sont introduits successivement :

- 1 ml de Ta solution & doser renfermant au maximum

1 d'oses

200 Pg.ml'
- 2 ml de solution d'orcinol obtenue en dissolvant 1,5 g
d'orcinol dans 100 m1 de solution aqueuse de H2504 a 30 %

- 15 m1 d'une solution de H2504 a 60 %.

Les tubes sont agités pour obtgnir un mélange homogéne puis
placés pendant 20 mn dans un bain-marie réglé 4 80°C. I1s sont alors
refroidis sous un courant d'eau froide puis placés a 1'obscurité pendant
45 minutes. La densité optique est mesurée d 510 nm contre un blanc
préparé comme précédemment ol la solution d'oses est remplacée par 1 ml
d'eau distillée. Deux tubes témoins contenant respectivement iOO et

200 pg.ml'1 de glucose permettent d'étalonner les mesures.

2. Isolement de la fraction polysaccharidique acide

Le cetavlon (bromure de N-acétyl-N,N,N-triméthylammonium) est
un ion ammonium quaternaire qui précipite sélectivement les molécules
chargées négativement et par conséquent les polysaccharides acides &
groupement carboxylique. Le mode opératoire est celui préconisé par
SCOTT (1965): a 20 m1 de milieu de culture sont ajoutés 20 ml d'une

solution de cetavlon & 3 % et le mélange est placé 4 quatre degrés pendant
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SUPENSION CELLULAIRE EN PHASE
STATIONNAIRE

v
filtration sous vide

MILIEU DE CULTURE

réduction du volume par
évaporation sous vide

PRECIPITATION DES POLYSACCHARIDES
ACIDES PAR LA METHODE AU CETAVLON

redissolution du cuiot dans NaCl
puis précipitation par Ethanol

o -
e~

CULOT DE CENTRIFUGATION COMPOSE
DE POLYSACCHARIDES ACIDES

congélation Ny liquide
lyophilisation

POUDRE DE POLYSACCHARIDES ACIDES

Figure 9 : Isolement des polysaccharides acides solubles
dans le milieu de culture d'une suspension
cellulaire en phase stationnaire de croissance
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une nuit afin de permettre une précipitation compléte. Aprés retour a la
température ambiante, le mélange est séparé par centrifugation d 2000 g
pendant une heure. Le culot est redissous dans 5 ml d'une solution de
NaCl 0,2 M puis on précipite & nouveau les polysaccharides acides par
six volumes d'E&thanol absolu & 4°C pendant une nuit. Une centrifugation
d 2000 g pendant une heure permet d'é&liminer le surnageant alcoolique,
le culot de polysaccharides est alors redissous dans 10 ml d'eau

distillée pour doser les acides uroniques contenus dans ces polyméres.

La nécessité de disposer de quantités importantes de polyméres
en vue de leur &tude ultérieure a conduit 3 modifier le protocole expé-
rimental (Figure 9) : & partir du volume maximum de milieu de culture
récupéré en phase stationnaire, une évaporation sous vide permet d'avoir
un volume réduit auquel on ajoute une quantité suffisante de solution de
cetavion & 3 %, la suite des opérations est identique 3 celle décrite
précédemment. Le culot obtenu est congelé puis lyophilisé. La poudre

-

est conservée 3 1'abri de 1'humidité et de la lumiére.

3. Mesure des acides uronigues

Les acides uroniques compris dans 1es.po1yméres extraits du
milieu de culture et solubles dans 1'eau, sont mesurés par la méthode
du carbazole sulfurique de DISCHE (1947). Le carbazole (dibenzopyrrole)
réagit avec les acides uroniques en milieu sulfurique et & chaud pour

donner une coloration rose caractéristique.

Dans des tubes 3§ essais sont ajoutés



34

- 1 ml de la solution & doser renfermant de 20 3 200/;xg.m'l'1
d'acide uronique

- 6 ml de H2504 concentré.

Le mélange est agité, refroidi rapidement, puis 0,2 ml de

=

solution de carbazole a 0,1 % dans 1'alcool absolu sont ajoutés.

Aprés une nouvelle agitation les tubes sont placés 3 100°C
pendant 20 mn (bain-marie), puis laissés pendant trois heures &

1'obscurita.

La densité optique est mesurée & 530 nm contre un blanc préparé
de Ta méme fagon que précédemment ol la solution d'oses est remplacée

par de 1'eau distillée.
Par ailleurs, une série de témoins contenant respectivement

20, 50, 100, 150, 200‘)1<3.m1-1 d'acide glucuronique serviront & &talonner

les mesures,

IV - DOSAGE DES GIBBERELLINES DU MILIEU DE CULTURE

1. Extraction des gibbérellines

Le milieu de culture d'une fiole récupéré a la fin de la crois-
sance des cellules est évaporé & sec & 35°C, au moyen d'un évaporateur
Bichi . Ensuite, les gibbére11ines sont extraites avec 30 ml de méthanol

80 % pendant 4 heures & 4°C (3 fois), puis avec 30 m1 d'acétate d'éthyle
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3 4°C (3 fois). L'extrait est alors &vaporé & sec & 35°C.
L'extraction des gibbérellines & partir des PPA (200 mg) est
faite, directement, avec le méthanol 80 % et 1'acétate d'étyle. L'extrait

est ensuite évaporé d sec d 35°C, comme précédemment.

2. Application sur chromatogrammes

Chaque extrait est solubilisé dans 400/p1 de méthanaol 80 %.
Cette prise d'essai est déposée & 1'aide d'une micropipette sur une
plaque de gel de Silice (5 cm ¥ 20 cm, MERCK, F 254). Les substances non
solubles dans le méthanol sont reprises dans 40q/p1 d'acétate d'éthyle

pur et sont déposées sur la méme plaque de gel de silice.

Le chromatogramme témoin est préparé en déposant 4oq/u1 de
méthanol & 80 % + 400/u1 d'acétate d'éthyle pur sur une plaque de gel de

silice, cet essai est appelé : "Témoin solvant".
Les plaques sont chromatographiées simultanément dans le solvant
isopropanol-ammoniaque-eau (80/0,05/1,95 V/V), sur une hauteur de 18 cm

(Température : 18°C - obscurité).

3. Test"laitue" (FRANKLAND et WAREING, 1960, modifié par

COUILLEROT, 1976).

Les tests sont réalisés avec lLactuca sativa, cultivar Batavia

bionde dorée de printemps. Aprés passage dans 1'hypochlorite (30 g/1),
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les graines de laitues sont rincées dans 1'eau stérile et ensemencées
aseptiquement sur papier filtre humide dans des boTtes de pétri et mises

a germer & 1'obscurité & 25°C.

Des petits tubes de verre sont remplis avec 5 ml de milieu
gélosé & 0,5 % contenant les &léments minéraux de 1a solution de Heller.
Chaque petit tube est placé & 1'intérieur d'un tube de Borrel, od
1'atmosphére est maintenue humide grdce & un fragment d'éponge mouiliée.

L'ensemble est ensuite stérilisé & 110°C durant 20 mn.

Les chromatogrammes précédemment réalisés (extraits et témoins
solvants) sont partagés en 10 bandes de 5 c¢m x 1,8 cm, le gel de silice
de chaque Rf est gratté et introduit stérilement dans un tube contenant
le milieu gélosé, auguel nous ajoutons 1 ml d'eau stérile. L'élution du
gel se poursuit durant 3 h, puis dix germinations de laitue de 2 jours,
sont repiquées dans chaque flacon et les tubes sont mis en culture

(2300 Tux, 24°C, 16 h de jour/ 8 h de nuit).

Aprés 15 jours de culture, pour chaque Rf, la longueur moyenne
pour 10 hypocotyles de laitue est comparée & celle obtenue pour le témoin
solvant et pour une gamme d'étalonnage effectuée avec des solutions de

AG3 d différentes concentrations (10'l 3 10'5/pg/m1).

4. Test'albumen dorge” (COOMBE et al., 1967) modifié par

COUILLEROT, 1976).

Ce test nous permet de doser simultanément les sucres réducteurs
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et 1'activité gibbérellique des extraits. On divise 1'extrait en deux
lots qui sont &vaporés sous vide, une série d'essais sans albumen d'orge
permet de doser les sucres réducteurs du milieu de culture ou des PPA ;
1'autre série regoit les albumens d'orge. Les deux tests sont préparés

en méme temps 4 partir d'un méme extrait, en considérant chaque fois des

prises d'essais de 400/p1.

Les chromatogrammes obtenus avec 1'extrait et avec le solvant
sont partagés en 10 zones de Rf ; le gel de silice est gratté et intro-
duit dans une fiole de 25 ml1 ol 1'on ajoute 2 ml d'eau distillée et 0,2
ml d'ure solution de sulfate de streptomycine & 0,2 %. Dans 1'une des

deux séries, on ajoute 1'albumen d'orge.

L'orge utilisée est une variété d'orge nue (lignée 113 sélection-
née par 1'INRA de Clermont-Ferrant). Les grains sont groupés selon leur
poids et on utilise toujours le méme lot de graines pour un dosage. Les
graines sont mises & tremper & + 4 C° 3 heures, puis on supprime pour
chaque graine 1'extrémité distale (qui porte 1‘embryon) sur une longueur
de 4 mm et 1'on pése 1'albumen privé de sa zone embryénnaire. On préléve
deux albumens par essai ; ceux-ci sont choisis selon leur poids, la
quantité de substrat (100 mg) soumise & 1'hydrolyse restant toujours la
méme d'un essai & 1'autre. Ensuite, les albumens sont coupés en deux,
longitudinalement, puis introduits dans la fiole, 1a face coupée dirigée

vers le bas, baignant dans le liquide . Un essai blanc sert & mesurer

1'activité amylasique du substrat.

Les séries sans albumen et avec albumen sont mises & incuber au

méme moment & 29°C pendant 20 h. Le liquide de chaque fiole récupéré est
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complété & 10 m1 avec de 1'eau distillée, puis filtré sur amberlite
120 H+. On pipette 1 ml de filtrat et on dose les sucres réducteurs par
1a méthode de NELSON (1944). La D.0. est mesurée & 650 nm au spectropho-

tométre.

V - CULTURE DES PLANTULES D'ENDIVE,

1. Aseptisation des graines d'Endive (variété hative),

Le principe est le suivant :

- Tremper les graines dans une solution de mercryl pendant 10 mn,
nuis dans de 1'@thanol & 70°C durant 5 mn ;

~ Tremper, durant 15 mn, dans une solution d'hypochlorite de
calcium 3 90 g.1’1 d laquelle on ajoute du mercryl laurylé & 5 % ;

Rincer 3 fois & 1'eau déminéralisée stérile. Au dernier ringage,

les graines sont laissées dans 1'eau 1 h.

Les graines sont alors déposées dans des boTtes de pétri contenant
un milieu nutritif de Heller plus 1 % de saccharose. Ce milieu est soli-
difié par de la gélose (Agar & 8 %). Le milieu est autoclavé & 110°C
pendant 20 mn. Les graines sont mises & germer (10 j) dans une piéce

éclairée 18 h par jour et & une température de 22°C.

2. La mise en cu]tgre des plantules d'Endive.

Le milieu de repiquage contient Ta solution nutritive de HELLER
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diluée au 1/2 + logug/ml de PPA + 2 % de saccharose. Ce milieu est auto-
clavé & 110°C pendant 20 mn, A 10 jours,les plantules sont transférées
dans ce milieu sur un support de papier filtre. Elles sont placées dans
une piéce 3 22°C, &clairée 18 h par jour. Les P.F. et P.S. sont mesurés

aprés 60 jours.






EXCRETION DE POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES AU COURS
DE LA CULTURE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES.
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I - INTRODUCTION,

Les systémes biologiques que 1'on cultive sous le nom de sus-
pensions cellulaires sont constitués par un ensemble de cellules isolées
et de massifs cellulaires comprenant un nombre plus ou moins élevé de cel-
lules non séparéesrles unes des autres. L'existence de ces agrégats cel-
lulaires est 1iée au fait que les deux cellules filles issues de la divi-
sion d'une cellule mére dans la plupart des cas restent 1iées par leur

paroi pectocellulesique.

Au cours de la croissance de ce massif, les propriétés des parois
se modifient, chaque cellule évolue vers une forme subsphérique avec réduc-
tion des surfaces qui relient les cellules de la périphérie du massif &
leurs voisines. L'agitation mécanique de la culture conduit & la libération
de cellules ou de petits massifs périphériques, i1 en résulte donc une
situation d'équilibre dans la suspension cultivée qui est donc constituée
d'un ensemble de massifs allant de quelques dizaines, voire de quelques
centaines de cellules a Ta cellule isolée. Cette situation d'équilibre
sera donc caractérisée par une composition moyenne en agrégats de tailles

variables.

I1 est également nécessaire d'insister sur certaines des particu-
larités structurales de la cellule végétale cultivée en milieu liquide :
1a présence d'une vacuole importante et d'une paroi de faible é&paisseur .
La figure 10  donne une vue trés schématique d'une telle
cellule. 11 est donc clair que 1'augmentation de surface cellulaire imposée

par la vacuole et 1'importance du milieu extérieur en relation directe avec
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Figure 10 — SCHEMA D'ORGANISATION GENERALE D'UNE CELLULE DE PLANTE
CULTIVEE EN MILIEU LIQUIDE ET DIMENSIONS CORRESPONDANTES

paroi:(p] epaisseur 1.5 3 I

SGu

130y
cytoplasme:(c] épaisseurs 2

laly
Volume Surtace

wh & ol
total 55 x 104 fil}
vacuole 58 < 104 i1

cytaplasme . 17 . 103 ] 15 x 103
parai 18 < 102 §

cytoplasme &quivalent 37 < 103 - 11 = 103

(d'apré&s GUERN., 1979)
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la cellule font que les activités d'échange (absorption des &léments
nutritifs, fuites de métabolites primaires et secondaires) représentent
1'une des activités majeures des cellules cultivées en milieu liquide

(GUERN, 1979).

Ces cellules cultivées en suspension T1libérent activement dans le
milieu de culture des nolysaccharides (BECKER et al., 1964 ; ASPINALL et al.,
1369 ; BARNOUD et al., 1977 ; TAKEUCHI et KOMAMINE, 1978, 1980a) dont la compo-
sition est en relation avec celle de la fraction pectique et hémicellulo-

sique de Ta paroi.
Nous avons donc étudié quantitativement les variations des poly-

méres pectiques acides du milieu de culture, en fonction de 1'intensité de

la croissance des suspensions cellulaires de Siléne et de Ronce.

IT - ETUDE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE DE SILENE,

Isolée au laboratoire, la suspension cellulaire de Siléne
(Siléne alba (Miller)E.H.L. KRAUSE) a é&té présentée comme une souche &
croissance rapide en raison de 1'augmentation importante du poids de
matiére fraiche qui est multiplié par 20 au cours de la culture et en
raison de la durée re1atfvement courte (15 jours) nécessaire pour attein-
dre 1'optimum pondéral (DUBOIS, 1980). Au cours des essais que nous avons
effectués (figure 11 ), nous n'avons noté qu'une'mu1tip11cation par 10
du poids de matiére fraiche en 14 jours de culture et il n'est pas apparu
de diminution significative en fin de cycle. Ce n'est qu'au cours de mesures
indépendantes que nous avons vérifié que le poids de matiére fraiche dimi-

nuait effectivement aprés 16 ou 20 jours de culture, ce qui nous a permis
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de situer 1'optimum de croissance aprés 14 jours de culture et justifie
le choix de cette périodicité pour le repiquage de la souche. La représen-
tation semi-logarithmique des variations du poids de matiére frajche en
fonction du temps (figure 12 ) montre 1'absence de phase de latence et
1'augmentation exponentielle de 1a croissance avec un temps de doublement

de 53 heures trés voisin de celui calculé par DUBOIS (1980).

‘Au cours de la culture, les suspensions cellulaires de Siléne
libérent dans le milieu extérieur des polysaccharides acides (précipitables
par le cétavlon). Nous avons dosé la quantité d'acides uroniques qu'ils

contiennent.

Les acides uroniques (A.U) des polysaccharides acides excrétés
dans le milieu sont en faible quantité dés le repiquage, et ils ne cessent
d'augmenter tout au long de la culture (figure 11 ). La représentation
en coordonnées semi-]ogarithmiques‘montre 1a_simi]itude entre la courbe
d'excrétion et la courbe de croissance. Cela dépend évidemment de la
valeur que 1'on accorde & la mesure du poids de matiére fraiche comme
critére de croissance et repose sur 1'hypothése que le rapport entre la
masse des polysaccharides acides excrétés et les acides uroniques qu'ils
contiennent demeure constant tout au long de Tla culture. Si on confronte
1'évolution du poids de matiére fraiche aux quelques données que nous avons
obtenues concernant le poids de matiére séche et & d'autres résultats du
laboratoire, i1 apparait que la croissance de la suspension de Siléne peut
étre considérée comme rapide, la phase de latence est réduite ou absente.
Les cellules commencent & se diviser trés rapidement et présentent une

taille moyenne minimale aprés six jours, c'est-a-dire au moment ol Tes divi-
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sions cellulaires sont les plus nombreuses. A partir de huit jours de cul-
ture, la taille moyenne des cellules augmente témoignant du grandissement
cellulaire (DUBOIS et al., 1976). L'absence de mesure de poids de matiére
séche dans notre série expérimentale est un handicap pour vérifier 1'ab-
sorption d'eau en fin de culture. Par ailleurs, nos résultats indiquent
que la sécrétion des polysaccharides acides varie en fonction du temps,
qu'elle est maximale entre le 4éme et le 8&me jour, ce qui correspond & la
phase exponentielle et qu'elle diminue ensuite jusqu'au 10éme jour pour

se stabiliser finalement et atteindre une concentration de 150 + 20 Hg/m
de mi]iéu en fin de culture. Les expériences ont été fépétées trois fois.

Ce sont les résultats d'une d'entre elles qui sont présentés sur les figures 11
et 12.

Les sucres présents dans le milieu de culture évoluent également
au cours du temps : les cellules utilisent la moitié de la réserve carbonée
pendant les quatre premiers'jours et Te milieu est épuisé aprés 10 jours

de culture.

IIT - ETUDE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE DE RONCE.

A partir de colonies tissulaires entretenues au laboratoire depuis
de nombreuses années, on a &tabli une suspension cellulaire de Ronce

(Rubus fructicosus L). Elle croft plus lentement que celle de Siléne :

en ensemengant 3 + 0,2 g de cellules de Ronce dans 200 m1 de milieu, on

obtient finalement 35,3 + 3,6 g de P.F. de cellules aprés 30 jours de culture,

alors que 1'ensemencement de 3 + 0,2 g de cellules de Siléne donne 40 + 4 g
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de P.F,. de cellules aprés 15 jours seulement. La suspension cellulaire de
Ronce est constituée d'amas cellulaires comprenant jusqu'd une cinquantaine
de cellules sphériques de 60 & 80 pm de diamétre. On y trouve également
des cellules géantes ovoides ou allongées qui peuvent atteindre 150 &

200 pm de Tongueur. Pour réaliser une étude cinétique dés variations de
P.F. au cours de la culture, nous avons fait des prélévements d& intervalles
réguliers dont nous avons mesuré les P.F. Chaque série de mesures a été
réalisée sur deux fioles & chaque prélévement et les expériences ont été
répétées trois fois. Ce sont les résultats de 1'une d'entre elles qui sont
présentés sur la figure 13 : 1'utilisation de coordonnées semi-logarith-
miques (figure 14 ) donne une courbe de croissance caractéristique avec
une courte phase de latence, puis une phase exponentielle longue entre le
et Te 26éme jour, pour atteindre une phase de croissance ralentie au 30&me
jour de culture. Le fait qu'il faut au moins 30 jours pour atteindre le
poids de matiére fraiche optimal, et que le temps de doublement soit de
1'ordre de 96 heures, permet de qualifier de lente la croissance de la
suspension cellulaire de Ronce, du moins comparativement & celle de

Siléne (DUBOIS et BOURIQUET, 1974) ou de 1'Erable (LESCURE, 1966).

Au cours de la culture, la suspension cellulaire de Ronce libére

également dans le milieu des polysaccharides pectiques acides (PPA) en
1 d'acides uroniques tandis

que les cellules de Siléne n'en sécrétent que 150 Pg.m]‘l.

quantités trés importantes environ 800 Hg.ml'
De nouveau,
la représentation en coordonnées semi-logarithmiques (figure 14 )
montre une similitude entre 1'évolution de cette excrétion et celle de

la croissance.
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Les sucres totaux contenus dans le milieu de culture diminuent
réguliérement tout au long de la culture, mais méme en fin de culture, il

en reste encore 10 %.

Les résultats que nous avons obtenus établissent clairement que
la suspension de Siléne qui croit dans de bonnes conditions n'excréte
dans son milieu de culture que de faib]es quantités de polysaccharides
acides (150 Pg.ml-l) alors que celle de Ronce qui pré;ente une croissance
plus faible 1ibére beaucoup plus de polysaccharides acides (800 Pg.ml‘l).
Ceci permet de supposer que les polysaccharides acides 1ibérés dans le
milieu de culture varient selon la souche utilisée, et qu'ils peuvent

intervenir sur la croissance ultérieure de la suspension cellulaire qui

les excréte.



EFFETS DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES LIBERES
DANS LE MILIEU DE CULTURE SUR LA CROISSANCE DES
SUSPENSIONS CELLULAIRES.
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[ - EFFETS DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES LIBERES DANS LE MILIEU

! DE CULTURE DES CELLULES DE SILENE, RONCE ET TABAC SUR LA CROISSANCE
DES SUSPENSIONS CELLULAIRES.

Ayant constaté que 1'excrétion dans le milieu de culture de Poly-
saccharides acides, probablement d'origine pectique, dépendait de la souche
utilisée et qu'elle était d'autant moins importante que la croissance de
la suspension &tait rapide, nous avons pensé que la présence de ces compo-
sés dans le milieu nutritif dés le début de la culture pouvait agir sur
1a croissance des cellules quf les produisaient. Afin d'examiner cette
éventualité, les polysaccharides acides ont &té extraits puis lyophylisés

de fagon & étre disponibles sous forme de poudre.

L'extraction a été réalisée lorsque les suspensions cellulaires
ont atteint la phase stationnaire de croissance, c'est-d-dire aprés 14
jours pour le Siléne et aprés 30 jours pour la Ronce. Les poudres ont été
introduites dans les miiieux neufs en quantité variable et avant 1'auto-
clavage. Nous avons vérifié le pH avant et aprés 1'autoclavage pour le
maintenir 4 des valeurs identiques & celles des milieux témoins (5.7 + 1).

-

1. Effets des polysaccharides pectiques acides excrétés par

1a suspension cellulaire de Siléne.

Comme nous avions pu déjid le constater, la souche de Siléne
n'excréte que de faibles quantités de polysaccharides acides exprimées par
la quantité d'acides uroniques (A.U) qui en contient. Leur extraction &

partir du contenu d'une fiole (200 ml) fournit environ 25 mg de poudre de
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polysaccharides pectiques acides (PPA). Cette poudre a été réintroduite
dans les milieux neufs a raison de 5, 10, 25 et 5O*Jg.m1'1 ce qui corres-
pond aux doses normalement présentes dans le milieu jusqu'au 78me jour de
culture, c'est-d-dire pendant la période ol la croissance est la plus

active.

La croissance de la suspension cellulaire de Siléne, est stimulée
qu'elle soit exprimée en poids de matiére fratche ou de matiére séche. La
quantité de polysaccharides acides exprimée en A.U,augmente également
cement (figure 15 ). Par contre, 1'introduction des polysaccharides acides
de Siléne dans le milieu de culture d'une suspension cellulaire de Ronce
ne provoque que trés peu d'effet (figure 16 ). Les résultats présentés sur

les figures correspondent 3 la moyenne de trois essais indépendants.

2. Effets des polysaécharides pectiques acides excrétés par la

suspension cellulaire de Ronce.

La suspension cellulaire de Ronce excréte trés activement des
polysaccharides acides de telle sorte que 1'on peut extraire environ 100 mg
de poudre par fiole de culture. Si on introduit ces composés dans les mi-
lieux de culture neufs & raison de 5, 10, 25 et 50 *Ag.ml'l, il se produit
une diminution sensible de la croissance, y compris pour la dose la plus

faible et une inhibition totale & partir de 25 \Jg.ml'l

» ceci aussi bien
sur la suspension cellulaire de Ronce qui a produit ces poudres (PPA) que
sur la suspension cellulaire de Siléne (figure 17 ). De plus, la quantité

de polysaccharides acides décelable en fin de culture est négligeable dans
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les deux cas, ce qui indique que les composés ajoutés dans les milieux
nutritifs ont été absorbés et qu'en 1'absence de toute croissance aucune

excrétion nouvelle ne s'est manifestée.

3. Effets des polysaccharides pectiques acides excrétés par la

suspension cellulaire de Tabac, sur la croissance des cellules

de Siléne.

La suspension cellulaire de Tabac a été établie & partir de colo-
nies tissulaires entretenues au laboratoire depuis longtemps. C'est une
souche a croissance rapide comme la souche de Siléne et elle excréte
également dans le milieu de culture une petite quantité de polysaccharides
pectiques acides, environ 20 mg de poudre lyophylisée par fiole de culture

1 de ces PPA dans un milieu ol on

de 200 m1. L'introduction de 50 TJg.m1'
cultive des cellules de Siléne, stimule leur croissance ; celle-ci est

exprimée en P.F, et P.S,(tableau 4 ).

o

Wit
P.F. (g) P.S. (g)
Témoins 54 + 3,1 3,8 + 0,26
PPA de Tabac 81,7 + 17,2 4,32 + 0,76
Tableau 4 : Effet des PPA de Tabac sur la croissance des suspen-

sions cellulaires de Siléne.

Cette expérience réalisée a partir de cellules de Tabac n'avait
pour but que de démontrer que ce qui avait &té observé avec les cellules

de Siléne n'était pas un cas particulier.
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Tqus les résultats montrent que les polysaccharides (qui sont
sans doute d'origine pariétale), extraits des milieux de culture varient
non seulement quantitativement mais aussi qualitativement selon la nature
de la souche cellulaire qui les a produite . Le rdle ae ces polysaccharides
excrétés dans le milieu peut étre trés important, dans la mesure oG ils
peuvent, soit limiter, soit stimuler la prolifération des cellules, que
celles-ci les aient produits ou non. Au niveau cellulaire, ces polysaccha-
rides pariétaux pourraient jouer également un rdle sur la croissance des

cellules et des organismes qui les produisent.

Pour compléter les résultats ainsi obtenus, i1 nous a semblé
intéressant d'étudier les variations de 1'effet stimulateur des PPA,
quand ils sont introduits dans le milieu & différentes phases de la cul-
ture, et selon 1'3ge des cellules qui les produisent, ainsi que le rdle
physiologique et Te mode d'action de ces PPA sur la croissance. Pour ces
essais nous avons utilisé des cellules de Siléne, ce matériel
ainsi que les méthodes de culture ont été depuis longtemps mis  au point

au laboratoire, ils présentent donc 1'avantage d'étre bien connus.
p g

IT - EFFETS DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES INTRODUITS DANS LE MILIEYU
A DIFFERENTS STADES DE LA CULTURE

Certes, les PPA de Siléne introduits dans le milieu & raison
de 50 dg/ml en début de culture stimulent la croissance de cette souche.

Nous avons montré que cette dose correspond & celle que 1'on trouve dans
q p
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Tes milieux de cultures témoins pendant la phase la plus active de la

croissance.

On pouvait toutefois se demander,si 1'effet exercé par les PPA est immé-
diat, ou si un contact prolongé avec cette substance est nécessaire ; d'autre
part,si ces PPA agissent sur la croissance dés le début de la culture
au moment ol les cellules n'en secrétent pas encore, ou bien s'ils agissent
seulement 3 partir de la phase exponentielle au momeﬁt ol les cellules

en sécrétent . L'adjonction de ces PPA se fera au cours de la phase station-

‘naire au moment ol leur dose atteint 110 ug/ml de milieu. Pour vérifier

si la croissance des cellules &tait stimulée ou inhibé&e, nous avons réalisé
1'expérience suivante : on ensemence au méme moment avec des cellules de
Siléne une série de flacons qui ont &té placés dans les mémes conditions
de température, d'éclairement et d'agitation. Ces flacons ont &té répartis
en 3 catégories : dans la premiére, les flacons ont recu les PPA au début

de la culture (0 jour), tandis que dans la deuxiéme,les flacons ont recu

les PPA aprés 5 jours de culture,ce qui correspond & la phase exponentielle

-

~des cellules. Puis,les flacons sont remis en place pour continuer & tourner

dans les mémes conditions jusqu'd la fin de la culture (15éme jour). Dans
la troisiéme catégorie,les flacons ont recu les PPA aprés 10 jours de
culture (10 jours) ce qui correspond & la fin de la phase exponentielle
et au début de la phase stationnaire. €es flacons sont remis ensuite

dans les mémes conditions jusqu'd 1a fin de la culture (15&me jour). Les
prélévements des cellules sont effectués le méme jour pour tous Tes

flacons (15éme jour).
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Figure 18 :

Effets des PPA de Siléne introduits dans le milieu de culture (ler
jour, 5&me jour et au lOéme jour) sur la croissance,exprimés par les
poids de matiére fraiche (P.F.), le poids de matiére séche (P.S.) et
le volume total des cellules par fiole de culture.

VOLUME DES CELLULES/CULTURE
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Dans les deux premiéres catégories, les PPA agissent & peu prés
dela méme maniére sur la croissance. Ils provoquent une augmentation du
P.F., P.S.et du volume total des cellules (figure 18 ). On ne note pas
de différence significative entre Tes résultats obtenus avec ces deux
catégories. Dans la troisiéme catégorie (flacons qui ont recu leurs PPA
au début de la phase stationnaire), on observe &galement que 1'introduc-
tion des PPA provoque une augmentation des P.F., P.S. et du volume des
cellules ; mais cette augmentation est moins importante que pour les

deux cas précédents.

Ceci montre que Tes cellules sont capables d'utiliser facilement
les PPA durant toutes les phases de leur croissance, et que cette utili-
sation est d'autant plus importante que le contact avec les PPA est plus

long.

III - VARIATION DE L'ACTIVITE DE POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES DE SILENE

SELON L'AGE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE.

Des recherches bibliographiques ont permis d'établir que la
nature chimique des polysaccharides excrétés dans le milieu de culture
change considérablement selon 1'3ge de la culture. Ces variations concer-
nent la proportion de sucres neutres et d'acides uroniques (OLSON et al.,
1969 ; TAKEUCHI et KOMAMINE, 1978). D'aprés ces travaux, on ne peut
prévoir 1'influence de 1'dge des cellules sur 1'effet de leurs polysaccha-

rides excrétés dans le milieu sur la croissance.
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par culture

Références PPA PPA PPA
6 jours 9 jours 14 jours T
) PR () 68,072 + 2,556 | 81,006 + 4,560 | 81,61 + 10,982 |55 + 3,166
s 3 par culture
P.5-(9) 3,827 + 0,154 3,994 + 0,17 | 3,972 + 0,340

3,40 + 0,1¢

Tableau 5:

Effet des PPA extraits aux différentes phases de la culture des cellules
de Siléne, sur la croissance des cellules de Siléne exprimée en poids de
matiére fraiche P.F. et poids de matiére séche p s  par fiole de culture

T : Témoin
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Pour étudier la variation de 1'effet des PPA sur la croissance

selon 1'3ge des cellules qui les sécrétent, des cellules de Siléne sont

: ensemencées dans des flacons de 1000 m1 placés dans les mémes conditions.

- L'ensemble des flacons est classé en 3 Tots pour les prélévements. Pour
le premier lot, les PPA cellulaires sont extraits aprés 6 jours de culture
(phase exponentielle). Pour les deuxiéme et troisiéme lots, 1'extraction
des PPA est réalisée respectivement aprés 9 jours de culture (fin de 1la
phase exponentielle) et 14 jours (phase stationnaire ou fin de culture).
Chaque lot de PPA a &té introduit en quantité identique (50 ug.ml'l) dans des

fioles contenant le milieu habituel additionné d'une source/cérbonnée 4 %, les

fioles étaient placées dans les mémes conditions et 14 jours plus tard,

nous avons comparé les effets sur la croissance. Pour chaque fiole, 1le

P.F. et le P.S. sont mesurés.

Les PPA prélevés a 6 jours de culture stimulent la croissance
(P.F. et P.S.) comme le montre le Tableau 5, ma1§ ils sont moins actifs
que ceux prélevés aprés 9 jours de culture. Ceux qui proviennent de cel-
lules de 14 jours sont tantdt activateurs, tantot inhibiteurs quand ils
sont stimulants, cette stimulation de la croissance est de méme ordre que

celle provoquée par les PPA prélevés au 98me jour de culture.

L'ensemble de ces résultats montre, d'une part que 1'effet des
PPA sur la croissance varie selon 1'dge des cellules qui les secrétent
(Ceci est probablement en rapport avec la nature chimique des composés)
et,d'autre part que, les PPA prélevés en fin de culture pourraient soit
contenir un inhibiteur, soit avoir &té extraits en méme temps qu' un
inhibiteur de la croissance. Cet inhibiteur pourrait étre 1'acide

abscissique.
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En fin de culture (phase stationnaire» le milieu est pauvre en
sels minéraux et 1'apparition d'un inhibiteur pourrait jouer un rdle
important pour arréter le cycle cellulaire. On peut donc se demander si
les cellules de Siléne ne produiraient pas en fin de culture; en reéaction
au stress provoqué par Te manque d'é@léments nutritifs de 1'acide abscissique,

Jequel jouerait un rdle dans le contrdle de la croissance des cellules.

Comme les variations des effets des PPA selon 1'&ge des cultures

ne sont pas toujours faciles & expliquer,nous avons pensé que la croissance
des cellules pourrait résulter du rdle antagoniste de certaines substances

stimulantes ou inhibitrices.



ROLE PHYSIOLOGIQUE DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES

EXTRACELLULAIRES SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE.
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Quand des cellules d'Erable (Acer pseudoplatanusl)cultivées en

suspension sont prélevées en phase stationnaire et repiquées sur un
milieu neuf, i1 se produit au cours de la phase de latence des changements
profonds, correspondant en particulier & une augmentation de DNA , de

RNA et de protéines (STREET, 1968).

Lorsque Te milieu est conditionné, la culture est favorisée,
mais on ne connait pas la nature ni 1'origine des facteurs qui interviennent

dans le conditionnement du milieu.

Au cours de nos essais nous avons certes constaté que les PPA
extraits du milieu de culture de cellules de Siléne en phase stationnaire.
augmentaient la biomasse de ces cellules, mais on pouvait se demander si
cette stimulation était due & une augmentation du nombre de cellules, ou
simplement 3 1'augmentation de taille de chacured'elles ou encore 3 une

stimulation & la fois du grandissement et de l1a division cellulaire.

Pour le vérifier, nous avons cultivé des cellules de Siléne sur
le milieu habituel auquel nous avons ajouté 50 vg/m1 de PPA. Aprés 5, 9,
12 et 18 jours de culture nous avons déterminé non seulement le P.F. et le

P.S. des cellules mais aussi le nombre et la taille de celles-ci (figure19)-

L'examen de la figure(A),permet d'observer une augmentation de 1la
biomasse des cellules (P.R) plus rapide en présence des PPA 3 partir du
5éme jour de culture. Cette augmentation continue jusqu'd la fin de la

culture, les différences de RF. sont significatives (seuil de 0,05) i

partir du 9éme jour. On note également une augmentation du P.S.en présence
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Figure 19:

Effets des PPA sur la croissance de 1la suspension cellulaire de
Siléne. -

: masse de matiére fraiche (P.F.).

: masse de matiére séche (P.S.).
: nombre de cellules par millilitre de suspension.
et E : taille des cellules.
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des PPA & partir du 9éme jour, cette différence est signficative (seuil

de 0,05) ; le P.S.continue d'augmenter jusqu'au 12&me jour puis diminue ensuite.
A 1'inversegcelui des témoins continue d'augmenter, cela montre que la teneur

en eau des cellules cultivées en présence des PPA est plus élevée

au cours de cette derniére période de 1a croissance.(Tableau 6 ).

P.S. (%) EAU (%)
Durée (J) T PPA T PPA
0 6,30 6,30 93,70 93,70
5 8,40 8,09 91,60 91,91
9 8,04 7,46 91,96 92,54
12 7,22 5,91 92,78 94,09
18 4,63 3,15 95,37 96,85

(B
Litt

Variation du pourcentage de matiére séche et de Ta teneur en eau
des cellules de Siléne cultivées en présence de PPA (SO‘yg/ml).
T : Témoin

Tableau 6:

En ce qui concerne le nombre de cellules par millilitre de milieu
de culture, on note peu de différence jusqu'au 5éme jour. Du S5&me au
9eéme jour, les divisions cellulaires en présence de PPA sont plus rapides
(figure C), et bien que la taille des celiules soit plus faible que celle
des témoins (figure D, E) & cette phase, les masses deP.Fetp.S.sont plus
élevées pour ]esvcultures en présence de PPA ; ces différences spnt,signi-
ficatives au seuil de 0,05. Du 9éme au 128me jour, les cellules continuent

a se multiplier plus rapidement en présence des PPA (figure C) mais, paral-
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1ément, leur taille augmente (figure D et E). Enfin, du 128me au 18éme
jour, le nombre de cellules est plus faible dans les cultures ayant regu
intialement des PPA & cause de Ta lyse des cellules les plus dgées, qui
sont aussi plus grandes et plus riches en eau. Tandis que la taille des
cellules demeurant vivantes continue & augmenter; que les cellules soient
cultivées ou non en présence de PPA (figure C, D, E) , Les PPA intervien-
nent également sur le pH du milieu de culture :Au 14éme jour ; il est de

6,7 + 2 au lieu de 7,4 + 2 chez les témoins.

Ces résultats montrent une double action des PPA de Siléne : ils
stimulent & Ta fois la multiplication et le grandissement des cellules
de Siléne, 1'effet sur le pH du milieu au cours de la culture n'est pas
d négliger car nous savons que chez Te Siléne un pH supérieur 3 sept cor-

respond 3 un ralentissement ou & un arrét de la croissance (DUBOIS, 1980).



PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES
ACIDES EXTRACELLULAIRES.
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[ - LES VARTATIONS DES COURBES DE TITRAGES SELON L'AGE DE LA CULTURE

Dans les essais précédents, nous avons défini les PPA en fonction
de leur teneur en acides uroniques dans la mesure o ils sont représenta-
tifs de la fraction précipitable au cetavlon, et o0 ils évoluent tout 3
fait parallélement & la croissance de la suspension cellulaire. C'est en
se référant a 1'acide uronique é&galement, que nous avons déterminé
1a quantité qu'il fallait introduire dans le milieu de culture pour sti-

muler la croissance cellulaire.

I1 est  intéressant de pouvoir caractériser aussi simplement que
possible les propriétés physicochimiques de ces polyméres acides. Nous
avons envisagé de neutraliser les polyméres extracellulaires provenant de
culturesde cellules de Siléne dgées de 6 jours (phase exponentielle de la
croissance), de 10 jours (fin de la phase exponentielle et début de phase

stationnaire), et de 14 jours (fin de culture).

Principe du titrage : Les PPA sont convertis sous forme H* par

passage sur une résine échangeuse Dowexgelorsque 1'on ajoute la base de
titrage, le systéme est le siége de deux équilibres simultanés : échange
de protons métalliques avec les polysaccharides pectiques acides et neu-

tralisation des protons par les OH™ de solution.

Titrage des PPA : Les PPA H' sont mis en suspension homogéne dans
un volume déterminé d'eau désionisée. Cette suspension est titrée directe-

ment dans une cellule spéciale & injection automatique dans des conditions -

parfaitement définies de température et d'agitation en présence d'azote-
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lulaire de Siléne,.
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Aprés chaque addition de 1'agent titrant, (N acH T%ﬁ)’ Te pH
de la solution est mesuré aprés une agitation de 30 secondes et un temps

de repos de méme durée.

Les résultats obtenus font apparaitre deux points essentiels :
Pandant la phase exponentielle (6éme jour) la courbe de titration des PPA
présente deux points d'inflexion correspondant & deux fonctions acides
dont le pKa est respectivement de 5,5 et de 8,7 (figure20,a)-A la fin
de la phase exponentielle et au début de Ta phase stationnaire (10éme jour

de culture),la courbe de titration commence & se redresser et elle présente

encore deux points d'inflexion, correspondant & des valeurs de pKa de

4,15et 10,2 (figure2o, B).A la fin de Ta culture (14éme jour), la courbe de
neutralisation s'est considérablement redressée et ne présente plus qu'un
seul point d'inflexion pour une valeur de pKa de 6,7 (figurezo,c) (les expé-

riences ont été répétées trois fois).

L'obtention des courbes multiphasiques n'est pas surprenante puis-
qu'on sait qu'un diacide présente normalement une telle propriété. De
plus, ce phénoméne a déjda &té observé par MORVAN . (1977, 1983) avec des
parois isolées de Lentilles d'eau préalablement mises sous forme H™. Ces
courbes de titrage présentent deux points d'inflexion principaux pour les
parois récoltées en phase exponentielle, et un seul point d'inflexion pour
les parois récoltées en phase stationnaire. L'auteur suppose qu'il existe
deux types d'acides : les premiers, relativement forts, représenteraient
les acides uroniques, les seconds, plus faibles, correspondraient & des
protéines, des phénols ou des acides gras. Selon lui, un seul point d'in-

flexion peut aussi correspondre 3 deux acides différents mais dont les pKa
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seraient voisins.

D'autres travaux ont &té faits sur des fractions pectiques extraites
des parois d'une suspension ¢e11u1aire delcarotte (ASAMIZU et al., 1984).
Les auteurs font état d'une évolution du poids moléculaire et de la charge
des polyméres constituant cette fraction au cours de la culture. Au début
de 1a phase logarithmique, ils observent un acide faible présent & la fois
dans les fractions Tourdes et 1égéres. En fin de culture, ils trouvent la
trace d'un acide faible dans l1a fraction lourde et d'un acide fort plus
ionisable dans la fraction 1&gére. Ces observations ont été expliquées par
‘1a déméthylationdes acides uroniques au cours de la culture,ce qui montre-
rait le rdle important des acides déméthylés sur le maintien de la structure

pariétale.

La majorité des auteurs (BECKER et al., 1964 ; OLSON et al., 1969 ;
BAUER et al., 1973 ; TAKEUCHI et KOMAMINE, 1978, 1980 a) considére que les
polyméres extracellulaires excrétés dans le milieu de culture sont & 1'image
de ceux qui constituent la paroi. Nos résultats confirmeraient ]'o}igine
pariétale des polyméres et la poursuite de la secrétion de PPA depuis le

début jusqu'd la fin de 1a culture.

IT y a une corrélation entre les courbes de titration et le stade

de croissance des cellules.

On peut donc déterminer dans quelle phase de croissance sont les

cellules au moyen de la titration de leur PPA.
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II « SEPARATION DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES DE SILENE, SUR GEL

SEPHADEX G25

Des recherches entreprises avec des colonies tissulaires ont permis
d'établir que ces colonies émettent dans le milieu de culture des substances
susceptibles de chélater le fer, et de maintenir la croissance des racines
(HELLER et al., 1968) ; des essais de fractionnement par dialyse et
chromatographie sur DOWEX 50 et AMBERLITE IR45 ont montré que les diffé-
rentes fractions sont toutes capables de maintenir le fer‘assimilable.
Cependant c'est la fraction anionique (acides organiques) qui forme les

complexes les plus stables (HELLER et al., 1968).

La découverte des composés polysaccharidiques excrétés dans le milieu
de culture des suspensions cellulaires a permis & Mc NEIL et al. (1984)
de suggérer que les polysaccharides extracellulaires sont une excellente
source pour étudier les polysaccharides pariétaux, parce que ces composés
sont identiques @ ceux qui proviennent de la paroi cellulaire. Ayant trés
peu de renseignements sur Ieur role précis sur 1la croissance cellulaire,
YORK et al., (1984) ont fractionné les polysaccharides excrétés dans le

milieu de culture d'une suspension cellulaire d'Acer pseudoplatanus.L ,

puis ils ont étudié 1'effet de ces fractions sur la croissance de la plante ;

la fraction xyloglucane s'est révélée inhibitrice de la stimulation provo-

quée par le 2,4-D.

Malgré les essais réalisés pour préciser le réle physiologique des
différentes fractions polysaccharidiques extracellulaires, il est difficile

d'expliquer 1'effet stimulant des PPA de Siléne sur la croissance ce]]u]afre..



73
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40  Fractions 100 Fractions 150 D’ELUTIC')TI“J

Polysaccharidiques Osidiques

"5 67 8 910 11 12 13 14 15 FRACTION (f)

Voiume mort

Figure 21 - Chromatogramme de 1la fraction précipitée au cétavlion des PPA de
Silene sur gel de sephadex G25

-£.5, 6, 7... 15 présentent chacune 10 millilitresde volume d'élution.
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On pourrait donc se demander si cette stimulation n'était pas due & la
nature chimique méme de ces polyméres. Pour vé rifier cette hypothése, nous
avons étudié successivement 1'effet des PPA séparés en plusieurs fractions
sur la croissance, afin de savoir, si le fractionnement des PPA peut aug-
menter, réduire ou supprimer 1'effet stimulant, puis en déterminant la
nature des fractions actives nous pourrions espérer avoir une jdée de leur

mode d'action sur la croissance.

On a commencé par une séparation simple du milieu de culture sur une
colonne de Sephadex G25, qui permet de séparer les molécules & haut poids molé-
culaire (polysaccharides extra¢e11u1aires) présentes dans les premiéres fractions

des oses rédisuels localisés dans les fractions plus tardives.

Les PPA de Siléne sont injectés dans la colonne de G25 reliée &

une cellule spectrophotométrique (265 nm). On récupére le volume d'élution :
les premiers 40 ml représentent le volume mort et sont &liminés ; puis
c'est Te volume d'élution qui représente le premier pic et qﬁi correspond
aux fractions polysaccharidiques (figure 21 ) ; & la fin,]e reste du volume
d'élution représente le deuxiéme pic qui corréspond aux fractions osidiques
1égéres évec les sels minéraux. On recueille les volumes d'élution

dans des tubes de 10 ml correspondant chacun & une fraction (figure21)-
aprés avoir éliminé 40 ml de volume mort. Chaque fraction a été introduite
d plusieurs concentrations dans des fioles de culture de Siléne, pour

étudier leur effet sur la croissance. Les résultats réunis dans le tableau

présentent la croissance P.F, et P.S.la plus élevée pour chaque fraction

(Tes autres valeurs n'ont pas été notées sur le tableau).
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Référence P.F, (g)/fiole P.S.(g)/fiole
de culture de culture

f.5 103,8 4,3
f.6 63,4 3,3
f.7 62,2 » 3,2
f.8 80,1 3,6
f.9 80,0 3,7
f.10 61,0 3,5
f.11 75,1 3,6
f.12 85,3 4,2
f.13 70,1 3,4
f.14 72,6 3,5
f.15 69,9 3,1
T 73,3 3,5

T + PPA normaux 86,9 4,1

Tableau 7 :

Effetsdes fractions du milieu de culture de Siléne passéessur une colonne de
séphadex G25 sur la croissance de Siléne.

f.5, f.6, F.7, ... f.15 correspondent aux fractions des PPA recueillies
successivement exprimées chacune par 10 ml de volume d'élution.

P.F. = poids de matiére fraiche P.S.= poids de matiére séche.
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Cette expérience préliminaire montre que deux fractions stimulent
la croissance des suspensions cellulaires ; la premiére est une fraction
de poids moléculaire lourd (5&me fraction) qui corresnond 3 des polysac-
charides (Tableau 7 ) ; la deuxiéme est une fraction osidique d'un poids
moléculaire léger (12éme fraction), les autres fractions n'exercent qu'une
1égére stimulation, voire méme une faible inhibition. Bien que les PPA

stimulent la croissance, cette expérience montre que leur fractionnement

sur sephadex G25 donne une fraction f.5 qui stimule encore plus la croissance.

Ceci suggére 1a possibilité d'élimination de certains inhibiteurs.

En fait, 1a séparation des PPA n'a pas donné tous les résultats
escomptés, par suite de difficultés techniques qui nous ont empéchés de

poursuivre la séparation et de déterminer la nature des fractions actives.



MODE D'ACTION DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES
SUR LA CROISSANCE.
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I - EFFET DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES SUR LA CHELATION DU FER

| L'alimentation en fer des plantes cultivées sur milieu artificiel

j est toujours délicate dés qu'on atteint un pH supérieur @ 5,2, car le fer

ﬁ commence alors & précipiter et & former des hydroxydes insolubles (HELLER
et RICHEZ, 1959). ‘

i FeCl, + 30H —> Fe (OH), + 3

L'existence de certains complexes, les chélats,permet de surmonter

cette difficulté. Ce sont des complexes organométalliques trés stables ol
Te métal est inséré dans une molécule complexante (chélateur) par des
1;aisons diverses ioniques, attraction électrostatique et liaison de coor-

dination.

Le chélateur Te plus utilisé est 1'acide éthy1éne-’diaminetétra—
acétique (EDTA), Ona recours aussi parfois & 1'acide citrique comme

chélateur trés 1éger.

H,y C ovmm— ot ——op =
1 ool
00C-H,C \N. N/CHE‘COO | \O I
- R AR B4 \
H2C/ ‘Fe' \CHZ ‘,/ \:// CA\.\\
: ' /q.\ l 1 ,’T\\ 2| B{J
O=Cw= () Om=C=0 b’ 2‘) \I____}I' Lllig,
-—— licison ionique -C*O

- cOvalence
w==aligison de coordination

— Chélation du fer par FEDTA.
A gauche: chélat tétradenté; 4 droite: chélat hexadenté.



78

Figure 22 *

. . ++ .
Modéle "egg-box" de chélation de Ca (@) par l'acide

alginique ou par l'acide polygalacturonique.

(d'aprés GRANT et al., 1973)
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Les travaux de GUMINSKI et al., (1977), GUMINSKI et SULEJ (1979)
ont montré que les humates ont un rdle biologique important en activant
la croissance des plantes et en maintenant le fer en solution grice aux
groupes phénolique , hydroxyle et carboxyle. Par ailleurs, dans la paroi
cellulaire les po1ysaccharﬁdes acides peuvent fixer certains ions ou
‘former des Tiaisons intermoléculaires. Parmi les divers mécanismes suggérés
pour expliquer cette fixation, 1'un proposé par GRANT et al. (1973) con-
cerne le modéle "egg-box" de REES pour 1'acide polygalacturonique et poly-
glucuronique. En‘effet 1'interaction entre un ion divalent et deux carbo-
xyles appartenant & deux chaines différentes se traduit par une liaison

intermoléculaire (figure 22 ). De méme, WUYTACK et GILLET (1978) montrent

que 1a paroi primaire de Nitella flexilis contient du cat” probablement chélaté

nar les anions CO0™ et des donneurs comme OH (d'origine polysaccharidique)

et NH4* (d'origine protéinique). HELLER et RICHEZ (1959) font état

.de travaux avec des colonies tissulaires montrant que les tissus végétaux

en culture excrétent dans la solution nutritive un produit qui maintient

le fer en solution, et qui permet la croissance des racines isolées dans
des milieux a pH 5,2 ol normalement le fer précipite. Comme les PPA sont
d'origine pariétale, qu'ils sont sécrétés dans le milieu de culture, et
qu'ils contiennent des groupes C00 , OH et NH4+, il noﬁs a semblé qu'ils
pouvaient étre susceptibles de participer aussi d la ché]étion de certains

ions.

Pour vérifier cette hypothése nous avons &tudié si Tes PPA de Siléne
pouvaient remplacer 1'EDTA comme chélateur du fer dans les milieux de cul-

ture.
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Figure 23°¢

Effets des PPA sur la chélation de fer exprimée par 1'évolution des
pocids de matiére fraiche (P.F.) et de matiére séche (P.S.).
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1. Effet des polysaccharides pectiques acides normaux sur la

chélation de fer.

Nous avons donc ensemencé des cellules de Siléne dans le milieu
habituel, mais sans fer ni EDTA,afin de les carencer au cours de deux
passages successifs sur le méme milieu. Ces cellules ont &té utilisées pour
effectuer notre expérience. Des PPA de Siléne (50 yg/ml'l) ont é&té intro-
duits dans le milieu habituel & la place de 1'EDTA, en présence de Fe504

comme source de fer, le pH est ajusté a 6 . La croissance est comparée

d celles obtenues sur les milieux suivants :

1 - milieu habituel + EDTA + FeS0Q4

2 - milieu habituel + FeS04 seulement
3 - milieu habituel + EDTA seulement
4 - milieu habituel + PPA seulement

5 - milieu habituel + EDTA + FeS04 + PPA
6 - milieu + PPA + FeS04

7 - milieu sans chélateur ni fer

La croissance exprimée en P.F. et P.S,est mesurée au l4éme jour de
1a culture. Les résultats réunis sur la figure 23 montrent que les
cellules carencées par 2 passages su} un milieu sans fer ne proliférent
plus sur un milieu qui n'en contient pas, d'oil le rdéle important du fer
sur la croissance. Le chélateur . seul (EDTA) ou les PPA seuls (sans
source de fer) n'ont pas d'effet sur la croissance. Le fer seul, stimule la
croissance, mais moins bien qu'en présence d'un chélateur, Cet effet a été

signalé par LEGRAND (1975) sur des fragments de feuilles d'Endive. Le fer
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Effets des PPA passés sur gel sephadex G 25sur la chélation de fer
exprimés par 1'augmentation des poids de matiére fraiche (P.F.) et
de matiére seche (P.S.).
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chélaté par 1'EDTA stimule mieux la croissance que Tle fer qui ne 1'est pas,
ce qui montre le rdle intéressant des chélateurs. Si on remplace 1'EDTA

par les PPA on retrouve 1'effet stimulant de la croissance exprimé en P.F.
et P.S.par rapport au fer non chélaté, mais cette stimulation est moins
importante qu'en présence d'EDTA. Bien que 1'EDTA exerce un effet favorable
sur la croissance en maintenant le fer en solution, on constate que

1'association EDTA-PPA favorise encore mieux la croissance.

2. Effet des polysaccharides pectiques acides. fractionnés sur gel

sephadex G25 sur la chélation du fer.

Comme i1 a &t& montré précédemment que la séparation des PPA sur
gel de Séphadex G25 donne une fraction (f.5) dont 1'effet stimulant est
plus important sur la croissance que celui des PPA normaux avant sépara-
tion, nous avons essay@ 3 partir de ces résultats de chercher si cette
réaction peut améliorer ou non 1'effet chélateur des PPA vis-d-vis du fer.
On a répété 1'expérience précédente, qui concerne 1'effet chélateur des
PPA en remplacant ces derniers par la fraction des f.5 des PPA obtenue aprés
la séparation tout en maintenant les mémes conditions expérimentales.

La figure 24 permet de constater que la fraction f.5 des PPA favorise la
croissance des cellules de Siléne en absence de.1'EDTA et en présence du
FeS04 comme source de fer ; cet effet sur la croissance est plus interes-
sant que celui provoqué par 1'EDTA et que celui des PPA normaux avant sépa-
ration. L'ensemble de nos résultats montre que les PPA ont un rdle physiolo-
gique sur la croissance en chélatant le fer, Ce rdle devient plus important
aprés leur fractionnement, ce qui suggére 1'élimination de certains

inhibiteurs de la croissance aprés séparation. De méme, on remarque qu'en
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associant les PPA normaux ou fractionnés & 1'EDTA on favorise encore

mieux la croissance dans la mesure ol leurs effets sont complémentaires,
parce que 1'EDTA peut avoir un effet toxique sur la croissance. LEGRAND
(1975) étudiant 1'effet de 1'EDTA sur le phénoméne d'organogénése d'Endive,
montre qu'une forte dose de 1'EDTA a un effet toxique sur le bourgeonnement,
précisant ainsi qu'il faut pour la culture de 1'endive une concentration
5 fois plus faible que celle utilisée dans la solution nutritive de

MURASHIGE et SHOOG (1962).

3. Effets des polysaccharides extracellulaires sur la croissance des

racines des plants d'Endive en absence de 1'EDTA.

HELLER et al. (1968) montrent que les tissus végétaux excrétent
des métabolites organiques qui maintiennent la croissance des racines en
absence de chélateur. L'origine et la nature de ces métabolites secrétés

dans le milieu n'ont pas &té précisées.

Partant de ces données bibliographiques, nous avons vérifié si les

PPA de Siléne avaient ou non, un effet sur la croissance des racines.

Les PPA & la concentration lOO‘ug/ml'1 ont été introduits dans le
milieu de culture de HELLER dilué deux fois sans EDTA. Des racines des
plants d'Endive ont été plongées dans le milieu liquide & 1'aide d'un

support de papier filtre, pendant 60 jours (sous condition aseptique).

Les résultats ont montré que les PPA jouent un rdle important sur

la croissance des racines d'Endive, exprimée en augmentation du P.F. et
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P.S. (tableau g)confirmant ainsi les résultats de HELLER et al. (1968).

P.F,mg P.S,mg
milieu témoin 256 21
milieu + PPA 425 34

Tableau 8:

Effetsdes PPA sur la croissance des racines expriméeen poids de
matiére .fraiche (P.F.) et en poids de matiére séche (P.S.). Les résultats
correspondent & la moyenne des P.F. et P.S. d'une racine.

LA

IT - EFFET TAMPON DES POLYSACCHARIDES EXCRETES PAR LES CELLULES DE SILENE

Comme les colonies tissulaires (GAUTHERET, 1959), les cellules en

suspension ont tendance au cours de la culture, & ajuster le pH de leur

milieu pour &tre toujours proche de la neutralité (DUBOIS, 1980) ; c'est-

a-dire qu'ils acidifient Te pH trop alcalin et alcalisent le pH trop acide

(figure 25 ).

Figure 25:

Effet de l1a valeur du pH initial
du milieu sur 1'évolution du pH
du milieu, au cours du cycle de
croissance.

DUBOIS, 1980.
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Figure 26

Effets
de

des PPA de Siléne sur 1l'évolution du pH du milieu en présence

NaoH N/100.

s»—— Témoin : milieu normal.
o—a Milieu + PPA 50 pg/ml.
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En mesurant le pH du milieu au cours de la culture, nous avons
constaté que la présence des PPA ralentit ce phénoméne puisque le pH était
de 6,7 + 0,2 en présence des PPA au lieu de 7,4 + 0,3 chez les témoins.
Cela indique un effet favorable sur la croissance des cellules de Siléne,

qui est optimale normalement & pH compris entre 4 et 6 (DUBOIS, 1980).

IT est bien connu que le tampon évite la modification du pH quand
on ajoute un acide ou une base. Les PPA contenant des groupes tels que

- ¢00"H" , codTc att ; coo"cHst coo” s

2

et des groupements "amphotéres" comme les glucoprotéines susceptibles

de s'ioniser selon le domaine de pH &tudi@, pourraient jouer un rdle de
tampon dans les conditions défavorables de pH et de force ionique. Pour
vérifier cela,on utilise 30 m1 de milieu de Lescure renfermant des PPA

d la concentration habituelle 50 pg.ml'1

de milieu (dose utilisée pour les
essais de stimulation) par rapport & un témoin contenant 30 ml de milieu
de Lescure. Ces deux milieux ont recu des NaOH %gﬁ directement. Cette
expérience a été réalisée dans une cellule spéciale dont 1a température

et 1'agitation sont définies.en présence de 1'azote , 1'addition

des NaOH étant automatique. Quand on ajoute NaOH %%U le pH est mesuré

aprés une agitation de 30 secondes et un temps de repos de méme durée.

On constate que les écarts entre le pH du milieu contenant des
PPA et celui du témoin sont effectivement trés petits (figure 26 ),
par rapport aux valeurs qui ont &té obtenues au cours de nos expériences
précédentes, lorsque les PPA étaient introduits dans le milieu de culture

d la méme concentration (SO‘pg.m1'1) en présence des cellules de Siléne ;
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Effets des
de
NaoH N/100.

PPA de Siléne sur 1'évolution du pH du milieu en présence

e Témoin : milieu normal.
».....a Milieu + PPA 1500 pg/ml.
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le pH était alors de 6,7 + 0,2 en présence des PPA et 7,4 + 0,3 dans le milieu
témoin. Cette expérience nous permet de penser que les variations du pH
observées précédemment pourraient étre dues d& la modification des condi-

tions d'équilibres ioniques du milieu de culture en présence des cellules,

et 3 1'effet provoqué par les nouveaux PPA sécrétds par ces derniéres

pendant Teur croissance (parce que le pH était mesuré en fin de culture).
Cette modification fait apparaitre un éventuel effet des PPA sur le chan-
gement du pH par rapport aux PPA introduits dans un milieu de culture

neuf utilisé dans cette expérience.

Pour bien confirmer 1'effet tampon des PPA nous avons répété
1'expérience en augmentant la concentration des PPA dans la solution
utilisée, On a commencé par 30 ml de milieu habituel renfermant des PPA
a la concentration 1500 Hg.mT'par rapport & un témoin contenant 30 ml
de milieu. En ajoutant 10 m1 de NaOH I%%-dans la solution qui contient
les PPA on atteint un pH de 6,3, tandis que dans celui du témoin, on
atteint un pH de 6,99 en ajoutant la méme quantité de NaOH T%% (figure 27).
La différence des valeurs de pH obtenue confirme 1'existence d'un effet

tampon pratiqué par les polysaccharides extracellulaires.
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IIT - ACTIVITE GIBBERELLINIQUE

1. Mise en évidence de substances ayant une activité gibbérellinique

excrétées dans le milieu de culture.

I1 est généralement admis que les végétaux supérieurs contiennent
des gibbérellines endogénes. Ces substances sont réparties de fagon plus ou
moins importante selon les organes. Les sites de synthése peuvent étre
divers d'autant plus que la plante posséde souvent plusieurs gibbérellines.
De nombreux travaux effectués sur des suspensions cellulaires montrent que
1'acide gibbérellique stimule e taux des divisions cellulaires et entrafne
une réduction de Ta taille des qe]]ﬁ]es chez 1'Erable (DIGHBY et al., 1964).
Cependant, au niveau des cultures de Rosier et d'Epinard, cet acide gibbé-
rellique entraine surtout un grandissement cellulaire (FRY et STREET, 1980).
Chez le Siléne i1 stimule & la fois la multiplication et le grandissement

cellulaire (BRASSART et al., 1982).

Les travaux de MARIE et al. (1984) effectués sur le Siléne ont
févé]é un effet semblable & celui observé par BRASSART et al. (1982)
en utilisant non pas la gibbérelline mais les PPA (chapitre C ).
Par ailleurs Tes travaux de MORVAN (1982), FRY (1980) montraient qu'aussi
bien les PPA que 1'acide gibbérellique (AG3) stimulent la croissance et la
secrétion de nouveaux PPA dans Te milieu de culture, ce qui suggérait
que ces deux substances ont probablement le méme effet. Par ailleurs, au
cours de la Eu]ture de jeunes plants de Tomate sur la solution minérale
de HOAGLAND et SNYDER, les racines libérent dans le milieu nutritif, des

molécules qui présentent une activité de type gibbérellinique décelable
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Figure 28:

Activité gibbérellinique déterminée par le test "laitue" (cultivar
batavia dorée de printemps) dans le milieu de culture d'une
suspension cellulaire de Siléne.

en ordonnée : longueur moyenne de 10 hypocotyles de laitue cultivées
en présence de l'extrait chromatographié du milieu - Longueur moyenne de

10 hypocotyles de laitues cultivées en présencedu solvant chromatographié.
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grice 3 deux tests biologiques (COUILLEROT et YI, 1985). C'est ce qui nous

a amené a penser qu'il pouvait exister une-relation entre PPA et gibbérellines

ou que les PPA pouvaient étre 1iés & certaines substances de types

gibbérelliniques.

Pour confirmer cette hypothése, on a essayé dans un premier temps
de chercher si les cellules de Siléne, Tibérent une substance de type gib-
bérelline dans le milieu. Les gibbérellines sont extraites & partir des
résidus du milieu de culture de Siléne en fin de croissance (1l4éme jour)
obtenus directement aprés évaporation sous vide du milieu. L'extraction
est faite successivement par le méthanol 4 80 % qui solubilise certaines
gibbérellines ; les gibbérellines-glucosides et les sucres, puis 1'acétate

d'éthyle qui est é&galement un bon solvant des gibbérellines.

L'activité des extraits est mesurée grdce d deux tests biologiques :
‘test Taitue' et test d'albumen’ d'orge. L'ensemble des résultats réunis sur
les figures 28 et 29 montrent que les deux tests utilisés permettent de déceler
plusieurs pics d'activité gibbéréllinique dans le milieu de culture, et que
1'activité globale obtenue'par 1e'%est 1aitué'(déterminé par 1'élongation
des hypocotyles') est plus importante que celle obtenue avecul'albumen d'orgg
figure 29 ; ce test montre d'une part une activité nette au R.f. (0,8) od
migre habituellement le AG3, et d'autre part, des substances inhibitrices
de 1'activité o -amylasique de 1'orge qui sont décelées aux R.f.0,5, 0,6
et 0,7.

L'ensemble de ces résultats améne a conclure que des substances de
type gibbérelline sont rejetées par les cellules de Siiéne au cours de leur

croissance.
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TEST D'ALBUMEN D’'ORGE

Gluc
(pg.mi)

600

400 -

200 -

AG3

¥

Q-5

200 A

Figure 29:

Activité gibbérellinique

10

ng AGa

dosée par le test "albumen d'orge" dans le

milieu de culture d'une suspension cellulaire de Siléne.

En ordonnée : (activité a-amylasique des extraits - sucres réducteurs) -

activité o-amylasique du Selica gel chromatographié.
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2. Recherche d'une activité de type gibbérellinique dans les poly-

saccharides extracellulaires, avant et aprés autoclavage.

La présence de substances stimulantes & la fois de 1'activité

d}-amyTasique de 1'orge et de 1'@longation des hypocotyles de laitue nous

a conduit dans un premier temps,d rechercher 1'existence d'une liaison
entre ces substances actives et les PPA, dont on a constaté 1'action
stimulante & 1'égard de la croissance des cellules de Siléne et dans un
deuxiéme temps,a vérifier 1'éventuelle libé&ration de composés gibbérel-
Tiniques de leur 1liaison avec les PPA Tors de 1'autoclavage des milieux

de culture.

Nous avons donc réalisé le protocole expérimental suivant : les
composés gibbérélliniques sont obtenus d partir des PPA extraits du milieu
de culture de Siléne (l4éme jour) par le cétavlion. Ces PPA sont re-dissous
ensuite dans un milieu de culture neuf, on en extrait alors deux catégories
de composés gibbérelliniques, la premiére catégorie est obtenue avant le
passage & 1'autoclave et la deuxiéme aprés 1'autoclavage (120°, 20 mn).

Dans ces deux conditions d'extraction différente, nous avons ensuite
recherché 1'effet stimulant de 1'activité« -amylasique de 1'orge, et 1'effet

stimulateur de 1'&longation des hypocotyles de laitue.

La figure 30 montre que 1'activité gibbérellinique globale dosée
grace au test d'albumen d'orge est augmentée aprés passage & 1'autoclave
du milieu de culture. Cette augmentation est d'environ 71 % par rapport

d 1'actijvité gibbérillinigue obtenue avant 1'autoclavage..
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TEST D’ALBUMEN D'ORGE

Gluc
3
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Figure 30:

Activité gibbéréllinique déterminée grice au test "albumen d'orge"

dans une solution de PPA de Siléne avant et aprés passage a
1'autoclave.

A : PPA passés & 1'autoclave
B : PPA non passés a 1'autoclave.
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TEST LAITUE
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Figure 31:

Activité gibbérellinique déterminée grice au test "laitue" dans une
solution de PPA de Siléne.

A : avant passage a l'autoclave.
B : aprés passage a 1'autoclave.

En ordonnée : la différence entre la longueur moyenne de 10 hypocotyles
de laitues cultivées en présence de 1l'extrait chromatographié et la
longueur moyenne de 10 hypocotyles cultivés en présence du solvant
chromatograpiiié exprimé en pourcentage.
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Le test biologique laitue (figure 31 )‘méntre que 1'activité gibbérel-
linique globale est augmentée par autoclavage & 160 % dans la mesure
ol les pics importants correspondent aux R.f.(2-8-9-10). Par ailleurs,
la figure 31 indique que 1'autoclavage supprime 1'effet inhibiteur
correspondant aux R.f.(1-2-3-5-6 et 10). L'ensemble de ces résultats
montre que des substances ayant une activité gibbérellinique sont pro-
babTement liées aux polyméres polysaccharidiques, Tibérés dans le milieu

au cours de la culture.

Afin de vérifier que les substances de type gibbéréliinique , liées
d la fraction PPA ne sont pas emprisonnées au moment de la précipitation
par le cétavlon , ce qui entraTnerait leur protection au cours d'une
solubilisation ultérieure par 1'éthanol , nous avons introduit la AG3

marquée C14

dans un milieu de culture de Siléne en fin de culture puiss
on a récupéré les PPA de ce milieu par précipitation au cétavlon habituel-
lement utilisé. La répartition de 1a radioactivité entre les PPA et le
surnageant indique qu'une proportion infime (0,1 % de la radiocactivité) se
retrouve dans la fraction précipitée (PPA). De ce fait, on peut conclure
que les subsfances de type gibbérellinique 1iées aux PPA excrétés dans

le milieu de culture des suspensions cellulaires de Siléne, sont probable-

ment attachées aux polyméres au moment ol ils sont libérés des parois.

3. Effet des différentes fractions des PPA obtenues par solubili-

sation dans 1'@thanol et 1'acétate d'éthyle.

Dans ces conditions, il convient d'examiner les arguments précédents

et de préciser les effets des différentes fractions obtenues par solubili-
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sation successives des PPA (voir schéma) par 1'éthanol et 1'acétate

d'éthyle.

Ces fractions ont été introduites dans un nouveau milieu de culture

de cellules de Siléne afin de déterminer leurs actions.

PPA de Siléne (100 mg)

+ éthanol
///////’ + acétate d'éthyle
fraction soluble dans fraction insoluble
1'éthanol et de 1'acétate PPA1
d'éthyle
(Substances de type gibbérelline)
51

Pour réaliser cette expérience, on a appliqué le protocole

suivant :

1 - témoins milieu habituel

2 - milieu habituel + PPA (50);g.m1‘1)

3 - milieu habituel + PPA; (50 pg.ml™")

4 - milieu habituel + Sl (1,01 ng.1'1) et S1 (2,02 ng.1'1) estimé en
équivalent de AG3

5 -

milieu habituel + PPA (50 );g.ml'l) +5) (1,01 ng.17) estimé en

équivalent de A63
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Figure 32:

Effets des différentes fractions obtenues, par solubilisation des PPA

de Siléne, par 1l'éthanol et 1l'acétate d'éthyle, sur la croissance des
cellules de Siléne,

T = témoins. 1 A
S1 et S2 = fractions solubles de 1,01 ng.l et de 2,02 ng.l
estimées en équivalent d'AG

PPAy= fraction insoluble, PPAO=*PPA intégraux.
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Comme nous 1'avons déja démontré, 1'addition de 50 yg.m]'1 de
PPA stimule continuellement la croissance des cellules de Siléne (figure32)
Par contre 1'addition au milieu de culture de la fraction insoluble PPA1
n'exerce aucun effet sur la croissance cellulaire ce qui indique que les
PPA0 de Siléne débarrassés dela fraction soluble (Sl) perdent la totalité
de Teur effet stimulant. La fraction soluble (Sl) réintroduite dans Te
milieu de culture favorise 1&gérement la croissance ; toutefoi% si on
double sa concentration 1'effet est 1égérement défavorab]e, ce qui indique
que 1'augmentation du taux de S1 entraine une inhibition par excés de
substrat (2,02 ng.171) ; mais les travaux de BRASSART et al. (1982)
montrent que 1'addition de AG3 a des concentrations comprises entre 0,01
et 10 mg.ﬁ favorise la croissance des cellules de Siléne ; ce qui suggére

que 1'inhibition obtenue avec S1 est probablement 1iée & 1'existence d'un

inhibiteur extrait avec S1 dont la nature et 1'origine sont inconnues.

L'ensemble de ces résultats permet de supposer que 1'activation i
de croissance provoquée par les PPA est die partiellement & la présence
d'une substance de type gibbérelline 1iée aux PPA et qui serait 1ibérée

dans le milieu de culture au cours de 1'autoclavage.
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[ - EXCRETION DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES DANS LE MILIEU DE

CULTURE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES.

La mise en évidence de 1'excrétion de PPA par les suspensions
cellulaires de Siléne et de Ronce cultivées dans un milieu nutritif liquide
confirme les résultats obtenus avec d'autres espéces végétales (BECKER et
al., 1964 ; ASPINALL et al., 1969 ; OLSON et al., 1969 ; BARNOUD et al., 1977).
IT semble qu'une relation existe entre cette excrétion et la croissance

de la suspension cellulaire.

Les résultats des mesures effectuées au cours des différentes
phases de la croissance d'une suspension de cellules de Siléne constituent
des ré&férences pour essayer de situer chronologiquement la libération de
PPA ; siladiminution de taille des cellules observées pendant les
premiers jours de culture (fig. 19 ) est 1iée & 1'intensité des divisions
cellulaires, 1'augmentation de taille qui lui succéde correspond & un
phénoméne de grandissement de ces cellules. Le fait que 1'excrétion des
PPA séccroit .avant que la tailie des cellules augmente, traduit une
activité intense au niveau de la paroi cellulaire (en particulier en ce
qui concerne la fraction hémicellulosique) pendant la phase d'élongation
qu'il est d'ailleurs difficile de séparer totalement de la phase de division.
Cette activité d'excrétion peut s'expliquer par les conditions de culture
des suspensions cellulaires qui entraTnent d'ailleurs des modifications
morphologiques importantes, telle qu'une trés grande vacuole et souvent
une paroi plus mince. D'autre part, le milieu extérieur est en contact
avec toute la surface de la celulle, ce qui facilite les 2changes, qu'il

s'agisse de 1'absorption des é&léments nutritifs ou de 1'excrétion des méta-
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bolites qui constituent la paroi primaire. Au cours de la croissance,
LABAVITCH et RAY (1974), suggérent qu'il pourrait y avoir une transforma-
tion des xyloglucanes pariétaux d'une forme insoluble & une forme soluble
entraTnant le glissement des microfibrilles indispensables & 1'é&longation
cellulaire. La séparation des constituants pariétaux provoque leur libéra-
tion par suite de la facilité des échanges. Les composés pectiques des
parois &tant trés sensibles & 1'action des enzymes hydrelytiques, on peut
donc penser par suite du changement des conditions de milieu, de lumiére
ou de température, & une modification du fonctionnement d'une ou pluéieurs
enzymes au sein de la paroi, qui entrafnerait la rupture des liaisons qui
maintiennent habituellement 1a cohésion des polysaccharides pariétaux.

La structure de ces derniers peut &tre modi fiée sous 1'action des enzymes,
ce qui pourrait &tre & 1'origine de la libération de fragments de chaines

polysaccharidiques. Cette hypothése plaiderait en faveur de celle de

TA KEUCHI et KOMAMINE (1980 b) concernant les suspensions cellulaires de

Vinca Rosea.

OLSON (1971) suggére que la libération de polysaccharides acides
dans le milieu de culture pourrait &tre due au fait qu'd Ta suite des divi-
sions, les cellules ont tendance & se séparer. Les pectines, qui sont des
polysaccharides acides localisés & la périphérie de 1a paroi et qui jouent
un r6le important dans la jonction intercellulaire, sont ainsi 1ibérées.
En effet nos résultats cohfirment ceux d'OLSON. Cependant, nous pensons que
1'excrétion des P P A qui est plus intense au cours de la phase de division.

cellulaire, résulte de la division et des modifications de la paroi cellulaire

qui précédent 1'élongation. Par ailleurs, 1'addition de 2,4-D dans le milieu
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de culture d'une suspension cellulaire de Phaseolus vulgaris, augmente

1'excrétion de composés pectiques acides et neut}es (MANTE et BOLL, 1978).

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé le 2,4-D comme substance

de croissance, parce qu'il favorise la séparation des cellules en suspension,
ce qui confirme 1'hypothése précédente. Lorsque les suspensions cellulaires
sont placées & basse température, les cellules ne se divisent que trés
lentement (DUBOIS et MORVAN, 1978) et ne libérent que trdés peu de polysac-
charides acides (MORVAN, 1982). Ceci se comprend si on attribue 1'excrétion

d& une activité enzymatique qui est réduite & basse température.

D'autre part, la majorité des auteurs .(BECKER et al., 1964 ;
OLSON et al., 1969 ; BAUER et al., 1973 ; TAKEUCHIE et KOMAMINE, 1978,
1980 a) considérent que les polyméres extracellulaires excrétés dans le

milieu de culture sont comparables & ceux qui constituent la paroi.

Les courbes de titrage des P P A que nous avons obtenues sont
identiques aux courbes de titrage des polysaccharides pariétaux (MORVAN,
1977, 1983) : elles confirment donc 1iorigine pariétale des polyméres.
L'excrétiqn se produit du déEut a la fin dé la cu1ture; Mais 1eé courbes
de titrage sont différentes selon les phases de croissance cellulaire cbnsi-
dérées ; elles permettent donc de caractériser chacune de ces phases.
L'analyse préliminaire des P P A de Siléne (JACQUES, 1984) montre que
leur composition est comparable & celle des parois étudiées par de nombreux
auteurs. I1s sont principalement constitués de rhamnogalacturonanes
(pectines) auxquels sont associés des arabinogalactanes, des glucomaunanes
et des protéines (hémicelluloses). En dehors de ces considérations sur

1'origine des excrétions, i1 faut signaler que les suspensions de cellules
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de Ronce et de Siléne se comportent différemment. La suspension de Siléne,
qui croft vite, n'excréte dans son milieu de culture que de faibles quanti-
tés de polysaccharides acides (150 yg.ml'l), alors que celle de Ronce, qui
prolifére plus lentement, 1ibére beaucoup plus de polysaccharides acides
(500 F9 al mg.ml'l). Ceci permet de supposer que les polysaccharides

acides Tibérés dans le milieu de culture peuvent intervenir dans le contréle

de la croissance ultérieure de la suspension cellulaire qui les excréte.

IT - EFFETS DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE.

La mise en &vidence de 1'effet favorable des polysaccharides de
Siléne et de Tabac sur la croissance suscite un grand intérét, mais améne
d se poser de nombreuses questions sur les propriétés physiologiques des
PPA d'origines différentes, & 1'égard de la croissance des suspensions
cellulaires, et éventuellement sur le r6le des P P A émis par les racines
sur la croissance de la coiffe ou de 1a racine entiére. De plus, nos obser-
vations nous ont montré qUe les PP A de Siléne et de Tabac favorisent
la croissance des cellules de Siléne et que ceux de Ronce inhibent la pro-
Tifération des cellules de Ronce et de Siléne. Le rdle physiologique des
PP A semble donc 1ié & leur origine. Par ailleurs, nous avons constaté
que la quantité de P P A excrétés dans le milieu de culture est strictement
liée 3@ la croissance des cellules : les souches qui présentent une crois-
sance rapide, comme le Siléne, sécrétent une petite quantité dé PPA ;

alors que les souches d croissance lente, comme la Ronce et 1'Erab1g,en

sécrétent une grande quantité.




105

On a également remarqué que 1'effet des P P A sur la cellule
varie selon la vitesse de croissance des souches qui les produisent. Ainsi,
les cellules qui croissent vite, excrétent‘des PPA qui stimulent la
croissance, tandis que les cellules, qui croissent lentement, excrétent
des P P A qui sont inhibiteurs. Ces observations ne paraissent pas surpre-
nantes, dans la mesure ol elles peuvent s'expliquer par la différence de
nature de la paroi des cellules appartenant & des espéces distinctes. De
tels résultats sont récemment obtenus par 1'équipe d'ALBERSHEIM qui, étudiant
1'effet de fragments pariétaux sur les tissus végétaux, note une inhibition

de Ta croissance qu'elle attribue & des composés d'origine pectique.

Afin de préciser ce rdle physiologique des P P A , on peut se
demander si 1'effet des P P A est spécifique, se limitant aux cellules
qui les produisent. En effet, nous avons montré que les P P A de Siléne
et de Tabac stimulent la croissance des celiules de Siléne et des racines
d'gndive ; & 1'inverse, ceux de Ronce inhibent fortement la croissance de
Ta suspension cellulaire de Ronce et de Siléne. Ces résultats sont &
rapprocher de ceux de BENBADIS (1965, 1968) obtenus au cours d'expériences
de conditionnement de milieu. Cet auteur a montré que les colonies tissu-
laires de Ronce excrétent dans le milieu des métabolites de nature et
d'origine inconnues, qui inhibent la croissance de ces colonies, mais
favorisent la prolifération des cellules de Crowngall de yigne qui ont,

elles aussi, une grande sensibilité & 1'égard des produits qu'elles excré-

tent.

Les effets inhibiteurs et/ou stimulateurs des P P A conférent

d ces derniers un rdle de contrdle de 1a croissance cellulaire et du dévelop-
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pement  des plantes : les premiers expliqueraient la croissance lente des
tissus des plantes lignieuses (Ronce et Erable) par inhibition de la
prolifération cellulaire, les seconds serajent & 1'origine de la croissance

rapide des cellules de Siléne et de Tabac.

GAUTHERET (1937) constate que la durée de vie des cellules
de coiffe augmente en présence des métabolites 1ibérés par un fragment

de racine.

De plus, nous avons noté que les P P A produits par les cellules
en fin de phase stationnaire se comportent'tantﬁt comme stimulants, tantdt
- comme inhibiteurs. On peut penser que 1'inhibiteur, produit au cours de
la sénescence des cellules, serait 1'acide abscissique produit & la suite
du stress que peut entratner le manque d'éléments nutritifs. La séparation
des constituants du milieu en fin de culture, sur un gel Sephadéx G25,
permet de montrer qu'il existe deux facteurs, 1'un stimulant et 1'autre
inhibiteur. Ce dernier pourrait.étre si important qu'il masque 1'effet
stimulant. L'effet ihhibiteur des P P A de cellules de Ronce et d'Erable
reste difficile & interpréter. On peut cependant noter que MOLLARD et
ROBERT (1984) ont montré que la souche anergiée de Rosa Glauca, cultivée
en suspension cellulaire, synthétise un polymére de type lignine qui a
8té caractérisé en fin de phase .stationnaire dans les parois celluiaires et
dans le milieu de culture. Par ailleurs, les sucres neutres qui représentent
60 & 74 % des P.P.A. (TALMADGE et al., 1973) peuvent aussi intervenir sur
la croissance; c'est ainsi que les galactanes sont considérés comme ayant
un rdle déterminant sur la croissance des cellules et 1'extensibilité des

parois (NISHITANI et MASUDA, 1980). Enfin, BRASSART (1976) a montré que le
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galactose et 1'arabinose ont un effet inhibiteur marqué sur la croissance

des cellules de Siléne

IIT - ROLE PHYSIOLOGIQUE ET MODE D'ACTION DES POLYSACCHARIDES ACIDES DE SILENE.

L'analyse cinétique de la croissance montre que les P P A de
Siléne stimulent la multiplication de ces cellules du S5éme au 9éme jour,
et leur grandissement du 9éme au 18éme jour. Au cours de cette derniére
période, la teneur en eau des cellules cultivées en présence des P P A
est plus importante. Si les sécrétions cellulaires contrdlent la croissance
en agissant & la fois sur la division et le grandissement cellulaires,
1'effet stimulant de ces complexes reste difficile d expliquer. On peut
penser que les P P A sont des préCUfseurs de Ta paroi (OLSON, 1971 ;
KATO et NOGUCHI, 1976 ; TAKEUCHI et KOMAMINE, 1980a), leur intrcduction dans
le milieu nutritif permettrait aux cellules, en les utilisant directement,
d'édifier leurs parois. Ceci n'explique pas toutefois que les faibles quan-

tités de P P A ont aussi un effet stimulant.

1. Effet tampon des polysaccharides extracellulaires de Siléne.

Les polysaccharides en solution ont des propriétés polyélectrolytes.
ITs pourraient intervenir en modifiant 1'activité ionique et développer
ainsi un véritable tampon dans le milieu. Cetfe hypothése est confirmée
par 1'effet des P P A sur 1'évolution du pH en présence de NaOH, en main-
tenant le pH constamment inférieur & celui des témoins. Ce rdle "tampon" est

. favorable & 1a croissance des cellules de Siléne, qui sont sensibles &
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1'évolution du pH (DUBOIS, 1980). Ces observations concordent avec celles

de MORVAN (1983) qui a montré que la présence dans les parois végétales,

de plusieurs espéces d'acides d'accessibilité et de structure différentes
influe sur la sélectivité des parois & 1'égard des principaux cations en

la modifiant en fonction du pH en milieu extérieur. De plus, les P P A
contenant des acides pectiques et des pectates, la présence des groupements
amphotéres (glycoprotéines) susceptibles de s'ioniser, pourraient jouer

un rGle de tampon dans les conditions défavorables de pH et de force ionique.

2. Effet chélateur des polysaccharides extracellulaires.

En culture des cellules, le pH habituellement adopté est de
1'ordre de 5,5. A ce pH, Ta disponibilité des ions de Fer est insuffisante.
De plus, les cellules de culture, au cours de Teur croissance, tendent a
ajuster le pH du milieu vers la neutralité (DUBOIS, 1980). Afin d'augmenter
la disponibilité en Fer soluble, on le chélate par 1'E.D.T.A. Le régle
chélateur de cette substance peut &tre joué par les P P A qui, associés
a du FeSO4, favorisent la croissance des cellules. En outre, 1'effet
tampon dés PP A retarde la précipitation des ions de Fer dans le milieu
de culture. Cependant, les travaux de HELLER et RICHEz. (1959) réalisés
sur deux milieux & pH identiques (Témoin et milieu de culture de tissus)
ont montré que les métabolites excrétés parx%es tissus végétaux maintiennent
Te Fér en solution dans le milieu de culture ; la nature et 1'origine de

ces métabolites n'étaient pas connues. Par ailleurs, dans la paroi cellu-

laire, les polysaccharides acides peuvent fixer des ions et former des

Tiaisons intermoléculaires (GRANT et al., 1973). De méme, WIYTACK et GILLET (1978)

montrent que la paroi primaire contient du calcium probablement chélaté par
les anions (C00™), par des donneurs comme OH (d'origine polysaccharidique)

et par NHa " (d'origine protéinique).



109

Les P P A d'origine pariétale, excrétés dans le milieu de
culture, contiennent des groupes C00™, OH et NHAT. 11 sont donc suscep-
tibles de participer aussi @ la chélation de certains jons tels que le

fer.

En absence d'E.D.T.A., nous avons constaté que les P P A favo-
risent la croisgance des tissus de racine d'endive. Ceci confirme les tra-
vaux de HELLER et al., (1968) qui ont montré que les tissus végétaux
cultivés "in vitro" excrétent dans 1a solution nutritive un produit per-
mettant la croissance des racines isolées. De plus, nous avons montré que
1'association des P P A et d'E.D.T.A dans le milieu de culture, augmente

la croissance de fagon plus importante qu'en présence de P P A seuls.
En résumé, on peut donc penser que ce sont les substances polysac-
charidiques d'origine pariétale, excrétées dans le milieu, qui assurent

1a chélation du fer.

3..Effets de type gibbérellinique.

Les effets de 1'acide gibbéke]]ique sur les suspensions cellulaires
de Siléne a été étudié par BRASSART et al. (1982). La similitude de ces
effets avec ceux provoqués par la présence de PP A , nous a conduit &
envisager que les P P A pouvaient présenter un effet de type gibbérellinique.
Les tests "laitue" et "d'albumen d'orge" ont montré 1'existence d'une acti-
vité de ce type. Cette activité est augmentée lorsque les P P A ont subi
un passage & 1'autoclave (120°C pendant 20 mn), ce qui suggére la libération

d'une gibbérelline 1iée aux PPA. Nous avons également constaté certains
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phénoménes d'inh{bition a 1'égard de 1'élongation des hypocotyles de
laitue ou de 1'qg{ -amylase d'orge. Ces résultats semblent en accord avec
ceux obtenus par COUILLEROT et YI (1985) sur de jeunes plants de tomate
dont les racines l1ibérent dans leur milieu nutritif des substances ayant
une activité de type gibbérellinique décelée par deux tests biologiques,
"test laitue" et "test d'albumen d'orge"”.

Par ailleurs, 1'extraction des substances d activité gibbérel-
linique & partir des P P A entrafne une perte partielle de 1'effet stimu-
lant. Ceci s'expliquerait par la décomposition d'une partie des P P A
au cours de 1'extraction, ou par la présence de substances inhibitrices

extraites en méme temps que les substances gibbérelliniques.






111

Conclusions.
Le but de ce travail était d'étudier les po1ysaccharide§ acides
d'origine pariétale excrétés dans le milieu de culture des suspensions

cellulaires et de préciser leur rdle sur la croissance des cellules.

Les résultats que nous avons obtenus, &tablissent que les
suspensions cellulaires de Siléne, de Ronce et de Tabac excrétent dans le
milieu de culture des métabolites polysaccharidiques d'origine pariétale.
Cette excrétion est un phénoméne continu qui influe sur la division'et

le grandissement cellulaire.

L'activité intense des échanges entre la paroi cellulaire et le

milieu liquide qui 1'entoure pourrait &tre la cause de cette excrétion.

La quantité des polysaccharides extracellulaires est en relation
inverse avec la vitesse de la croissance des cellules. La quantité et la
nature des P P A produits varient selon 1'dge et 1'origine des souches qui
les produisent. Les courbes de titrations des P P A constituent un nouveau

moyen pour déterminer la phase de croissance des suspensions cellulaires.

Le r6le des P P A n'est pas spécifique. Toutefois, ceux qui
provieﬁnent du milieu de culture des cellules de Ronce dont la croissance

est lente, inhibent fortement la croissance des cellules de Ronce et de
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Siléne tandis que ceux qui proviennent du milieu de culture des cellules

de Siléne ou de Tabac stimulent la croissance des cellules en agissant

d la fois sur la division et sur le grandissement des cellules. L'effet
stimu]ant, que présentent les P P A de Siléne, pourrait s'expliquer par
leur pouvoir tampon, par leur effet chélateur & 1'égard du fer et par

leur activité gibbérellinique. Ces substances de type gibbérellinique
pourraient &tre 1iées aux P P A et 1ibérées, soit au cours de 1'autocla-
vage, soit au cours de la croissance des suspensions cellulaires. Ceci
tendrait & souligner 1'importance de la paroi cellulaire dans la régulation

de la teneur en gibbérellines endogénes.

En résumé, les polysaccharides pectiques acides peuvent donc
€tre considérés comme un facteur important de la régulation de la croissance

des cellules végétales.

Cependant, les résultats obtenus sont incomplets pour expliquer
le mode d'action de ces P P A De nombreuses recherches seront encore
nécessaires ; il faudrait, en particulier, pouvoir analyser la composition
- chimique des fractions ayant un effet soit stimulant, soit inhibiteur,
pour avoir une idée plus précise sur le rdle exact de ces composés provenant

de la paroi cellulaire.
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RESUME

Au cours de la croissance des suspensions cellulaires
de Siléne (Silene alba (Miller) E.H.L. Krause), de Ronce (Rubus

fructicosus L.) et de Tabac (Nicotiana tabacum), il se produit une

excrétion de polysaccharides d'origine pariétale dans le milieu
de culture.

Les polymeres pectigques acides (PPA) sont caractérisés
par leur contenu en acide uronique. La quantité libérée dans le
milieu évolue parallelement a la croissance.

Réintroduits dans des milieux de culture neufs, les
PPA modifient 1la croissance en la favorisant (PPA Siléne et Tabac)

ou en l'inhibant (PPA Ronce), sans spécificité apparente.

L'effet stimulant des PPA de Siléne pourrait s'expli-
quer par leur pouvoir tampon, leur effet chélateur a 1l'égamd du fer

et la présence d'une activité de type gibbérellinique.

Les PPA peuvent donc étre considérés comme un
facteur important de la régulation de la croissance des cellules
végétales.




