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La culture "in vi t ro"  des t i ssus  vegétaux s ' e s t  imposée progres- 

sivement depuis u n  demi-siècle comme une méthode fondamentale en raison 

des résul ta ts  qu 'e l le  a fournis dans divers domaines, notamment la nutri-  

t ion minérale, la  croissance e t  la division ce l lu l a i r e ,  1 'organogenèse e t  

l'embryogenèse. Actuellement, les études s 'o r ien tent  surtout dans l e  domaine 

génétique par u t i l i sa t ion  des techniques de micropropagation e t  de sélec- 

t ion destinées au maintien des caractères phénotypiques intéressants 

avec les méthodes d'hybridation e t  de mutagenèse susceptibles d 'ouvrir  de 

nouvel 1 es perspecti ves . 

Parmi les différentes méthodes mises a u  point, l a  culture de sus- 

pensions ce1 1 ulai res en mi 1 ieu 1 iquide a permis de réal i s e r  certaines 

expérimentations impossibles sur la  plante ent ière  ; de plus, l e  potentiel 

de biosynthèse des cel lules  a é t é  exploité pour la  production de métabo- 

'1 i tes primaires e t  secondaires . 

Parmi les t rès  nombreux métabolites rejetés  par les  cellules cul - 
t ivées en suspension dans u n  milieu l iquide,  ceux qui proviennent de la 

paroi ont é t é  étudiés du point de vue biochimique e t  s t ruc tura l ,  en part i -  

cu l ie r  les polysaccharides, parce que les auteurs les o n t  considérés comme 

des "images" par t ie l les  des parois, lesquelles sont impliquées dans dif-  

fdrents aspects de la  biologie de la  cel lule  e t  de la  plante. 

Les études que nous avons effectuées concernent les propriétés bio- 

1 ogiques des polysaccharides d'origine pariétale rejetés dans l e  mil ieu 

de culture par les cel lules  en suspension dans u n  milieu liquide (cel lu?es 

de Silène, de Ronce e t  de Tabac). 



Ce travai l  s  ' i n s c r i t  dans u n  programme qui vise à caractér iser  

qua1 i  tativement e t  quantitativement les  échanges entre  les parois des 

cellules (au cours de la  croissance) e t  l e  milieu extracel lulaire .  

L 'étude approfondie des polysaccharides rejetés  par l e s  ce1 1 ul es 

en cul ture ,  en part icul ier  1 'étude de leur rôle e t  de leur mode d'action 

permettrait : i )  d'améliorer 1 'équilibre des milieux de culture ; i i )  de 

démontrer que les  composés pariétaux interviennent dans l a  croissance 

des cellules ou des organismes qui les produisent ; i i i )  d 'avoir  au niveau 

de l a  plante en t iè re  une indication d'une part sur la  concentration de 

ces métabolites dans la phase soluble de la  matrice de la paroi ce l lu l a i r e ,  

e t  d 'autre par t ,  sur l e  rôle de ces métabolites lors  de la croissance. 

Avant de présenter les  résul ta ts  sur l a  l ibération des polysaccha- 

rides d 'origine pariétale dans l e  milieu de culture des suspensions cellu- 

l a i r e s  de Silène, de Ronce, e t  de Tabac e t  leur rôle sur la croissance, 

i i  convient de s i t u e r  ce t ravai l  par rapport aux études q u i  ont déjà  é t é  

réalisées dans des conditions similaires e t  de réunir les renseignements 

importants que révèle la  bibliographie sur  ce su je t .  

La revue historique comprendra donc, sous forme résumée, u n  rappel 

des connaissances concernant l 'évolution de la paroi primaire au cours de 

1 a croissance, son u1 t rastructure e t  sa composition chimique. Des précisions 

seront ensui t e  apportées à propos des constituants pariétaux qui sont 1 i  bérls 



dans l e  milieu au cours de l a  cul ture .  Enfin des considérat ions sur  

l ' importance de l a  maî t r i se  de ce milieu de cu l tu re  pour la  r éu s s i t e  

des expérimentations, conclueront c e t t e  brève étude bibliographique. 





1 - MILIEU D E  CULTURE ET PAROI. 

En 1966, STREET a signalé la présence de rnétabol i  tes  organiques e t  

d'enzymes dans l e  milieu de culture d'une suspension ce1 lu la i re  d '  Erable 

(Acer pseudoplatanus. L )  ; par la  su i t e ,  des composés pectiques e t  des - 
protéines ont é t é  caractérisés dans l e  milieu de culture de suspension 

ce l lu la i re  de Nicotiana tabacum,L ( D E J O N G  e t  a l . ,  1968 ; OLSON e t  a l . ,  1569). 

Ces auteurs ont montré une relation entre ces polymères e t  la paroi primaire 

de l a  cel lule  végétale. 

Un changement de l ' a c t i v i t é  enzymatique a aussi é t é  remarqué dans l e  

milieu de culture : dans u n  premier temps 1 'a-amylase (JASPERS e t  VELDSTRA, 1965) 

puis 1 a  phosphatase e t  1 'IAA oxydase (GAMBORG e t  EVELEIGH, 1968, e t  

ensui t e  1  es peroxydases (QLSON e t  a l .  , 1969 ; L E G R A N D  e t  DUBOIS, 1977). 

Depuis, de nombreux travaux, concernant ces polymères secrétés dans l e  

milieu de culture par des suspensions ce1 lu la i res  d'Acer pseudop1atanus.L - 
( B E C K E R  e t  a l . ,  1964 ; ASPINALLet a l . ,  1969 ; SIMPKINS e t  STREET, 1970) ont 

permis, grâce à Lin contrôle s t r i c t  des méthodes de cul ture ,  l a  mise en évidence 

d'une part de la relation existant entre l a  croissance des cel lules ,  l es  

syntheses spécifiques intervenant dans les  parois e t  d 'autre  part la  l ibération 

de composés polysaccharidiques dans l e  milieu de culture.  Ces derniers sont 

considérés comme de véritables précurseurs de la paroi qui peuvent ê t r e  

ex t ra i t s  e t  étudiés sans que la  structure de la cellule s o i t  endommagée. 

De plus, leur  analyse donne une indication sur  leur concentration dans la phase 

soluble de la  matrice pariétale.  I l s  ne proviennent d ' a i l l eu r s  pas de l a  lyse 

des parois des cellules les plus âgées ou des cellules mortes car i l s  appa- 

raissent dès les premiers jours de la  culture (MARETZKI e t  a l .  1974). 



TAKEUCHI e t  KOMAMINE (1980 a lyen  u t i l i s an t  une technique radioactive 

onttrouvé qu ' i l  se produit u n  échange entre la  paroi e t  les fractions 

polysaccharidiques solubles du mi l ieu .  

I I  - COMPOSITION ET STRUCTURE DE LA PAROI CELLULAIRE* 

< 
Les parois primaires des ce1 lules des plantes supérieures comportent 

u n  squelette de f ib r i  1 les ce1 lulc siques enrobé par une matrice amorphe de 

polysaccharides pectiques e t  he mi ce1 lu1 osi ques associ és à une protéi ne 

de s t ructure (LAMPORT, 1965 ; ASPINALL , 1970 ; TALMADGE e t  al . , 1973 ; 

DARVILL e t  a1.;1980, CHAMBAT e t  a l . ,  1984). 

La nature chimique e t  les  propriétés mécaniques des parois ont é t é  

définies e t  interprétées ainsi que les modifications intervenant lors  

de la croissance e t  de la  différenciation pariétales ( KAMIYA e t  a l . ,  1962, 

FERRIER e t  DAINTY, 1977 ; KAT0 e t  NOGUCHI, 1976 ;TAKEUCHI e t  KOtAAMINE, 

1978 ; NISHITANI e t  MASUDA, 1979 ; ASAMIZU e t  a l . ,  1984). 

La ce1 lulose,  1 ' hémi ce1 lulose,  les  pectines e t  les  protéines riches 

en hydroxyprol i  ne, sont les principaux constituants de 1 a paroi primaire. 

La nature e t  l 'archi tecture pariétales sont comparables chez les dicotylé- 

dones e t  les  monocotylédones étudiées ( A L B E R s H E I M  e t  a l .  , 1 9 7 6 ) .  

La cellulose : e l l e  constitue une part ie  importante des parois 

primaires de toutes les plantes supérieures, sa structure a é té  é tabl ie  par 

WILSON (1964) e t  par KEEGSTRA e t  a l ,  (1973). El 1 e comprend u n  enchainement 

1 inéaire de résidus glucopyranosyls susceptibles de se 1 i e r  par des l'iaisons l 

hydrogène aux xyloglucanes qui constituent une des fractions h~micellulosiques. 



Figure 1 - Aspect structural d'un xyloglucane. Glu, glucose ; Xyl, Xylose ; Gai, 
galactose ; Fuc, fucose. 



Les hémi ce1 1 uloses : Les parois primaires renferment une f rac t ion  

hémi ce1 lulosique comprenant deux hémi ce1 lu loses  d i s t i nc t e s  , une xylogl ucane 

e t  une glucuronoarabi noxylane. La présence de ces deux hémi ce1 lu loses  a 

éti? déc r i t e  chez l e s  dicotylédones e t  l e s  monocotyl~dones~ (DARVILL e t  a l . ,  

1980). Par a i l l e u r s , l a  présence de xyloglucane dans l e s  ce l lu les  en suspen- 

sion a é t é  rapportée par de nombreux auteurs (ASPINALL e t  a l . ,  1969 ; BARNOUD 

e t  a l . ,  1977). E n  ce qui concerne l a  nature biochimique des xyloglucanes, 

i l  a é t é  montré que l e  D-glucose (0-glc)  e t  l e  D-xylose (D-xyl) const i tuent  

une pa r t i e  dominante a lo r s  que l e  0-galactose (D-gal),  l a  L-Fucose (L-fuc) I 
l 

e t  l e  L-arabinose (L. a r a )  ont é t é  trouvés en p e t i t e  quan t i t é  ( B A R N C U D  e t  

a l . ,  1977 ; JOSELEAU e t  CHAMBAT, 1984) Figure 1. 

Les xyloglucanes sont l i é s  par des l i a i sons  hydrogène avec l a  

ce11 ulose ou avec d ' au t res  xyloglucanes (TALMADGE e t  a l  ; , 1973 ; BAUER 

e t  a l . ,  1973 ; CHAMBAT e t  a l . ,  1984) d ' au t r e  pa r t  l e s  xyloglucanes sont  

l i é e s  par covalence aux polysaccharides pectiques par l ' i n te rmédia i re  de 

ponts glucosidiques (BAuER e t  a l . ,  1973). Quant à l a  glucuronoarabinoxylane, 

el  l e  comporte en ma j o r i  t é  des xyl anes, arabi nanes e t  des acides gl ucuroniques 

(ASPINALL e t  GREENWOOD,  1962 ; WILKIE e t  WOO , 1977 ; DARVILL e t  a l . ,  1980). 

l 

On admet que c e t t e  f rac t ion  polysacchari d i  que formant des 1 i a i  sons 1 i 
l 

hydrogène avec 1 a ce1 lu lose  (BAUER e t  a l .  , 1973), const i tue  u n  polysaccharide 

de s t r uc tu r e  (DARVILL e t  a l . ,  1980) mais aucune autre  fonction ne l u i  a . 
encore é t é  a t t r ibuée .  

Les polysaccharides pectiques. Ce sont  des polymères acides e t  

neutres. La f ract ion acide consis te  en une chaine d 'ac ides  galacturoniques 
l 

(Ga1 - UA)  l i é s  enal-1,4 dans laquel le  s ' i n t e r c a l e n t  des résidus rhamnosyl I l 



Figure 2 -Aspect structural de l'acide polyuronique (pectines). 

a : chaîne d'unités acides galacturoniques. 
b : fonction acide estérifiée par un groupement métyle. 

Figure 3 -Représentation schématique de 1 'extensine séquence d 'acides aminés 
avec deux types de glycosylation, sérine et galactose (SER - G A L )  et 
hydroxyproline arabinose (Hyp - A R A ) ,  d'après LAMPOET (1965). 



( f igure  . 2 ) , cer ta ins  des groupements carboxyl i ques des r é s i  dus gal ac- 

turoniques acides sont  méthyl-es ter i f iés  (TALMADGE e t  a l . ,  1973 ; ASPINALL 

e t  al . , 1969 ,EtNEILet a l  ,lO79).A c e t t e  chai ne rhamnogal acturoni que sont  

souvent 1 fées s o i t  une arabi nane s o i t  une gal actane (ASPINALL , 1970). 

Ces polysaccharides pectiques comportent deux types de chaines 

galacturoniques (Mc NEIL e t  a l . ,  1980),  l e  rhamnogalacturonane 1 e t  l e  

rhamnogalacturonane I I .  La première f rac t ion comporte une chaine r iche 

en acide D-gal acturonique (D-gal - U A )  e t  en L-rhamnose (L-rha) , e t  une 

chaine r iche en (L-ara) e t  (0-gal ) .  Cette donnée s t r uc tu r a l e  e s t  en accord 

avec ASPINALL e t  a l .  (1968), TALMADGE e t  a l .  (1973), SIDDIQUI e t  WOOD 

(1976). 

Le second composant pectique des parois c e l l u l a i r e s  e s t  l e  

rhamno galacturonane I I  const i tué  de sep t  monosaccharides d i f f é r en t s  dont 

l e s  sucres (DARVILL e t  a l . ,  1978, SPELLMAN e t  a l . ,  1983) son t  associés 

par des 1 i  a i  sons glycosi di ques . 

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

protéine à hydroxypro l i  ne dans 1 a paroi ce1 1 ul a i r e  des t i s s u s  végétaux 

en cul ture .  Depuis, de nombreux chercheurs ont  confirmé 1 a présence de 

protéines dans l es  parois d'une gamme étendue de végétaux, q u ' i l  s ' a g i s s e  

aussi bien de ce l lu les  en cul ture  que d'organes divers  de Mono e t  de 

Dicotylédone (OLSON, 1971 ; LAMPORT e t  MILLER, 1971 ; CHRISPEELS, 1976 ; 

TALMADGE e t  a l  . , 1973 ; KEEGSTRA e t  al  . , 1973). 

La teneur des parois en protéines va r ie  de 2 à 10 % 

environ, notamment au cours de l ' é longat ion.  Les parois primaires 

sont  généralement plus r iches en protéines que l e s  parois secon- 

da i res .  La molécule représentée*sur  l a  f igure 3 e s t  appelée 



Figure 4 : 

Modèle qualitatif de la structure pariétale des cellules d'Erable 
(d'après KEEGSTA et coll., 1973). 

Fibrilles élémentaires de cellulose 

1 Xyloglucanes 

+ + Protéines pariétales (les tetraholosides sont attachés sur 
les résidus d ' hydroxyproline) 

Y- Polysaccnarides pectiques 
Z- Rhamnogalacturonanes des chaînes pectiques 

Arabinanes et 4-galactanes branchés sur les chaînes 1 pectiques 

3,6-arabinogalactanes attachés à la sérine des protéines 
pariétales 

8 
-,Résidus séryl non substitués des protéines pariétales 



1 'extensine (LAMPORT, 1965). Ce nom lu i  a é té  donné pour souligner l e  

rôle  joué par ce t te  glycoprotéine dans 1 'al  longement ce1 1 ul a i  re 

(ESQUERRE e t  MAZAU, 1981). Selon les schémas qui représentent habituel- 

lement la paroi ce1 lu l a i r e ,  ces glycoprotéines se  trouvent au voisinage 

des polysaccharides pectiques sans qu  ' i l  s o i t  possible d'apprécier l e  

processus physiologique dans lequel e l l e s  sont impliquées. 

A l a  su i te  de ces travaux, i l  a toutefois é té  possible d ' é t ab l i r  

plusieurs modèles de 1 'architecture mol écu1 aire  de 1 a paroi primai re 

(BAUER e t  a l . ,  1973; BURKE e t  a l . ,  1974: KEEGSTRA e t  a l . ,  1973 ; Mc NEIL 

e t  a l . ,  1980 ; WILDER e t  ALBERSHEIM, 1973). 

Les* figures 4 e t  5 représentent deux des modèles proposés 

par 1 'équipe ~ 'ALBERSHEIM. 

I I I  - COMPOSITION DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES. 

Les suspensions cel lulaires  é tabl ies  à par t i r  de t i ssus  végétaux 

possèdent essentiellement une paroi primaire dont la  composition globale 

e s t  identique, quelque s o i t  1 'origine du matériel ( B E C K E R  e t  a l .  , 1964 ; 

NEVINS e t  a l . ,  1967 ; BAUER e t  a l . ,  1973 ; KEEGSTRA e t  a l . ,  1973 ; 

TALMADGE e t  a l .  , 1973 ; KAT0 e t  NOGUCHI , 1976). Ces suspensions ce1 lu la i res  

1 i bèrent activement dans 1 e mi 1 ieu de cul ture des complexes macromol é- 

cul a ires  riches en polysaccharides. Leur analyse s t ructurale  e t  biochi- 

mique a montré que t ro i s  types de polysaccharides pouvaient ê t r e  

isolés  e t  caractérisés dans l e  milieu de culture des suspensions 

cel lulaires  d '  Acer ~ S ~ U ~ O P ~ ~ ~ ~ ~ U S L ~ A S P I N A L L ,  e t  a l . ,  1969, OLSON e t  a l . ,  



Figure 5 : 

S t r u c t u r e  s c h é m a t i q u e  d e  l a  p a r o i  p r i m a i r e  m o n t r a n t  les  
i n t e r - c o n n e c t i o n s  E n t r e  les  d i f f é r e n t s  t y p e s  d e  p o l y s a c c h a r i d e s .  
( ALBERSHEIIi e t  a 1.. , 197 6 ) . 



1969 ; BECKER e t  a l . ,  1964 ; WILDER e t  ALBERSHIEtIE, 1973). Ceux d'entre eux sont 

composés des sucres neutres (a rabinogal actanes e t  fucoxylogl ucanes ) e t  

l e  troisième a des propriétés acides. 11 e s t  assimilé à u n  acide pectique 

comprenant 67 % d'acide galacturonique dont 30 % e s t  sous forme méthylée. 

La composition moléculaire des polysaccharides extracel lulaires  a é t é  

étudiée à par t i r  d '  - Acer pseudoplatanus L ~ B A u E R  e t  a l . ,  1973) Nicotiana 

tabacum (OLSON e t  a l . ,  1969 ; KAT0 e t  NOGUCHI, 1976) Vinca rosea (TAKEuCHI -- 
e t  KOMAMINE, 1978) e t  - Rosa W c a  ( B A R N O U D  e t  a l . ,  1977). Les acides uroniques 

représentent 5 à 25 % de ces polysaccharides où les groupes carboxyles 

sont s o i t  méthylés,soit complexés par du calcium. Les sucres neutres 

comprennent pri nci pal ement du gl ucose , du manno se, de 1 'arabi nose, du 

galactose e t  du xylose en proportions variables: l a  fraction pectique varie 

de 6 à 18 % (OLSON e t  a l . ,  1969), la quanti t é  e t  la  composition des poly- 

saccharides extracel lulaires  changent considérablement avec l ' âge  de la 

culture comme 1 'ont mentionné TAKEUCHI e t  KOMAMINE (1978), MANTE e t  

BOLL (1976) e t  MORVAN (1982). Les protéines e t  1 'acide galacturonique 

passent de 1 e t  4 % au début, puis à 14 e t  24 % à l a  f in  de l a  culture ; dans 

l e  même temps la  quantité de glucose décroît de 40 à 10 % tandis que l e  

galactose, l e  rnannc se, l e  xylose e t  1 'arabinose augmentent. Ces variations 

de l a  composition des polysaccharides extracel lulaires  sont d ' a i l l eu r s  

para1 lè les  à ce1 les  qui interviennent dans la  paroi (OLSON e t  a l . ,  1 9  69):  

de la  même façon TAKEUCHI e t  KOMAMINE (1978) montrent que toute augmen- 

ta t ion des acides uroniques s'accompagne d'une augmentation d'arabinose 

e t  de galactose e t  d'une diminution de glucose e t  de xylose e t  que la 

synthèse de ces composés secrétés dans l e  milieu de culture e s t  plus 

active pendant l a  phase de division que pendant la phase de grandissement 

ce l lu la i re .  Toutes ces variations de composition des polymères sont l e  



Figure  6 : 

Représentation shénatique de la régulation de la synthèse des 
polysaccharides extracellulaires et de l'amidon par A% , D'après 
SASAKI et KAINUMA (1984). 



r e f l e t  de profondes modifications biochimiques e t  morphologiques in te r -  

venant dans les  cel lules  al: cours de leur croissance. 

Les travaux de MOORE (1973) montrent que la quantité e t  l a  nature 

des polysaccharides extracel lulaires  dépendent de la  composition du 

milieu de culture e t  en part icul ier  des régulateurs de croissance u t i l i s é s .  

Ceci e s t  confirmé par MANTE e t  BOLL (1978) qui montrent que l 'addi t ion 

de 2,4,D dans l e  milieu de culture d'une suspension ce l lu la i re  de 

Phaseolus vulgaris augmente la croissance mais aussi la  secrétion de 

composés pectiques acides e t  de polysaccharides neutres. De la  même façon, 

FRY (1980), FRY e t  STREET (1980), MORVAN (1982) e t  SASAKI e t  KAINUMA 

(1984) ont signalé 1 'action stimulante de 1 'acide gi bbéréll ique sur l a  

croissance e t  sur la  secrétion des polysaccharides (figure 6 ) .  

Ces auteurs ont suggéré que 1 'acide gi bbérell ique réqul e 1 a synthèse 

des polymères en même temps qu ' i l  intervient  sur l e  grandissement cellu- 

1 a i r e  (HENGELSON e t  UPPER , 1970 ; FRY e t  STREET, 1980 ; BRASSART e t  al . , 
1982) , ce qui permet de rel i e r  1 es deux phénomènes ( M O R V A N ,  1982, 

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

de la  composition de l a  fraction soluble du milieu extracel lulaire  sont 

une part icular i té  d ' u n  processus d'élongation ce l lu la i re .  Tandis que 

OLSON (1971) estime que l'environnement a r t i f i c i e l  qui entoure les  

ce1 1 ules cultivées en suspensions ce1 1 ul ai res provoque des modifications 

importantes. Les pectines qui sont constituées essentiellement par des 

polysaccharides acides localisés à la périphérie de la  paroi e t  jouent 

u n  rôle important dans la  jonction des cel lules .  La l ibérat ion de ces 

composés dans l e  milieu de culture pourrait ê t r e  due au f a i t  qu'à l a  

su i te  des divisions,  les  cellules ont tendance à se séparer e t  à r e j e t e r  



ces polysaccharides. 

Les mucilages d'origine racinaire sont d 'autres polymères poly- 

saccharidiques secrétés dans l e  milieu extérieur. Cette sor te  de secré- 

t ion es t  un phénomène général e t  contribue à la formation d'un mucigel 

qui peut ê t r e  observé dans des conditions naturelles ou a r t i f i c i e l l e s  

( C H A B O U D  e t  ROUGIER, 1981 ; HALL e t  a l . ,  1966 ; H A R R I S  e t  

NORTHCOTE,  1970 ; JONES e t  MORRE , 1973 ; EIKI e t  al . , 1980 ; PAULL e t  

JONES, 1975). Ces sécrétions mucil agi neuses comprennent essentiel  lement 

des composés polysaccharidiques de poids mol éculai re élevé ( L E P P A R D  e t  

RAl:A!IOORTHY, 1975 ; MORRE e t  a l . ,  1967 ; HARRIS e t  NORTHCOTE, 1970 ; 

JONES e t  MORRE,  1973). A l a  su i te  de ces travaux,on a aussi trouvé des 

polymères acides e t  des protéines(WR1GHT e t  NORTHCOTE, 1974 ; 1975 ; 

CHABOUD, 1983 ; LEPPARD, 1974). Ces sécrétions sont produites au moment 

de l ' exfo l ia t ion  des cel lules  de la coiffe  racinaire (ROUGIER, 1981), 

e l l e s  sont identiques à ce l les  que l ' o n  trouve dans la  paroi primaire des 

ce1 lules cultivées en suspension ( C H A B O U D ,  1983), ce qui confirme leur 

origine pari é ta le .  

La présence de mucilage au niveau de la zone d'élongation a conduit 

de nombreux auteurs à envisager que ces sécrétions avaient une action 

dans la  nutri t ion de la  plante (LEPPART e t  R A M A M O O R Ï H Y ,  1975). En e f f e t ,  une 

étude par microanalyse coup1 ée à l a  microscopie électronique à balayage 

(TAN e t  NOPAMORNBODY, 1979) a permis de suivre leurs mouvements e t  leur 

dis t r ibut ion dans la zone rhizosphérique du sol e t  dans les t issus de la 

plante. Les éléments n u t r i t i f s  s'accumulent dans l e  mucilage en les 

chélatant,  ou en les  complexant. 
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Actuellement l e  rôle exact e t  l e  mode d'action de ces polysaccha- 

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

IV - EVOLUTION D E  L A  PAROI AU COURS D E  LA CROISSANCE CELLULAIRE. 

Les propriétés mécaniques de la paroi des cellules en relation 

avec les taux de croissance ainsi que l ' ac t ion  de différents  facteurs 

t e l s  que les  hormones e t  l a  pression osmotique, ont é t é  l ' ob je t  d'études 

par de nombreux auteurs (FERRIER e t  DAINTY, 1977 ; KAMIYA e t  a l .  , 1962 ; 

METRAUX e t  a l . ,  1980 ; VINTERS e t  a l . ,  1977 ; BATES e t  R A Y ,  1981). 

En e f f e t  , l e  relâchement de la  paroi ce l lu la i re  peut s 'expliquer 

par u n  mécanisme moléculaire qui consiste en une rupture des l iaisons 

hydrogène entre l a  cellulose e t  les xyloglucanes (KEEGSTRA e t  a l . ,  1973). 

Cette hypothèse e s t  renforcée par les  études de LABAVITCH e t  R A Y  (1974) ; 

ces auteurs suggèrent que l e  traitement par l 'auxine entraîne la trans- 

formation des xyloglucanes pariétaux (d'une forme insoluble à une forme 

soluble dans l ' e a u ) ,  conduisant à leur  séparation de l a  cellulose e t  

favorisant ainsi  l e  glissement des microfi bril  l es  d o n t  l a  présence e s t  

indispensable à l 'élongation. Cet e f f e t  e s t  probablement l i é  à une rupture 

des l iaisons H+ entre les  xyloglucanes e t  la  cellulose (LABAVITCH e t  

RAY, 1974). 

La dégradation des B-glucanes non celluloSiques e s t  également 

en corrélation avec l 'auxine qui induit l 'élongation ce l lu la i re  

(SAKURAI e t  MASUDA, 1977). Par a i l leurs ,  (NISHITAP~I  e t  MASUDA,1980) 



1 'arabinogalactane e s t  responsable des propriétés mécaniques de la paroi 

des ce1 1 ul es de Tabac. Cependant, sel on  LAMPORT (1965) 1 e contrôle de 

1 ' ex tens ib i l i té  de la  paroi ce l lu la i re  se ra i t  l i é  8 1 'exis te~ice d'une 

glycoprotéi ne (extensine) riche en hydroxyprol i ne, en arabi nose e t  en 

galactose au niveau de la  paroi primaire de l a  cel lule  végétale. 

Ainsi, les auteurs tendent à l i e r  la  croissance ce l lu la i re  à des 

variations de l a  composition de la  paroi (sucresou protéines). HAGER e t  

a l .  (1971), CLELAND (1971) mentionnent que 1 'auxine stimule une pompe 

à protons dans la  membrane plasmique e t  provoque ainsi une acidi fication 

de la paroi ce l lu l a i r e .  La diminution d u  pH au niveau de la  paroi active alors 

une "enzyme" qui se trouve ainsi à son pH optima1 ; l ' a c t i v i t é  de ce t te  

enzyme provoquerait l a  rupture des l iaisons polysaccharidiques e t  par 

conséquent 1 ' ex tens ib i l i t é  e t  1 'élongation de l a  paroi ce l lu la i re .  

Cette hypothèse a é té  confirmée par JACOBS e t  RAY (1975), D R E Y E R  

e t  a l .  (1981), EVANS e t  VESPER (1980) ainsi que par T E R R Y  e t  JONES (1981) 

q u i  o n t  étudié les e f f e t s  de l'auxine e t  de l ' ac ide  sur la  croissance; 

ces auteurs ont montré que ces e f fe t s  sont inhibés à basse température, 

ce qui a confirmé 1 ' e f f e t  enzymatique. Par a i l l eu r s ,  B U C K H O U T  e t  a l .  

(1981) montrent que 1 'auxi ne provoque 1 'excrétion d'ions bivalents 

par la paroi ce l lu l a i r e ,  e t  que cet te  excrétion e s t  accompagnée d'une diminution 

du  nombre de s i t e s  d'association (par l e  calcium) des polysaccharides 

membranai res . 



L'ensemble de ces résul ta ts  montre 1 'importance de la paroi 

ce1 lu1 a i r e  comme ci b1 e pour 1 es hormones qui stimul ent 1 'extension ce1 1 u-  

l a i r e .  

Ainsi i l  y a une corrélation entre la croissance e t  l e  relache- 

ment pariétal  des ce1 1 ules t r a i t ées  par 1 'acide gi bbéréll ique- (STUART 

e t  JONES, 1977; KATSU e t  KAMISKA, 1983). En effet,FRY (1980) mentionne 

4 modes possibles d 'action de l a  gibbérrel l ine  sur l e  relâchement parié- 

ta l  : 1/ 1 a secrétion de polyméres polysaccharidiques qui favoriserai t  

l e  relâchement, 2/ 1 ' inhi bition des autres polymères structuraux 

(protéine riche en hydroxyprol i  ne) qui entrai  nerai t 1 a r ig id i té  de 1 a 

paroi, 3/ 1 'activation d'une enzyme qui provoquerait l a  lyse de l a  paroi 

(par exemple la glucanase), 4/ 1 ' inhibit ion de la sécrétion des peroxydases 

qui rendrait les parois plus rigides.  L'étude de la  paroi ce l lu la i re  

durant l a  croissance (STODDART e t  NORTHCOTE, 1967 ; ASAI1IZU e t  a l . ,  1984) 

permet chez . l  'Erable de distinguer deux types d'acides dans la  fractiori 

pectique des parois. Au début de la  culture,ces auteurs mentionnent la 

présence d ' u n  acide "faible" contenant une for te  proportion de sucres 

neutres (arabinose e t  galactose),  puis en f in  de cul ture ,  u n  acide "fort" 

où les  sucres neutres sont à l ' é t a t  de t race.  Les variations de l a  

transformation de l ' a c i d i t é  de la  paroi au cours de l a  croissance, 

(figure 7 ) suggèrent son rôle important dans l e  déroulement de la  

croissance ce11 ul ai re. 
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Figure 7 : Relations entre les différentes fractions isolées des 
substances pectiques des parois dTErable 
d'après STODDART et NORTHCOTE (1967). 

Par a i l l e u r s ,  deux phases ont é t é  mises en évidence sur les 

courbes de t i t r a g e  de l a  paroi des ce1 lules  de Lemna min0r.L récol tées - 
en phase exponentielle de croissance ( M O R V A N ,  1977). A 1 ' inverse,  les 

courbes de t i t r age  des parois issues de cellules en phase stationnaire 

ne font apparaître qu'une seule phase (BIGOT e t  BINET, 1984) ; ce qui 

permet de considérer que les transports ioniques vers les cellules 

seraient  f a c i l i t é s  par les gradients de pH pariétaux. 

La variation t r è s  complexe de l a  composition des polysaccharides 

pariétaux,au cours de la  croissance,reflète les fonctions polyvalentes de 

ces substances. Ainsi,chocun des composants pariétaux semble intervenir.  



Cependant,les composés l ibérés dans l e  milieu extracel lulaire  

ont les  mêmes caractères que ceux de la  paroi ce l lu l a i r e ,  e t  sont donc 

susceptibles de modifier les  paramètres e t  les propriétés du milieu. 

V - MILIEU D E  CULTURE ET CROISSANCE. 

Dès q u ' i l s  ont obtenu des ce1 lules séparées à par t i r  de cals 

f r iables  , certains auteurs ont tenté de les  cul t iver  mais sans succès ; 

les milieux de culture q u i  permettaient la  croissance des cals dont les 

cel lules  étaient  issues,ne convenaient pas. En  1937, GAUTHERET,étudiant 

1 'action de l a  racine sur la  survie des cel lules  de co i f fe , s laperçut  que 

l a  durée de vie de ces cel lules  é t a i t  considérablement augmentée lorsqu'un 

fragment de racine é t a i t  maintenu dans l e  m i  1 ieu. 

MUIR e t  a l .  (1958) ont obtenu pour l a  première fois la  prolifé- 

ration de cellules isolées en u t i l i s an t  un support de papier à f i l t r e  

maintenu au contact d'un t i s su  nourricier,  puis ces chercheurs ont f a i t  

àppel à des colonies t i s su la i r e s  nourrices : les cel lules  se trouvaient 

donc au contact des exsudats du cal ayant préalablement proliféré.  

E n f i n ,  JONES e t  a1 . (1960) ont eu 1 'idée de mettre en clil ture  

des cel lules  isolées dans u n  milieu où avaient déjà poussé des colonies 

t i s su la i r e s  que 1 'on appel l e  "milieu conditionné". 

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

ce l lu l a i r e s , l e  pourcentage de colonies t i ssu la i res  dépendrait de la  con- 



centration i n i t i a l e  des ce l lu les ,  ce qui é t a i t  une forme de conditionnement. 

Les travaux ul tér ieurs  deSTREET (1966) montrent que les  cellules cultivées 

en suspension secrètent des métabolites e t  des enzymes dans l e  milieu de 

culture ; ces sécrétions entraînent l e  conditionnement du milieu par act i -  

vation de la  croissance. De ce f a i t ,  e l l e s  sont souvent considérées comme 

des facteurs essent iels  au passage des cel lules  de l a  phase stationnaire à 

des cellules capables de se  diviser  en phase exponentielle. 

Les composés organiques émis dans l e  milieu de culture par les  

t i ssus  végétaux ont un rôle important dans l e  maintien de la  concentration 

de f e r  en solution, ( H E L L E R  e t  RICHEZ, 1959 ; HELLER e t  a l . ,  1968) ; en 

e f f e t  l 'al imentation en f e r  e s t  d i f f i c i l e  aux pH élevés ( l a  précipitation de 

f e r  a l ieu à pH 5 ,2  en l'absence de chélateur).  L'analyse du  phénomène de 

conditionnement montre que des substances non spécifiques (obtenues avec 

des espèces diffërentes)  que diffusent des cals nourrices, sont responsa- 

bles du conditionnement du milieu de culture (BENBADIS, 1965, 1968 ; LUTZ, 

1966). 

L'analyse biochimique des milieuxconditionnés (STUART e t  STREET, 

1969, 1971) montre l a  présence d'acides aminés e t  des composés volat i les  ; 

ces acides aminés additionnés à l ' ac ide  gibbérellique à l a  concentration 

de 0,25 mg . l - l e t  iï pH 6,4 permet de reduire la concentration de l ' i no -  

culum ce1 lu la i re .  

LE problème oose par l e  milieu de culture a pu ê t r e  résolu par 

GLEBA (1978), q u i  a pu f a i r e  se  développer u n  seul protoplaste dans u n  m i -  

l ieu normal . 



Par ai  11 eurs , MORVAN (1982) , en étudiant 1 a suspension ce1 1 u1 ai re  

de Silène,cbtient un e f f e t  stimulant sur  la  croissance en introduisant 

dans l e  milieu de culture des polymères pectiques acides ex t r a i t s  d ' u n  

milieu conditionné, par une suspension ce l lu la i re  de Silène. 

Très récemment,YORK e t  a l .  (1984) isolent à part i r  du 

m i  l ieu de culture d'une suspension ce1 lu la i re  ( d  'Acer pseudoplatanus L.)une - 
fraction polysaccharidique extracel lu1 a i re  (xylogl ucane) q u i  a u n  e f f e t  

inhibiteur sur  l a  croissance ce l lu la i re .  

Bien que les propriétés biologiques de composés l ibérés  par les  

cel lules  en cul ture ,  dans u n  milieu l iquide,  soient  encore mal connues, 

nous avons voulu déterminer les e f fe t s  des composés pectiques acides 

l ibérés  par les  ce1 lules de Silène, de Ronce ou de Tabac e t  rechercher 

l e  mode d 'act ion des composés impliqués dans 1 'activation de !a croissance. 



1 - CULTURE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES. 

1. Oriqine du matériel biologique. 

Les t ro i s  souches de suspensions cel lulaires  que nous avons 

u t i l i sées  sont entretenues au 1 aboratoi re depuis pl usieurs années. 

La suspension ce l lu la i re  de Silène (Silene -- alba (Miller) E . H . L .  

. Krause) a é t é  isolée par DUBOIS e t  l a  méthode de culture décri te  avec 

précision (DUBOIS e t  BOURIQUET, 1974). 

La souche de Ronce (Rubus - fructicosus L .  ) e s t  cultivée sous 

forme de colonie t i s su la i r e  sur l e  milieu minéral de H E L L E R  (1953) 

gélose e t  additionné de glucose (20 g.l-') e t  de chlorhydrate de 

thiamine ( 1 0 - ~  g.l'l). Pour i so ler  l a  suspension ce l lu la i re  on dila- 

cère une ou  deux colonies t i ssu la i res  au moyen de pinces s t é r i l e s ,  

l es  fragments sont introduits dans une f io le  contenant l e  milieu de 

culture 1 iquide. Après deux semaines, la  suspension e s t  trBs hétéro- 

gène e t  i l  convient de séparer les agrégats obtenus sur u n  tamis s t é r i l e .  

100 ml du f i l t r a t  obtenu sont introduits dans une f io le  contenant une 

quanti t é  égale de mi 1 ieu neuf. Les repiquages ultérieurs destinés à 

l ' en t r e t i en  de l a  souche sont réalisés tous les t ren te  jours en trans- 

férant  20 m l  de suspension dans des f io les  contenant chacune 200 ml de 

milieu neuf. 



A 

COY~POSITION D U  MILIIU CONCEKTXATION ( g / l  ) 

N i t r a t e  d e  c a l c i u m  C a ( 1 0 3 )  2,4H20 290.10:: 
C h l o r u r e  d e  p o t a s s i u m  KCL 6 5 .  1 0 - 3  
N i t r a t e  d e  p o t a s s i u m  K N O  3 1 9 6 0 .  I O _ 3  
S u l f a t e  d e  m a 3 n é s i u m  MgSG&, 7H20 3 6 0 .  1 0 - 3  
P h o s p h a t e  m o n o p o t a s s i q u e  KP04H2 5 0 0 .  1 0 - 3  
P h o s p h a t e  d i s o d i q u e  Na 2P04H, 12H O 9 7 . 1 0  

2  

- 3  
S u l f a t e  d e  f e r  F e S 0 4 , 7 9 2 0  2 , 7 8 5 .  

NazEDTA 3 , 7 2 5 . 1 0  
A c i d e  b o r i q u e  fi3 EO 3 1 , 5 0 . 1 0 1 $  
I o d u r e  d e  p o t a s s i u m  K I  0 , 7 5 . 1 0 - 3  
Sul!£ a t e  d e  m a n g a n è s e  MnSO 4, 4H20 4 , 5 0 . 1 0 - 3  
S u l f a t e  d e  z i n c  Z n S 0 4  1 , 5 0 . 1 0  

S a c c h a r o s e  20  

- -- - 

- 3 
T h i a m i n e ,  HCL V i t a m i n e  B1 1.  1 0 - ~  
A c i d e  2,4-dichlorophénoxyacétique 2,4-D 1 . 1 0  

Tableau 1 : C o m p o s i t i o n  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  des s u s p e n s i o n s  
c e l l u l a i r e s  d e  S i l è n e .  
S o l u t i o n  d e  LAMPORT m o d i f i é e  p a r  LESCURE ( 1 9 6 6 )  



Les cel lules  de Tabac sont également obtenues par dissociation 

des colonies t i s su la i r e s  entretenues au laboratoire sur mi 1 ieu gélosé. 

2. Méthode de culture 

La culture des suspensions ce l lu la i res  e s t  réalisée dans des 

f ioles  de 500 ml contenant 200 ml de milieu n o n  renouvelé (batch cul ture) .  

Afin d ' év i t e r  les risques d' interférence, 1  es ce1 1 ules sont 

séparées d u  milieu de culture par fi l ' t ration sur u n  entonnoir de Büchner 

garni d'un papier f i l t r e ,  les  cellules sont prélevées à 1 'aide d'une 

cui l lè re  en verre pyrex e t  introduites dans les f io les  à ensereqcer à 

raison de deux cui 1 lerées par f iole  s o i t  3  + 0,2 g. Les f ioles  sont alors - 
placées inclinées à 45" sur u n  agitateur ro t a t i f  tournant à l a  vitesse 

de 70 tours par minute, en 1 umière continue (1000 1 ux au niveau des 

f io l e s )  e t  sont maintenues à l a  température de 21  + 1°C. - 

3. Milieux nu t r i t i f s  

Les sol utions minéral es uti 1  isées sont ce1 1 e  de LESCURE (1966) 

pour les  cel lules  de Silène, cel le  de HELLER (1953) pour les cellules 

de Ronce e t  ce l le  de MURASHIGE e t  SKOOG (1962) pour les cellules de 

Tabac. E!-~us avons ajouté 20 g.l'l d? saccharose, 1om3 1 de chlorhy- 

drate de thiamine ainsi que d'acide 2,4-dichlorophénoxyacét ique aux 

deux premières e t  10 g . l - l  de saccharose, 0,4 mg.l-' de Thiamine, 0,2  mg.^-' 
de 2,4-D à l a  troisième solution ( ~ a b l ~ ~ ~ i t l ,  2, 3 )  



1 COMPOSITION D U  MILIEU CONCENTRATION ( g / l  ) I 

C h l o r u r e  de  c a l c i u m  
C h l o r u r e  d e  p o t a s s i u m  
N i t r a t e  d e  s o d i u m  ' S u l f a t e  d e  m a g n é s i u m  
P h o s p h a t e  m o n o s o d i q u e  

CaCL2,2H20 
KCL 

C h l o r u r e  d e  f e r  
S u l f a t e  d e  z i n c  
A c i d e  b o r i q u e  
S u l f a t e  d e  m a n g a n è s e  
S u l f a t e  d e  c u i v r e  
C h l o r u r e  d ' a l u m i n i u m  
C h l o r u r e  de  n i c k e l  
I o d u r e  d e  p o t a s s i u m  

S a c c h a r o s e  

T h i a m i n e ,  HCL V i t a m i n e  B1 
A c i d e  2,4-dichlorophénoxyacétique 2,4-D 

Tableau 2 : C o m p o s i t i o n  du  m i l i e u  d e  c u l t u r e  d e s  s u s p e n s i o n s  
c e l l u l a i r e s  d e  R o n c e .  
S o l u t i o n  d e  HELLER ( 1 9 5 3 )  



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

Elément s Solution mère (SM) Milieu de culture 

ml SM11 mg/l 

Eléménts minéraux : macroéléments 

165 g/l 10 ml 1650 
190 g/l 10 ml 1900 
44 g/l 10 ml 440 

MgSO ,7H20 37 g/l 10 ml 370 
~ ~ 2 ~ 8 4  17 0/1 10 ml 170 

Eléménts minéraux : microéléments 

H3B03 620 mg/500 ml 5 ml 6,2 
MnS04,H O 1690 mg1500 ml 5 ml 16,9 
ZnS04, 7g20 1060 mg/500 ml 5 ml 8,6 * ,d ia  

KI 83 mg/500 ml 5 ml 0,83 ,:a6 
Na Mo0 , 2H20 25 mg1500 ml 5 ml O, 25 ,..t2! 
CU~O,, h20 2,5 mg/500 ml 5 ml O, 025 
CoC1 2, 6H20 2,5 mg/500 ml 5 ml 0,025 

FeS04, 7H20 2780 mg/500 ml 10 ml 27,80 
Na *, EDTA ,2H 20 3730 mg1500 ml 10 ml 37,30 

saccharose 10,000 

' 
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Figure 8 - Schéma récapitulatif des opérations de séparation 
et de mesure des polysaccharides extracellulaires 



I I  - APPRECIATION DE L A  CROISSANCE 

La croissance e s t  déterminée par la  mesure des poids de 

matière fraîche (P.F. ) ,  de matière sèche (P.S.) e t  par l e  nombre de 

cel lules  par m i l l i l i t r e  de suspension. Le dénombrement des cel lules  

s 'effectue sur une cellule de Nageotte, après dispersion des amàs par 

l ' ac ide  chroinique à 10 % ( 2 4  heures à 4.OC) e t  plusieurs passages de la 

suspension par une aigui l le  hypodermique (P = 0,8 m m )  montée sur une 

seringue. Une partie aliquote de la suspension ainsi  dissociée e s t  uti-  

l i s é e  pour apprécier la  t a i l l e  des ce l lu les .  

I I I  - SEPARATION ET MESURE DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES 

Les cel lules  sont prélevées à intervalles réguliers pendant la  

durée de la  culture (Figure8 ) .  Le contenu de chaque f io le  e s t  versé 

dans u n  entonnoir de Büchner garni d ' u n  papier f i l t r e  e t  la  f i l t r a t i o n  

se déroule sous vids jusqu'à écoulement total  du milieu. Les cellules 

sont recuei l l ies  e t  pesées (poids de matière frarche) ,  l e  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 e s t  mesurGe par la 

méfhode à l 'orcinol  sulfurique de TILLMANS e t  PHILIPPI (1929) modifiée 

par RIPIINGTON (1931). 11 s ' a g i t  d'une réaction colorée classique obtenue 



p a r  condensat ion e n t r e  1 ' o r c i n o l  ( d i  hydroxy- to luène)  e t  l e s  p r o d u i t s  

de dégrada t ion  des hexoses p a r  H2S04. 

Le mode o p é r a t o i r e  e s t  c e l u i  p r é c i s é  par  MONTREUIL e t  a l .  

(1981).  Dans des tubes à essa i s  sont  i n t r o d u i t s  successivement : 

- 1 ml de l a  s o l u t i o n  à doser renfermant  au maximum 

200 pg.ml-l d 'oses 

- 2 ml de s o l u t i o n  d ' o r c i n o l  obtenue en d i s s o l v a n t  1,5 g 

d ' o r c i n o l  dans 100 ml  de s o l u t i o n  aqueuse de H2S04 à 30 % 

- 15 ml d 'une s o l u t i o n  de H2S04 à 60 %. 

Les tubes son t  a g i t é s  pour o b t e n i r  un mélange homogène pu i s  

p lacés pendant 20 mn dans un ba in-mar ie  r é g l é  à 80°C. I l s  son t  a l o r s  

r e f r o i d i s  sous un couran t  d 'eau f r o i d e  p u i s  placés à l ' o b s c u r i t é  pendant 

45 minutes. La d e n s i t é  op t i que  e s t  mesurée à 510 nm con t re  un b lanc  

préparé comme précédemment où l a  s o l u t i o n  d'oses e s t  remplacée par  1 m l  

d 'eau d i s t i l l é e .  Deux tubes témoins contenant  respect ivement  100 e t  

200 pg.ml- l  de glucose permet ten t  d ' é t a l o n n e r  l e s  mesures. 

2. Iso lement  de l a  f r a c t i o n  po lysacchar id ique  ac ide  

Le ce tav lon  (bromure de N-acétyl-N ,N,N-tr iméthyl ammonium) e s t  

un i o n  ammonium qua te rna i re  q u i  p r é c i  p i  t e  sé lec t i vement  l e s  molécules 

chargées négativement e t  par  conséquent l e s  po lysacchar ides ac ides à 

groupement carboxy l ique .  Le mode o p é r a t o i r e  e s t  c e l u i  p récon isé  par  

SCOTT (1965) : à 20 m l  de m i l i e u  de c u l t u r e  sont  a j ou tés  20 m l  d 'une 

s o l u t i o n  de ce tav lon  à 3 % e t  l e  mélange e s t  p lacé  à qua t re  degrés pendant 
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une nuit af in  de permettre une préci pi tation complète. Après retour à l a  

température ambiante, l e  mélange e s t  séparé por centrifugation à 2000 g 

pendant une heure. Le culot e s t  redissous dans 5 ml d'une solution de 

NaC1 0,2 M puis on précipite à nouveau les polysaccharides acides par 

six volumes d'éthanol absolu à 4°C pendant une nuit. Une centrifugation 

à 2000 g pendant une heure permet d'éliminer l e  surnageant alcoolique, 

l e  culot de polysaccharides e s t  alors redissous dans 10 ml d'eau 

d i s t i  11 ée pour doser les  acides uroniques contenus dans ces polymères. 

La nécessité de disposer de quantités importantes de polymères 

en vue de leur étude ultérieure a  conduit à modifier l e  protocole expé- 

rimental (Figure 9 ) : à par t i r  du vol ume maximum de mil ieu de culture 

récupéré en phase s tat ionnaire ,  une évaporation sous vide permet d 'avoi r  

u n  volume réduit auquel on ajoute une quantité suffisante de solution de 

cetavlon à 3 %, l a  s u i t e  des opérations e s t  identique à cel le  décrite 

précédemment. Le culot obtenu e s t  congelé puis lyophilisé. La poudre 

e s t  conservée à l ' a b r i  de l'humidité e t  de l a  lumière. 

3 .  Mesure des acides uroniques 

Les acides uroniques compris dans les  polymères ex t ra i t s  d u  

milieu de culture e t  solubles dans l ' e au ,  sont mesurés par la méthode 

d u  carbazole su1 furique de DISCHE (1947). Le carbazole (di benzopyrrole) 

réagit  avec les acides uroniques en milieu su1 furique e t  à chaud pour 

donner une coloration rose caractéristique. 

Dans des tubes à essais sont ajoutés : 



- 1 ml de la solution à doser renfermant de 20 à 2 0 0 ~ ~ . r n l - '  

d'acide uronique 

- 6 ml de H2S04 concentré. 

Le mélange e s t  ag i té ,  refroidi rapidement, puis 0,2 ml de 

solution de carbazole à 0, l  % dans l ' a lcool  absolu sont ajoutés. 

Après une nouvelle agitation. les tubes sont placés à 100°C 

pendant 20 mn (bain-marie), puis la issés  pendant t ro i s  heures à 

1 'obscurité. 

La densité optique e s t  mesurée à 530 nm contre u n  blanc préparé 

de la même façon que précédemment où l a  solution d'oses e s t  remplacée 

par de l ' eau  d i s t i l l é e .  

Par ai 1 leurs ,  une se r i e  de témoins contenant respecti vement 

20,  50, 100, 150,  2 0 0 ~ ~ . r n i - ~  d'acide gi ucuranique serviront à étalonner 

1 es mesures . 

IV - DOSAGE DES GIBBERELLINES D U  MILIEU D E  C U L T U R E  

1. Extraction des gi bbérell i  nes 

Le milieu de culture d'une f io l e  récupéré à l a  fin de l a  crois- 

sance des cel lules  e s t  évaporé à sec à 3S°C, au moyen d'un évaporateur 

Büchi . Ensui t e ,  les gibbérellines sont extrai tes  avec 30 ml de méthanol 

80 % pendant 4 heures à 4°C ( 3  f o i s ) ,  puis avec 30 ml d 'acétate  d'éthyle 



à 4°C (3  f o i s ) .  C ' e x t r a i t  e s t  a l o r s  évaporé à sec à 35°C. 

L ' e x t r a c t i o n  des g i b b é r e l l i n e s  à p a r t i r  des PPA (200 mg) e s t  

f a i t e ,  d i rec tement ,  avec l e  méthanol 80 % e t  l ' a c é t a t e  d ' é t y l e .  L ' e x t r a i t  

e s t  e n s u i t e  évaporé à sec à 3S°C, comme précédemment. 

I 2 .  A p p l i c a t i o n  s u r  chromatograrnmes 

Chaque e x t r a i t  e s t  s o l u b i l i s é  dans 4 0 0 ~ 1  de méthanol  80 %. 

Ce t te  p r i s e  d ' e s s a i  e s t  déposée à 1  ' a i d e  d 'une  m i c r o p i p e t t e  s u r  une 

plaque de ge l  de S i l i c e  ( 5  cm x 20 cm, NERCK, F 254). Les substances non 

so lub les  dans l e  méthanol son t  r e p r i s e s  dans 400 1  d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  P 
p u r  e t  son t  déposees s u r  l a  même p laque de ge l  de s i l i c e .  

Le chromatogramme témoin e s t  préparé en déposant 4 0 0 2 1  de 

méthanol à 80 % + 4001111 d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  p u r  s u r  une p laque de ge l  de 

s i l i c e ,  c e t  essa i  e s t  appe lé  : "Témoin s o l v a n t " .  

Les plaques s o n t  chromatographiées simultanément dans l e  s o l v a n t  

isopropanol-ammoniaque-eau (80/0,05/1,95 V / V )  , s u r  une hau teu r  de 18  cm 

(Température : 18°C - o b s c u r i t é ) .  
I 

3. T e s t u l a i t u e "  (FRANKLAND e t  WAREING, 1960, m o d i f i é  par  

COUILLEROT, 1976).  

Les t e s t s  son t  r é a l i s é s  avec Lactuca s a t i v a ,  c u l t i v a r  Ba tav i a  

b londe dorée de pr in temps.  Après passage dans 1  ' hypoch lo r i  t e  (30 g / l  ) , 



i l 
les  graines de la i  tues sont rincées dans 1 'eau s t é r i l e  e t  ensemencées 

! aseptiquement sur papier f i l t r e  humide dans des boîtes de pétri  e t  mises 
1 
1 

l à germer à 1 'obscurité à 25°C. 

Des pe t i t s  tubes de verre sont remplis avec 5 ml de milieu 

gélosé à 0,s  % contenant les  éléments minéraux de l a  solution de Heller. 

Chaque pe t i t  tube es t  placé à 1 ' in té r ieur  d'un tube de Borrel, o ù  

l'atmosphère e s t  maintenue humide grâce à u n  fragment d'éponge mouillée. 

L'ensemble e s t  ensuite s t é r i l i s é  à 110°C durant 20 mn. 

Les chromatogrammes précédemment réal i sés (ex t ra i t s  e t  témoins 

solvants) sont partagés en 10 bandes de 5 cm x 1 ,8  cm, l e  gel de s i l i c e  

de chaque Rf e s t  grat té  e t  introduit  stérilement dans u n  tube contenant 

l e  milieu gélosé, auquel nous ajoutons 1 ml d'eau s t e r i l e .  L'élution d u  

gel se poursuit durant 3 h ,  puis dix germinations de la i tue  de 2 jours, 

sont repiquées dans chaque flacon e t  les tubes sont mis en culture 

(2300 lux, 24"C, 1 6  h de jour/ 8 h de nui t ) .  

Après 1 5  jours de culture,  pour chaque Rf, la  lonoueur moyenne 

pour 1 0  hypocotyles de la i tue  e s t  comparée à ce l le  obtenue pour l e  témoin 

solvant e t  pour une gamme d'étalonnage effectuée avec des solutions de 
l 

AGg à di fférentes concentrations (10-1 à 1 0 * ~ ~ ~ / m l )  . 

4. ~est%lbumen d'orgee ( C O O M B E  e t  a l . ,  1967) modifié par 

COUILLEROT, 1976) .  

Ce t e s t  nous permet de doser simultanément les sucres réducteurs 



e t  l ' a c t i v i t é  gibbérellique des ex t ra i t s .  On divise l ' e x t r a i t  en deux 

lo t s  qui sont évaporés sous vide,  une s é r i e  d 'essais sans albumen d'orge 

permet de doser les  sucres réducteurs d u  mi 1 ieu de culture ou des PPA ; 

l ' a u t r e  sér ie  reçoit  les albumens d'orge. Les deux t e s t s  sont préparés 

en même temps à par t i r  d'un méme e x t r a i t ,  en considérant chaque fois des 

prises d 'essais  de 400 1 .  Y 

Les chromatogramrnes obtenus avec l ' e x t r a i t  e t  avec l e  solvant 

sont partagés en 10 zones de R f  ; l e  gel de s i l i c e  e s t  grat té  e t  intro- 

dui t  dans une f io l e  de 25 ml où 1 'on ajoute 2 ml d'eau d i s t i l l é e  e t  0,2 

ml d'une solution de sulfate de streptomycine à 0,2 %. Dacs l 'une des 

deux sé r i e s ,  on ajoute l'albumen d'orge. 

L'orge u t i l i s ée  e s t  une variété d'orge nue (lignée 113 sélection- 

née par 1 'INRA de Clermont-Ferrzct). Les grains sont groupés selon leur 

poids e t  o n  u t i l i s e  toujours l e  même l o t  de graines pour u n  dosage. Les 

graines sont mises à tremper à + 4 Co 3 heures, puis on supprime pour 

chaque graine 1 'extrémité d i s t a l e  (qui porte l'embryon) sur une longueur 

de 4 mm e t  1  'on pèse 1 'a l  bumen privé de sa zone embryonnaire. O n  pré1 ève 

deux albumens par essai ; ceux-ci sont choisis selon leur  poids, la  

quanti t é  de substrat  (100 mg) soumise à 1 'hydrolyse restant toujours la 

même d'un essai à l ' a u t r e .  Ensuite, les albumens sont coupés en deux, 

longitudinalement, puis introduits dans 1 a  f io l e ,  1  a  face coupée di rigée 

vers l e  bas, baignant dans l e  l iqu ide .  Un essai blanc s e r t  à mesurer 

l ' a c t i v i t é  amylasique du substrat .  

Les sér ies  sans albumen e t  avec albumen sont mises à incuber a u  

même moment à 29°C pendant 20 h .  Le liquide de chaque f io l e  récupéré es t  



complété à 10 ml avec de 1 'eau d i s t i l l é e ,  puis f i l t r é  su r  amberl i t e  

120 H'. On p ipet te  1 ml de f i l t r a t  e t  on dose l e s  sucres réducteurs par 

l a  méthode de NELSON (1944). La D . O .  e s t  mesurée à 650 nm au spectropho- 

tomèt re. 

V - CULTURE DES PLANTULES D'ENDIVE, 

1. Aseptisation des graines d '  Endive (va r i é t é  hâ t ive ) .  

Le principe e s t  l e  suivant  : 

- Tremper l e s  graines dans une solut ion de mercryl pendant 10 m n ,  

puis dans de 1 'éthanol à 70°C durant 5 m n ; 

- Tremper, durant 1 5  m n ,  dans une solution d'hypochlorite de 

calcium à 90 g.l'' à laquel le  on ajoute du mercryl laurylé  à 5 % ; 

- Rincer 3 fo is  à l ' e a u  déminéralisée s t é r i l e .  Au dernier  rinçage, 

l e s  graines sont  1 ai ssées dans 1 'eau 1 h .  

Les graines sont a lo r s  déposées dans des boîtes de pet r i  contenant 

u n  milieu n u t r i t i f  de Heller plus 1 % de saccharose. Ce milieu e s t  so l i -  

d i f i é  par de l a  gélose (Agar à 8 %).  Le milieu e s t  autoclavé à 110°C 

pendant 20 mn. Les graines sont mises à germer (10 j)  dans une pièce 

éc l a i r ée  18 h par jour e t  à une température de 22°C. 

2. La mise en cu l tu re  des p lantules  d ' ~ n d i v e .  

Le milieu de repiquage contient  l a  solution nu t r i t ive  de KELLER 



d i l u é e  au 1/2 + 1 0 9 g / m l  de PPA + 2 % de saccharose. Ce m i l i e u  e s t  auto-  

c l a v é  à l l O ° C  pendant 20 mn. A 1 0  jours,les p l a n t u l e s  s o n t  t r a n s f é r é e s  

dans ce m i l i e u  s u r  un suppor t  de pap ie r  f i l t r e .  E l l e s  s o n t  placées dans 

une p i èce  à 22"C, é c l a i r é e  18 h  pa r  j o u r .  Les P.F. e t  P.S. son t  mesurés 

après 60 j o u r s .  





EXCRETION DE POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES AU COURS 

DE LA CULTURE DES SUSPENSIONS CELLULAIRES. 



1 - INTRODUCTION. 

Les systèmes biologiques que l 'on cultive sous l e  nom de sus- 

pensions ce1 lulai res sont constitués par u n  ensemble de ce1 1 ules isolées 

e t  de massifs ce1 lulaires comprenant u n  nombre plus ou moins élevé de cel- 

lules non séparées les unes des autres. L'existence de ces agrégats cel- 

lulaires es t  l iée  au f a i t  que les deux cellules f i l l e s  issues de la divi- 

sion d'une cellule mère dans la  plupart des cas restent liées pa r  leur 

paroi pectocel 1 ul usique. 

Au cours de 1 a croissance de ce massif , 1 es propriétés des parois 

se modifient, chaque cellule évolue vers une forme subsphérique avec réduc- 

t i o n  des surfaces q u i  rel ient  les cellules de la périphérie du massif à 

leurs voisines . L'agitation mécanique de 1 a cul ture condui t à 1 a 1 i bérati on 

de cellules ou de petits massifs périphériques, i 1 en résulte donc une 

situation d'équi 1 i bre dans la  suspension cultivée qui es t  donc constituée 

d ' u n  ensemble de massifs al lant de quelques dizaines, voire de quelques 

centaines de cellules à la cellule isolée. Cette situation d'équilibre 

sera donc caractérisée par une composition moyenne en agrégats de t a i l l es  

va r i  ab1 es. 

II es t  également nécessaire d ' insister  sur certaines des parti cu- 

l ar i  tés structural es de l a ce1 l ul e végétale cultivée en mi l ieu liquide : 

la présence d'une vacuole importante e t  d 'une paroi de faible épaisseur 

La fiqure 10 donne une vue très schématique d'une tel l e  

cellule. Il es t  donc c la i r  que 1 'augmentation de surface cellulaire imposée 

par la  vac~~ole e t  1 'imoortance du milieu extérieur en relation directe avec 



Figure 10 - SCHEM D'ORGANISATION GENERALE D'UNE CELLULE DE PLANTE 

CULTIVEE EN MILIEU LIQUIDE ET DIXENSIONS CORRESPONDANTES 

paroi:[p] epaisseur 8.5 à Ir - 

Volume surface 

w31 BI ( ~ ~ 1  

total 6.5 10' ;00 

vacuole 5.8 r 1 0 ~  811 

cytoplasme 3.1 x 10' 6 

paroi 3.11 1 10' 6 

cytoplasme iquivaicnt 3.1 .< 10' - 
(d'après GUERN., 1979) 



l a  cel lule  font que les  ac t iv i tés  d'échange (absorption des éléments 

n u t r i  t i f s  , f u i  tes  de métabolites primaires e t  secondaires) représentent 

1 'une des ac t iv i tés  majeures des ce1 lules cultivées en m i  1 ieu 1 i q u i  de 

I ( G U E R N  , 1979) 

Ces cellules cultivées en suspension libèrent activement dans l e  

milieu de culture des nolysaccharides (BECKER e t  a l . ,  1964 ; ASPINALL e t  a l . ,  

1969 ; BARNOUD e t  a l . ,  1977 ; TAKEUCHI e t  KOMAMINE, 1978, 1980a) dont la compo- 

s i t ion  e s t  en relation avec ce l le  de la fraction pectique e t  hémicellulo- 

sique de l a  paroi. 

Nous avons donc étudié quantitativement les variations des poly- 

mères pectiques acides du  milieu de culture,  en fonction de l ' i n t e n s i t é  de 

l a  croissance des suspensions ce l lu la i res  de Silène e t  de Ronce. 

I I  - ETUDE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE DE SILENE, 

Isolée au laboratoire, l a  suspension ce l lu la i re  de Silène 

(Silène a l  ba (Miller) E.H.L.  KRAUSE) a é t é  présentée comme une souche à -- 
croissance rapide en raison de l'augmentation importante du  poids de 

matière fraîche q u i  e s t  multiplié par 20 au cours de la cul ture  e t  en 

raison de l a  durée relativement courte (15 jours) nécessaire pour a t t e in -  

dre l'optimum pondéra1 (DUBOIS, 1980). Au cours des essais que nous avons 

effectués (f igure 11 ) , nous n'avons noté qu'une mu1 t ip l ica t ion  par 10 

du poids de matière fraîche en 14 jours de culture e t  i l  n ' e s t  pas apparu 

de diminution s ignif icat ive en f i n  de cycle. Ce n ' e s t  qu'au cours de mesures 

indépendantes que nous avons vér i f ié  que l e  poids de matière fraîche dimi-  

nuait effectivement après 16 ou 20 jours de cul ture ,  ce q u i  nous a permis 



Figure 11 - C r o i s s a n c e  (augmentat ion du p o i d s  de  matière f r a î c h e  : P.F. e n  g ) ,  
é v o l u t i o n  d e s  s u c r e s  t o t a u x  (S.T. e n  g . i 1  ) e t  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  
(A.U. e n  pg.mi' ) d a n s  l e  m i l i e u ,  a u  c o u r s  de  l a  c u l t u r e  d e s  
s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  d e  S i l è n e .  



de s i t u e r  1 'optimum de croissance après 14 jours de cul ture  e t  j u s t i f i e  

l e  choix de ce t te  périodicité pour l e  repiquage de la  souche. La représen- 

tation semi-logari thmique des variations d u  poids de matière fraîche en 

fonction du temps (figure 12 ) montre l 'absence de phase de latence e t  

l'augmentation exponentielle de la  croissance avec un temps de doublement 

de 53 heures t rès  voisin de celui cal cul é par DUBOIS (1980). 

Au cours de la  culture,  les suspensions ce l lu la i res  de Si lène 

l ibèrent dans l e  milieu extérieur des polysaccharides acides (précipitables 

par l e  cétavlon). Nous avons dosé la  quantité d'acides uroniques q u ' i l s  

contiennent. 

Les acides uroniques ( A . U )  des polysaccharides acides excrètés 

dans l e  milieu sont en faible  quantité dès l e  repiquage, e t  i l s  ne cessent 

d'augmenter tout au long de l a  culture (f igure 11 ) .  La représentation 

en coordonnées semi-logarithmiques montre l a  similitude entre la  courbe 

d'excrétion e t  l a  courbe de croissance. Cela dépend évidemment de l a  

valeur que l 'on accorde à l a  mesure du poids de matière fraîche comme 

c r i t è re  de croissance e t  repose sur  l'hypothèse que l e  rapport entre  l a  

masse des polysaccharides acides excrétés e t  les  acides uroniques q u  ' i 1 s 

contiennent demeure constant tout au long de l a  culture. Si on confronte 

l 'évolution du poids de matière fraîche aux quelques données que nous avons 

obtenues concernant l e  poids de matière sèche e t  à d'autres  résu l ta t s  du 

laboratoire,  i l  apparait que l a  croissance de l a  suspension de Silène peut 

ê t r e  considérée comme rapide, la  phase de latence e s t  réduite ou absente. 

Les celliiles commencent à se diviser  t rès  rapidement e t  présentent une 

t a i l l e  moyenne minimale après s ix  jours,c 'est-à-dire au moment où les  divi- 



1 A.U. 

Figure 12 - Représentation semi-logarithmique de l'évolution de la croissance 
(pofds de matière fraîche : P.F. en g), des sucres totaux (S.T. en 
.i ) ec de l'excrétion d'acides uroniques ( A . U .  en pg .mi1 ) dans le 

milieu, au cours de la culture des suspensions cellulaires de Silène. 



sions cellulaires sont les plus nombreuses. A partir de huit jours de cul- 

ture, la t a i l l e  moyenne des cellules augmente témoignant du grandissement 

cellulaire (DUBOIS e t  a l . ,  1976). L'absence de mesure de poids de matière 

sèche dans notre sér ie  expérimentale es t  u n  handicap pour vérifier l 'ab-  

sorption d'eau en f in de culture. Par ai l leurs,  nos résultats indiquent 

que la sécrétion des polysaccharides acides varie en fonction du  temps, 

qu'elle e s t  maximale entre le 4ème e t  le 8ème jour, ce qui correspond à l a  

phase exponentielle e t  qu'el l e  diminue ensui t e  jusqu'au 1Oème jour pour 

se s tabi l i ser  finalement e t  atteindre une concentration de 150 + 20pg/ml - 
de milieu en f in de culture. Les expériences o n t  été répétées trois  fo is .  

Ce sont les résultats d'une d'entre el les qiri sont présentés sur les figures 11 

e t  12 .  

Les sucres présents dans l e  milieu de culture évoluent également 

au cours du temps : les ce1 lules ut i l isent  la moitié de l a  réserve carbonée 

pendant les quatre premiers jours e t  le  milieu es t  épuisé après 10 jours 

de culture. 

I I I  - ETUDE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE DE RONCE. 

A part ir  de colonies tissulaires entretenues au 1 aboratoi re depuis 

de nombreuses années, on a établi une suspension cellulaire de Ronce 

(Rubus fructicosus L.). Elle croit  plus lentement que celle de Silène : 

en ensemençant 3 + 0,2 g de ce1 lules de Ronce dans 200 ml de milieu, on - 
obtient finalement 35,3 + - 3,6 g de P .E  de cellules après 30 jours de culture, 

alors que l'ensemencement de 3 + - 0,2 g de cellules de Silène donne 40 + 4 g 



F i  qure 13 -Croissance (augmentation du poids de matière \ fraîche : P .F. en g) , 
évolution des sucres totaux (S.T. en g.1 ) et des acides uroniques 
(A.U. en pg.mï' ) dans le milieu, au cours de la culture des 
suspensions cellulaires de Ronce. 



de P.F. de cellules après 15 jours seulement. La suspension ce l lu l a i r e  de 

Ronce e s t  constituée d'amas cel lulaires  comprenant jusqu'à une cinquantaine 

de cel lules  sphériques de 60 à 80 Pm de diamètre. On y trouve également 

des cel lules  géantes ovoïdes ou allongées q u i  peuvent atteindre 150 à 

200 Pm de longueur. Pour réa l i ser  une étude cinétique des variations de 

P.F. au cours de l a  culture,  nous avons f a i t  des prélèvements à intervalles 

réguliers dont nous avons mesuré les P.F. Chaque s é r i e  de mesures a été 

réal isée sur deux f io les  à ckaque prélèvement e t  les expériences ont é té  

répétées t ro i s  fo i s .  Ce sont les  résul ta ts  de l 'une d 'en t re  e l l e s  q u i  sont 

présentés sur l a  figure 13 : 1 ' u t i l i s a t ion  de coordonnées semi-logari t h -  

miques (figure 14 ) donne une courbe de croissance caractéristique avec 

une courte phase de latence, puis une phase exponentielle longue entre l e  4ème 

e t  l e  26ème jour, pour at te indre une phase de croissance ra len t ie  au 30ème 

jour de culture. Le f a i t  qu ' i l  faut  au moins 30 jours pour at te indre l e  

poids de matière fraîche optimal, e t  que l e  temps de doublement s o i t  de 

1 'ordre de 96 heures, permet de qual i f ie r  de lente l a  croissance de la  

suspension ce l lu la i re  de Ronce, du moins comparativement à ce l l e  de 

Silène (DUBOIS e t  BOURIQUET, 1974) ou de 1'Erable (LESCURE,  1966). 

Au cours de l a  culture,  l a  suspension ce l lu la i re  de Ronce libère 

également dans l e  milieu des polysaccharides pectiques acides ( P P A )  en 

quanti tés  t rès  importantes environ 800 .ml -' d'acides uroniques tandis 

que les  ce1 lules de Silène n'en sécrètent que 150 tig.ml-l. De nouveau, 

l a  représentation en coordonnées semi-1 ogari thmiques (f igure 14 ) 

montre une simili  tude entre 1 'évolution de ce t te  excrétion e t  ce1 l e  de 

l a  croissance. 



Figure  14 - 
R e p r é s e n t a t i o n  s e m i - l o g a r i t h m i q u e  d e  l ' é v o l u t i o n  d e  l a  c i o i s s a n c e  
( p o i d s  d e  matière f r a î c h e  : P.F. e n  g ) ,  d e s  s u c r e s  t o t a y x  (S.T. e n  
g . i z  ) e t  d e  l ' e x c r é t i o n  d ' a c i d e s  u r o n i q u e s  (A.U. e n  p g . m l '  ) d a n s  l e  
m i l i e u ,  au  c o u r s  d e  l a  c u l t u r e  d e s  s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  d e  Ronce. 



Les sucres totaux contenus dans l e  milieu de culture dininuent 

régulièrement tout au long de la culture, mais même en f in  de culture, i l  

en reste encore 10 %. 

Les résultats que nous avons obtenus établissent clairement que 

la suspension de Silène qui croî t  dans de bonnes conditions n'excrète 

dans son milieu de culture que de faibles quantités de polysaccharides 

acides (150 g.ml-l) alors que cel le de Ronce q u i  présente une croissance P 
pl us faible libère beaucoup plus de polysaccharides acides (800 g.mlel). r 
Ceci permet de supposer que les polysaccharides acides libérés dans l e  

milieu de culture varient selon la  souche ut i l i sée ,  e t  qu ' i l s  peuvent 

intervenir sur la croissance ul tërieure de l a  suspension ce11 ulaire q u i  

les excrète. 



EFFETS DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES LIBERES 

DANS LE MILIEU DE CULTURE SUR LA CROISSANCE DES 

SUSPENSIONS CELLULAIRES. 



1 - EFFETS DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES LIBERES DANS LE MILIEU 

DE CULTURE DES CELLULES D E  SILENE, RONCE ET TABAC SUR LA CROISSANCE 

DES SUSPENSIONS CELLULAIRES. 

Ayant constaté que 1 'excrétion dans l e  m i  l i eu  de culture de Poly- 

saccharides acides, probablement d 'origine pectique, d6pendai t de la  souche 

u t i l i s ée  e t  qu 'e l le  é t a i t  d 'autant  moins importante que la croissance de 

la  suspension é t a i t  rapide, nous avons pensé que l a  présence de ces compo- 

sés dans l e  mi l ieu  n u t r i t i f  dès l e  début de l a  culture pouvait ag i r  sur 

la  croissance des cel lules  q u i  les produisaient. A f i n  d'examiner ce t te  

éventualité, les polysaccharides acides ont é t é  ex t r a i t s  puis lyophylisés 

de façon à ê t r e  disponibles sous forme de poudre. 

L'extraction a é t é  réal isée lorsque les  suspensions ce1 1 ul ai res 

ont a t t e i n t  la phase s tat ionnaire  de croissance, c 'es t -à-dire  après 14 

jours pour l e  Silène e t  après 30 jours pour l a  Ronce. Les poudres ont é t é  

introduites dans les  m i  lieux neufs en quanti t é  variable e t  avant 1 'aut3- 

cl avage. Nous avons vér i f ié  l e  pH avant e t  après 1 ' autocl avage pour 1 e 

maintenir à des valeurs identiques à ce1 l e s  des m i  l ieux témoins (5 .7  + 1). - 

1. Effets des polysaccharides pectiques acides excrétés par 

la  suspension ce1 1 u la i re  de Silène. 

Comme nous avions pu déjà l e  constater,  l a  souche de Silène 

n'excrète que de faibles  quantités de polysaccharides acides exprimées par 

la  quantité d'acides uroniques (A.U.) q u i  en contient. Leur extraction à 

par t i r  du  contenu d'une f io l e  (200 ml) fourni t  environ 25 mg de poudre de 



Figure 15 : 

Effets de polysaccharides acides, extraits du milieu de culture de la 
suspension cellulaire de Silène, sur la croissance des cellules de 
Silène (poids de matière fraîche : P.F. en g et ~ o l d s  de matière 
sè.che : P.S. en g et sur l'excrétion de ces polymères dans le 
e u  A .  en pg.mi') 
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polysaccharides pectiques acides (PPA) . Cette poudre a é t é  réintrodui t e  

dans les milieux neufs à raison de 5, 10, 25 e t  5OP.ml-l ce q u i  corres- 

pond aux doses normalement présentes dans l e  milieu jusqu'au 7ème jour de 

culture,  c 'est-à-dire pendant l a  période où l a  croissance e s t  la p l u s  

active. 

La croissance de la  suspension ce l lu la i re  de Silène, e s t  stimulée 

qu 'el le  s o i t  exprimée en poids de matière fraOche ou de matière sèche. La 

quanti t é  de polysacchari des acides exprimée en A.U. augmente également 

quelque s o i t  l a  quanti t é  i n i t i a l e  introduite dans l e  milieu avant 1 'ensenen- 

cement (f igure 15 ) .  Par contre, l ' introduction des polysaccharides acides 

de Silène dans l e  milieu de culture d'une suspension ce l lu la i re  de Ronce 

ne provoque que t rès  peu d ' e f f e t  (figure 16 ) .  Les résu l ta t s  présentés sur 

les figures correspondent à l a  moyenne de t ro i s  essais indépendants. 

2. Effets des polysaccharides pectiques acides excrétés par l a  

suspension ce1 1 u la i te  de Ronce. 

La suspension ce l lu la i re  de Ronce excrète t rès  activement des 

polysaccharides acides de te l  l e  sor te  que 1 'on peut ex t ra i re  environ 100 mg 

de poudre par f io l e  de culture. Si on introduit  ces composés dans les m i -  

l ieux de culture neufs à raison de 5, 10, 25 e t  50 rg.ml'l, i l  se produit 

une diminution sensible de la  croissance, y compris pour l a  dose la plus 

fa ib le  e t  une inhibition totale  à par t i r  de 25 . m l 1 ,  ceci aussi bien 

sur  la suspension ce l lu l a i r e  de Ronce qui a produit ces poudres ( P P A )  que 

sur l a  suspension ce l lu la i re  de Silène (figure 17 ) .  De plus, la quantité 

de polysaccharides acides décelable en f in  de culture e s t  négligeable dans 



UP.E(~) Ronce 
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POLYSACCHARIDES ACIDES AJOUTES lPg.rnC I 

F igure  17 : 

E f f e t s  i n h i b i t e u r s  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  a c i d e s ,  e x t r a i t s  du m i l i e u  d e  
c u l t u r e  d e  l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  d e  Ronce, s u r  l a  c r o i s s a n c e  (P.F.  
e n  g )  d e s  s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  d e  S i l è n e  e t  d e  Ronce e t  s u r  
l ' e x c r é t i o n  d e  c e s  polymères  ( A . U .  e n  pg . m i 1  ) d a n s  l e  m i l i e u .  



1 

i les deux cas, ce qui indique que les  composés ajoutés dans les milieux 

n u t r i t i f s  ont é t é  absorbés e t  qu'en l'absence de toute croissance aucune 

excrétion nouvel l e  ne s ' e s t  manifestée. 

3. Effets des polysaccharides pectiques acides excrétés par la  

suspension ce l lu la i re  de Tabac, sur la  croissance des cel lules  

de Silène. 

La suspension ce l lu la i re  de Tabac a é t é  é tabl ie  à par t i r  de colo- 

nies t i s su la i r e s  entretenues au laboratoire depuis longtemps. C'est une 

souche à croissance rapide comme l a  souche de Silène e t  e l l e  excrète 

également dans l e  milieu de culture une pe t i t e  quantité de polysaccharides 

pectiques acides, environ 20 mg de poudre lyophylisée par f i o l e  de culture 

de 200 ml . L '  introduction de 50 pg .ml -' de ces PPA dans u n  m i  1 ieu où on 

cultive des cellules de Silène, stimule leur croissance ; celle-ci e s t  

exprimée en P.Feet P.S.(tableau 4 1. 

Tab leau  4 : E f f e t  d e s  PPA de  Tabac sur l a  c r o i s s a n c e  d e s  suspen-  
s i o n s  c e l l u l a i r e s  d e  S i l è n e .  

Témo i ns 

PPA de Tabac 

1 

1 Cette expérience réal isée à par t i r  de cellules de Tabac n 'avai t  

pour b u t  que de démontrer que ce qui avait  é t é  observé avec les cellules 

de Silène n ' é t a i t  pas u n  cas par t icul ier .  

P.F. ( g )  

54 + 3 , l  - 
81,7 f 17,2 

P.S. ( g )  

3,86 + 0,26 

4,32 + 0,76 - 



Tous les  résul ta ts  montrent que les  polysaccharides (qui sont 

sans doute d'origine pa r i é t a l e ) ,  ex t r a i t s  des mi1 ieux de cul ture  varient 

non seulement quantitativement mais aussi qua1 i tativement selon 1 a nature 

de l a  souche ce1 lu l a i r e  q u i  les  a produite . Le rô le  de ces polysaccharides 

excrétés dans l e  milieu peut ê t r e  t rès  important, dans la mesure où i l s  

peuvent, s o i t  1 imi t e r ,  s o i t  stimuler l* pro1 i fé ra t ion  des ce1 1 ules, que 

celles-ci  les a ient  produits ou non. Au niveau ce l lu l a i r e ,  ces polysaccha- 

rides pariétaux pourraient jouer également un rôle  sur  la  croissance des 

cel lules  e t  des organismes q u i  les produisent. 

Pour compléter les  résul ta ts  a insi  obtenus, i l  nous a semblé 

intéressant d 'é tudier  les variations de l ' e f f e t  stimulateur des PPA, 

quand i l s  sont introduits dans l e  milieu à différentes phases de l a  cul- 

ture ,  e t  selon 1 'âge des cel lules  q u i  les  produisent, ainsi que l e  rôle 

physiologique e t  l e  mode d'action de ces PPA sur l a  croissance. Pour ces 

essais nous avons u t i l i s é  des cellules de Silène, ce matiriel 

ainsi  que les  méthodes de culture ont é t é  depuis longtemps mis au point 

au laboratoire,  i l s  présentent donc l'avantage d ' ê t r e  bien connus. 

I I  - EFFETS DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES INTRODUITS DANS L E  MILIEU 

A DIFFERENTS STADES DE LA CULTURE 

Certes, les  PPA de Silène introduits dans l e  milieu à raison 

de 50pg/ml en début de culture stimulent la  croissance de ce t t e  souche. 

Nous avons montré que ce t te  dose correspond à ce l l e  que 1 'on trouve dans 



les  milieux de cultures témoins pendant l a  phase l a  plus act ive de la  

croissance. 

On pouvait toutefois se dernander,si l ' e f f e t  exercé par les PPA e s t  immé- 

d i a t ,  ou s i  u n  contact prolong2 avec ce t te  substance e s t  nécessaire .; d'autre 

uart ,si  ces PPA agissent sur l a  croissance dès l e  début de l a  culture 

au moment où les cellules n'en secrètent pas encore, ou bien s ' i l s  agissent 

seulement à p a r t i r  de la  phase exponentielle au moment où les  cellules 

en sécrètent . L'adjonction de ces PPA s e  fera au cours de l a  phase s tat ion-  

naire au moment où leur dose a t t e i n t  110 )~g/ml de milieu. Pour vér i f ie r  

s i  l a  croissance des cel lules  é t a i t  stimulée ou inhibée, nous avons réa l i sé  

l 'expérience suivante : on ensemence au même moment avec des cellules de 

Si l ène  une s é r i e  de f l  acons qui ont é t é  placés dans les mêmes conditions 

de température, d'éclairement e t  d 'agi ta t ion.  Ces flacons ont é té  répart is  

en 3 catégories : dans la  première, les flacons ont reçu les PPA au début 

de l a  culture (O jour) ,  tandis que dans l a  deuxième,les flacons o n t  reçu 

les  PPA après 5 jours de culture, ce q u i  correspond à l a  phase exponentiel l e  

des cel lules .  Puis, les flacons sont remis en place pour continuer à tourner 

dans les  mêmes conditions jusqu'à la  f i n  de la  culture (15ème jour). Dans 

l a  t ro i  sième catégorie, 1 es f 1 acons ont reçu les PPA après 10 jours de 

cul ture  (10 jours) ce q u i  correspond à l a  f in  de la  phase exponentielle 

e t  au début de l a  phase s tat ionnaire .  €es flacons sont remis ensuite 

dans les  mêmes conditions jusqu'à l a  f i n  de la  culture (15ème jour).  Les 

prélèvements des ce1 lules sont effectués l e  même jour pour tous les 

flacons (15ème jour) .  . 
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F igu re  18 : 

E f f e t s  d e s  PPA d e  S i l è n e  i n t r o d u i t s  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  ( l e r  
j o u r ,  55me j o u r  e t  a u  10èrne j o u r )  s u r  l a  c r o i s s a n c e , e x p r i m é s  p a r  les  
p o i d s  de  matière f r a î c h e  (P.F.  ), l e  p o i d s  d e  môtière s è c h e  (P .S . )  e t  
l e  volume t o t a l  d e s  c e l l u l e s  p a r  f i o l e  d e  c u l t u r e .  



Dans les  deux premières catégories, les  PPA agissent à peu près 

dela même manière sur l a  croissance. I l s  provoquent une augmentation d u  

P.F., P.S. e t  du volume to ta l  des cel lules  (figure 18 ) . On ne note Pas 

de différence s igni f ica t ive  entre  les résu l ta t s  obtenus avec ces deux 

catégories. Dans l a  troisième catégorie (flacons q u i  o n t  reçu leurs PPA 

au début de l a  phase s ta t ionnai re) ,  on observe également que l ' introduc- 
l 

t ion des PPA provoque une augmentation des P.F. ,  P .S.  e t  d u  volume des 
l 

cel lules  ; mais ce t t e  augmentation e s t  moins importante que pour les  
l 
1 
I 
I deux cas précédents . 

1 
l Ceci montre que les  cellules sont capables d ' u t i l i s e r  facilement 
I 

les  PPA durant toutes les  phases de leur  croissance, e t  que ce t t e  u t i l i -  

l sation e s t  d 'autant  plus importante que l e  contact avec les PPA e s t  plus 

I 1 ong . 
l 

1 

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

SELON L'AGE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE. 

Des recherches bibliographiques ont permis d ' é t ab l i r  que l a  

nature chimique des polysaccharides excrétés dans l e  milieu de culture 

change considérablement selon l 'âge de l a  culture. Ces variations concer- 

nent l a  proportion de sucres neutres e t  d'acides uroniques (OLSON e t  a l . ,  

1969 ; TAKEUCHI e t  KOMAMINE, 1978). D i  après ces travaux, on ne peut 

prévoir 1 'influence de 1 'âge des cel lules  sur 1 ' e f f e t  de leurs polysaccha- 

rides excrétés dans l e  milieu sur la croissance. 



Tableau 5 : 

4+ 

i* ;* 

A .  

Effet des PPA ex t ra i t s  aux différentes phases de l a  culture dos cellules 
de Silène, sur  l a  croissance des cel lules  de Silène exprimée en poids de 
matière fraiche P.F. e t  poids de matière sèche P.S. par f i o l e  de cul turc 

T : Témoin 

T 

35 f 3,166 

3,40 + - 0,11 

PPA 

14 jours 

81,61 + - 10,982 

3,972 + - 0,340 

Références 

b P.F.  ( g )  

_ P a r  culture 

P.S. ( g )  

par culture 

i 

P PA 

6 jours 

68,072 + - 2,556 

3,827 + 0,154 - 

PP A 

9 jours 

81,006 + - 4,560 

3,994 + - 0,17 



Pour étudier la variation de l ' e f f e t  des PPA sur la croissance 

selon l 'âge des cel lules  q u i  les sécrètent ,  des cel lules  de Silène sont 

ensernenœes dans des flacons de 1000 ml placés dans les  mêmes conditions. 

L'ensemble des flacons e s t  classé en 3 l o t s  pour les  prélèvements. Pour 

l e  premier l o t ,  1 es PPA ce1 lulaires  sont ex t ra i t s  après 6 jours de culture 

(phase exponentielle). Pour les deuxième e t  troisième l o t s ,  1 'extraction 

des PPA e s t  réal isée respectivement apres 9 jours de culture ( f i n  de la 

phase exponentielle) e t  1 4  jours (phase stationnaire ou f in de cul ture) .  

Chaque l o t  de PPA a é t é  introdui t  en quanti t é  identique (50  ug.ml-l) dans des 

f io les  contenant l e  milieu habituel additionné d'une source carbonnée 4 %, l e s  

f io l e s  é ta ien t  placées dans les mêmes conditions e t  14 jours plus tard,  

nous avons comparé les e f f e t s  sur la croissance. Pour chaque f i o l e ,  l e  

P.F. e t  l e  P.S.  sont mesurés. 

Les PPA prélevés à 6 jours de culture stimulent la croissance 

(P.F. e t  P .S . )  comme l e  montre l e  Tableau 5 , mais i l s  sont moins ac t i f s  

que ceux prélevés après 9 jours de culture. Ceux q u i  proviennent de cel- 

lules de 14 jours sont tantôt  activateurs,  tantôt inhibiteurs q u a n d  i l s  

sont stimulants, ce t t e  stimulation de l a  croissance e s t  de même ordre que 

ce l l e  provoquée par les PPA prélevés au 9ëme jour de culture. 

L'ensemble de ces résul ta ts  montre, d'une part  que 1 ' e f f e t  des 

PPA sur  la  croissance varie selon l 'âge des cellules q u i  les secrètent 

(ceci e s t  probablement en rapport avec la  nature chimique des composésJ 

e t , d 8 a u t r e  part que, les PPA prélevés en f i n  de culture pourraient so i t  

contenir u n  inhibi teur ,  s o i t  avoir é té  ex t r a i t s  en même temps q u i  u n  

inhibi teur  de l a  croissance. Cet inhibiteur pourrait ê t r e  1 'acide 

abscissique. 



En f in  de culture (phase s tat ionnaireh l e  milieu e s t  pauvre en 

se l s  minéraux e t  1 'apparition d ' u n  inhibiteur pourrait jouer u n  rôle  

important pour a r r ê t e r  l e  cycle ce l lu la i re .  On peut donc se  demander s i  

l es  cellules de Silène ne produiraient pas en f in  de culture, en réaction 

au s t ress  provoqué par l e  manque d'éléments nu t r i t i f s  de l ' a c ide  abscissique, 

lequel jouerait u n  rôle dans l e  contrôle de la  croissance des cel lules .  

Comme l e s  variations des e f fe t s  des PPA selon 1 'âge des cultures 

ne sont pas toujours faci les  à expliquer, nous avons pensé que l a  croissance 

des cellules pourrait résul ter  du rôle antagoniste de certaines substances 

stimulantes ou inhibi t r ices .  



ROLE PHYSIOLOGIQUE DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES 

EXTRACELLULAIRES SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE. 



Quand des ce1 1 ul es d '  Erabl e (Acer pseudopl atanus L.)cul t i  vées en - 
suspension sont prélevées en phase stationnaire e t  repiquées sur u n  

milieu neuf, i l  se p r o d u i t  au cours de la phase de latence des changements 

profonds, correspondant en particulier à une augmentation de DNA , de 

RNA e t  de protéines (STREET, 1968 1. 

Lorsque le  milieu es t  conditionné, l a  culture es t  favorisée, 

mais on ne connait pas la nature ni l 'or igine des facteurs qui interviennent 

dans le  conditionnement du milieu. 

Au cours de nos essais nous avons certes constaté que les PPA 

extrai ts  du mi 1 ieu de culture de ce1 lules de Silène en phase stationnaire, 

augmentaient la biomasse de ces cellules, mais on pouvait se demander s i  

cet te  stimulation é t a i t  due à une augmentation du nombre de cellules, ou 

simplement à l'augmentation de t a i l l e  de chacuwd'elles ou encore à une 

stimulation à la  fois du grandissement e t  de la  division cellulaire. 

Pour  l e  vérifier,  nous avons cultivé des ce1 lules de Silène sur 

l e  mi 1 ieu habi tue1 auquel nous avons ajouté 50 pg/ml de PPA. Après 5 ,  9, 

12 e t  18 jours de culture nous avons déterminé non seulement l e  P.F. e t  l e  

P.S. des cellules mais aussi l e  nombre e t  la  t a i l l e  de celles-ci ( f igure lg) .  

L'examen de la figure(A],permet d'observer une augmentation de la 

biomasse des ce1 lules (P .&)  plus rapide en présence des PPA à partir du 

5ème jour de culture'. Cette augmentation continue jusqu'à la f in de l a  

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

.partir du 9ème jour. On note également une augmentation d u  P.  S. en présence 



O 4 8 12  16 
j o u r s  

O 4 8 1 2  1 6  
j o u r s  

E f f e t s  d e s  PPA s u r  l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i i - e  d e  
S i l è n e .  

A : masse d e  matière f r a î c h e  ( P .  F .) . 
R : masse d e  matière s è c h e  (P-S .) 
C : nombre de  c e l l u l e s  p a r  m i l l i l i t r e  d e  s u s p e n s i o n .  

. D e t  E : t a i l l e  d e s  c e l l u l e s .  
L e t  ' 1  : r e p r é s e n t e n t  r e s p e c t i v e m e n t  l a  . p l u s  g r a n d e  e t  l a  p l u s  

p e t i t e  d imens ion .  

m i l i e u  t émoin  
o m i l i e u  c o n t e n a n t  d e s  PPA 



des PPA à par t i r  du 9ème jour, ce t te  différence e s t  s ignficat ive (seuil  

de 0,05) ; .le P.S. continue d '  augmenter jusqu'au 12ème jour puis diminue ensui t e .  

A 1 'inverse,cel u i  des témoins continue d'augmenter, cela montre que la  teneur 

en eau des cel lules  cultivées en présence des PPA e s t  plus élevée 

au cours de ce t te  dernière période de l a  croissance.(Tableau 6 ) .  

Tableau 6 : 

Durée ( J )  

O 

5 

9 

12 

18 

, 

Variation du pourcentage de matière sèche e t  de la  teneur en eau 
des ce1 lules de Silène cultivées en présence de PPA (50 yg/ml) . 
T : Témoin 

En ce qui concerne l e  nombre de cel lules  par m i l l i l i t r e  de milieu 
1 

P.S. (%)  

T P PA 

6,30 6,30 

8,40 8 ,O9 

8,04 7,46 

7,22 5,91 

4,63 3,15 

de culture,  on note peu de différence jusqu'au 5ème jour. Du Sème a u  

9ème jour, les divisions cel lulaires  en présence de PPA sont plus rapides 

2 

EAU (%)  

T P PA 

93,70 93 $70 

91,60 91,91 

91,96 92,54 

92,78 94,09 

95,37 96,85 

(f igure C ) ,  e t  bien que l a  t a i l l e  des cel iules  s o i t  plus fa ib le  que cel le  

~ des témoins (f igure D y  E) à c e t t e  phase, les  masses de P.E e t  P.S.sont plus 

élevées pour les cultures en présence de PPA ; ces différences sont signi- 

f icat ives  au seuil  de 0,05. Du 9ème au 12ème jour, les  cellules continuent 

à se mu1 t i p l i e r  plus rapidement en présence des PPA (f igure C )  mais, paral - 



l : lèment, leur taille augmente (figure D et E). Enfin, du 12ème au 18ème 

1 
l 

jour, le nombre de cellules est plus faible dans les cultures ayant reçu 

intialement des PPA à cause de 1 a lyse des ce1 1 ules les pl us âgées, qui 
1 

sont aussi plus grandes et plus riches en eau. Tandis que la taille des 

cellules demeurant vivantes continue à augmenter,que les cellules soient 
l 

cultivées ou non en présence de PPA (figure C, D y  E) , Les PPA intervien- 

nent également sur le pH du milieu de culture :Au 14ème jour ; i l  est de 

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

Ces résultats montrent une double action des PPA de Silène : i 1s 

stimulent à la fois la multiplication et le grandissement des cellules 

de Silène, 1 'effet sur le pH du milieu au cours de la culture n'est pas 

à négliger car nous savons que chez le Silène un pH supérieur à sept cor- 

respond à un ralentissement ou à un arrêt de la croissance (DUBOIS, 1980). 



PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES 

ACIDES EXTRACELLULAIRES. 



1 - LES VARIATIONS 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 où i l s  sont représenta- 

t i f s  de la fraction précipitable au cetavlon, e t  où i l s  évoluent t o u t  à 

f a i t  parallèlement à la  croissance de la suspension cellulaire. C'est en 

se référant à l 'acide uronique également, que nous avons déterminé 

la  quantité qu' i l  f a l l a i t  introduire dans le  milieu de culture pour s t i -  

mu1 er  1 a croissance ce1 1 ul ai re. 

11 e s t  intéressant de pouvoi r  caractériser aussi simplement que 

possible les propriétés physicochimique~ de ces polymères acides. Nous 

avons envisagé de neutraliser les polymères extracellulaires provenant de 

culturesde cellules de Silène âgées de 6 jours (phase exponentielle de la 

croissance), de 10 jours ( f in  de l a  phase exponentielle e t  début de phase 

stationnaire),  e t  de 14 jours ( f in  de culture). 

Principe du t i trage : Les PPA sont convertis sous forme H* par 

passage sur une résine échangeuse Dowex5+.Lorsque l 'on ajoute la  base de 

t i t rage ,  le  système es t  l e  siège de deux équilibres simultanés : échange 

de protons métalliques avec les polysaccharides pectiques acides e t  neu- 

tralisation des protons par les OH- de solution. 

Titrage des PPA : Les PPA Hf sont mis en suspension homogène dans 

u n  vol  ume déterminé d'eau désionisée. Cette suspension es t  t i t r ée  directe- 

ment dans une ce1 lule spéciale à injection' automatique dans des conditions 

parfaitement définies de température e t  d'agitation en présence d'azote 



PPA prélevés au 10ème jour de la culture 

(fin de la phase exponentielle). 

PPA prélevts au 6ème jour de la cultur: 

(phase exponentielle). 

PPA prélevés au 14ème jour 

(fin de culture). 

F i g u r e  2 0  : C o u r b e s  d e  n e u t r a l i s a t i o n  d e s  PPA p r é l e v é s  a p r è s  
d i f f é r e n t s  t e m p s  d e  c u l t u r e  d e  l a  s u s p e n s i o n  c e l -  
l u l a i r e  d e  S i l è n e .  



N Après chaque addition de 1 ' agent t i t r an t ,  (N aci! l e  pH 

de la  solution e s t  mesuré après une agitation de 30 secondes e t  u n  temps 

de repos de même durée. 

Les résultats obtenus font apparaître deux points essentiels : 

Psndant la phase exponentielle (6ème j o u r )  la courbe de t i t ra t ion des PPA 

présente deux points d'inflexion correspondant à deux fonctions acides 

dont l e  pKa e s t  respectivement de 5,5 e t  de 8,7 ( f i g u r e z o , ~ ) . ~  l a  f in 

de la phase exponentielle e t  au début de la phase stationnaire (10ème j o u r  

de culture),la courbe de t i t ra t ion commence à se redresser e t  e l l e  présente 

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

4,15 e t  10,Z (figureao, B).A la  f in  de la  culture (14ème j o u r ) ,  la courbe de 

neutralisation s ' e s t  considérablement redressée e t  ne présente plus qu'un 

seul point d i  inflexion pour  une valeur de pKa de 6,7 (figurezo,c) ( les  expé- 

riences o n t  é té  répétées t ro is  fo is) .  

L'obtention des courbes multiphasiques n 'est  pas surprenante puis- 

qu'on s a i t  qu'un diacide présente normalement une t e l l e  propriété. De 

plus, ce phénomène a déjà é t é  observé par MORVAN . (1977, 1983) avec des 

parois isolées de Lentilles d'eau préalablement mises sous forme H'. Ces 

courbes de t i t rage présentent deux points d'inflexion principaux pour  les 

parois récoltées en phase exponentielle, e t  u n  seul point d'inflexion pour 

les parois récol tées en phase stationnaire. L'auteur suppose q u  ' i  1 existe 

deux types d'acides : les premiers, relativement fo r t s ,  représenteraient 

1 es acides uroniques , les seconds, p l  us faibles , correspondraient à des 

protéines, des phénols ou des acides gras. Selon l u i ,  u n  seul point d'in- 

flexion peut aussi correspondre à deux acides différents mais d o n t  les pKa 



seraient  voisins. 

l O' autres travaux ont é t é  f a i t s  sur des fractions pectiques extrai  tes 

des parois d'une suspension ce l lu la i re  de caro t te  (ASAMIZU e t  a l . ,  1984). 

Les auteurs font é t a t  d'une évolution du poids moléculaire e t  de l a  charge 

des polymères constituant ce t te  fraction au cours de l a  culture.  Au début 

l de  la  phase logari thmiquel i l s  observent un acide fa ib le  présent à l a  fo is  

i dans les  fractions lourdes e t  1 égères . En f i n  de cul ture ,  i 1 s trouvent 1 a 

trace d ' u n  acide f a ib l e  dans l a  fraction lourde e t  d ' u n  acide f o r t  plus 
1 

ionisable dans l a  f ract ion légère. Ces observations ont é t é  expliquées par 

l a  déméthylationdes acides uroniques au cours de l a  culture,ce q u i  montre- 

r a i t  l e  rô le  important des acides déméthylés sur  l e  maintien de la  s t ructure 

pari é ta le .  

La majorité des auteurs (BECKER e t  a l . ,  1964 ; OLSON e t  a l . ,  1969 ; 
I 

BAUER e t  a l  ., 1973 ; TAKEUCHI e t  KOMAMINE, 1978, 1980 a )  considère que les 

polymères extracel lu la i res  excrétés dans l e  m i  1 ieu de culture sont à 1 'image 
i 

de ceux qui constituent l a  paroi . Nos résul tats  confirmeraient 1 'origine 

pariétale  des polymères e t  la  poursui t e  de l a  secrétion de PPA depuis l e  

début jusqu'à la  f in  de l a  culture. 

11 y a une corrélation entre  les courbes de t i t r a t ion  e t  l e  stade 

de croissance des ce1 1 ul es .  

On peut donc déterminer dans quelle phase de croissance sont les  

ce1 lules au moyen de l a  ti tration de leur PPA. 



I I  - SEPARATION DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES DE SILENE, SUR GEL 

SEPHADEX 625 

Des recherches entreprises avec des colonies t i ssu la i res  ont permis 

d ' é t a b l i r  que ces colonies émettent dans l e  milieu de cul ture  des substances 

susceptibles de chélater l e  f e r ,  e t  de maintenir la croissance des racines 

(HELLER e t  a l . ,  1968) ; des essais  de fractionnement par dialyse e t  

chromatographie sur  DOWEX 50 e t  AMBERLITE IR45 ont montré que les d i f fé -  

rentes fractions sont toutes capables de maintenir l e  f e r  assimilable. 

Cependant c ' e s t  l a  fraction anionique (acides organiques) qui forme les  

complexes les  plus stables (HELLER e t  a l . ,  1968). 

La découverte des composés polysaccharidiques excrétés dans l e  milieu 

de culture des suspensions ce1 lu la i res  a permis à Mc NEIL e t  a l .  (1984) 

de suggérer que les  polysaccharides extracel lulaires  sont une excellente 

source pour étudier les  polysaccharides pariétaux, parce que ces composés 

sont identiques à ceux q u i  proviennent de l a  paroi ce l lu la i re .  Ayant t rès  

peu de renseignements sur leur rôle précis sur 1 a croissance ce1 1 ul ai re , 

YORK e t  al (1984) ont fractionné les polysaccharides excrétés dans l e  

m i  1 ieu de culture d i  une suspension ce1 1 ulai re d 'Acer - pseudoplatanus .L  , 

puis i l s  ont étudié l ' e f f e t  de ces fractions sur  la  croissance de l a  plante ; 

l a  fraction xyloglucane s ' e s t  révélée inhib i t r ice  de la  stimulation provo- 

quée par l e  2,4-0. 

Malgré les essais réalisés pour préciser l e  rôle physiologique des 

différentes fractions polysaccharidiques extracel lulai  res , i 1 e s t  d i f f i c i l e  

d'expliquer 1 ' e f f e t  stimulant des PPA de Silène sur la croissance ce1 lu la i re .  



Figure  2 1  -Chrornatogramme de l a  f r a c t i o n  p r é c i p i t é e  a u  c é t a v l o n  d e s  PPA d e  
S i l è n e  s u r  g e l  de  sephadex G25 

, f.5, 6 ,  7 . .  . 15 p r é s e n t e n t  chacune 10 m i l l i l i t r e  d e  volume d  ' é l u t i o n  . 



On pourrait donc se  demander s i  ce t te  stimulation n ' é t a i t  pas due à l a  

nature chimique même de ces polymères. Pour vé r i  f i e r  ce t te  hypothèse, nous 

avons étudié successivement l ' e f f e t  des PPA séparés en plusieurs fractions 

sur l a  croissance, afin de savoir,  s i  l e  fractionnement des PPA peut aug- 

menter, réduire ou supprimer l ' e f f e t  stimulant, puis en déterminant la  

nature des fractions actives nous pourrions espérer avoir une idée de leur 

mode d'action sur l a  croissance. 

On a commencé par une séparation simple du milieu de culture sur une 

colonne de sephadex 625, q u i  permet de séparer les molécules à haut poids molé- 

cul a i r e  (polysaccharides extracell  ulai res) présentes dans les  premières fractions 

des oses rédisuels localisés dans les fractions plus tardives. 

Les PPA de Silène sont injectés dans l a  colonne de 625 re l iée  à 

une ce1 1 ule spectrophotométri que (265 nm) . On récupère 1 e vol ume d 'e l  ution : 

les premiers 40 ml représentent l e  volume mort e t  sont éliminés ; puis 

c ' e s t  l e  volume d'élution q u i  représente l e  premier pic e t  q u i  correspond 

aux fractions polysaccharidiques (figure 21 ) ; à l a  fin, l e  res te  du volume 

d ' 61 u t i  on représente 1 e deuxième p i  c qui correspond aux f r ac t i  ons osi d i  ques 

légères avec les  se ls  minéraux. On recuei l le  les volumes d'élution 

dans des tubes de 10 ml correspondant chacun à une fraction (figure 21 ) . 
après avoir éliminé 40 ml de volume mort. Chaque fraction a é t é  introduite 

à plusieurs concentrations dans des f io l e s  de culture de Silène, pour 

étudier  leur e f f e t  sur l a  croissance. Les résul ta ts  réunis dans l e  tableau 

.présentent l a  croissance P.F. e t  P.S. la  plus élevée pour chaque fraction 

( l e s  autres valeurs n'ont pas é t é  notées sur l e  tableau). 



Tableau 7 : 

Effetsdes fract ions du milieu de culture de Silène passCessur une colonne de 
séphadex G25 su r  la croissance de Silène. 

f .5, f  .6,  F.7, . . . f.15 correspondent aux fractions des PPA recuei l l ies  
successivement exprimées chacune par 10  m l  de volume d 'é lut ion.  

P.F. = poids d e  matière fraiche P.S.= poids de matière sèche. 



Cette expérience pré1 iminaire montre que deux fractions stimulent 

la croissance des suspensions ce1 lulaires ; la première es t  une fraction 

de poids moléculaire lourd (Sème fraction) q u i  corresnond à des polysac- 

charides (Tableau 7 ) ; la deuxième es t  une fraction osidique d ' u n  poids 

moléculaire léger (12ème fract ion),  les autres fractions n'exercent qu'une 

légère stimulation, voire même une faible inhibition. Bien que les PPA 

stimulent l a  croissance, cet te  expérience montre que leur fractionnement 

sur sephadex 625 donne une fraction f.5 q u i  stimule encore plus la croissance. 

Ceci suggère la possibilité d'élimination de certains inhibiteurs. 

En f a i t ,  la séparation des PPA n ' a  pas donné tous les résultats 

escomptés, pa r  sui te  de diff icultés techniques qui nous o n t  empechés de 

poursuivre la séparation e t  de déterminer la  nature des fractions actives. 



MODE D'ACTION DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES 

SUR LA CROISSANCE. 
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1 - EFFET DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES SUR LA CHELATION DU FER 

L'alimentation en f e r  des plantes cultivées sur m i  1 ieu a r t i f i c i e l  

e s t  toujours dél icate  dès qu'on a t t e i n t  un pH supérieur à 5,2, car l e  f e r  

commence alors  à précipi ter  e t  à former des hydroxydes insolubles (HELLER 

e t  RICHEZ, 1959) .  

FeC13 + 30H'- Fe (OH)j + 3 ~ 1 -  

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

ce t te  d i f f i cu l t é .  Ce sont des complexes organométall iques t r è s  s tables  où 

l e  métal e s t  inséré dans une molécule complexante (chélateur) par des 
d 

l iaisons diverses ioniques, a t t rac t ion  électrostatique e t  l iaison de coor- 

d i  nati on. 

Le chélateur l e  plus u t i  1 i s é  e s t  1 'acide éthylène- dianine-tétra- 

acétique (EDTA), Ona recours aussi parfois à l ' ac ide  c i t r ique  comme 

chélateur t r è s  léger. 

,-*-- 
H , C - C ~ ~ ~ ]  

y I 

,/ \\ : ,/\\ 
I' 
I 

o=c-o o-c=o !.--aR ,;f',,i'21 s -a. @ - liaison ionique O - C ~ ~  
-covalence ---- liaison de coordination 
- Chélation du fer par I'EDTA. . 

A gauche: chdlat tdtradentd; à droite: chdlat hexadentd. 



Figure 22 : 
++ 

Modè le  "egg-box" d e  c h é l a t i o n  d e  Ca (0) p a r  l ' a c i d e  

a l g i n i q u e  o u  p a r  l ' a c i d e  ? o l y ~ a l a c t u r o n i a - u e .  

(d'après GRAP!T e t  ai., 1973)  



Les travaux de GUMINSKI e t  a l . ,  (1977), ~ut11riSKI e t  SULEJ (1979) 

ont montré que les humates ont u n  rôle biologique important en activant 

l a  croissance des plantes e t  en maintenant l e  f e r  en solution grâce aux 

groupes phénolique , hydroxyle e t  carboxyle. Par a i l l eu r s ,  dans la paroi 

ce l lu la i re  les  polysaccharides acides peuvent f ixer  certains ions ou . 
former des l iaisons intermoléculaires. Parmi les divers mécanismes suggérés 

pour expliquer ce t te  fixation, l 'un  proposé par GRANT e t  a l .  (1973) con- 

cerne l e  modèle "egg-box" de REES pour 1 'acide polygalacturonique e t  poly- 

glucuronique. En e f f e t  l ' in te rac t ion  entre u n  ion divalent e t  deux carbo- 

xyles appartenant à deux chaines différentes se  t radui t  par une l ia ison 

intermoléculaire ( f igure 22 ) .  De même, WUYTACK e t  GILLET (1978) montrent 

que la  paroi primaire de Nitel la f l e x i l i s  contient d u  ~ a + +  probablement chélaté 

nar les  anions COO- e t  des donneurs comme OH (d 'origine polysaccharidique) 

e t  N H ~ '  (d 'origine protéinique). HELLER e t  RICHEZ (1959) font é t a t  

,de travaux avec des colonies t i ssu la i res  montrant que les  t issus végétaux 

en culture excrètent dans l a  solution nut r i t ive  un produit qui maintient 

l e  f e r  en solution, e t  q u i  permet l a  croissance des racines isolées dans 

des milieux à pH 5,2  où normalement l e  f e r  précipite.  Comme les  PPA sont 

d'origine pariétale ,  q u ' i l s  sont sécrétés dans l e  milieu de culture, e t  

q u ' i l s  contiennent des groupes COO', OH e t  N H ~ ' ,  i l  nous a semblé q u ' i l s  

pouvaient ê t r e  susceptibles de part ic iper  aussi à l a  chélation de certains 

ions. 

Pour vér i f ie r  ce t t e  hypothèse nous avons étudié s i  les PPA de Silène 

pouvaient remplacer I'EDTA comme chélateur du f e r  dans les  milieux de cul- 

ture .  



. POIDS DE M A T I E R E  FR AICHE/ CULTURE 

id W 

POIDS DE M A T I E R E  SECHE / CULTURE 



1. Effet des polysaccharides pectiques acides normaux sur la  

chélation de fer .  

Nous avons donc ensemencé des cellules de Silène dans le  milieu 

habituel, mais sans f e r  n i  EDTA,afin de les carencer au cours de deux 

passages successifs sur l e  même milieu. Ces cellules o n t  é té  ut i l isées pour 

effectuer notre expérience. Des PPA de Silène (50 v g / m l - l )  ont été intro- 

duits dans l e  milieu habituel à la  place de I ' E O T A ,  en présence de FeS04 

comme source de fe r ,  l e  pH est  ajusté à 6 . La croissance es t  comparée 

à ce1 les obtenues sur les milieux suivants : 

1 - m i  1 ieu habi tue1 + EDTA + F es04 

2 - milieu habituel + ~eS04 seulement 

3 - m i  1 ieu habi tue1 + EDTA seulement 

4 - milieu habituel + PPA seulement 

5 - m i  1 ieu habituel + EDTA + F es04 + PPA 

6 - milieu + PPA + FeS04 

7 - milieu sans chélateur n i  fer 

La croissance exprimée en P.F. e t  P.S.est mesurée au 14ème jour de 

la culture. Les résultats réunis sur la  figure 23 montrent que les 

ce1 lules carencées par 2 passages sur u n  mi lieu sans fer ne prolifèrent 

plus sur un milieu qui n'en contient pas, d ' o ù  l e  r6le important du f e r  

sur la croissance. Le chélateur . seul (EDTA) ou les PPA seuls (sans 
I 

source de fe r )  n ' o n t  pas d 'effet  sur la croissance. Le fe r  seul. stimule la 

croissance, mais moins bien qu'en présence d'un chélateur, Cet effet  a é té  

signalé par LEGRAND (1975) sur des fragments de feuilles d'Endive. Le f e r  
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chélate par 1'EDTA stimule mieux l a  croissance que l e  f e r  q u i  ne l ' e s t  pas, 

ce q u i  montre l e  rôle intéressant des chélateurs. S i  on remplace 1 'EDTA 

par les PPA on retrouve 1 ' e f f e t  stimulant de l a  croissance exprimé en P.F. 

e t  P.S.par rapport au f e r  non chélaté, mais ce t t e  stimulation e s t  moins 

importante qu'en prjsence dlEDTA. Bien que 1'EDTA exerce u n  e f f e t  favorable 

sur l a  croissance en maintenant l e  f e r  en solution, on constate que 

l 'association EDTA-PPA favorise encore mieux l a  croissance. 

2.  Effet des polysaccharides pectiques acides.fractionnés sur  gel 

sephadex 625 sur la  chglation du f e r .  

Comme i l  a é t é  montré précédemment que l a  séparation des PPA sur  

gel de Séphadex G25 donne une fraction ( f .5)  dont l ' e f f e t  stimulant e s t  

plus important sur l a  croissance que celui des PP& normaux avant sépara- 

t ion, nous avons essayé à par t i r  de ces résu l ta t s  de chercher s i  ce t t e  

rêaction peut améliorer ou non l ' e f f e t  chélateur des PPA vis-à-vis du f e r .  

On a répété l 'expérience précédente, q u i  concerne l ' e f f e t  chélateur des 

PPA en remplaçant ces derniers par l a  fraction des f . 5  des PPA obtenue après 

la  séparation tout en maintenant les mêmes conditions expérimentales. 

La figure 24 permet de constater que la fraction f.5 des PPA favorise l a  

croissance des cel lules  de Silène en absence de 1'EDTA e t  en présence du 

FeS04 comme source de f e r  ; cet  e f f e t  sur la  croissance e s t  plus interes-  

sant que celui provoqué par 1'EDTA e t  que celui des PPA normaux avant sépa- 

ration. L'ensemble de nos résul ta ts  montre que les PPA ont u n  rôle physiolo- 

gique sur l a  croissance en chéiatant l e  f e r ,  Ce rôle devient plus important 

après leur fractionnement, ce qui suggère l 'el imination de certains 

inhibiteurs de l a  croissance après séparation. De même, on remarque qu'en 



associant les PPA normaux ou fractionnés â 1'EDTA on favorise encore 

mieux l a  croissance dans l a  mesure où leurs e f fe t s  sont complémentaires, 

parce que 1'EDTA peut avoir un e f f e t  toxique sur l a  croissance. LEGRAND 

(1975) étudiant l ' e f f e t  de 1'EDTA sur l e  phénomène d'organogénèse d'Endive, 

montre qu'une fo r t e  dose de 1'EDTA a un e f f e t  toxique sur l e  bourgeonnement, 

nrécisant ainsi  qu ' i l  faut  pour la culture de l 'endive une concentration 

5 fo is  plus f a ib l e  que ce l le  u t i l i s ée  dans la solution nut r i t ive  de 

MURASHIGE e t  SHOOG ( 1 9 6 2 ) .  

3 .  Effets des polysacchari des extracel 1 u l  a i res  sur 1 a croissance des 

raci nes des ~l an t s  d '  Endive en absence de 1 ' EDTA. 

HELLER e t  a l .  (1968) montrent que les t issus végétaux excrètent 

des métabol i t e s  organiques q u i  maintiennent la croissance des racines en 

absence de chélateur. L'origine e t  l a  nature de ces métabol-ites secrétés 

dans l e  milieu n'ont pas é t é  précisées. 

Partant de ces données bibliographiques, nous avons vé r i f i é  s i  l e s  

PPA de Silène avaient ou non, u n  e f f e t  sur la  croissance des racines. 

Les PPA à l a  concentration 100 pg/ml-l ont é t é  introduits dans l e  

milieu de cul ture  de HELLER dilué deux fo is  sans EDTA. Des racines des 

plants d'Endive ont é té  plongées dans l e  milieu liquide à' 1 'aide d'un 

support de papier f i l t r e ,  pendant 60 jours (sous condition aseptique). 

Les résu l ta t s  ont montré que les  PPA jouent u n  rôle important sur 

l a  croissance des racines d'Endive, exprimée en augmentation du  P.F. e t  



P.S. (tableau 8)confirmant ainsi les résultats de HELLER e t  al (1968) 

Tableau 8 :  

Effetsdes PPA sur la croissance des racines expriméeen poids de 
1 matière .fraiche (P .F . )  e t  en poids de matière sèche (P.S . ) .  Les résultats 

correspondent à la moyenne des P.F. e t  P.S. d'une racine. 

P.S.mg 

2.J 

Y 

I 

w 

mi 1 i eu témoi n 

milieu + PPA 

II - EFFET TAMPON DES POLYSACCHARIDES EXCRETES PAR LES CELLULES D E  SILENE 
-A -- 

P.F.mg 

236 

455 

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

suspension o n t  tendance au cours de la culture, à ajuster l e  pH de leur 

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

à-dire qu'ils acidifient le  pH trop alcalin e t  alcal'isent le  pH trop acide 

(figure 25 ) .  

Figure 25 : 

Effet de l a  valeur du pH ini t ia l  
du milieu sur l'évolution du pH 
du m i  1 ieu, au cours du cycle de 
croissance. 
DUBOIS, 1980- 

I O 2 4 6 8 10 12 



F i g u r e  20 : 

Effets des PPA de Silène sur l'évolution du pH du milieu en présence 
de 
NaoH N/100. - Témoin : milieu normal. 

€+a Milieu + PPA 50 pg/ml. 



En mesurant l e  pH du milieu au cours de la  culture, nous avons 

constaté que la présence des PPA ralenti t  ce phénomène puisque le pH é t a i t  

de 6,7  + - 0,2 en présence des PPA au lieu de 7 ,4  + 0,3 chez les témoins. - 
Cela indique un e f fe t  favorable sur la croissance des cellules de Silène, 

q u i  es t  optimale normalement à pH compris entre 4 e t  6 (DUBOIS, 1980). 

Il  e s t  bien connu que le  tampon évite la modification du pH quand 

on ajoute un acide ou une base. Les PPA contenant des groupes te ls  que 

- COO-H+ ; COO-c afc ; COO'CH~'  ; COO- 9 

e t  des groupements "amphotères" comme les glucoprotéines susceptibles 

de s ' ioniser selon l e  domaine de pH étudié,pourraient jouer un rôle de 

tampon dans les conditions défavorables de pH e t  de force ionique. Pour 

vérifier cela,on u t i l i se  30 ml de milieu de Lescure renfermant des PPA 

à la concentration habituelle 50 vg.ml-l de milieu (dose ut i l isée pour les 

essais de stimulation) par rapport à un témoin contenant 30 ml de milieu 
lu de Lescure. Ces deux milieux o n t  reçu des NaOH directement. Cette 

expérience a été réalisée dans une cellule spéciale dont l a  température 

e t  1 'agitation sont défi nies en présence de 1 'azote , 1 'addition 

des NaOH étant automatique. Quand on ajoute NaOH ' l e  pH e s t  mesuré 

après une agitation de 30 secondes e t  u n  temps de repos de même durée. 

On constate que les écarts entre l e  pH du  milieu contenant des 

PPA e t  celui du témoin sont effectivement t rès  petits (figure 26 ) , 

par rapport aux valeurs q u i  o n t  é t é  obtenues au cours de nos expériences 

précédentes, lorsque les PPA étaient introduits dans l e  milieu de culture 

à la même concentration (50 ,pg.ml-') en présence des ce1 lules de Silène ; 



Figure 27 : 
Effets des PPA de Silène sur l'évolution du pH du milieu en présence 
de 
NaoH N/100. 

* .  Témoin : milieu normal. 
,..... i Milieu + PPA 1500 )ig/ml. 



l e  pH é t a i t  alors de 6,7 + 0,2 en présence des PPA e t  7 ,4  + 0,3 dans l e  milieu 

témoin. Cette expérience nous permet de penser que les variations du pH 

observées précédemment pourraient être dues à la modification des condi - 
I tions d'équilibres ioniques du milieu de culture en présence des cellules, 

I e t  à 1 ' e f fe t  provoqué par les nouveaux PPA sécrétés par ces dernières 

pendant leur croissance (parce que le pH é t a i t  mesuré en f in de culture).  
l Cette modification f a i t  apparaître un éventuel ef fe t  des PPA sur l e  chan- 

l 
gement du  pH par rapport aux PPA introduits dans u n  milieu de culture 

neuf u t i l i sé  dans cette expérience. 

Pour bien confirmer l ' e f f e t  tampon des PPA nous avons répété 

l'expérience en augmentant la  concentration des PPA dans la solution . 
utilisée, On a commencé par 30 ml de milieu habituel renfermant des PPA 

1 

à la concentration 1500 pg.rn~' par r appor t  à u n  témoin contenant 30 ml 
N de milieu. En ajoutant 10 ml de NaOH dans la solution qui contient 

les PPA on a t t e in t  un pH de 6,3, tandis que dans celui du témoin, on 

a t t e in t  u n  pH de 6,99 en ajoutant la même quantité de NaOH (figure 27). 

La différence des valeurs de pH obtenue confirme 1 'existence d'un e f fe t  

tampon pratiqué par les polysaccharides extracellulaires. 



I I I  - ACTIVITE GIBBERELLINIQUE 

1. Mise en évidence de substances ayant une act iv i té  gibbérell inique 

excrétées dans l e  milieu de culture. 

11 es t  généralement admis que les végétaux supérieurs contiennent 

des gibbérelli nes endogënes. Ces substances sont réparties de façon plus ou 

moins importante selon les organes. Les s i tes  de synthèse peuvent ê t re  

divers d'autant plus que la plante possède souvent plusieurs gibbérellines. 

De nombreux travaux effectués sur des suspensions cellulaires montrent que 

1 'acide gibbérellique stimule l e  t a u x  des divisions cellulaires e t  entrarne 

une réduction de la t a i l  l e  des ce1 1 ules chez 1 'Erable (DIGHBY e t  al . , 1964). 

Cependant, au niveau des cultures de Rosier e t  dlEpinard, cet acide gibbé- 

rellique entraîne surtout un  grandissement cellulaire (FRY e t  STREET, 1980). 

Chez le  Silène i l  stimule à la fois la multiplication e t  l e  grandissement 

cellulaire (BRASSART e t  a l . ,  1982). 

Les travaux de MARIE e t  a l .  (1984) effectués sur l e  Silène ont 

révélé un e f fe t  semblable à celui observé par BRASSART e t  a l .  (1982) 

en uti l isant  non pas la  gibbérelline mais les PPA (chapitre C ) .  

Par ai 1 leurs les travaux de MORVAN (1982) , FRY (1980) montraient qu  ' aussi 

bien les PPA que 1 'acide gibbérellique (AG3)  stimulent la  croissance e t  la 

sécrétion de nouveaux PPA dans l e  mi 1 ieu de culture, ce q u i  suggérait 

que ces deux substances ont probablement le  même effet .  Par ai l leurs,  au 

cours de l a  culture de jeunes plants ae Tomate sur la solution minérale 

de HOAGLAND e t  SNYDER, les  racines libèrent dans le  milieu nutri t i f ,  des 

mol écu1 es qui présentent une acti v i  té  de type gi bbérel 1 inique décel ab1 e 



TEST LAITUE 

Figure 28: 

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

en ordonnée : longueur moyenne de 10 hypocotyles de laitue cultivées 
en présence de l'extrait chrornatographié du miliev - L-ongueur moyenne de 
10 hypocotyles de laitues cultivées en présencedu solvant chronatographié. 



grâce à deux tes t s  biologiques (COUILLEROT e t  YI, 1985). C 'est  ce q u i  nous 

a amené à penser q u ' i l  pouvait ex is te r  une . re lat ion entre PPA e t  gibbérell ines 

ou que les PPA pouvaient ê t r e  l i é s  à certaines substances de types 

gi bbérell iniques. 

Pour confirmer ce t t e  hypothèse, on a essayé dans u n  premier temps 

de chercher s i  les cel lules  de Silène, l ibèrent  une substaoce de type gib- 

bérel l ine  dans l e  milieu. Les gi bbérell ines sont extrai tes  à par t i r  des 

résidus du milieu de culture de Silëne en f i n  de croissance (14ème jour) 

obtenus d i  rectement après évaporation sous vide du m i  1 ieu. L'extraction 

e s t  f a i t e  successivement par l e  méthanol à 80 % qui solubi l ise  certaines 

gibbërell ines ; les gibbérel lines-gl ucosides e t  ies sucres, puis 1 'acétate  

d 'ëthyle q u i  e s t  également un bon solvant des gibbérellines. 

l L'act ivi té  des ex t ra i t s  e s t  mesurée grâce à deux t e s t s  biologiques : 

' t e s t  l a i  tue"  e t  ' t es t  d 'al  bumen' d'orge. L'ensemble des résu l ta t s  réunis sur 

les  figures 28 e t  29 montrent que les  deux t e s t s  u t i l i sés  permettent de déceler 

plusieurs pics d ' ac t iv i t é  gibbérëllinique dans l e  milieu de culture,  e t  que 

, 1 ' ac t iv i t é  globale obtenue par l e  'Lest l a i  t u e "  (déterminé par 1 'élongation 

des hypocotyl es.) e s t  pl us importante que ce1 1 e obtenue avecl'l 'a l  bumen d 'o rge  
I 

1 figure 29 ; ce t e s t  montre d'une part  une ac t iv i t é  nette au R . f .  (0,8) où 

migre habi tue1 lement l e  AG3, e t  d 'autre  part ,  des substances inhibi t r ices  

de l ' a c t i v i t é  O(-amylasique de l 'o rge  q u i  sont décelées aux R.f.0,5, 0,6 

e t  0,7. 

L'ensemble de ces résul ta ts  amène à conclure que des substances de 

type gibbérelline sont rejetées par les cel lules  de Silène au cours de leur 

croissance. 



TEST D'ALBUMEN D'ORGE 

Figure 29: 

Activité gibbérellinique dosée par le test "albumen d'orge" dans le 
milieu de culture d'une suspension cellulaire de Silène. 

Zn ordonnée : (activité a-amylasique des extraits - sucres réducteurs) - 
activité a-amylasique du Selica gel chrornatographié. 



2 .  Recherche d'une ac t iv i t é  de type gibbérell inique dans les  ~ 0 1 ~ -  

saccharides extracel 1 ul a i  res , avant e t  après autocl avage . 

La présence de substances stimula ntes à l a  fois de 1 ' a c t iv i t é  

4.- amylasique de 1 'orge e t  de 1 'élongation des hypocotyles de la i tue nous 

a conduit dans u n  premier temps,à rechercher 1 'existence d'une l iaison 

entre  ces substances actives e t  les  PPA,  dont on a constaté l 'act ion 

stimulsnte à 1 'égard de 1 a croissance des ce1 lules  de S i 1  ène e t  dans u n  

deuxième temps, à vér i f i e r  1 'éventuel l e  1 ibération de composés g i  bbérel- 

liniques de leur l ia i son  avec les  PPA lors de 1 'autoclavage des milieux 

de cul ture.  

Nous avons donc réa l i sé  l e  protocole expérimental suivant : les  

composés gibbérélliniques sont obtenus à par t i r  des PPA ex t r a i t s  du milieu 

de culture de Silène (14ème jour) par l e  cétavlon. Ces PPA sont re.dissous 

ensui t e  dans u n  m i  l ieu de culture neuf, on en e x t r a i t  alors deux catégories 

de composés g i  bbérell iniques, 1 a première catégorie e s t  obtenue avant 1 e 

passage à l 'autoclave e t  l a  deuxième après l'autoclavage (12O0, 20 mn). 

Dans ces deux conditions d'extraction di f férente ,  nous avons ensui t e  

recherché 1 ' e f f e t  stimulant de 1 ' a c t iv i t é& -amylasique de 1 'orge, e t  1 ' e f f e t  

stimulateur de 1 ' élongation des hypocotyl es de 1 ai  tue. 

La figure 30 montre que l ' a c t i v i t é  gibbérellinique globale dosée 

grâce au t e s t  d'albumen d'orge e s t  augmentée après passage à l 'autoclave 

du milieu de culture. Cette augmentation e s t  d'environ 71 % par rapport 

à l ' a c t i v i t é  gibbéril l inique obtenue avant 1'autoclavage.- 



Figure 30 : 

TEST D'ALBUMEN D'ORGE 

Activité gibbéréllinique déterminée grâce au test "albumen d 'orge" 
dans une solution de PPA de Silène avant et après passage à 
1 'autoclave. 

A : PPA passés à l'autoclave 
B : PPA non passés à l'autoclave. 



TEST LAITUE 

Figure 31: 

Activité gibbérellinique déterminée grâce au test "laitue'' dans une 
solution de PPA de Silène. 

A : avant passage à l'autoclave. 
B : après passage à l'autoclave. 

En ordonnée : la différence entre la longueur moyenne de 10 hypocotyles 
?-  laitues cultivées en présence de l'extrait chromatographié et la 
longueur moyenne de 10 hypocotyles cultivés en présence du solvant 
~hromato~raphié exprimé en pourcentage. 



Le t e s t  biologique la i tue  (figure 31 ) montre que 1 ' ac t iv i t é  gibbérel- 

linique globale e s t  augmentée par autoclavage à 160 % dans la  mesure 

où 1 es p i  CS importants correspondent aux R .  f  . (2-8-9-10) . Par ai 11 eurs , 

l a  figure 31 indique que 1 'autoclavage supprime 1 ' e f f e t  inhibiteur 

correspondant aux R.f.(l-2-3-5-6 e t  10). L'ensemble de ces résu l ta t s  

montre que des substances ayant une ac t iv i t é  gibbérellinique sont pro- 

bablement l iées  aux polymères polysaccharidiques, l ibérés dans l e  milieu 

au cours de l a  culture.  

Afin de v é r i f i e r  que les  substances de type gi bbéréll inique , 1 iées 

à l a  fraction PPA ne sont pas emprisonnées au moment de la  précipitation 

par l e  cétavlon , ce qui entratnerai t  leur protection au cours d'une 

solubil isation ul tér ieure par 1 'éthanol , nous avons i n t r o d u i t  l a  AG2 

marquée c l4  dans u n  m i  1 ieu de culture de Silène en f i n  de culture p u i g  

on a récupéré les PPA de ce milieu par précipitation au cétavlon habituel- 

lement u t i l i s é .  La répart i t ion de la  radioactivité entre  les PPA e t  l e  

surnageant indique qu'une proportion infime ( 0 , l  % de l a  radioact ivi té)  se 

retrouve dans la  f ract ion précipitée (PPA). De ce f a i t ,  on peut conclure 

que les substances de type gibbérellinique l iées  aux PPA excrétés dans 

l e  milieu de culture des suspensions ce l lu la i res  de Silène, sont probable- 

ment attachées aux polymères au moment où i  1s sont l  i  bérés des parois. 

3 .  Effet des différentes fractions des PPA obtenues Dar so lubi l i -  

sation dans l 'éthanol e t  l ' acé ta te  d 'éthyle.  

Dans ces conditions , i  1 convient d 'examiner les arguments précédents 

e t  de préciser les e f f e t s  des différentes fractions obtenues par so lubi l i -  
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: sation successives des PPA (voir schéma) par 1  'éthanol e t  1 'acétate 

d '  éthyle. 
1 

Ces fractions ont é t é  introduites dans u n  nouveau milieu de culture 

de cellules de Silène af in de déterminer leurs actions. 

PPA, de Silène (100 mg) 

+ éthanol 

/ + acétate d 'éthyle 

fraction soluble dans \ fraction insoluble 

l 'éthanol e t  de l ' a cé ta t e  PPAl 

d 'éthyle 

(Substances de type gi bbérel l ine)  

Pour réa l i ser  ce t t e  expérience, on a  appliqué l e  protocole 

suivant : 

1 - témoins milieu habituel 

2 - milieu habituel + PPA (50 g.ml-l) 
O ? .  

3 - milieu habituel + PPAl (50 ,ug.ml-') 

4 - milieu habituel + S1 ( 1 , O l  q . 1 - l )  e t  S1 (2,02 no.l-l)  estimé en 

équivalent de AG3 

5  - milieu habituel + PPAl (50 g.nl- l )  + SI ( 1 , O l  ng. 1- l )  estimé en 

équivalent de AG3 
Y 



F igu re  32: 

Effets des différentes fractions obtenues, par solubilisation des ??A 
de Silène, par l'éthanol et l'acétate d'éthyle, sur la croissance des 
cellules de Silène, 

T = témoins. 
SI et S2 = fractions solubles de 1 O . et de 2,02 n g . i l  

estimées en équivalênt d'AGs 

PPAI = fraction insoluble, PPA,= PPA intégraux. 



Comme nous 1 ' avons déjà démontré, 1 ' addition de 50 f g  .ml -' de 

1 PPA stimule continuellement l a  croissance des cellules de Silène (f igure32)  
1 

Par contre 1 ' addition au m i  1 i eu de culture de 1 a fraction insoluble PPAl 

n'exerce aucun e f f e t  sur l a  croïssance ce l lu l a i r e  ce q u i  indique que les 

i PPAo de Silène débarrassés dela fraction soluble (SI) perdent la  t o t a l i t é  

de leur e f f e t  stimulant. La fraction soluble ( S I )  réintroduite dans l e  

milieu de culture favorise légèrement la croissance ; toutefoi? s i  on 

double sa  concentration l ' e f f e t  e s t  légèrement défavorable, ce q u i  indique 
1 

l que l'augmentation du taux de S1 entraîne une inhibition par excès de 
1 

substrat  (2,02 ng. l - l )  ; mais les travaux de BRASSART e t  a l .  (1982) 

montrent que l 'addi t ion de AG3 à des concentrations comprises entre 0,01 

e t  10 mg. i' favorise l a  croissance des cel lules  de Silène ; ce q u i  suggère 

que l ' i nh ib i t ion  obtenue avec S1 e s t  probablement l iée  à l 'exis tence d'un 

inhibiteur e x t r a i t  avec S1 dont 1 a nature e t  1 'origine sont inconnues. 

L 'ensemble de ces résul t a t s  permet de supposer que 1 'activation 

de croissance provoquée par les PPA e s t  dûe partiellement à la présence 

d'une substance de type gibbérelline l i é e  aux PPA e t  q u i  s e r a i t  l ibérée 

dans l e  milieu de culture au cours de l'autoclavage. 



1 - EXCRETION DES POLYSACCHARIDES PECTIQUES ACIDES DANS L E  MILIEU D E  

C U L T U R E  DES SUSPENSIONS CELLULAIRES. 

La mise en évidence de l 'excrétion de PPA par les suspensions 

cel lulaires  de Silène e t  de Ronce cultivées dans u n  milieu nu t r i t i f  liquide 

confirme les  résu l ta t s  obtenus avec d 'autres  espèces végétales ( B E C K E R  e t  

a l . ,  1964 ; ASPINALL e t  a l . ,  1969 ; O L S O N  e t  a l . ,  1969 ; B A R N O U D  e t  a l . ,  1977) .  

11 semble qu'une relation exis te  entre ce t t e  excrétion e t  la  croissance 

de l a  suspension ce l lu la i re .  

Les résul ta ts  des mesures effectuées au cours des différentes 

phases de la croissance d'une suspension de cellules de Silène constituent 

des références pour essayer de s i tuer  chronologiquement la  l ibération de 

P P A ; s i  la diminution de t a i l l e  des ce1 lules observées pendant les  

premiers jours de culture ( f ig .  19 ) e s t  l i é e  à 1 ' in tens i té  des divisions 

ce l lu la i res ,  l'augmentation de t a i l l e  q u i  lu i  succède correspond à u n  

phénomène de gr~ndissement de ces ce1 lu les .  Le f a i t  que 1 'excrétion des 

P P A Gccro i t  avant que la t a i l  l e  des ce1 lules augmente, t radui t  une 

ac t iv i t é  intense au niveau de la paroi ce l lu la i re  (en part icul ier  en ce 

qui concerne 1 a  fraction hémicel lulosique) pendant la  phase d'élongation 

q u ' i l  e s t  d ' a i l l eu r s  d i f f i c i l e  de séparer totalement de la  phase de division. 

Cette ac t iv i t é  d 'excrétion peut s  'expl iquer par les condi tions de cul ture 

des suspensions ce1 lulaires  qui entraînent d ' a i l  leurs des modi fications 

morphologiques importantes, t e l  l e  qu'une t rès  grande vacuole e t  souvent 

une paroi plus mince. D'autre par t ,  le  milieu extérieur e s t  en contact 

avec toute la  surface de la  celul l e ,  ce qui f a c i l i t e  1 es ochanges , qu ' i l  

s 'agisse de 1 'absorption des éléments nutri  t i  fs  ou de 1 'excrétion des méta- 



bolites qui constituent la  paroi primaire. Au cours de la  croissance, 

LABAVITCH e t  RAY (1974), suggèrent q u ' i l  pourrait  y  avoir une transforma- 

tion des xyloglucanes pariétaux d'une forme insoluble à une forme soluble 

entraînant l e  glissement des microfibril les indispensables à l 'élongation 

cel lulaire .  La séparation des constituants pariétaux provoque leur l ibéra-  

tion par s u i t e  de la f a c i l i t é  des échanges. Les composés pectiques des 

parois é tant  t rès  sensibles à l ' a c t i o n  des enzymes hydrolytiques, on peut 

donc penser par su i te  d u  changement des conditions de milieu, de lumière 

ou de température, à une modification du fonctionnement d'une ou plusieurs 

enzymes au sein de la paroi, qui entraînerai t  l a  rupture des 1 iaisons qui 

maintiennent habituellement la  cohésion des polysaccharides pariétaux. 

La structure de ces derniers peut ê t r e  modifiée sous l ' a c t ion  des enzymes, 

ce qui pourrait ê t r e  à l 'o r ig ine  de la  l ibérat ion de fragments de chalnes 

polysaccharidiques . Cette hypothèse pl a idera i t  en faveur de ce1 l e  de 

TA KEUCHI e t  KOMAMINE (1980 b )  concernant l e s  suspensions ce l lu la i res  de 

Vinca Rosea. -- 

OLSON (1971) suggère que 1 a  1 i  bération de polysaccharides acides 

dans l e  milieu de culture pourrait ê t r e  due au f a i t  qu'à l a  su i tê  des divi-  

sions,  les cellules o n t  tendance à se séparer. Les pectines, qui sont des 

polysaccharides acides localisés à l a  përi phérie de la  paroi e t  qui jouent 

u n  rôle important dans l a  jonction intercel lu1 a i r e ,  sont ainsi  l ibérées.  

En e f f e t  nos résultats confirment ceux dlOLSON. Cependant, nous pensons que 

1 'excrétion des P P A q u i  e s t  pl us intense au cours de la  phase de division. 

ce l lu la i re ,  résulte de l a  division e t  des modifications de la  paroi ce l lu la i re  

qui précèdent 1 'élongation. Par a i l  leurs ,  1 'addition de 2,4-0 dans l e  mi1 ieu 



de culture d'une suspension ce1 lulai  re de Phase01 us vulgaris , augmente 

1 'excrétion de composés pectiques acides e t  neutres (MANTE e t  BOLL,  1978). 

Au cours de nos expériences, nous avons u t i l i s é  l e  2,4-D comme substance 

de croissance, parce q u ' i l  favorise la  séparation des ce1 lules en suspension, 

ce qui confirme 1 'hypothèse précédente. Lorsque 1 es suspensions ce1 lu1 aires  

sont placées à basse température, les cellules ne se divisent que t rès  

lentement (DUBOIS e t  MORVAN, 1978) e t  ne l ibèrent que t r è s  peu de polysac- 

charides acides ( M O R V A N ,  1982). Ceci se comprend s i  on a t t r ibue l 'excrét ion 

à une ac t iv i t é  enzymatique qui e s t  réduite à basse température. 

D'autre part ,  l a  majorité des auteurs .(BECKER e t  a l . ,  1964 ; 

OLSON e t  a l . ,  1969 ; B A U E R  e t  a l . ,  1973 ; TAKEUCHIE e t  KOMAMINE, 1978, 

1980 a )  considèrent que les  polymères extracel 1 ulaires excrétés dans l e  

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

Les courbes de t i t rage  des P P A que nous avons obtenues sont 

identiques aux courbes de t i t rage  des polysaccharides pari étaux (MORVAN, 

1977, 1983) : el les confi ment donc 1 'origine pariétale des polymères. 

L'excrétion se  produit d u  début à l a  f in  de la  culture.  Mais les courbes 

de t i t rage  sont différentes selon les  phases de croissance ce1 lu1 aire  consi- 

dérées ; e l l e s  permettent donc de caractériser chacune de ces phases. 

L'analyse préliminaire des P P A de Silène (JACQUES, 1984) montre que 

leur  composition e s t  comparable à ce l le  des parois étudiées par de nombreux 

auteurs. I l s  sont principalement constitués de rhamnogalacturonanes 

(pectines) auxquels sont associés des arabinogal actanes , des gl ucomaunanes 

e t  des protéines (hémicelluloses). En dehors de ces considérations sur 

1 'origine des excrétions, i l  faut signaler que les  suspensions de cellules 



de Ronce e t  de Silène se  comportent différemment. La suspension de Silène, 

qui croTt v i t e ,  n'excrète dans son milieu de culture que de faibles quanti- 

I tés  de polysaccharides acides (150 y g . m l - l ) ,  a lors  que ce l l e  de Ronce, qui 

1 pro1 i fère pl us lentement, 1 i bère beaucoup pl us de polysacchari des acides 

(500 )ig à 1 mg.ml-l). Ceci permet de supposer que les polysaccharides 
1 

I 
l acides l ibérés dans l e  milieu de culture peuvent intervenir dans l e  contrôle 

de l a  croissance ultérieure de la suspension ce l lu la i re  qui les  excrète. 

I I  - EFFETS DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRES SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE. 

La mise en évidence de l ' e f f e t  favorable des polysaccharides de 

Silène e t  de Tabac sur la  croissance suscite u n  grand i n t é r ê t ,  mais amène 

à se poser de nombreuses questions sur les propriétés physiologiques des 

P P A d 'origines différentes ,  à l 'égard de la croissance des suspcnsions 

ce l lu la i res ,  e t  éventuellement sur l e  rôle des P P A émis par les racines 
l 

sur l a  croissance de l a  coiffe ou de l a  racine entière.  De plus,  nos obser- 

vations nous ont montré que les P P A de Silène e t  de Tabac favorisent 

l a  croissance des cellules de Silène e t  que ceux de Ronce inhibent la pro- 

l i fé ra t ion  des cellules de Ronce e t  de Silène. Le rôle physiologique des 

P P A semble donc l i é  à leur origine. Par a i l l e u r s ,  nous avons constaté 

que la quantité de P P A excrétés dans l e  milieu de culture e s t  strictement 

l i é e  à l a  croissance des cellules : les  souches qui présentent une crois- 

sance rapide, comme l e  Silène, sécrètent une pe t i te  quantité de P P A ; 

alors que les  souches à croissance len te ,  corne la  Ronce e t  1 'Erable, en 

sécrètent une grande quantité. 



On a également remarqué que l ' e f f e t  des P P A sur  la  cel lule  

varie selon la  vitesse de croissance des souches qui les produisent. Ainsi, 

les cellules qui croissent v i te ,  excrètent des P P A qui stimulent la 

croissance, tandis que les  cel lules ,  qui croissent lentement, excrètent 

des P P A qui sont inhibiteurs. Ces observations ne paraissent pas surpre- 

nantes, dans la  mesure où e l les  peuvent s 'expliquer par la différence de 

nature de l a  paroi des cellules appartenant à des espèces d is t inc tes .  De 

t e l s  résul ta ts  sont récemment obtenus par l 'équipe dlALBERSHEIM qui, étudiant 

l ' e f f e t  de fragments pariétaux sur les  t issus végétaux, note une inhibition 

de la  croissance qu 'el le  attribue à des composés d'origine pectique. 

Afin de préciser ce rôle physiologique des P P A , on peut se 

demander s i  1 ' e f f e t  des P P A e s t  spécifique, se  limitant à u x  cellules 
1 

qui les produisent. En e f f e t ,  nous avons montré que les P P A de Silène 

e t  de Tabac stimulent l a  croissance des celiules de Silène e t  des racines 

d'Endive ; Z 1 ' inverse, ceux de Ronce inhibent fortement 1 a croissance de 

l a  suspension ce l lu la i re  de Ronce e t  de Silène. Ces résul ta ts  sont à 

rapprocher de ceux de BENBADIS (1965, 1968) obtenus a u  cours d'expériences 

de conditionnement de milieu. Cet auteur a montré que les colonies t issu-  

l a i r e s  de Ronce excrètent dans l e  milieu des métabolites de nature e t  

i d'origine inconnues, qui inhibent la  croissance de ces colonies, mais 

, 
I favorisent l a  prolifération des cel lules  de Crowngall de vigne qui o n t ,  

e l l e s  aussi ,  une grande sens ib i l i té  à 7 'égard des produits qu 'e l les  excrè- 

ten t .  

Les e f fe t s  inhibiteurs et/ou stimulateurs des P P A confèrent 

à ces derniers u n  rôle de contrôle de la  croissance ce l lu la i re  e t  du  dévelop- 



pement des plantes : les  premiers expliqueraient la  croissance lente des 

t i ssus  des plantes lignieuses (Ronce e t  Erable) par inhibition de la  

prolifération ce l lu la i re ,  les seconds seraient à 1 'origine de la  croissance 

rapide des cellules de Silène e t  de Tabac. 

GAUTHERET (1937) constate que la durée de vie des cel lules  

de coiffe augmente en présence des métabolites l ibérés  par u n  fragment 

de racine'. 

De pl us, nous avons noté que 1 es P P A produits par les ce1 1 ul es 

en fin de pnase stationnaire se comportent tantôt  comme stimulants, tantôt  

comme inhibiteurs.  On peut penser que 1 ' inhibi teur ,  produit au cours de 

l a  sénescence des ce l lu les ,  s e ra i t  1 'acide abscissique produit â la su i t e  

du s t ress  que peut entraîner l e  manque d'éléments n u t r i t i f s .  La séparation 

des constituants du milieu en fin de culture,  sur  u n  gel Sephadèx 625, 

permet de montrer qu ' i l  existe deux facteurs,  1 'un stimulant e t  1 'autre 

inhibiteur.  Ce dernier pourrait ê t r e  s i  important qu ' i l  masque 1 ' e f f e t  

stimulant. L 'effet  inhibiteur des P P A de cel lules  de Ronce e t  dlErable 

reste  d i f f i c i l e  à interpréter .  On peut cependant noter que MOLLARD e t  

ROBERT (1984) o n t  montré que la souche anergiée de Rosa Glauca, cultivée 

en suspension ce l lu la i re ,  synthétise u n  polymère de type lignine qui a 

é t é  caractérisé en fin de phase stationnaire dans les parois cel lulaires  e t  

dans l e  milieu de culture. Par a i l l eu r s ,  les sucres neutres qui représentent 

60 à 74 % des P . P . A .  (TALMADGE e t  a l . ,  1973) peuvent aussi intervenir sur 

la  croissance; c ' e s t  ainsi que les galactanes sont considérés comme ayant 

u n  rôle déterminant sur la  croissance des cel lules  e t  1 'extensi bi 1 i  t é  des 

parois (NISHITANI e t  FASUDA, 1980). Enfin, BRASSART (1976) a mûntré que l e  



galactose e t  l 'arabinose ont u n  e f f e t  inhibiteur marqué sur  la  croissance 

des cel lules  de Silène 

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

L'analyse cinétique de l a  croissance montre que les P P A de 

Silène stimulent la  multiplication de ces cel lules  du 5ème au 9ème jour,  

e t  leur grandissement du 9ème au 18ème jour. Au cours de ce t te  dernière 

période, l a  teneur en eau des cel lules  cultivées en présence des P P A 

e s t  plus importante. Si les sécrétions cel lulaires  contrôlent la croissance 

en agissant à l a  fois sur la division e t  l e  grandissement ce l lu la i res ,  

1 ' e f f e t  stimulant de ces complexes reste  d i f f i c i l e  à expliquer. On peut 

penser que les P P A sont des précurseurs de l a  paroi (OLSON, 1971 ; 

KAT0 e t  NOGUCHI , 1976 ; TAKEUCHI e t  KOMAMINE, 1980a), leur  intrcdaction dans 

l e  milieu nutri t i f  permettrait aux ce l lu les ,  en les u t i l i s an t  directement, 

d 'éd i f ie r  leurs parois. Ceci n'explique pas toutefois que les  faibles quan- 

t i t é s  de P P A ont aussi u n  e.ffet stimulant. 

1. Effet tampon des polysaccharides extracellulaires de Silène. 

Les polysaccharides en solution ont des propriétés polyélectrolytes. 

I l s  pourraient intervenir en modifiant 1 ' a c t i v i t é  ionique e t  développer 

ainsi  u n  véritable tam~on dans l e  milieu. Cette hyoothèse e s t  confirmée 

par 1 ' e f f e t  des P P A sur 1 'évolution du pH en présence de NaOH, en main- 

tenant l e  pH constamment inférieur à celui des témoins. Ce rôle "tampon" e s t  

favorable à l a  croissance des cellules de Silène, qui sont sensibles à 



l 'évolution du pH (DUBOIS, 1980). Ces observations concordent avec cel les  

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

de plusieurs espèces d'acides d'accessi bi 1 i  t é  e t  de s t ructure différentes 

influe sur la  sé l ec t iv i t é  des parois à 1 'égard des principaux cations en 

la  modifiant en fonction d u  pH en milieu extérieur.  De plus, les P P A 

contenant des acides pectiques e t  des pectates,  l a  présence des groupements 

. amphotères (glycoprotéines ) susceptibles de s ' ioniser,  pourraient jouer 

u n  rôle de tampon dans les conditions défavorables de pH e t  de force ionique. 

I 2 .  Effet chélateur des polysaccharides extracel lulaires .  

En culture des ce l lu les ,  l e  pH habituellement adopté e s t  de 

l 'ordre de 5 ,5 .  A ce pH, la disponibi l i té  des ions de Fer e s t  insuffisante.  

De plus, les cellules de culture,  au cours de leur croissance, tendent à 

ajuster  l e  pH du milieu vers l a  neutral i té  (DUBOIS, 1980). Afin d'augmenter 

la disponibili té en Fer soluble, on l e  chélate par 1 'E.D.T.A. Le rôle 

chélateur de cet te  substance peut ê t re  joué par les P P A qui, associés 

à du FeS04, favorisent la croissance des cel lules .  En outre,  1 ' e f f e t  

tampon des P P A retarde la  précipitation des ions de Fer dans l e  milieu 

de culture.  Cependant, les travaux de HELLER e t  RICHEZ. (1959) réal isés  

sur deux milieux à pH identiques (Témoin e t  milieu de culture de t i s sus )  
- 

o n t  montré que les  métabolites excrétés par les  t issus végétaux maintiennent 

l e  Fer en solution dans l e  milieu de culture ; l a  nature e t  1 'origine de 

ces métabolites n 'é taient  pas connues. Par a i l l eu r s ,  dans la paroi cellu- 

l a i r e ,  les polysaccharides acides peuvent f ixe r  des ions e t  former des 

l iaisons intermoléculaires ( G R A N T  e t  a l . ,  1973).  De même, WIYTACK e t  GILLET (1978) 

montrent que la  paroi primaire contient du calcium probablement chélate par 
1 

les anions ( C O O - )  , par des donneurs comme O H  (d 'origine polysaccharidique) 

e t  p a r  NH~' (d'origine protëi ni que). 



Les P P A d 'origine pariétale ,  excrétés dans l e  milieu de 

cul ture ,  contiennent des groupes COO-, OH e t  N H ~ ' .  I l s  sont donc suscep- 

t i b l e s  de participer aussi à l a  chélation de certains ions t e l s  que l e  

f e r .  

E n  absence d l E . D . T . A . ,  nous avons constaté que les P P A favo- 

r i sen t  la croissance des t i ssus  de racine d'endive. Ceci confirme les t ra-  

vaux de HELLER e t  a l . ,  (1968) qui ont montré que les  t issus végétaux 

cultivés "in vi t ro"  excrètent dans l a  solution nutr i t ive u n  produit per- 

mettant la croissance des racines isolées.  De plus, nous avons montré que 

l 'associat ion des P P A e t  dtE.D.T.A dans l e  milieu de culture,  augmente 

l a  croissance de façon 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 l e  m i  1  ieu, qui assurent 

l a  chélation du f e r .  

3. -Effets de type gi bbérell inique. 

Les e f f e t s  de 1 'acide gibbérell ique sur l e s  suspensions ce1 lu l a i  res 

de Si 1 ène a  é t é  étudié par BRASSART e t  a l .  (1982). La simi 1 i  tude de ces 

e f f e t s  avec ceux provoqués par la  présence de P P 4 , nous a conduit à 

envisager que les  P P A pouvaient prGsenter u n  e f f e t  de type gibbérellinique. 

Les t e s t s  " la i tue" e t  "d'albumen d'orge" o n t  montré l 'existence d'une ac t i -  

v i té  de ce type. Cette ac t iv i t é  e s t  augmentée lorsque les  P P A ont subi 

u n  passage à 1 'autoclave ( 1 2 O 0 C  pendant 20 mn), ce qui suggSre l a  l ibération 

d'une gibbérelline l i ée  aux PPA. Nous avons également constaté certains 



phénomènes d ' inhibi t ion à l 'êgard de l 'élongation des hypocotyles de 

l a i  tue ou de 1  ' o( -amylase d'orge. Ces résul ta ts  semblent en accord avec 

ceux obtenus par COUILLEROT e t  YI (1985) sur de jeunes plants de tomate 

dont les racines l ibèrent dans leur milieu n u t r i t i f  des substances ayant 

une acti  vi t é  de type gi bbérel 1  i  ni que décel ée par deux t e s t s  bi 01 ogi ques , 

" t e s t  la i tue" e t  " tes t  d'albumen d'orge". 

Par a i l l eu r s ,  l 'extract ion des substances à ac t iv i t é  gibbérel- 

linique à p a r t i r  des P P A entraîne une perte par t ie l le  de l ' e f f e t  stimu- 

l an t .  Ceci s 'expl iquerai t  par l a  décomposition d'une partie des P P A 

au cours de 1  'extraction, ou par la  présence de substances inhibi t r ices  

extrai tes  en même temps que les substances gi bbérell iniques. 





Concl usions. 

Le b u t  de ce t ravai l  é t a i t  d 'é tudier  les  polysaccharides acides 

d'origine pariétale  excrétés dans l e  mi 1 ieu de culture des suspensions 

cel lulaires  e t  de préciser leur rôle sur  la  croissance des ce l lu les .  

Les résul ta ts  que nous avons obtenus, é tabl issent  que les 

suspensions cel lulaires  de Silène, de Ronce e t  de Tabac excrètent dans l e  

mi 1 ieu de culture des métabolites polysaccharidiques d'origine pariétale.  

Cette excrétion e s t  u n  phénomène continu qui infiue sur  la division e t  

l e  grandissement ce1 lulai  re. 

L 'ac t iv i té  intense des échanges entre l a  paroi ce l lu la i re  e t  l e  

milieu liquide qui l 'entoure pourrait ê t r e  l a  cause de ce t te  excrétion. 

La quanti t é  des polysacchari des extracel 1 ulai res os t en relation 

inverse avec l a  vitesse de l a  croissance des cel lules .  La quantitg e t  la 

nature des P P A produits varient selon 1 'âge e t  1 'origine des souches qui 

les  produisent. Les courbes de t i t r a t ions  des P P A constituent u n  nouveau 

moyen pour déterminer la  phase de croissance des suspensions ce l lu la i res .  

Le rôle des P P A n ' es t  pas spécifique. Toutefois, ceux qui 

proviennent du milieu de culture des cel lules  de Ronce d o n t  la croissance 

e s t  len te ,  inhibent fortement la  croissance des cel lules  de Ronce e t  de 



Silène tandis que ceux qui proviennent du m i  1  ieu de culture des ce1 1 ules 

1 de Silène ou de Tabac stimulent l a  croissance des cellules en agissant 
I 

l 
I à l a  fois  sur la  division e t  sur l e  grandissement des cel lules .  L 'e f fe t  

l stimulant, que présentent les P P A de Silène, pourrait s 'expliquer par 

1 leur pouvoir tampon, par leur e f f e t  chélateur à 1 'égard du fe r  e t  par 
1 

leur ac t iv i t é  gibbérellinique. Ces substances de type gibbérellinique 

pourraient ê t r e  l iées  aux P P A e t  l ibérées ,  s o i t  au cours de l 'autocla-  
l 

vage, s o i t  au cours de l a  croissance des suspensions ce l lu la i res .  Ceci 

I tendrait  à souligner 1 'importance de la paroi ce l lu la i re  dans la régulation 

de la  teneur en gibbérellines endogènes. 

E n  résumé, 1  es polysaccharides pectiques acides peuvent donc 

ê t r e  considérBs comme u n  facteur important de l a  regulation de la croissance 

des ce1 1 ul es végétal es .  

Cependant, 1  es résul t a t s  obtenus sont incomplets pour expl i  quer 

l e  mode d'action de ces P P A De nombreuses recherches seront encore 

nécessaires ; i l  faudrai t ,  en par t icu l ie r ,  pouvoir analyser la  composition 

chimique des fractions ayant u n  e f f e t  so i t  stimulant, s o i t  inhibiteur,  

pour avoir une idée plus pr6cise sur l e  rôle  exact de ces composés provenant 

de l a  paroi ce l lu la i re .  
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Au cours de la croissance des suspensions cellulaires 

de Silbne (Silene - alba (Miller) E.H.L. Krause) , de Ronce (Rubus 
fructicosus L.) et de Tabac (Nicotiana tabacum), il se produit une 

excrdtion de polysaccharides d'origine pariétale dans le milieu 

de culture. 

Les polymères pectiques acides (PPA) sont caractérisés 

par leur contenu en acide uronique. La quantité libérbe dans le 

milieu évolue parallèlement à la croissance. 

Réintroduits dans des milieux de culture neufs, les 

PPAniodifient la croissance en la favorisant (PPA Silène et Tabac) 

ou en 1' inhibant (PPA Ronce) , sans spécificité apparente. 

L'effet stimulant des PPA de Silène pourrait siexpli- ' 1  
I 

quer par leur pouvoir tampon, leur effet chélateur A l'égairldu fer 
et la présence d'une activité de type gibbérellinique. 

Les PPA peuvent donc être considérés comme un 

facteur important de la régulation de la croissance des cellules 

végétales. 


