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I N T R O D U C T I  O N  

La cellule e s t  définie comme l 'entité fondamentalet morphologique 

e t  fonctionnelle de tous  l e s  organismes vivants. A ce t i t r e ,  e l le  é t ab l i t  des  

relat ions avec sort environnement e t  avec d'autres cellules. Ces rappor ts  

s e  t raduisent  par d e s  échanges de substances d i s sou te s  e t  pa r  des  

contacts intercellulaires qui about issent  parfois A l a  pénétration a'znp 

cellule dans  l 'autre (fécondationt parasitisme). 

Chez l e s  végétauxt l e s  é tudes re la t ives  au>: ecnangest notamment 

celles qui concernent la  nutrition, ont  commencé au niveau de la racine. La 

fonction principale de ce t  organe e s t  d 'assurer l'approvisionnement de l a  

plante e n  eau e t  s e l s  minéraux. Toutefoist  1'e:itrapolation d e s  r é s u l t a t s  A 

l'ensemble des  cellules de l'organisme e s t  délicate en  raison des  

différences de localisation e t  de fonction. 

La culture des  t i s s u s  e t  d e s  cellules in  vi t ro a permis d'avancer 

vers  une uniformisation de ces  derniéres  qui perdent par t ie l lement  leur 

caractére différencié. De rapides progrés ont é té  accomplis d a n s  la  

description détaillée de la  nutrit ion minérale mais également d a n s  la  

connaissance des  processus qui gouvernent la divisiori e t  l'élorigation des  

cellules. Outre la  meilleure homogénéité du matériel biologique, l lacc&s 

direct au  milieu de culture dont la  composition peut e t r e  vér if iée  et '  

a justée à tout  moment e s t  un a tou t  supplémentaire. La simplification des  

aystPmes biologiques e s t  une Étape nécessaire pour parvenir A l a  

modélisation des  s t ruc tures  e t  d e s  fonctions étudiées. Cet te  approche 

impose l a  maftr ise  ou A défaut  le  blocage du plus grand nombre de 

paramétresi pour permettre le  t ra i tement  par le  calcul des  données 

quantitatives.  





électronégatives peu ou pas  diffusibles.  Les contacts privilégiés qu'elle a 

avec le  milieu de culture apparaissent  comme un centre d l in t é r l t i  e n  t a n t  

que t e l  e t  sont  A l'origine de l 'orientation actuelle de ce travail .  

Le premier objectif e s t  de  sélectionner, parmi l e s  composés 

organiques re je tés  dans l e  milieu de culture, l e s  polysaccharides 

suscept ibles  de modifier s e s  paramétres  (distribution ionique, pH ... 1 en 

raison de leurs  propriétés  acidec.. L'étude détaillée de c e s  polysaccharides 

cioit permettre : i) de préciser leur oricjine ; ii) d'apprkcier la signification 

de leur excrétion par  rapport au métabolisme de l a  paroi au  cours de la  

croissance cellulaire ; iii) de mettre en  évidence l e s  modifications qu'ils 

provoquent dans le  milieu de culture ; iiii) de mesurer l eu r s  e f f e t s  s u r  la  

croissance de la  suspension cellulaire qui l e s  produit. 

L'approche expérimentale permettant d 'atteindre ce s  buts  ne peut 

se cancevoir qu'en terme de re la t ions  fonctionnelles avec l e s  parois,  

considérées A l a  f o i s  comme l'origine probable d e s  polymhres l ibéras  dans  

le  milieu de culture e t  comme l e  premier compartiment cellulaire 

directement en contact avec lui. Parmi l e s  moyens m i s  en  oeuvre, l 'analyse 

biochimique e t  l a  caractérisation d e s  propriétés  physico-chimiques s o n t  

menées, e n  parallPle, su r  l e s  polysaccharides extracel lulaires  e t  s u r  ceux 

ex t r a i t s  d e s  parois isolées.  Pour cerner l a  nature d e s  e f f e t s  provoqués par 

l e s  polyméres s u r  la  croissance, l e s  e s s a i s  s o n t  é tendus A d'autres  

sys témes  biologiques, notamment A ceux qui sont  connus pour leur 

sensibi l i té  aux fac teurs  de cr.oissance. 

L e  t ravai l  a é ta  réal isé  avec l a  suspension cellulaire de s i l éne  

(Silene alba (Miller) E.H.L. Krause). Par souci de rigueuri l e s  conditions de 

culture ont  é té  vér if iées  puis délimitées précisément. La présenta t ion  d e s  

r é su l t a t s  e s t  preckdge d'un résumé d e s  travaux figurant d a n s  la 

l i t t é ra ture  e t  qui s o n t  directemerit l i é s  au th8rrie de ce t t e  étude. 



G E N E R A L I T E S  

Depuis un demi-sigcle, la culture " in  vitro" d e s  t i s s u s  végétaux 

..'est progress ivement  imposée comme ou t i l  méthodologique e n  r a i s o n  d e s  

nombreux r é s u l t a t s  qu'elle a appor té  d a n s  d i v e r s  domaines* notamment l a  

nutr i t ion minérale* la croissance e t  l a  division cellulaire,  l 'organogénèse 

e t  lfembryog6n&se. Parmi l e s  d i f f é r e n t e s  mèthades mises  a u  p o i n t *  l a  

cul ture  de  s u s p e n s i o n s  cel lu la i res  e n  milieu liquide a permis  l a  r é a l i s a t i o n  

de  c e r t a i n e s  ei :périmentations impossibles  s u r  la plante e n t i e r e  . 
L e s  souches  d e  tabac* de c a r o t t e  e t  dJ6rable s o n t  l e s  mieux connues  

parce qu'el les on t  & t é  u t i l i s é e s  pour r é a l i s e r  un t r é s  grand nombre de  

travaux. L'espoir d'exploiter l e  po ten t i e l  de b iosyn the~ .e  d e s  ce l lu les  pour 

produire d e s  métabo l i t e s  df intèrCt  indust ie l  ou médical jus t i f ie  l e s  e f f o r t s  

consacrés  aux é t u d e s  appl iquées  (MISAWA* 1980). Le nombre considérable  

d e  composés suscep t ib les  d J @ t r e  p rodu i t s  pa r  c e t t e  voie a é t é  r e c e n s é  

(NICKELL* 1930). E n  dépi t  du manque de  rentabi l i té  économique d e s  

procédés (PETIARD, 1?7?)* l e s  t r avaux  s e  poursuivent avec pour  bu t  

d'obtenir d e s  métabo l i t e s  r a r e s  ou nouveaux, d i f f ic i les  A fabr iquer  p a r  

s y n t h e s e  chimique. D'un point de  vue plus  fondamental* t o u s  l e s  g r a n d s  

s e c t e u r s  du métabolisme cellulaire o n t  é t é  abordés* notamment l a  nu t r i t ion  

(DOUGALL, 1980) e t  l e s  b i o t r a n s f o r m a t i o n s  (STABAt 19:301. L e s  
*. 

suspens ions  ce l lu la i res  on t  également s e r v i  A carac té r i se r  l e s  mécanismes 

d 'absorption (GRIGNON, 1974 ; PENNARUM* 1980 ; THOIRON, 1?84), l e s  

p ropr ie tés  électrophysiologiques (MORVAN, 1973 ; RONAt 1:382) e t  l e s  

pa ramét res  physicochimiques d e s  pa ro i s  (MORVAN Cl., 1983) a b o u t i s s a n t  A 

l a  déf ini t ion de  modPles fonctionnels pour la  description d e s  échanges  

cel lu la i res .  



1 - LES SUSPENSIONS CELLULAIRES 

L e s  suspens ions  ce l lu la i res  s o n t  d e s  s y s t è m e s  biologiques 

généralement fo rmés  d'un ensemble d e  ce l lu les  i s o l é e s  e t  d ' aggréga t s  

cu l t ivés  e n  mélange. La présence d e  m a s s i f s  ce l lu la i res  p lus  ou moins 

dévéloppés  r é s u l t e  d e  la di f f icul té  qu'ont l e s  ce l lu les  à s e  s é p a r e r  a p r e s  

chaque division. L' intervention du calcium comme élément s t a b i l i s a n t  d e s  

pec t ines  qui cons t i tuen t  l e  ciment intercellu!aire est souvent invoqude 

(NORTHCOTE, 1963). Pour résoudre  c e t t e  d i f f icul te ,  des enzymcs yectino- 
e t  cellulolytiques (STZEET e t  al., 1970) ou d e s  a g e n t s  c h é l a t a n t s  (EL 

HINNAWY, 1974) s o n t  i n t r o d u i t s  d a n s  l e s  milieux d e  culture. Par  a i l l e u r s ,  

le  f e r  e t  l e  cuivre s o n t  s i g n a l é s  comme p a r t i p a n t  A l a  s t a b i l i s a t i o n  d e  

p ro té ines  i n t r a p a r i é t a l e s  (GINZBURG, 1961). Ces  d e r n i e r e s  pa r t i c ipen t  à l a  

s t a b i l i s a t i o n  d e s  p a r o i s  pa r  l e s  l i a i s o n s  cova len tes  qu'elles é t a b l i s s e n t  

avec l e s  pec t ines  (LAMPORT, 1965 ; KEEGSTRA e t  al.i 1973). D e s  composés  

phénoliques par t ic ipent  également a u  renforcement de  l a  s t r u c t u r e  

pa r ié ta le  (FRYi 1979 e t  1982-a). Inversement ,  l 'agitat ion permanente  qui  

règne d a n s  l a  cul ture  impose d e s  c o n t r a i n t e s  mCcaniques qui f a c i l i t e n t  l e  

détachement d e s  cel lu les i  individuellement ou p a r  p e t i t s  groupesi  A l a  

périphérie d e s  amas. Le degré  d e  dissocia t ion v a r i e  nature l lement  a u  c o u r s  

de la cul ture  (TORREY et REINERT, 1961 ; HENSHAW e t  al., 1966 ; KING e t  

STREETt 1973 ; DUBOIS, 19:30). En modifiant  la composition du milieu d e  

cul ture  WALLNER e t  NEVINS (1973) amél iorent  l a  d issocia t ion d e s  

cellules.  L e s  f a c t e u r s  d e  croissance,  notamment l e  2,4-Di f a c i l i t e n t  

également la s é p a r a t i o n  e t  l 'élongation d e s  ce l lu les  (CARCELLER e t  al.i 

1971 ; LECUAY et GUERNt 1975 ; KING, 1976 ; WITHERS, 1976). L e s  b a s s e s  

t empéra tu res  e t  l e s  g ibbérel l ines  produisent  les memes e f f e t s  s u r  l a  

suspens ion  cellulaire d e  si lPne (DUBOIS e t  MORVANt 1978 ; BRASSART e t  

à1.i 1982). 

A p a r t i r  d e s  desc r ip t ions  morphologiques f iguran t  d a n s  la 

l i t t é r a t u r e i  il est poss ible  d 'établir  un é t a t  s igna lé t ique  d e s  c e l l u l e s  I -  

v é g é t a l e s  cu l t ivées  e n  suspension:  

- Le diamPtre d e s  ce l lu les  a t t e i n t  en  moyenne 50  Pm. 

- Le compartiment vacuolaire occupe 80 A 90% du volume de l a  cellule. 

- Le cytoplasme e s t  généralement  r é d u i t  A une mince pellicule appl iquée 

con t re  l a  paroi  dont l ' épaisseur  e s t  comprise e n t r e  015 e t  1 Fm. 

- A p a r t i r  de  c e s  données ,  l e  volume e t  la s u r f a c e  d e s  ce l lu les  s o n t  
? 

e s t i m é s  respect ivement  A 6 , 5 . 1 0 - ~ ~  m3 e t  7 ,5 .10-~  m'. 



L'intérBt d e  mener une t e l l e  évaluat ion A l 'échelon d'une seule .  

cel lule e s t  de pouvoir exp lo i t e r  l e s  r é s u l t a t s  d 'analyses  biochimiques 

acquis  a u  niveau d e  la population. D e s  lors ,  la comparaison e n t r e  d e s  

ce l lu les  t r P s  d i f f é r e n t e s  peu t  fourni r  d e s  indicat ions  ina t t endues .  A t i t r e  

d'exemplet l a  v i t e s s e  de  s y n t h e s e  d e s  polysaccharides d a n s  l e s  p a r o i s  d e s  

ce l lu les  e n  suspens ion  ou d a n s  ce l l e s  d e s  b a c t é r i e s  e s t  s imi la i re  (10-15 

g.pm-2.h-ii, bien que  l a  v i t e s s e  de  croissance  d e  c e s  d e r n i e r e s  s o i t  50 f o i s  

supér ieure  (GUERN 1979). Les  suspens ions  cellulairec. ne s o n t  p a s  t o u j o u r s  

hctmcigenes e t  les. ce l lu les  peuvent p r é s e n t e r  d e s  t a i l l e s  e t  d e r  f c r m e s  

va r i ées ,  notamment chez l e  haricot  (NiCh'ELit  195S! e t  la c a r o t t e  

(STEWARD e t  al., 195:3). Chez l e  Silène,  e l l e s  s o n t  o v o ï d e s  e t  leurc. 

d i a m é t r e s  s o n t  compris e n t r e  35 e t  100 P m  ou a t t e i g n e n t  occasionnellement 

300 Pm d a n s  d e s  ce l lu les  g é a n t e s  ILIUBOIS 1980). 

Les  méthodes  u t i l i s é e s  pour ca rac té r i se r  la c ro i s sance  d e s  

s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  e t  s a  régula t ion découlent  d e s  s t r a t é g i e s  d 'é tude 

développées  avec  i e s  microorganismes. L e s  g randeurs  mesurées  telles l a  

masse  f r a f c h e  (MF)* la masse  sèche (MS), l e  nombre de ce l lu les  (NC) e t / o u  

l 'azote protéique p e r m e t t e n t  la const ruct ion de  courbes  d e  croissance .  En 

cul ture  discontinuet  il e s t  poss ible  de  maintenir ,  p a r  d e s  ensemencements  

s u c c e s s i f s  convenablement e s p a c e s j  une cu l tu re  ce l lu la i re  e n  phase  

exponentiel le e t  d e  déf in i r  sa croissance  par s o n  t emps  d e  doublement e t  

s o n  tau:< cie croissance  spécifique.  La val id i té  r e spec t ive  d e s  d i f f t s ren tes  

mesures  e t  d e s  p a r a m é t r e s  ca lculés  e s t  p r é s e n t é e  e t  d i s c u t é e  l o r s q u e  l e s  

s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  s o n t  s t a b i l i s é e s  (KING e t  STREET, 1973 ; ROSE e t  

MARTIN, 1974 ; DUBOIS, 1980). Actuellement,  la croissance  n ' e s t  p l u s  

guère  é tudiée  pour  elle-meme e t  quelques  c r i t e r e s  s o n t  généra lement  

sé lec t ionnés  e n  fonct ion de  l ' intérgt  qu'ils p r é s e n t e n t  pour l e s  é t u d e s  

e f f e c t u é e s .  

II - LE MILIEU DE CULTURE 

3 .  

Le cho ie  d e s  s u s p e n s i o n s  c e l l u l a i r e  comme m a t é r i e l  

d 'eepérimentation e t  comme modèle biologique s e  jus t i f ie  e n  r a i s o n  d e s  

poss ib i l i t é s  o f f e r t e s  A lle:.:périmentateur de  contrdler  e t  de modifier  l a  

composition de  l e u r  milieu de  culture.  Ce s y s t e m e  biologique e s t  

part iculièrement f avorab le  A l a  déf in i t ion d e s  exigences  n u t r i t i o n n e l l e s  e t  

a l a  modélisat ion d e s  p r o p r i é t e s  d'échanges. 



Le milieu de  cul ture  e s t  l e  témoin d e  l 'eccrétion d'un ce r ta in  nombre 

d e  composés organiques,  ceux qui o n t  é t é  considérés  d P s  l e s  p r e m i e r s  

t ravaux s u r  l a  suspens ion  cel lu la i re  d'Acer ~ s e u d o o l a t a n u s  L. (STREET, 

1966) comme l e s  f a c t e u r s  d e  conditionnement du milieu. 

MUIR et al. (1958) o n t  obtenu pour la premiPre f o i s  une p ro l i fé ra t ion  

d e  ce l lu les  i s o l é e s  e n  é t a b l i s s a n t  un contact  p a r  un pap ie r  f i l t r e  a v e c  un 

t i s s u  nourricier .  I l s  o n t  e n s u i t e  s y s t é m a t i s é  l a  technique a l o r s  que JONES 

e t  al. (1960) d é f in i sça ien t  l a  notion de  conditionnement e n  in t rodu isan t  

des. ce i lu les  ic.oieec d a n s  un miliec: c!'J avaient  déjA sGjourne d e s  colonies  

t i s s u l a i r e s .  C e t t e  in i t i a t ion  du milieu 3e culture peut  Értre a t t r i b u é e  à l a  

d i f fus ion d e  s u b s t a n c e s  non spdcif iques ,  A p a r t i r  d e s  c a l s  nour r ic ie r s  

(BENBADIÇ, 1965). Dans  l e  mPme temps,  STREET 11966) montre que  l e s  

ce l lu les  cu l t ivées  e n  suspens ion  d a n s  un milieu l iquide,  y s e c r e t e n t  

d i f f é r e n t e s  s u b s t a n c e s  parmi l e s q u e l l e s  d e s  enzymes ; il en  r é s u l t e  une 

s t i m u l a t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e .  L ' ana lyse  b ioch imique  d e s  mil ieux 

condit ionnés révéle  l a  présence d'acides aminés ; ceux-ci peuvent  e t r e  

c o m b i n é s  A l ' ac ide  g i b b e r e l l i q u e  e t  p e r m e t t r e  l a  r é d u c t i o n  d e  l a  

concentra t ion de l'inoculum cellulaire (STUART e t  STREET, 1969 e t  1971). 

L'importance d e  l a  d e n s i t é  d e  l 'ensemencement, e n t r e v u e  par 

BLACMELY e t  STEWARD (1964) s ' e s t  t rouvée confirmée par  l e s  t r avaux  de 

KA0 e t  MICHAYLUK (1975) qui o n t  r é u s s i  A réduire  prc~gressivemerrt  l e  

r appor t  volume cel lu la i re /  volume du milieu jusquJA l a  l imite de 25 A 50 

ce l lu les  pa r  ml.  P a r  l a  s u i t e  GLEBA (1978) e s t  parvenu A f a i r e  s e  

développer un s e u l  p r o t o p l a s t e  d a n s  1 m l  de milieu nu t r i t i f .  

C e s  no t ions  s o n t  e n s u i t e  tombées  dans  l'oubli a p r é ç  s 'btre e n l i s é e s  

d a n s  l a  recherche d e  molécules analogues  aux f a c t e u r s  de  croissance ou 

d a n s  l a  mise e n  évidence d ' e f f e t s  s ' y  apparentant .  Comme l e s  d i f f i c u l t é s  

méthodologiques é t a i e n t  r éso lues ,  notamment p a r  l 'u t i l i sa t ion d ' ex t ra i t s  

n a t u r e l s  ( l a i t  de  coco, hydrolysat  de  caseine ,  jus de  fruit...), l 'idée mPme de  

conditionnement a progress ivement  d isparu comme s u j e t  d'étude. 
1 

L e s  beso ins  e n  é léments  minéraux e t  l'importance du pH o n t  é t é  

précises .  En général ,  le  pH in i t i a l  d e s  milieux de cul ture  e s t  a jus té  e n t r e  5 

e t  (5. Au cours  de l a  cul ture ,  il évolue, notamment e n  fonction de la na tu re  

de  l a  source  azotée  : il augmente lo r sque  l e s  ions  n i t r a t e s  s o n t  rapidement  

a b s o r b é s  (VELIKY e t  ROSE, 1973 ; MORVAN, 1974) e t  diminue e n  p résence  

d'azote ammoniacal (MARTIN e t  al., 1977 ; BRASSART e t  al., 1978). C e s  



v a r i a t i o n s  de pH s o n t  d u e s  a l 'absorption p ré fé ren t i e l l e  d e  c e r t a i n s  ion% 

e t  a u  fa ib le  pouvoir tampon d e s  solut ions .  De plus* e l l e s  inf luencent  l a  

croissance d e s  cel lu les  (MARTIN e t  ROSE, 1976 ; DUBOIS, 1980). La 

composition en  é léments  minéraux d e s  formules  n u t r i t i v e s  p roposées  pour 

la cul ture  d e s  suspens ions  cel lu la i res  s ' e s t  progress ivement  enr ichie  en 

n i t r a t e t  potassium et phosphate (HELLER? 1953 ; MURASHIGE e t  SKûOG, 

1962 ; LESCURE+ 1966 ; GAMBORG et  al.,  1968 ; GAMBORG* 1970 ; SCHENK 

e t  HILDEBRANDT, 1972 ; KAT0 A. e t  al.t 1977) in terviennent  d a n s  

d i f f e r e n t s  s e c t e u r s  d u  métabolisme t e l s  que l a  r tgu la t ion  osmotique FriIJr 

le  potilssium e t  l e s  ac t iv i t e s  enzymatiques pour l e  pnosphore !UEKI e t  

SATOt 197 1). Bien qu'ils ne s o i e n t  p a s  p r i s  eri compte d a n s  ce  t r ava i l ,  l e s  

microéléments peuvent jouer un rdle important  d a n s  l a  c ro i s sance  

(NEUMANN e t  STEWARD* 1968 ; OHIRA e t  a lmj  1975). 

Le calcium in te rv ien t  comme agen t  s t r u c t u r a n r  d e s  parois  e t  d e s  

membranes cel lu la i res  e t  comme messager  in t racel lu la i re  (MARME* 19:32 e t  

19841. Selon ce dernier  concept, l e  calcium inf lue  s u r  l'action d e s  

ph y t o h o r m o n e s  (LEOPOLD, 1977)  e n  t r a d u i s a n t  l e s  s i g n a u x  

extracytoplasmiques  dans  un langage assimilable p a r  l a  cellule.  11 jouerai t  

l e  rd le  de  clé métaboliquet l e s  phytohormones a p p a r a i s s a n t  comme d e s  

e f f e c t e u r s  périph6riques (h%LLY 1984). 

Dans la paroi  le calcium Btabli t  d e s  l i a i sons  par t icul iPres  a v e c  l e s  

ac ides  pect iques  e t  s t a b i l i s e  l a  matrice pa r ié ta le  grClce A d e s  p o n t s  in te r -  

e t  in t ra-chaines  (GRANT e t  a1.,1973 ; WUYTACK e t  GILLETt 1978 ; 

SENTE NAC e t  GRIGNONt 198 1 ; DEMARTY et  al.t 1984). Le calcium e s t  donc 

di rectement  impliqué d a n s  l e  processus  d e  l'expansion cellulaire soit a u  

t r a v e r s  de  s e s  l i a i sons  ioniques (BENNET e t  CLARKt 1956 ; CLELAND e t  

RAYLE* 1977 ; THOMAS e t  al., 19E:4It s o i t  e n  in te rvenan t  d a n s  l a  

régula t ion d e s  a c t i v i t é s  enzymatiques (CRASNIER e t  al.# 19:30) e t  en  

par t icul ier  d e s  glucanases  p a r i é t a l e s  (MASUDA ET SATOMURA, 1970; 

GOLDBERGt 1977 ; GOLDBERG e t  PRAT 1982). 
,- 

L'ensemble d e s  e f f e t s  du calcium s u r  l 'expansion cellulaire e s t  p r i s  

e n  compte d a n s  l e  cadre de l a  théor ie  d e  l a  croissance acide  (FISHER et 

ALBERSHEIMj 1974 ; COHEN e t  NADLER* 1976 ; BATES e t  RAY, 1981 ; 

CLELAND* 1983 ; TAIZ, 1984). L'auxine favor i se  l 'émission de  p r o t o n s  A 

t r a v e r s  l e  plasmalemme. Dans la paroi* i l  e n  r é s u l t e  un a b a i s s e m e n t  local 

du pH dont  dépend l e  fonctionnement d e s  enzymes qui  hydrolysent  l e s  



polysaccharides matriciels .  C e t t e  théor ie  repose  en  par t i e  s u r  l 'action 

s t imulan te  d e  l a  fusicoccine s u r  la pompe A pro tons  de  l a  membrane 

plasmique (HANSON et  TREWAVAS, 1982 ; KUTSCHERA e t  SCHOPFER* 

1985). E l l e  e s t  néanmoins con t reversée  e n  r a i s o n  du caractPre exclusif  d e  

l ' e f fecteur  fongique (BRUMMER e t  PARISH, 1983 ; BRUMMER e t  al.* 19:34) 

e t  parce que l 'acidification peu t  avoir  d e s  conséquences i n v e r s e s  s e l o n  l e s  

enzymes qui s o n t  ef fect ivement  p r é s e n t e s  d a n s  la paroi. Quoi qu'il e n  s o i t ,  

l e  calcium in te rv ien t  d a n s  l a  régula t ion de l a  croissance cellulaire s e l o n  l a  

concentra t ion A laquel le  i l  e s t  in t rodu i t  dans  l e s  milieux de  culture (OHIRA 

e t  al., 1073 ; KAT0 A.et al., 1977 ; MCIRRIS e t  NOBTHCCITE, 1977!. Enfiri, l e  

calcium e s t  considgré comme un d e s  é lgments  minéraux in te rvenan t  s u r  

l 'excrétion de composés pariétaux d a n s  l e s  milieux de culture (MORRIS e t  

NORTHCOTE, 1977; SMITH e t  a1.,19:34). 

III  - LES PAROIS VEGETALES 

A la pér iphér ie  d e s  cel lu les t  l a  paroi  e s t  l e  l ieu  de p a s s a g e  

obl igatoi re  pour t o u t e s  l e s  s u b s t a n c e s  n é c e s s a i r e s  l eur  métabolisme. 

Dans  l e s  s u s p e n s i o n s  cellulair.e~., l e s  p a r o i s  s o n t  essen t ie l l ement  

pr imaires* comme l 'indiquent les é t u d e s  u l t r a s t r u c t u r a l e s  (NOUGAREDE e t  

al.* 1968-a e t  -b ; BAKER et al.+ 1980). 

Selon MC. NEIL e t  al., 1984 l a  composition d e s  parois  d o i t  Btre 

va r iée ,  a u  moins quant i ta t ivement ,  é t a n t  danné la multitude d e s  f o r m e s  e t  

d e s  dimensions  d e s  organismes végétaux. Bien qu'il e x i s t e  une diver.e.ité 

d a n s  l a  s t r u c t u r e  f i n e  d e s  polymeres par ié taux i s o l é s  de  d i f f é r e n t e s  

sources ,  l a  paroi  primaire d e s  p l a n t e s  s u p é r i e u r e s  contient  l e s  mPmes 

fami l l es  d e  polysaccharidesi  qui r e p r é s e n t e n t  jusqu'a 90% de l a  masse  

sPche de  l a  paroi. D e s  p ro te ines  consti tueri t  l e  cumplémerit. 

Le s q u e l e t t e  d e s  pa ro i s  pr imaires  e s t  const i tuée  de f i b r i l l e s  

ce l lu los iques  e n r o b é e s  par  une matrice amorphe de polysacchar ides  
, ' 

pec t iques  e t  hémicellulosiquest  a s s o c i é s  a d e s  glycoproteines. L'gencement 

de  c e s  composés e s t  décr i t  par  le schGma de  s t ruc tu re  proposé p a r  

KEEGSTRA e t  al. ( 1 9 7 3 ,  pour l a  paroi  primaire d e s  cel lu les  d'érable ( f igure  

page su ivan te ) .  Ce modéle cons t i tue  l a  référence de  base  pour l e s  é t u d e s  

qu i  s o n t  consacrées  A l 'élucidation d e  l a  composition chimique e t  d e  la 

s t r u c t u r e  d e s  c o n s t i t u a n t s  par ié taux.  Les  r é s u l t a t s  publiés d a n s  la 

l i t t é r a t u r e  on t  é t é  r é u n i s  e t  d i s c u t é s  rkcemment par  Mc NEIL e t  al. (1984). 

I l s  s o n t  r écap i tu lés  d a n s  l e  tableau* page 12. 



Polysacchar ides  p e c t i q u e s  

3 '6 -a rab inogalac tanes  

hamnogalacturonanes 

 rabin in an es e t  g a l a c t o n e s  

} c e l l u l o s e  

4 Xyloglucanes 

- P r o t é i n e s  p a r i é t a l e s  

Modèle d e  l a  s t r u c t u r e  pariétale  d e s  c e l l u l e s  d ' é r a b l e ,  

d ' a p r è s  KEEGSTRA e t  al. (1973) 

La cellulose représente  en t re  10 e t  25% de l a  paroi (KEEGSTRA e t  

al., 1973). Elle e s t  constituée d'un enchainement l inéaire  de r é s i d u s  

p-4-D-glucopyranosyls. Les d i f fé ren tes  chaines son t  l i é e s  la té ra lement  

entre  e l l e s  par d e s  l ia isons hydrogPne pour former l e s  microfibrilles. Des 

études u l t ras t ruc tura les  ont  permis aux au t eu r s  de décr i re  en d é t a i l  

l'agencement d e s  microfibrillesi en  s t r a t e s  apposées  l e s  unes s u r  l e s  

autres .  Les s i t e s  de polymérisation ont  é t é  local isés  s u r  l a  membrane " 

plasmique. Un cer ta in  nombre de théor ies  contradictoires t e n t e n t  

d'expliquer la  mise en place e t  l e s  res t ruc tura t ions  du sque l le t te  pa r i é t a l  

a u  c o u r s  de l ' é longa t ion  (WILSONt 1964 ; ROELOFSONi 1 9 6 5  ; 

FREY-WISSLING, 1969 ; PRESTONi 1974 ; ALBERSHEIM e t  al.* 1976 ; 

ROLAND e t  VIANt 1979). 



La matrice de l a  paroi e s t  const i tuée d'au moins huit fami l les  de 

polysaccharidesr qui s o n t  regroupés en  deux catégories  principales : l e s  

pect ines  e t  l e s  hémicelluloses. Les prerniéres son t  dis t inguées par  leur  

caractere  acide, leur aff ini té  pour le  calcium, l eu r s  propriétes  gé l i f ian tes  

e t  par l 'extraordinaire compléxité de cer ta ins  de l eu r s  const i tuants .  Les 

secondes doivent leur  appellation au f a i t  qu'elles comprennent d e s  

glucanes non cellulosiques. El les  son t  riches en monosaccharides neu t r e s ,  

notamment le  xylose mais rechlent également des  radicau:c d'acide 

g!ucuronique, 

Les hémicelliiloses son t  essentiellement composées de deux famil les  

de macromoiécules. Les >:yloglucanes son t  abondants chez l e s  dicotylédones 

(20 $ 30%) e t  l e s  xylanes (glucuronoarabino:~:ylanes~ son t  principalement 

pré;sents chez l e s  monocotylédones (20  ;i 4 0  Y*). La st ructure  de c e s  

derniéreç e s t  connue gr$ce au): travaux d'ASPINALL e t  GRE E N WOQD 

(19621, WHISTLER e t  RICHARDS (1970), Mc NEIL e t  al. (19751, WILICIE 

(1979) e t  DARVILL et al. (1980-a). Les x yloglucanes dont l a  présence a é t é  

rapportée dans l e s  parois  d e s  cellules en  suspension (Mc NEIL e t  al., 1979; 

HAYASHY e t  al., 1980 ; JOSELEAU e t  CHAMBAT 1984-a) son t  formés  

d'un sque le t te  p-4-D glucopyranosyls portant de nombreuses e t  p e t i t e s  

ramifications de d -x y lopy ranosyls s u r  l e  Cg d e s  radicaux glucopyranosy 1s 

(BAUER e t  a1.,1973).  I l  e x i s t e  e n  o u t r e  d e s  r é s i d u s  

$ 2-D-galactopyranosyls  e t  d -2-L-fucopyranosyls  (WILDER e t  

ALBERSHEIM, 1973 ; SHIBUYA e t  MISAKI, 1978 ; TAKEUCHI e t  KOMAMINEt 

1978 ; KATO e t  MATSUDA, .1980-a e t  -b) e t .  occasionnellement du 

L-arabinofuranosyl (EDA e t  KATO, 1978 ; JOSELEAU e t  CHAMBAT, 

1984-a). 

La propriété essent ie l le  d e s  hémicelluloses e s t  leur capacité A 

établ i r  de  pu issan tes  l ia isons hydrogenes inter-moléculaires avec l a  

cellulose ou en t re  e l l e s  (PRESTON, 1979). De plus l e s  xyloglucanes son t  

l i é e s  par covalence au>: polysaccharides pectiques par l ' intermédiaire de ,, 

ponts  glycosidiques (BAUER e t  al., 1973). Ce t te  s i tuat ion particuliére,  A la  

jonction en t r e  l e s  pect ines  e t  l e s  f ibr i l les  de cellulose, leur confgre un 

rBle important dans  l e s  processus intervenant  dans  l a  matrice par ié ta le  

pendant l'élongation (ALBERSHEIM, 1974-a e t  -b ; Mc NEIL e t  al., 1979). 

Les polysaccharideç pectiques sont  probablement l e s  polymPres 

matriciels l e s  plus abondants dans l a  paroi primaire de la plupart  d e s  

phanérogames (JAR VIS, 1984). Leur s t ruc ture  e t  l eurs  proprietés o n t  f a i t  



P r  i nc i p a u x  p o 1  y m P r e s  d e  1 a p a r o i  p r i m a i r e .  

D : Dicotylédones M : Monocotylédones 

Glcp : gluco yranosyl Manp : mannop~ranosyl Xylp : x~ lopy ranosy l  
Galp : galac P o p ~ r a n o s ~ l  Fucp : fucopyranosyl Araf : arabinofuranosyl 
Rhap : rhamnopyranos~l Arap : arabinopyranosyl A i f  : a iofuranosyl  
Hyp : hydroxrprol ine Ser : sér ine GPY : g!yCine 
G l  cpAU : acide gl  ucuron i que Val : val  ine 
GalpAU : acide galacturonique Tyr : tyrosine 
Ace : acide acérique 
KDO : ac i de 3-deoxymanno-oc tu1 oson i que 

POLYMERES (% paroi ) PRINCIPAUX MD4OMERES LIAI  SC1JS & SEQUENCES REMARQUES 

CELLULOSE (20-30 ) p-Glcp ( P f l a n p )  

HEHI CELLULUSES 

Xylo lucanes P G l c p  d-Xylp 
?D : 20-30:) p-Galp a-Fucp 
( M :  1 - 5 )  (Araf 

Xyl anes P-Xylp d -A ra f  
( D :  5 a-si C ~ A U  
IM : 20-40) (4-Ofle-Gl cpAU) 

Cal 1 ose 

PECTINES 

Homogal ac turonanes A-GALpAU 
(D : 10 ) C-Rhap 
I M : i >  

Rhamo a l  acturonane 1 d-Ga1 pALI 
t 8 : 10-20) &-Rhap 
( t l : + . )  ? -Ga1 p 

4 -Ar af 

2Gl C4k,!G1 CL (non g re f fé )  

4-2, 1 ' 
~ u c - ~ a l ~  

-4 4-4 A-4-  -4- chai nes 
-XY~ -Xyl -Xyl- l a t é r a l e s  

cour tes 
+ acé ty l s  

- 3  4-b + f é r u l o y l s  
-61 c-61 c-Gl c- 

-U 
- ( ~ a l A ~ ) ~ ~ h a ~  (n  = 25) 

non g re f fé  
GalAU Me-estér i f i 4 

Ga1 e t  Ara 
g re f fés  sur Rha 

Ga1 AU 
+ Me-ester if ié  
- f é ru loy l s  sur 

Ga1 e t  Ara 
A-% 4-4 4 - 2 ,  1-3 

R h m o  a l  ac turonane II - ~ h a - ~ r  a-~al---Ace-~ha"-3:~ i - (8 : 2-5) 4Gal AU 
( M : ? )  $-Rhap P- al p Me-Fuc' ? Ga1 AU 

t ?  

P-Gl cpAU -Xyl p 
Ac e KDO 

GLYCOPRUTEINES 1 I I 
Ar a Ar a Ar a 

Arabi nogal ac tane- P G a l  p Araf 1 I I 
proté  i nes -Arap Ga1 PAU Ar a Ar a Ar a 

-GLcpAU i 1 I 
Hyp, Ser, G l y  Ga1 Ar a Ar a Ar a . . 

f i i 1 
Extensine PAraf  d Araf - Çer-Hrp-Hyp-Hyp-Hrp-Çer-Hyp-LYS 

D : 1-10  j G a l p  I t 
(M : (2 ) HY Ser , Lys, A r  a Ar a 

1 
Ga 1 

Va!: T r r  I I 



l 'objet de  rév i s ions  réguli i lres (NORTHCOTE, 1972 ; ASPINALL, 1 9 8 0  ; 

DARVILL e t  al., 19:::O-b ; PILNIK, 1981 ; SELVENDRAN, 1983 e t  1985). I l s  

o n t  comme p o i n t  commun de  c o n t e n i r  d e s  rad icaux  d -4-D 

galacturonopyranosyls qui forment d e s  enchaine ments  dans  l e s q u e l s  

v iennent  s ' in tercaler  d e s  r é s i d u s  A-2- rhamnopyranosy 1s. In situ,  ils 

forment  d e s  blocs qui s o n t  r é p a r t i s  d'une mariiilre p lus  ou moins homogene 

l e  long d e s  chaines  pectiques.  Les  techniques  d 'hydrolyses enzymatiques e t  

chimiques, u t i l i s é e s  ensemble ou séparément ,  pe rmet ten t  de s é p a r e r  c e s  

d i f+éren tes  séquences  (TALbi,^,T)GE e t  al., 1973 ; KNEY e t  al., 1975 ; 

JAEVIÇ e t  al., 1981-a ; CE LrFtIFCi e t  al., !Ci<:2 ; ISHIi, 14't:2 ; THIEAULT, 

i983).  Tro i s  c l a s s e s  s o n t  d i s t inguées  en  fonction de l a  nature  e t  de i a  

d isposi t ion d e s  radicau:.: n e u t r e s  qui y s o n t  associ6zl. 

Les homogalacturonanes s o n t  d e s  poly rnérrs presque uniquement 

composés d'acide 0-galacturonique. I l s  s o n t  d i f f ic i les  A i so le r  c a r  t r i l s  peu 

sa lubres .  Des hydrolyses  p a r t i e l l e s  de  l a  paroi  d e s  cel lu les  c u l t i v é e s  e n  

suspens ion  donnent d e s  f ragments  comprennant p lus  de  15 radicau:.: chez 

l ' é rable  (NOTHNAGEL e t  al., 1983) e t  p lus  de  1 0 0  chez la rose  (CHAMBAT 

e t  JOSELE AU, i?f:O). L e s  homogalacturonanes s o n t  également s i g n a l é s  

d a n s  l e s  milieux de  cul ture t  avec d e s  propor t ions  d'acide galacturonique 

comprises  e n t r e  87 Y. chez l e  tabac (YAMAOKA e t  SATO, 1977) e t  9 5  % chez 

l ' l i rat t le (NOTHNAGE L e t  al.,  1983) .  D e s  é t u d e s  d e  c o n f o r  m a t i o n ,  

e n t r e p r i s e s  s u r  l e s  pec t ines  de  citron,  a b o u t i s s e n t  A d é f i n i r  l e s  

homogalacturonanes, comme d e s  segments ,  riori branchés ,  de 25 u n i t é s  

d'acide galacturonique, entrecoupés  pa r  un s e u l  'rhamnose e t  d i s p o s é s  e n  

anneau (POWELL e t  al., 1982). La propr ié té  e s s e n t i e l l e  a t t r i b u é e  A c e s  

composés e s t  de  former d e s  ge l s  r ig ides  e n  présence d e  calcium, ce  qui 

permet  de  supposer  qu'ils jouent un rd le  important d a n s  l a  s t a b i l i t é  de  l a  

matrice par ié ta le  ( R E E S  1977). 

Le rhamnogalcturonane 1 (RG 1) a é t é  déf ini  grlice aux t ravaux 

e f f e c t u é s  s u r  la suspension cellulaire d'érable (TALMADGE e t  al., 1973 ; , 

Mc NEIL e t  al., 1980). I l  comporte une chaine principale formée d e  d-4-D 

g a l a c t u r o n o p y r a n o s y l s  e t  de c( -2-L r h a m n o p y r a n o s y  1 s  r é p a r t i s  

a l t e r r~a t lvement  (Mc NEIL e t  al., 1 9 8 0  ; LAU e t  al., 1953). D e s  radicaux 

8-4-D galactopyranosyls e t  d - 5 - L  arabinofuranosyls  forment d e s  chaines  

l a t é r a l e s  plus ou moins longuest  a t t a c h é e s  s u r  l e  rhamnose (Mc NEIL et al., 

1982). Plus rarement ,  d e s  rés idus  d e  eylose ,  d e  fucose  ou d 'apiose  s o n t  

s igna lés .  Ce t te  s t r u c t u r e  dé ta i l l ée  e s t  en  accord avec c e l l e s  qui a v a i e n t  



&té proposées dans d e s  travaux an tér ieurs  (ASPINALL e t  al., 1968 KNEE e t  

al., 1975 ; SIDDIQUI e t  WOOD, 1976). Elle e s t  confirmée par  l e s  r é s u l t a t s  

obtenus ensui te  s u r  d 'autres  végétaux (SHIBUYA e t  IWASAKI, 1978 ; EDA 

e t  KATO, 1980 ; ISHII, 1981 e t  1982 ; JARVIS, 1981-b). Toutefois,  l a  

longueur des  chaines l a t é r a l e s  de galactanes peu varier se lon  l'origine des  

pect ines  (JARVIS e t  al., 1981-a ; BRILLOUET e t  CARRE, 1983 ; THIBAULT, 

1983). Les fragments de RG 1 son t  plus ou moins e s t é r i f i é s  par  des  

groupement5 méthyls ou acétyls  (PILMIK, 13:31 ; SOUTY et al.* 19Si)t 

probablement parce que l e s  zones oii s e  greffent l e s  chaines late 'rales sont  

moins accessibles A l'action des  rn-thyl-ec.tP;rac.ec (JARVIS, 1984). 

Le troisiPme composant pecticue e s t  l e  rhamnogalacturonan II  (RG 

II) (DARVILL e t  al., 1978). C'est un polysaccharide trPs comple:.:et 

const i tué de di>: monosaccharides d i f fé ren ts  dont cer tains  rarement 

observés: ap io~.e ,  2-O-methyl-eylose, 2-O-methyl-fucose (DARVILL e t  al., 

1978) ,  l 'acide acé r ique  (SPELLMAN e t  al.? 1983) e t  l 'acide 

3-déoxy-manno-octulosonique fh'DO) (YORK e t  al., 1984-b). De tai l le  

homogene le  RG II contient une soixantaine de résidus glycosidiques par 

molécule (DARVILL e t  al., 1978). Des méthodes d'hydrolyses sé lec t ives  

permettent  d'aboutir A l a  détermination de !a s t ructure caractér is t ique qui 

e s t  un heptasaccharide. Bien que t r è s  original, l e  RG II ne représente  que 

2 A 5 X de l a  matrice des  parois  dans lesquelles il a é té  identifié. 

Outre l e s  const i tuants  majeurs, l a  matrice pariétale  des  mono- e t  

dicotylédones contient également des  arabinanes (Mc NEIL e t  al.* 1979 ; 

STEVENS e t  SELVENDRAN, 1980)j d e s  galactanes lEDA e t  XATO, 197f:) e t  

des  arabinogalactanes (CLARKE e t  al., 1979). I l s  constituent d e s  ponts  

en t re  l e s  hé mi cellulose^. e t  l e s  composés pectiques. I l s  portent  parfois  des  

e s t e r s  phénoliques t e l s  que l e  férulate  e t  le  p-coumarate (FRY* 1979 e t  

1983). 

Les arabinogalactanes sont  souvent l i ée s  a des  protéines r iches en 

hydro:cyproline (FINCHER e t  al., 1983 ; KARACSONYI e t  al., 19:34).,* 

L'ensemble forme une glycoprotéine acide où  l a  par t ie  protéique e s t  

minoritaire (2 A 1 0  X I .  Comme e l l e s  sont  aisément solubilisables,  ces  

glycoprotéines appartiennent au:.: composés e:itracellulaires qui sont  

p ré sen t s  dans l e s  espaces intercellulaires ou dans  l e s  milieux de culture 

d e s  suspensions cellulaires. 



La glycoprotéine principale d e s  p a r o i s  e s t  ce l l e  que LAMPORT (1965) 

a qual i f ié  d iee tens ine .  La p a r t i e  proté ique r e p r é s e n t e  2 a 10 X de  l a  pa ro i  

e t  comprend jusqu8& 30 % d'hydroxyproline. La p ro té ine  e t  l e  glycane s o n t  
e n  propor t ion équivalente  e t  l 'ensemble e s t  f o r t e m e n t  basique.  L 'extensine  

e s t  impliquée d a n s  l e s  phénomenes d e  croissance  (LAMPORT, 1970) e t  de  

reconnaissance in ter -cel lu la i re  (ESQUERRE-TUGAYE e t  M AZAU, 198 1). 

El le  e s t  r e l i ée  aux pec t ines  pa r  l ' intermédiaire d e s  a rab inoga lac tanes  

(POPE e t  LAMPORT, 1974 e t  e s t  f o r t e m e n t  a s soc iée  aux microf ibr i l les  de  

ce l lu lose  (BLAÇCHEK e t  a1.,19:31). De plus ,  lie:.;tenc.ir,e dev ien t  insolub!e 

d a n s  OE. riambreu,: s o l ? / i n t s  d'e'itractirln lorsau 'e i ie  por te  de  la tyra5ir;e 

(jusqu'a 1 0  %). E n  e f f e t ,  c e s  radicaux s 'associent  p a r  couplage oxydat i f  e t  

forment  d e s  p o n t s  i sod i ty ros ine  qui  s o n t  impliqués d a n s  l e s  r e l a t i o n s  avec  

l e s  microfibri l les d e  ce l lu lose  (FRY, 1982-b e t  1984 ; EPSTEIN e t  

LAMPORT, 1984). 

L e s  galactomannanes  s o n t  une a u t r e  ca tégor ie  d e  polysacchar ides  

par ie taux qui s o n t  p r é s e n t s  d a n s  l e s  g r a i n e s  (DEA e t  MORRIÇON, 1975) e t  

d a n s  l a  paroi  d e s  gymnospermes (TIMELL, 1961). I l s  c o n s t i t u e n t  d e s  

g é l i f i a n t s  t e l s  que  l e  guar  e t  l a  gomme de  caroube (Mc CLEARLY e t  al., 

1981). 

La présence de  composés d'origine p a r i é t a l e  a t t é  signalée dans le 
milieu d e .  cul ture  d e s  s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  de  Tabac IDE JONG e t  al., 

1968 ; OLSON e t  al., 1969) e t  d lErable  (BECKER e t  al., 1964 ; ASPINALL et 

al., 1969 ; SIMPICINS e t  STREET, 1970).  I l  s ' a g i s s a i t  pr incipalement  d e  

composés  pec t iques  e t  d e  p r o t é i n e s  dont  c e r t a i n e s  é t a i e n t  d o t é e s  

d ' ac t iv i t é s  enzymatiques.  Parmi celles-ci, 1' d -amylase I JASPERS e t  

VELDSTRA, i965) ,  la phospha tase  ac ide  (UEKI e t  SATO, 1971 ; PARISHt 

1975-b ; YAMAYA et  al., 19821, 1'AIA-oxydase (GAMBORG e t  EVELEIGH, 

196:3), l e s  pero:.:ydases (OLSON e t  al., 1969 ; PARISH, 1975-a ; LEGRAND e t  

DUBOIS, 19771, l e s  x y l a n a s e s  (KOYAMA et  al., 19831, l e s  p e c t i n a s e s  

(KONNO e t  al., 19:33), l e s  ce l lu lases  e t  l e s  polygalacturonases  (JOSELEAU 

e t  CHAMBAT, 19% 1). L'étude d e s  polysacchar ides  e x c r é t é s  d a n s  l e  milieu a " 

é t é  poursuivie s u r  l e  plan biochimique, ca r  l e s  a u t e u r s  o n t  d'abord 

c o n s i d é r é  q u ' i l s  r e p r é s e n t a i e n t  d e s  c o p i e s  d e  l a  p a r o i ,  a i s é m e n t  

access ibles .  



I V  - COMPOSITION BIOCHIMIQUE D E S  POLYSACCHARIDE8 

EXTRACELLULAIRES 

Les  suspens ions  ce l lu la i res  on t  é t é  largement  u t i l i s é e s  comme 

source d e  matér ie l  p a r i é t a l  primaire (BURh'E e t  al, 1974 ; YAMAOKA e t  

SATO, 1977 ; HAYASHI e t  al ,  1980 ; CHAMBAT et al, 1981). Le f a i t  qu'el les 

s e c r e t e n t  dans  l e u r  milieu de  cul ture  d e s  polysaccharides qui  s o n t  

ana logues  A ceux t r o u v é s  d a n s  l a  paroi  accentue l e u r  i n t é r e t  (BATJER e t  a l ,  

1973). I l  e s t  donc t r & s  faci le  d'obtenir de  grandes  q u a n t i t é s  de 

poiy c.accharides ex t race l lu la i res  s a n s  nécessai rement  p a s s e r  pa r  une 

ex t r a c t i o n  chimique ou enzymatique. 

D e s  é tudes  s t r u c t u r a l e s  o n t  permis  d ' isoler e t  de  c a r a c t é r i s e r  t r o i s  

f ami l l es  d e  molécules d a n s  l e  milieu d e  culture d e s  suspens ions  ce l lu la i res  

d lErable  (BECKER e t  al., 1964 ; ASPINALL et al., 1969 ; BAUER e t  al., 

1973; WILDER e t  ALBERSHEIM , 1973). L e s  principaux c o n s t i t u a n t s  s o n t  

d e s  i:yloglucanes (AÇPINALL e t  al., 1969 ; BAUER et al., 1973) ana logues  21 

ceux i d e n t i f i é s  d a n s  les paro i s  d e  c e s  cellules.  L e s  arabinogalactanes  qui 

forment  la seconde catégor ie  d e  polyrriéres s o n t  &galement composés d 'oses  

neu t res .  La troisiPme p r é s e n t e  d e s  p ropr ié tés  acides. E l l e  e s t  a ss imi lée  A 

un acide  pectique comprenant 67 '/. d'acide galacturonique dont  3 0  46 s o u s  

forme ester-méthylée.  La composition d e s  polysaccharides ex t race l lu la i res  

a é t é  é tud iée  d a n s  d ' au t res  suspens ions  cel lu la i res  : le tabac  (OLSON e t  

al, 1969 ; KAT# e t  NOGUCHI, 1976; AKYAMA e t  KATO, 1982), l a  pervenche 

de Madagascar (TAKEUCHI e t  KOMAMINE, 197:3, 1980-a e t  -Mt  le s o j a  

(MOORE, 1973 ; HAYASHI et al, 1980 ; KAT0 e t  MATSUDA, 1985-a) la r o s e  

(WALLNER e t  NEVINS, 1973 e t  1974 ; BARNOUD e t  al, 1977 ; CHAMBAT et 

al., f 9 8 4  ; MOLLARD et ROBERT, 1954), l e  har icot  (MANTE e t  BOLL, 1975, 

1976 e t  19781, l a  c a r o t t e  (VERMA e t  DOUGALL, 1979 ; ASAMIZU e t  a l ,  

1984), la p a t a t e  douce (SASAhT e t  KAINUMA, 19841, e t  le riz (KAT0 e t  

M ATSUDP., 1985-b). 

Les  polysaccharides ex t race l lu la i res  s o n t  e n  f a i t  un mélange 

complexe qui peu t  Btre fract ionné p a r  gel  f i l t r a t i o n  e t  p a r  chromatographie 

d ' é c h a n g e  i o n i q u e .  Un t r a i t e m e n t  p r é a l a b l e  p a r  u n e  

endo-P-i-4-polygalacturonase conduit a l 'amélioration d e  l a  s é p a r a t i o n  

d e s  poly méres. D e s  a n a l y s e s  d é t a i l l é e s  (RM N, spectroscopie  de m a s s e  ... 
p e r m e t t e n t  d ' ident i f ier  l e s  c o n s t i t u a n t s  l e s  moins f réquen ts ,  de  p r é c i s e r  

l a  n a t u r e  d e s  l i a i s o n s  e t  l a  d isposi t ion r e l a t i v e  d e s  o s e s  l e s  u n s  par  

rappor t  aux au t res .  L e s  ac ides  uroniques représen ten t  environ 25% d e s  



polysacchar ides ,  l e s  monosacchar ideses  n e u t r e s  comprennent  

principalement l e  glucosei lJarabinose+ l e  galactose e t  l e  xylose en 

proportions variables e t  une fraction proteique riche en  hydroxyproline. 

Outre l e s  xyloglucanes (BARNOUD e t  al., 1977 ; ) e t  l e s  arabinogalactanes 

(ASPINALL e t  al., 1969 ; AKIYAMA e t  KATO, 19811, d 'autres polymdres ont 

éte; ident i f iés  t e l s  que d e s  fucoxyloglucanes (ASPINALL e t  al., 19691, d e s  

glucuronoarabinoxylanes (AKIYAMA e t  KATO, 19821, des  galactomannanes 

(AKIYAMA e t  al., 19831, des  arabinoglucuronomannanes (KAT0 K.et al., 

1777) similaires. b celles qui sont  ex t r a i t e s  de l a  paroi par  des  so lu t i cns  

sa l ines  (MORI e t  KATOt 198 11, des  homoqalacturonanes (YAM AOKA e t  

SATO, 19771, d e s  rhamnogalac turonanes  I I  e t  é v e n t u e l l e m e n t  l e  

rhamnogalacturonane 1. La découverte de ces  polysaccharides d a n s  l e s  

milieux de culture, a t t e s t e  que la  fraction extracellulaire e s t  un excel lent  

témoin des  polymPres non cellulosiques de la  paroi. 

L'extensinet glycoproteine de l a  paroi primaire, n'a p a s  é t é  s ignalée 

dans  la  fraction ex tracellulaire, bien que des  arabinogalactane-proteines, 

riches en hydroxyproline, y soient  présentes  (KEEGSTRA e t  al., 1973 ; 

HORI e t  SATO, 1977 ; POPE, 1977). En outre ,  une glycoproteine qui cont ient  

l e s  radicaux hydroxyproline-tri e t  tétra-arabinosyls carac té r i s t iques  de 

l'extensine a é t é  isolee A par t i r  d e s  polymhres s ec ré t é s  par l a  suspension 

cellulaire de tabac (YAMAOKA e t  SATO, 1977). Cet te  glycoproteine e s t  

particuliére car  e l le  ne contient que 8% d'oses. 

Récemment, d e s  techniques de centrifugation ont permis de collecter 1 
d e s  polysaccharides des  espaces l ibres  de t i s s u s  (TERRY e t  JONES, 1981 1 
e t  TERRY e t  al ,  1981) dont la  composition e s t  identique 2, ce l l e s  d e s  

polysaccharides ex tracellulaires.  Les mucilages d'origine racinaire sont  

également des  polysaccharides extracellulaires qui son t  l iber& dans  l e  so l  

ou dans l e s  solut ions nutr i t ives  lorsque l e s  végétaut: sont  cultivés i n  v i t ro  

(HALL e t  a l t  1966 ; MORRE e t  al, 1967 ; MIKI e t  a l ,  1980 ; CHABOUD e t  

ROUGIER, 198 1). Ce s o n t  des  macromol~cules de haut  poids moléculaire J .  

(HARRIS e t  NORTHCOTE, 1970 ; JONES e t  MORREI 1973) comprenant une 

fraction proteique (LEPPART, 1974 ; WRIGHT e t  NORTHCOTE, 1974 e t  

1975). Ces sécrét ions s e  produisent l o r s  de l 'exfoliation d e s  cel lules  de l a  

coiffe racinaire (ROUGIER, 1911) e t  leur composition e s t  comparable A 

celle des  parois primaires des  cellules en  suspension CCHABOUD, 4983). 



La quan t i t é  e t  la composition d e s  polysaccharides ex t race l lu la i res  

changent considérablement avec l'$ge d e  l a  culture.  Comme l e  mentionne 

OLSON (1 97 11, les pro te ines  e t  l'acide galacturonique r e p r é s e n t e n t  

respect ivement  1 e t  4% du poids s e c  de  l a  séc ré t ion  pour une cu l tu re  d'un 

jour e t  p a s s e  A 14 e t  24% a u  quinrieme jour d e  culture. Dans le m@me 

temps  l a  quan t i t é  d e  glucose décrof t  de  40 A 10Yb pendant que l e  ga lac tose ,  

l e  mannose, l e  xylose  e t  l 'arabinose augmentent. C e s  va r ia t ions  d e  l a  

composition d e s  polysaccharides ex t race l lu la i res  s o n t  d 'a i l leurs  p a r a l l é l e s  

;i ce l l es  qui in te rv iennen t  dans  l a  paroi. P a r  a i i l eurs  TAKETJCHI e t  

KOMAMINE (197:3) obse rven t  que l 'augmentaticn d e s  acides  uroniques  

s'accompagne d'une var ia t ion dans  l e  mPme s e n s  de l 'arabinose e t  d u  

galactose  e t  d'une diminution du glucose e t  du xylose.  Selon c e s  a u t e u r s  

(1980-a), la l ibé ra t ion  de  composés pect iques  d a n s  l e  milieu de  cu l tu re  e s t  

p lus  act ive  pendant  l a  phase  de  division que pendant l a  p h a s e  de  

croissance exponentiel le.  

MOORE (1973) é tab l i t  que l a  quan t i t é  e t  l a  n a t u r e  d e s  

polysaccharides ex t race l lu la i res  dépendent  de la composition du milieu de 

cul ture  e t  e n  par t icul ier  d e s  r é g u l a t e u r s  de croissance employés. FRY 

(19:30Ii FRY e t  STREET (19801, MORVAN (19821, SASAKI e t  KAINUMA (1984) 

s igna len t  l 'action s t imulan te  de l'acide gibbérell ique s u r  l a  s é c r é t i o n  d e  

polymeres pect iques  acides  par l e s  suspens ions  cel lu la i res  d 'érable i  de 

si lPne e t  de p a t a t e  douce. MANTE e t  BOLL (1978) montrent que l 'addit ion 

de  2,4-D dans  l e  milieu d e  culture d'une suspens ion  cellulaire d e  ha r ico t  

augmente l a  séc ré t ion  d e  composés pect iques  e t  de  polysaccharides 

neutres .  Au con t ra i re ,  MASUDA et al. (1984) n o t e n t  que l'absence d e  2,4-D 

favor i se  l 'élongation d e s  cel lu les  d e  c a r o t t e  e t  qu'il en  r é s u l t e  une 

augmentation de  l 'excrétion d'acides uroniques e t  d 'arabinogalactanes.  Par  

a i l l eurs ,  TERRY e t  al. (1981) met ten t  e n  evidence que l a  s t imulat ion d e  l a  

croissance d e s  t i g e s  de  po i s  par  l'auxine s'accompagne d'une augmentat ion 

d ' a c i d e s  u r o n i q u e s ,  d e  e y l o s e  e t  d e  g l u c o s e  d a n s  l e s  e s p a c e s  
i * 

in tercel lu la i res .  L'action de  l'auxine s u r  l ' extensibi l i té  d e s  pa ro i s  et l e s  

changements biochimiques qu'elle provoque a f a i t  l'objet de nombreux 

travaux. Parmi l e s  hypothPses e t / o u  l e s  i n t e r p r é t a t i o n s  p roposées i  

c e r t a i n e s  met ten t  directement en  cause  l e s  composés pariétaux.  Selon 

LABAVXTCH e t  RAY (19741, l 'élongation r é s u l t e  d'une rupture  d e s  l i a i s o n s  

hydrogénes e n t r e  l a  cellulose e t  l e s  eyloglucanes provoquant l a  l ibé ra t ion  

de c e s  de rn ie r s  A l 'extérieur d e s  cellules.  



Ainsi ,  l a  p résence  d e  polymPres ex t race l lu la i res  d a n s  l e  milieu d e  

culture d e s  suspens ions ,  d a n s  l e s  e s p a c e s  in te rce l lu la i res  d e s  t i s s u s  e t  a u  

voisinage d e s  rac ines  e s t  l e  r é s u l t a t  du fonctionnement métabolique d e s  

parois  pr imaires  que t r a d u i s e n t  l e s  modifications morphologiques et 

biochimiques observées .  

V - ROLE: PHYSIOLOGIQUE E T  PROPRIETES BIOLOGIQUES DES 

POLYMERES PARIETAUX 

Le f a i t  que les. f r agments  par ié taux p r é s e n t e n t  des. e f f e t s  

r é g u l a t e u r s  s u r  l e s  t i s s u s  végétaux e s t  un domaine d'étude re la t ivement  

nouveau pour l e s  pnyçiologis tes .  Q-uelqueç dizaines  d e  travaux émanant  

d'un nombre rédui t  d'équipes de  recherche montrent  l ' intervention d e  t e l s  

composés (ALBERSHEIM et a l ,  1984). C e s  ol igosacchar ides  s o n t  impl iqués  

d a n s  l e s  mécanismes d e  r é s i s t a n c e  aux in fec t ions  e t  d a n s  l a  régula t ion du 

développement d e s  o r g a n e s  reproducteurs .  

L o r s  de l ' infection d e s  p l a n t e s  p a r  d e s  champignons ou d e s  b a c t é r i e s  

pathogénes ,  l e  mécanisme de d é f e n s e  d e s  ce l lu les  i n f e c t é e s  s e  t r a d u i t  par  

l a  syn thPse  de s u b s t a n c e s  ant ib iot iques ,  l e s  phytoalexines.  Les m e s s a g e s  

chimiques, p o r t é s  p a r  l e s  oligosaccharides,  modifient l e  mptabolisme d e s  

cel lu les  récep t r i ces  e n  a g i s s a n t  s u r  l e s  ARNm e t  l e s  enzymes r e s p o n s a b l e s  

de l a  synthPse d e s  phytoalexines.  Néanmoins l e  mécanisme n 'es t  p a s  

encore élucidé (BAILEY, 1?:32). Deux c l a s s e s  d'oligosaccharines s o n t  

ac tuel lement  connues, l e s  oligoglucosides p r é s e n t s  d a n s  la paroi  d e  l 'agent 

i n f e c t i e u x ,  d'une p a r t  (AYERS e t  a l  1976-a e t  -b; DARVILL e t  

ALBERSHEIM, 1985) e t  l e s  f r a g m e n t s  d'homogalacturonanes provenant  de  

la paro i  meke d e s  végétaux in fec tés ,  d 'aut re  par t .  Ces  d e r n i e r s ,  

généralement  l i b é r é s  s o u s  l 'action d'une enzyme s e c r é t é e  par  l 'agent 

infectieux,  peuvent cltre également p rodu i t s  s u i t e  à une blessure.  D a n s  ce 

cas ,  l a  cellule s y n t h é t i s e  e l l e  mCme l'enzyme qui hydrolyse sa p a r o i  e t  

libPre l'oligosaccharide. P a r  d e s  méthodes  de f ract ionnement  enzymatiques 

e t  chimiques, l e s  a u t e u r s  montrent que l e s  f ragments  a c t i f s  s o n t  d e s  

heptaglucosides  (SHARP e t  al., 1983), d e s  dodécagalacturonanes (HAHN e t  

al., 1911) ou un décasaccharide terminé par  un acide galacturonique 

i n s a t u r é  (DAVIS e t  al., 1982). C e s  d i f f é r e n t s  composés s o n t  s é p a r é s  par  

d e s  enzymes (endogalacturonase ou endopolygalacturonate-lyase) e x c r é t é s  

par l e s  champignons (LEE e t  WEST, 1981-a e t  -b ; BRUCE e t  WEST, 1982) 

ou d e s  b a c t é r i e s  (DAVIS et al., 19:34). 



RYAN (1978) montre que l e s  b l e s s u r e s  mécaniques i n i t i e n t  l a  

s y n t h è s e  de p ro te ines  (FIIP) capables  d'inhiber l 'action d e s  p r o t é a s e s  

d ' insectes  ou de  microorganismes. Le principe act i f  e x t r a i t  d e s  f e u i l l e s  de 

tomate  b l e s s é e s  e s t  e ssen t ie l l ement  composé d e  r é s i d u s  ga lac tu ronosy l s  

(BISHOPet  al., 1981) .  D e s  f r a g m e n t s  d e  p o l y m é r e s  p e c t i q u e s  

(rhamnogalacturonane 11, également e f f i caces  contre  l e s  i n v a s i o n s  

microbiennes* a g i s s e n t  se lon  l e  m@me processus  (RYAN e t  al.* 19:31). 

Un a u t r e  t y p e  d'action de  protection contre  l e s  pa thogénes  

p o t e n t i e l s  a S té  ident i f ié  récemment. 1 ) e s  composés parietaux isuléc .  de 

suspens ions  d'érable s o n t  capables  de  provoquer l ' autc~lyse  d e s  ce l lu les  

(YAMASAhl e t  al., 1983). C e t t e  autodest ruct ioni  apparen tée  A une 

h y p e r s e n s i b i l i ~ a t i o n ~  e s t  i n t e r p r é t é e  comme un moyen pour r a l e n t i r  

l ' invasion d e s  micro'organismes e t  pe rmet t re  l a  mise e n  oeuvre  de 

s t r a t é g i e s  de  dé fense  chimique p lus  efficaces.  C e t t e  obse rva t ion  est A 

rapprocher de  l'action l é tha le  provoquée par  l e s  enzymes pec t iques  

(HISLOP et al.* 1979). 

Un fragment de  x y loglucane obtenu par  t r a i t e m e n t  d e s  poly mPres 

e x c r é t é s  dans  l e  milieu d e  cul ture  de  la suspension cel lu la i re  d 'érable 

inhibe l ' e f fe t  s t imulant  du 2*4-D s u r  l a  croissance d'6picotyle d e  pois  

(YORK et  al.* 1984-a). C'est  un nonasaccharide qui  s 'avhre ac t i f  A l a  

concentration t r P s  fa ible  de  1 0 - ~  A 10-1 mg/lt c 'es t  A d i re  1% d e  l a  

concentration molaire d e  2*4-D nécessa i re  pour ob ten i r  un e f f e t  optimal.  

Au cours  de  l a  s t imulat ion de  la croissance d e s  t i g e s  de  p o i s  par l 'auxine, 

une enzyme qui d(icoupe l e s  xyloglucanes de la matrice p a r i d t a l e  e n  

oligosaccharides s e  t rouvera i t  ac t ivée  (ALBERSHEIM e t  DARVILL* 19E:51. 

Ainsi  l e s  o l i g o s a c ~ h a r i d e s ~  l ib é r é s  par  l'action de  l'enzyme s t imulée  p a r  l e  

2,4-Di inhibent l a  croissance qu'il favor ise .  I l  s 'agi t  d'un mécanisme de 

modulation de c e t t e  ac t iv i t é  hormonale.. 

Les  oligosaccharides in terviennent  d a n s  l a  régula t ion d e  l a  

morphogén&se comme l e  démontrent  l e s  travau:i de GOLLIN e t  al. (1984) s u r  

la f lora ison d'une lent i l le  d'eau (Lemna Gibba G3). C e s  composés, i s o l é s  par  

hydrolyse par t ie l le  d e s  pa ro i s  de cel lu les  d'érable, inhibent  l a  f lo ra i son  e t  

s t imulen t  l a  multiplication d e s  frondes.  C e s  r é s u l t a t s  s o n t  confirmds par 

ceux obtenus* avec l e s  mPmes e x t r a i t s *  p a r  TRAN THANH VAN e t  al. (1985) 

s u r  l'induction f lo ra le  d e  couches minces cel lu la i res  de tabac.  En p résence  

d ' au t res  mélanges d'oligosaccharides, l e s  couches minces* indu i tes  p a r  une 

combinaison appropriée de  phytohormones A former d e s  



bourgeons v é g é t a t i f s ,  o n t  évolué v e r s  d e s  bourgeons floraux o u  d e s  

racines.  

P a r  l eur  a p t i t u d e  A a g i r  s u r  la morphogénése d e s  o r g a n e s  de  

reproduction,  l e s  f r a g m e n t s  par ié taux peuvent donc d t r e  cons idérés  comme 

de  v é r i t a b l e s  r é g u l a t e u r s  de croissance.  

L'ensemble d e s  r é s u l t a t s  montre que ce  s o n t  essen t ie l l ement  d e s  

p e t i t s  f ragments  par ié taux qui s o n t  ac t i f s .  MORVAN (1982) c o n s t a t e  que 

les. prilyméres pect iques  acides  (PPA) e x c r é t é s  pa r  l a  suspens ion  cel lu la i re  

de  siléne stimulerit s a  crctie.s.ance lorsqu' i ls  sont réir i troduits  d a n s  un 

milieu d e  culture neuf. L e s  PPA d e s  suspens ions  ce l lu la i res  de t a b a c  o n t  

également une act ion s t imulan te  a l o r s  que ceux e x c r é t é s  p a r  l e s  

s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  de  ronce e t  d'érable inhibent  sévérement  l a  

c r o i s s a n c e  d e s  c e l l u l e s  q u i  l e s  p r o d u i s e n t  (MORVAN, 198 1; 

MARIE-ALSABEEC e t  al., 1984). 

L e s  p r o p r i é t é s  remarquables  d e s  composés d'origine p a r i é t a l e  on t  

é t é  principalement é t u d i é e s  s u r  d e s  ol igosacchar ides  e x t r a i t s  d e s  pa ro i s  

pa r  hydro lyses  enzymatiques ou chimiques. L e s  polysaccharides e x c r g t é s  

d a n s  l e s  milieux d e  cul ture  pa r  l e s  suspens ions  ce l lu la i res  p r é s e n t e n t  

également  d e s  e f f e t s  biologiques qui  jus t i f ient  l l in térCt  c ro i s san t  d o n t  ils 

s o n t  c r b d i t é s  actuellement.  

La revue d e s  données  bibliographiques concernant l e s  polymères  

d'origine pa r ié ta le  r e j e t é s  d a n s  l e s  milieux de  cu l tu re  p a r  l e s  ce l lu les  e n  

suspens ion  permet d e  c o n s t a t e r  que l e s  données  accumulées p a r  l e s  

a u t e u r s  s o n t  a l a  f o i s  t r é s  r iches  e t  t r é s  inégales.  11 ne  f a i t  aucun dou te  
* que l e  comportement physiologique d e s  s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  e s t  connu 

d a n s  l e s  g randes  l ignes .  Toutefois ,  un ce r ta in  nombre de  problemes, comme 

celui du pH d e s  milieux de cul ture ,  n'ont p a s  é t e  r é s o l u s  . L'évolution du 

pH, s o u s  l a  dépendance de  l 'absorption différentielle d e s  ions,  a é t é  

maintes  f o i s  c o r ~ s t a t é e  mais peu de  travaux o n t  t e n t e  d e  mesurer  l e s  

conséquences  de  c e s  va r ia t ions  s u r  l e s  ce l lu les  qui  l e s  provoquent o u  l e s  

s u b i s s e n t .  En général ,  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  ce l lu les  e t  l eur  milieu de  

cul ture  n e  s o n t  abordées  que pour a f f i n e r  l e s  formules  nu t r i t ives  d a n s  l e  

bu t  d'améliorer l e s  performances de  croissance ou de production de 

metabol i tes .  Les  mCmes mot ivat ions  peuvent Btre c o n s t a t é e s  e n  ce qui 

concerne l 'excrétion d e  s u b s t a n c e s  organiques  d a n s  l e s  milieux de c u l t ~ r e -  

C'est l a  r a i son  pour laquelle l a  présence de polysaccharides d'origine 

pa r ié ta le  n ' e s t  généralement  s igna lée  qu'a t i t r e  anecdotique. Quelques 



groupes de chercheurs, essent ie l lement  d e s  chimistes, s ' é tan t  a v i s é s  de l a  

parenté  en t r e  c e s  polysaccharides e t  ceux qu'ils ex t ra ien t  de l a  matrice 

par ié ta le t  l e s  on t  u t i l i s é s  pour en  étudier  l a  s t ruc ture ,  de maniere 

approfondie. Plus  de vingt ans  ont é t é  nécessa i res  avant  de parvenir au 

double constat  suivant  : qu'ils so ien t  homoghnes ou hétérogenes d a n s  leur  

composition en monosaccharidest l e s  oligosaccharides qui cons t i tuen t  l e s  

s t ruc tu re s  élémentaires d e s  polymères pariétaux son t  de s  molécules 

spécifiques ; leur particularité s t ruc tura le  e s t  une d e s  c l é s  des  r e l a t i ons  

intercellulaires e t  probablement l a  ra ison des  propridtés  inductrices qui 

lel-ir on t  é t é  a t t r ibudes  récemment. 

Les e:.:périrnentaf ions entreprises dans  ce t rava i l  ne se s i t u e n t  pas  

dans l e  méme courant de pensée. Dés l'origine, e s t  affichée l a  volonté 

d' identifier d e s  polysaccharides acides, en raison de leur  capacité à 

intervenir  dans  l a s  échanges ioniques en t r e  le  milieu de culture e t  l e s  

cellule5. De la  mgme maniere, f igure init ialement l e  souci de  re l ie r  

l'excrétion d e  ce s  composés à l a  croissance cellulaire parce qu'ii convient 

de vér i f ier  leur origine e t  l e s  cause:. de  leur émission. Les  e f f e t s  qu'ils 

provoquent s u r  l a  croissance lorsqu'ils son t  ré introdui ts  dans  l e s  milieux 

de culture neuf st ont é t é  principalement considérés comme moyen 

supplémentaire pour comprendre l e s  conséquences d e  leur  présence dans  

l e s  milieux de culture. Pour t o u t e s  c e s  ra isons,  l a  paroi cons t i tue  l a  

référence permanentet parce l e s  polysaccharides btudiés dépendent 

q u a l i t a t i v e m e n t  e t  q u a n t i t a t i v e m e n t  de  s o n  métabol i sme p e n d a n t  

l'élongation cellulaire. Ces  or ientat ions on+: nécess i té  une invest igat ion 

longue e t  minutieuse du comportement de croissance du modPle biologique 

chois i .  L'étude biochimique e t  physico-chimique a 6 th  c o n d u i t e  

simultanément s u r  l e s  polysaccharides e;:tracellulaires e t  s u r  ceux qui  ont 

é t é  ex t r a i t s  de l a  matrice pariétale.  Enfin, les propr ié tés  biologiques ne 

son t  p résen tées  qu'en perspective du développement ul tér ieur  du t rava i l .  



LES PARAMETREÇ CULTURAUX DE 
L SUSPENS1 O N  CELLULAI R E  DE 

S I  LENE - 

I l  e s t  nécessa i re  en  premier l i eu  d e  déf ini r  précisément  la 

suspens ion  cel lu la i re ,  en t an t  que mudele biologique e t  le milieu de  c u l t u r e  

d a n s  l eque l  e l l e  c r o l t .  

1. LA SUSPENSION CELLULAIRE DE SILENE , UN MODELE BIOLOGIQUE. 

1 - CROISSANCE DE LA SUSPENSION CELLULAIRE. 

La croissance d e s  suspens ions  ce l lu la i res  e s t  un s u j e t  d 'é tude 

c lass ique  qui  comprend A l a  f o i s  d e s  travaux théor iques  (choix d e s  

c r i t k r e s ,  déf ini t ion d'index, modélisation...) e t  appliqués (production d e  

métabolites...). Le c a s  de  cel le  de  s i l é n e  a é t é  in i t ia lement  p r é s e n t é  e t  

discuté  p a r  DUBOIS (1930). 

Pour  relier le comportement d e  la suspension cellulaire,  e n  terme d e  

croissance,  aux évdnements in te rvenan t  simultanément d a n s  le milieu, il 

e s t  nécessa i re  de  d i s p o s e r  d'un procédé d e  cul ture  bien défini. L'étude d e  

la croissance a t r a v e r s  l e s  va r ia t ions  d e  quelques  pa ramèt res  d e  biomasse  

a i sément  access ib les  const i tue  l a  premiére &tape. Elle permet d e  

sdlect ionner  quelques  c r i t h r e s  e n  vue de  l a  remise  e n  cause  u l t é r i eure  d e  

l a  p lupar t  d e s  méthodes cu l tu ra les  (ensemencement, agi ta t ion,  r é c i p i e n t s  

de  culture...). L e s  condit ions de  t empéra tu re  e t  d'éclairement qui o n t  é t é  

é t u d i é e s  préalablement (DUBOIS e t  MORVAN, 1978) et l a  composition du  

milieu d e  cul ture  qui s e r a  définie pa r  l a  su i t e ,  s o n t  f i x é e s  pour l i m i t e r  

l ' interf  grence de  t r o p  nombreux fac teurs .  



A. Evaluation de la biomasse: 

Pour mesurer l a  biomasse produite au cours de  la  culture, d i f f é r en t s  

paramétres peuvent l t r e  ut i l isés:  l e  volume cellulaire t o t a l  (V.C.T.), la 

masse fraiche (M.F.), l a  masse sache (M.S.) e t  le nombre de  cellules (N.C.) 

ont é t é  sélectionnés en  raison de leur commodité (fiche technique N e  1). 

Le V.C.T. e s t  mesuré aprPs décantation pendant 30 minutes dan, = une 

éprouvette graduée. Les cellules s o n t  ensui te  s épa rées  du milieu par 

f i l t ra t ion s u r  papier s a n s  cendre, puis pesées  (M.F.). Une part ie  (2 g de 

M .F .) e s t  congelée, lyophilisée e t  pesée  (M .S.). Le dénombrement des  

cellules (N.C.) s'ef-fectue s u r  une cellule de  Nageotte, aprPs dispersion d e s  

amas par l'acide chromique A 10 X pendant 24 h 2i 4'C e t  plusieurs  

passages  de l a  suspension A t r ave r s  une aiguille (diamPtre : 1 mm) montée 

s u r  une seringue (MARIE-ALSABEK e t  al., 1984). 

L e s  r é s u l t a t s  présentés  s u r  l a  f igure 1-i on t  é t é  obtenus A p a r t i r  de  

deux s é r i e s  expérimentales distinctes.  Chaque point correspond A la 

moyenne de  8 A 45va leu r s  indépendantes. L'allure générale des  courbes 

( t r a i t s  pleins) e s t  semblable. E l l e s  peuvent g t r e  décomposées e n  deux 

phases : 

- la premiare e s t  une variation exponentielle plus  ou moins accentuée qui 

intervient  d8s  l e  début de l a  culture e t  s e  poursuit pendant 10 A 12 jours; 

- l a  seconde correspond A une s tab i l i sa t ion  (M.F., N.C. e t  V.C.T.) o u  une 

légare diminution (M.S.1 d e s  valeurs mesurées. 

Une représentat ion en  coordonnées semi-logarithmiques ( t r a i t s  

pointillés) permet de préciser la succession d e s  d i f fé ren tes  é t a p e s  au  

cours du temps : dans  tous  l e s  cas  étudiés,  la pente de la vern iare  s e c b n  

de droite (phase exponentielle) e s t  pratiquement identique. Les t emps  de 

doublement sont  compris en t re  50 e t  55 heures. La durée de ce t t e  phase 

e s t  généralement de 6 jours (10  jours dans  l e  cas  du V.C.T.). I l  se produit  

e n s u i t e  un ou p l u s i e u r s  i n f l éch i s semenfs  d e  l a  pente (phase de 

ralentissement),  su iv is  A l'occasion, d'une dernière section de dro i te  dont 

l a  pente négative correspond A une diminution du paramétre considéré 

(M.S.). 
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F i g u r e  1.1 : Croissance d e  l a  suc.pension cel lu la i re  d e  s i l é n e  a u  cours  
d'un cycle d e  culture de  14  jours. 

A : Mesure d e  l a  masse f r a î c h e  (M.F.) e n  g. 
B : Mesure de  l a  masse seche  (M.S.) en g. 
C : Mesure du nombre d e  ce l lu les  (N.C.) e n  cellules.ml-1.10-4. 
D : Mesure du volume cel lu la i re  t o t a l  (V.C.T.) en  ml. 

L e s  courbes  e n  t r a i t s  p le ins  s o n t  r e p r g s e n t é e s  d a n s  un r e p e r e  
a r i t h m e t i q u e ,  c e l l e s  e n  t r a i t s  p o i n t i l l e s  d a n s  un r e p é r e  
semi-logari thmique,  L e s  in te rva l l e s  de  confiance s o n t  ca lculés  a u  
r i s q u e  de  5%,  n = 8 (A,B,E!, n = 12 (Cl. 
Ensemencement : 3 +/- 0 .2  g de  M.F., ce l lu les  Agées d e  14 jours. 
Tempéra tu re  : 25 +/- 1 " C. 
Lumiére : 5 ;1 7 watt5.m-3, en  continu. 
Milieu de cu l tu re  : so lu t ion  de  LAMPORT modifioe. 



Le choix d'un c r i t h e  de croissance est toujours difficile dans  la 

mesure oh chacun d'eux, pr is  individuellement, e s t  insuffisant  pour 

permettre une interprétation définitive. Par contre, l'association d e  deux 

paramétrest t e l s  que la  M.F. e t  l a  M.S., qui sont  A l a  fo i s  dependantes l'une 

de l'autre tout en étant  susceptibles d'évoluer différemment Ccowbes d e  la 

figure 1-11, permet de multiplier l e s  renseignements e t  de renforcer l e s  

interprétations . Par exemple, l'augmentation de M.S. au cours de l a  phase 

exponentielle traduit l'absorption e t  l'utilisation des nutriments du milieu 

de culture, notamment l e s  saccharides mé+abolists e t  accumulés sous 

forme d'amidon. Par contre, la  diminution de la M.S. en fin de culture est la  

conséquence de l 'hydrolyse de c e s  r é s e r v e s  carbonées,  s u i t e  a 
l'appauvrissement du milieu de culture en saccharides assimilables. 

Pendant la même période, 1' augmentation de M.F. dépend des variations 

des  teneurs en eau des  cellules (tableau 1-11. Celles-ci, quoi que toujours 

t r P s  élevées, diminuent pendant la  premiPre semaine de  culture e t  

augmentent Fsr la  su i te  parallhlement A l'évolution de la tai l le  des  

cellules (DUBOIS e t  al., 1976). La convergence constatée s ' interprgte 

comme le rdsultat  de l'élongation cellulaire. Le suivi simultané de l a  M.F. 

e t  de la  M.S. de la  suspension cellulaire d e  silhe au cours de la  culture 

fournit donc A la  fo is  une image de la  croissance e t  des  indications s u r  l e s  

processus biologiques qui en sont  A l'origine (division ou élongation 

cellulaire). 

B. Modification des  conditicing ~'e~semencement. Définition du cycle de 

culture : 

Pour cet te  étude, la  biomasse a é t é  suivie exclusivement par l a  M.F.. 

Lorsque la masse initiale de l'ensemencement varie ent re  1 e t  5 g par 

flacon, la  variation exponentielle de la M.F. n'est que fcPs peu modifiée 

(figure 1-21, Pour un inoculum important (5 g), le  maximum de biomasse e s t  

a t t e i n t  en  1 semaine e t  tend diminuer par  l a  s u i t e  a l o r s  que 

l'introduction d'une faible quantité de cellules (1 g1 provoque une période 

de latence de quelques jours. 

La croissance peut Ptre modifiée en faisant varier l'age des  cellules 

ut i l isées pour l'ensemencement (figure 1-3). L'emploi de cellules de 7 ou 14 

jours n'affecte pas significativement l'accroissement de M.F. au cours du 

temps. Par contre si l e s  cellules sont  t rop $gées (20 jours) leur croissance 

e s t  r e t a r d é e  e t  r édu i t e .  C e s  quelques observations soul ignent  



TABLEAU 1-1 : Evolution de la teneur en eau d e s  cellules au 
cours de l a  culture de la suspension cellulaire 
de siléne. 

% H20 = 1 0 0 .  (MF-MS)/MS 
L e s  intervalles de confiance sont calculés au seuil de 5 X ,  n = 14. 

Jours de cul ture % H20 = 100.tMF-MS)/MS 

(*)  prélévement des cellules 1 h aprhs le repiquage. 



F i g u r e  1.2 : Influence de  l a  masse  d e  lrenc.emencement s u r  l a  
croiscarice (M.F. e n  g) de  l a  s u s p e n s i o r ~  cel lu la i re  de  si lPne.  

( ) : M.F. i n i t i a l e  5 +/- 0.4 g ; ( O ) : M.F. in i t i a l e  3 +/- 0.2 g ; ( . ) 
: M.F. i n i t i a l e  2 +/- 0.2 g ; i O ) : M.F. in i t i a l e  1 +/- 0.1 g. L e s  
i n t e r v a l l e s  d e  ccsn+iance s o n t  calculés au  r i sque  de  5x9 n = :3. 

Figure  1.3 : Influence d e  lrAge d e s  ce l lu les  ensemencées  s u r  l a  
c ro i s sance  (M.F. e n  g) de  l a  suspension cel lu la i re  de  s i l éne .  

( A ) : ce l lu les  de  7 jours ; ( O : cel lu les  de  14  jours ; ( O : cel lu les  
de  ?O jours. 
L e s  i n t e r v a l l e s  de  contiance s o n t  calculés au  r isque de  5 Y*, n = 8. 



l'importance que peuvent reve t i r  l e s  condit ions d'ensemencement sur l e  

déroulement u l tér ieur  de l a  croissance de l a  suspension cellulaire. 

La  dé f in i t ion  d'un cycle de culture qu i  sera systématiquement 

respecté par l a  suite, devient possible, par référence aux deux exigences 

suivantes : annuler l a  phase de latence e t  év i ter  une diminut ion de M.F. en 

fin de culture. Dans ces conditions, un ensemencement régul ier  tous l e s  14 

jours, B raison de 3 g (M.F.) de cel lules par  flacon, permet d'obtenir des 

résu l ta ts  reproductibles e t  comparables entre eux. 

C. Choix des récipients de culture: 

L'idée de modifier l e s  récipients u t i l i s é s  pour l a  culture de l a  

suspension cellulaire s'est imposée pour réa l i ser  des t e s t s  de croissance 

dans de faibles quant i tés de milieux 'de culture. Le remplacement des 

flacons par des tubes a permis de d iv iser  par 10 l e  volume du milieu. Dans 

ces conditions, seul l e  rapport des surfaces d'échange liquide/gaz diminue 

nettement (tableau 1-2). 

L'étude, conduite en collaboration avec JACQUES (1984) montre que 

l e s  variat ions des M.F. e t  des M.S. sont t o u t  B f a i t  paral leles ( f igure 1-4). 

L'ut i l isat ion d'une échelle logarithmique pour représenter ces paramétres 

permet de retrouver l e s  d i f férentes phases de l a  croissance décr i tes e t  

discutees précédemment. Les temps de doublement sont ident iques (54 

heures). Toutefois+ l e s  masses (M.F., M.S.) obtenues en tubes e t  en f lacons 

diminuent, en proportion, au cours de l a  culture (Tableau 1-3). Malgr6 une 

densité d'ensemencement favorable, l a  cul ture en tube présente une 

croissance 1égPrement p lus  faible, l e s  rapports  des masses mesurées 

diminuant progressivement. 

Les raisons qui  peuvent expliquer l e s  di f férences observées sont 

multiples, en par t icu l ier  des modifications de l ' intensité resp i ra to i re  des 

cellules, l iées A l a  différence des surfaces d'échange l iquidelgaz en t re  l e s  

deux types de récipients. De l a  meme maniere, l a  disposit ion des tubes, 

regroupés par 6 sur  un por to i r  destiné A accueil l ir l es  flacons, abou t i t  A 

une agi tat ion de type o rb i t a l  a lors que l e s  seconds subissent une r o t a t i o n  

axiale. 



TAELEAU 1-2 : Compdr.ii=uri e r i t r e  l e s  oulurnei e t  13 ~ . u r t a c e  d > ' é r h a r ~ g e r  
gazeux d e s  t u b e s  e t  d e s  f l a c o n s  u t  i 1 i s e s  pour l a  cul  t u r e  d e =  s u c p e n s i o n s  
c e l l u l a i r e s  de s i l P n e .  

Tube Fl acon Rapport  I:%> 

Volume t o t a l  ( m l  > 60 

Vol ume du m i  1 i eu (ml > 20 

Volume gazeux ( m l >  40 

S u r f a c e  de 1 a  s e c t i o n  



Figure  1.4 : Croissances  comparées de  s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  de  
s i l e n e  c u l t i v é e s  e n  tube  ou e n  f iole.  

L e s  m a s s e s  f r a i c h e s  (M.F.) e t  s e c h e s  (M.S.) s o n t  r e p r é s e n t é s  s u r  une 
échel le  logari thmique.  L e s  t e m p s  de  doublement (Td) s o n t  ca lculés  
pendant  l a  phase  exponent ie l le  de croissance ,  p l u s  precisement  e n t r e  
l e s  ?$me e t  4eme jours de  croissance  (Td = 54 hl. 
L e s  i n t e r v a l l e s  de  confiance s o n t  ca lculés  au  r isque d e  5 4 9 1  n = 6 
( f lacons) ,  n' = 30 ( tubes) .  



TABLEAU 1-3 : Canparaison de la croissance (MF et MS en g) de suspensions 
cellulaires de silene cul tivees dans des tubes ou dans des 
f 1 acons. 

Jours de lOO.(MFtRiFf) 100. (MSthISf) 
culture Tube Flacon tube flacon 

(t) (f) (t> (f) 



D. Im~or tance  de l'aaitation: 

Evoquée précédemment lo r s  de la comparaison des  dif f 6rents  

récipients de culture, l'influence de l'agitation sur  l a  croissance de la 

suspension cellulaire a é té  étudiée systématiquement. Deux s é r i e s  de 

tubes ont é té  placées, l'une sur  l'agitateur rotatif utilisé habituellement 

pour la culture en flacons e t  l'autre su r  un agitateur orbital inclinéi A la  

distance maximale de l'axe pour augmenter le  moment du mouvement 

circulaire. ParallPlementt deux sé r i e s  de flacons ont étLs disposés, la  

premiére su r  l 'agitateur rotatif habituel, la seconde su r  le  plateau d'un 

agitateur orbital horizontal. 

La croissance, apprdciéapar l'augmentation de M.F. aprPs 7 et 14 

jours de culture .(tableau 1-41 dépend largement du mode d'agitation. Le 

mouvement orbital e s t  de fa i t  moins favorable A l'accroissement de 

biomasse, l'effet s e  trouvant accentué lorsque le  moment du mouvement 

circulaire augmente. Les déplacements des  cellules s e  trouvent ra lent i s  en 

raison de l'augmentation de la force excentrique qu'elles subissent.  A 

l'observationi l e s  cellules sont bien dispersées dans le  milieu contenu 

dans des  flacons soumis A une agitation axiale a lors  qu'elles ont tendance 

séjourner au fond des  tubes placés su r  l'agitateur orbital. Deux 

conséquences peuvent en résulter  : 

- l e s  échanges ent re  l e s  cellules e t  leur milieu sont réduits par  une 

agitation insuffisante ; 

- les  échanges ent re  le  milieu de culture e t  le  volume gamewx inclus dons 

l e s  récipients sont  également affectés. 

Pour ces raisons, la culture en tube a é t é  provisoirement écartée, 

car elle introduit d e s  parametres mal maitrisés dans l e s  r é su l t a t s  de 

croissance. Elle mérite néanmoins d'etre approfondie en raison d e s  

avantages qu'elle présente (réduction d e s  volumes de milieu, multiplication 

d'essais simultanés). 



T A B L W U  1-4 : Influence du mode d'agitation sur la croissance de 
la suspension cellulaire de siléne. 

Ensemencement pour les cellules agées de 14 jours: 
Tube : 0,60 2 0,05 g MF 
Flacon : 3 + 0,20 g MF 
Les intervalles de contiance sont calculés au seuil de 5%!  
n = 12 (tuber:) et n '  = 6 cfliàconr). 

C R 0 1  S S A N C E  ( M F e n g I  

Agitation Récipient 

7 jours 14 jours 

Orbi tale, 
obl i que, Tube 2,79 + 0,13 3,09 + 0,22 
70 r.p.m. 
(Biolaf i tte> 

Orbi ta1 e, 
obl i que, Tube 
2 5  r.p.m. 
(New Brunswick) 

Axiale 
Ob1 i que, Flacon 
70 r.p.m. 
(Biolaf i ttej 

Orbi tale, 
horizontale, Flacon 12,80 + 3,8 28,70 + 3,lO 
70 r.p.m. 
(Ga1 1 enkamp) 



E. Mesure des concentrations ionioues intracellulaires: 

Les valeurs des concentrations ioniques in t racel lu la i res sont 

calculées A pa r t i r  des mesures effectuées dans l'eau d'exsorption des 

cel lules (voir fiche technique N o  5). Les résu l ta ts  sont exprimés par 

rapport  A l a  M.S. (f igure 1-51. 

La teneur en potassium diminue de 1,4 A 0,7 meq.g'i pendant l e s  12 

premiers jours e t  s'élève brusquement en fin de culture. Il s'agit d'une 

var iat ion relat ive, probablement due au f a i t  que l'augmentation de M.S. est  

p lus  rapide que l 'absorption du potassium par l e s  cellules. L a  meme 

tendance e s t  observée avec l e  magnésium e t  l e  calcium. E l l e  est cependant 

moins accentuée que pour l e  potassium. Les teneurs en sodium, t r è s  

stables pendant l a  majeure par t ie  de l a  culture augmentent en fin de 

culture. L a  contamination due aux ions présents dans l'espace de l 'eau des 

paro is  es t  estimée A moins de 5 X .  Le calcul es t  effectué en considérant 

que l a  concentration ionique in t rapar iéta le es t  égale A l a  concentration 

externe (Ce). Le produi t  de Cm par  le taux de gonflement donne l a  

concentration dans l a  paro i  (en meq.g'l) qu i  mult ipl iée par  l e  rendement 

d'isolement des parois fourn i t  l a  concentration par rapport  A l a  M.S. des 

cel lules e t  permet d'aboutir A l 'estimation souhaitée. 

2 - L A  PAROI PRIMAIRE DES CELLULES DE SILENE. 

A - Structure des Darois en microscooie photoniaue 

L'aspect des parois des cellules de silene en microscopie 

photonique, dé$ décr i t  par  DUBOIS (1980) peut c9tre résumé de l a  façon 

suivante : ce sont des structures relativement minces (0,s pm) qui ne 

semblent pas présenter d'éléments de di f férenciat ion e t  peuvent donc &t re  

considérées comme des paro is  primaires.(planche 1, fig.1). 

B - Isolement des Darois 

Isolées par des méthodes (fiche technique M* 3) associant des chocs 

mécaniques (broyage, sonication) A des trai tements chimiques (Tr i ton  XiOO, 

solvants organiques), l e s  paro is  se présentent sous forme de "fantdmes" 

(planche 1, fig.2). L'aspect t r e s  homogène des parois obtenues par  ces 

t ra i tements just i f ie  l e  qua l i f i ca t i f  proposé par CATHALA e t  al. (1978). 



Figure 1.5 : Variations des  concentrations ioniques intracellulaires 
(meqsg-1 de M.Ç.), au cours de la culture de la  suspension cellulaire de 
siléne. 

Les mesures sont effectuées dans l'eau d'exsorption des  cellules au 
cours de leur rkhydratation. 



Les m a m e s  méthodes permettent d'exprimer, sous  forme de 

rendements, l e s  masses des  parois  par rapport aux M.F. et M.S. d e s  

cellules (tableau 1-5). Alors que ces  rendements d'isolement diminuent 

réguliérement au  cours de la  culture lorsqu'ils son t  exprimés relativement 

1 l a  matière f ra îche ,  ils évoluent peu lorsqu'ils sont  calculés par rapport  A 

l a  matigre sèche. Le léger infléchissement constate  au 1Oéme jour de 

culture e s t  dû aux variations respect ives  des  masses d e s  cellules e t  des  

parois au  moment du grandissement cellulaire. 

La mesure d e s  dimensions cellulaires (microscopie photonique) e t  

l ' e s t ima t ion  d e  l ' épa isseur  d e s  p a r o i s  (microscopie é l ec t ron ique )  

permettent  de calculer l e  volume pariétal  e t  de l e  rapporter A celui d e  la 

cellule ent ière  (tableau 1-61, Alors que l e  volume cellulaire double e n t r e  l e  

&me jour, moment oh  il e s t  le  plus faible, e t  l a  f in  de l a  culture, c 'est  au  

IOème jour que le volume pariétal  e s t  le plus rédui t  en valeur  absolue e t  

que son  rapport A celui des  cellules a t t e i n t  s a  limite inférieure. 11 semble 

donc que l e s  var iat ions de la  masse e t  du volume d e s  parois au  cours d e  l a  

culture t raduisent  une adaptation s t ructurale  du compartiment par ié ta l  A 

l a  croissance cellulaire. Cet te  hypothése peut (Itre confrontée aux 

r é s u l t a t s  fournis par une étude détaillée de l 'ultrastructure, d e  l a  

composition biochimique e t  des  propriétés  physicochimiques d e s  paro is  e t  

de l eu r s  principaux constituants. 

C - Etude ultrastructurale de la  paroi : 

L e s  methodes  cytochimiques (acide per iodique/  

thiocarbohydrazide/protéinate d'argent) sont  basées  sur  la détection d e s  

polysaccharides (fiche technique N* 2). El les  sont  appliquées A des  coupes 

u l t ra f ines  soumises A une exploration e n  microscopie électronique, ce  qui 

permet une investigation précise de l'ultrastruchre pariétale.  Il e s t  a in s i  

possible d'étudier l e s  événements r e l a t i f s  A l'apport e t / ou  au r e j e t  de 

m a t é r i e l  p a r i é t a l  au  cours  de  l a  cu l tu re  e t  d ' appor t e r  q u e l q u e s  

renseignements supplémentaires s u r  l'environnement immédiat de l a  paroi, 

au  contact du milieu de culture. 



TABLEAU 1-5 : rendements d " e x t r a c t  i o n  des p a r o i s  isolces 
p a r  r a p p o r t  2. l a  MF ( R I )  e l  .% l a  MS ( R 2 )  des 
c e l l u l e s  de s i l e n e ,  a p r e s  d i f + é r e n t s  temps de 
c u l  t u r e .  

PS = Masse shche des p a r o i s  i s o l é e s  
R I  = 100.(PS/MF) 
R 2  = 100.(PS/MS) 
L ' i n t e r v a l l e  de c o n f i a n c e  e s t  c a l c u l e  au s e u i l  de 5 % ,  
n = 4 (RI), n '  =12 (R2) 

Temps de c u l t u r e  R1 (%) R2 

7 j o u r s  

10 j o u r s  

1 4  j o u r s  



TABLEAU 1-6 : Evolution des volumes parietaux et de leur rapport aux volumes 
cellulaires au cours de la culture des suspensions cellulaires de 
silene. 

Le calcul des vr>liimes cellulaires (Uc! et pariétaux (Vpl est réal isé partir 
des dimensions cellulaires (il et di mecurbes au micromotre sous le microscope 
optique et de l'épaisseur des parois ce> estimée sur de; micrographie=. 
41 ectron iquer. 

D (ml d (ml e (ml vc (m32 ~ p r  (m3) YC <m3> V ~ / V C  

XIO-6 XI 0-6 XI 0-6 XI 0-14 x10-14 rio-14 (XI 

3 jours 77,9 62,O 0,5 17,3 16,5 0,74 4,27 

7 jours 69,9 55,O 0,6 12,2 11,s 0,71 5,8O 

10 jours 74,O 60 ,O 0,4 15,3 ,14,7 0,55 3,60 

14 jours 81 ,El 72,9 0,5 24,O 23,l 0,93 3,86 

Vp = Uc - Vpr 



Planche 1 : Aspects  généraux d e s  cellules e t  d e s  parois  en  
microscopie photonique 

Fig. i : Cellules de la  suspension cellulaire de s i léne aprés  14 jours d e  
culture. 
Contraste  interfërenciel de  NomarsKi. ' 

x 1 250 - échelle : 10 Fm. 

Fig. 2 : Parois ieoleec. 2i p r t i r  di-  cellule^. d e  siléne agées  de 14 jourc. L e  
protocrle u t i l i se  e s t  celui d e  Cathala (i9781, mociiiié. 11 ne comporte que 4 
opérat ions : 

- plasmolyse des  cellules (mannitol 1 Ml ; 
- broyages mécaniques ; 
- dissolution des  membranes ( t r i ton X 100 1%) ; 
- rinçages A l'eau dis t i l lée .  

Contraste  interf  ërenciel de NomarsKi. 
>: 1 250 - échelle : 10 Fm. 



PLANCHE I 



a)  Apport de matériel  par iétal  

s 
Classiquement, l e  t e s t  de THIERY s e r t  A mettre  en évidence l e  

contenu polysaccharidiques d e s  vésicules golgiennes (planche II, fig. 4). 

Celles-ci s'accumulent dans d e s  dépressions périplasmiques a l 'ext6rieur 

du plasmalemme (planche II, fig. 5). C e s  aspects  différent  des  f o s s e t t e s  

excrétr ices  habituellement observées l o r s  du déversement des  vésicules  

golqiennes dans l e  périplasme (VIAN e t  ROLAND, 1974). L'abondance 

d'amas multivésiculaires dans  l e  périplasme, 3 l'embouchure d'un Clémerit 

du reticulum endoplasmique, ou dans d e s  excavations du plasmalemme, n'a 

p a s  encore é t é  décri t  chez les suspensions cellulaires. Cependant, des  

f igures  analogues s o n t  s ignalées  dans le périplasme de cer tains  embryons 

(CAMEFORT, 1970) ou A l'occasion de l1al t4rat im des s t r u c t u r e s  

par ié ta les  au cours de  l 'abscission (HUBERMAN et  al, 1913). 

Ces vésicules déversent  leur  contenu polysaccharidique d a n s  l a  

matrice pariétale (planche II, fig. 6 e t  7). Cependant, elles se t rouvent  

parfois  emprisonnées par l a  mise e n  place de  nouveaux élgments  

f ibr i l la i res  contre l a  face interne de la paroi (planche III, fig. 12). E l l e s  y 

demeurent ainsi de  te l le  s o r t e  qu'elles peuvent s e  trouver émises d a n s  l e s  

méats  ou mgme directement dans le milieu, l o r s  de la séparat ion d e s  

cellules (planche III, fig. 13). 

b) E mission de f rac t ions  par ié ta les  dans  l e  milieu de  culture 

Le matériel  par iétal  est l ibéré sous dif6ecentes formes  qui 

apparaissent  simultanément ou successivement selon l e  s t ade  d e  la 

croissance e t  l e  degré de dissociation d e s  aggrégats  qui const i tuent  la  

suspension. 

Les parois  externes,  au contact direct du milieu, subissent  des  

fr ic t ions mécaniques A cause du mouvement rotat i f  imposé par le mode 

d'agitation. La limite externe s e  présente  sous  forme d'une brosse  r a se  

const i tuée de f i laments  t r é s  courts  (planche III, fig. 8). 



Planche II : In tégra t ion  du maté r i e l  p a r i é t a l  

Fig. 3 : Aspect  ca rac té r i s t ique  d e s  p a r o i s  (P) A l a  l imi te  de  t r o i s  ce l lu les  
(cul ture  de 10 jours). La présence de  m é a t s  (EI) e n  cours  de  format ion 
c o n s t i t u e  l'amorce d'une s é p a r a t i o n  d e s  ce l lu les .  Le cytoplasme e s t  dense  
e t  r iche  en  mitochondries (Ml. 
C o n t r a s t a n t  : a c é t a t e  d'uranyl e t  c i t r a t e  de  plomb. ,: ?:3 000 - échelle : 0,s Pm. 

Fig. 4 : P i r o i s  d lép . i icseur  t r E s  d i f f é r e n t e s  . Le c o n t r a s t e  par le  t e s t  de 
Thiery (PATAg) permet de  m e t t r e  en  évidence l e  contenu pol:/sacchariaique 
d e s  vPsicules  golgiennes.  Celles-ci s o n t  par t icul ierement  nombreuses  d a n s  
l e  cytoplasme a u  voisinage du plasmalemme .(culture de  6 jours). 
x 3:3 OOCI - échelle : 0 , s  pm. 

F i g .  5 : V é s i c u l e s  e e t r a c y t o p l a s m i q u e s  d a n s  d e s  d é p r e s s i o n s  d u  
p l a s m a l e m m e  ou l o m a s o m e s  (LI. C y t o p l a s m e  r i c h e  e n  r e t i c u l u m  
endoplasmique (RE) au  vois innage du plasmalemme (cul ture  de 6 jours). 
C o n t r a s t a n t  : PATAg. 
e 24 000 - échelle : 0 , s  pm.  

Fig.  6 e t  7 : Présence  de  vés icu les  (v) d a n s  l e  périplasme. E n t o u r é e s  d'une 
membrane, c e s  vés icu les  probablement d'origine golgienne (G) d é v e r s e n t  
l e u r  c o n t ~ n u  d a n s  la paroi  (1C) (culture de  4 jours). 
C o n t r a s t a n t  : a c é t a t e  d'uranyle e t  c i t r a t e  de  plomb (Fig. 6), PATAg (Fig. 71 
e 96 000 - échelle : 0 , s  P m .  

Abrév ia t ions  : 

E I  : m é a t s  ou e s p a c e s  in te rce l lu la i res  
E R  : réticulum endoplasmique 
J P  : jeune paroi  
Va : vacuole 
P l  : plasmalemme 
p : paroi  
M : rn i tochondr ie~  
L : lomasome 
G : vésicule golgienne 
v : véssicule ex t racy toplasmique ' 





Des f i laments  baignant dans  l e  milieu s o n t  m i s  e n  évidence au 

voisinage de ce t t e  paroi externe. I l s  réagissent  intensément au  test de 

THIERY. I l s  peuvent s e  présenter  isolhent, s w 6  forme d'un rdseau t r P s  

lache plus ou moins indépendant d e s  amas cellulaires (planche III, fig. 9 ) .  

I l s  son t  souvent coalescents e t  forment d e s  lambeaux qui conservent d e s  

points de contact avec l a  paroi . 

Un réseau filamenteux s e  r épa r t i t  d'une façon t r P s  homogPne dans  

l e s  espaces  intercel lulaires  qui s o n t  d e s  zones a5 l 'agitation e s t  peu 

importante (planche III, fig. 10). Deux types  de s t ruc tures  coexistent : 

- des  mailles t r P s  larges polygonales l imitées  par l e s  cordons f ibr i l la i res  

dont l e  diamiltre avoisine 0,s Pm. 

- un réseau  plus fin,  généralement monofitirillaire, qui dflimita des vides 

de 1 0  nm de diametre, A l ' intérieur de c e s  mailles. La réactivité d e  ces  

élements filamenteux au t e s t  cytochimique de THIERY n'élimine cependant 

p a s  l a  possibili té qu'il puisse s'agir de microfibrilles cellulosiques. 

Dans de nombreux cas,  d e s  lambeaux en t i e r s  p lur i s t ra t i f iés  s e  

détachent de l a  paroi, principalement L proximité d e s  zones oh s'amorce la 

séparat ion des  cellules (planche III, fig. 10 e t  i l) .  Ce f a i t  s'explique en  

observant  l e s  parois  adjacentes de deux cellules pendant que ce prépare 

ce t t e  dgsagrégation. I l  s e  produit une solubilisation de  la  lamelle moyenne 

e t  probablement d e s  hydrolyses enzymatiques des  composés pectiques e t  

hemicellulosiques de l a  matrice, ce qui l a i s se  apparat  t r e  d'importantes 

zones de  relachement dans  l a  s t ruc ture  pariétale  (planche II t  f ig.  3). 

Progressivement, e n  raison d e s  contraintes  mécaniques provoquées par 

l 'agitation, la  dissociation s'accentue e t  d e s  pans en t i e r s  de paroi  s e  

déchirent e t  sont  l ibérés  dans  l e  milieu de culture. 

Ainsi, l'gtude ul t rastructurale  de  la paroi permet de suivre son 

évolution au cours  de l a  culture. Elle confirme qu'un renouvellement 

constant  de  matériel polysaccharidique vient compenser quantitativement 

l'émission permanente dans  le  milieu de culture d'une part ie  du contenu 

pariétal .  C'est la raison pour laquelle l 'épaisseur d e s  parois  e s t  t r P s  

stable.  



Planche III : Degradation de l a  paroi 

Fig. 8 : Les parois  péciphériques présen ten t  une surface hé r i s sée  de 
f i laments  f i n s  e t  courts  formant un t ap i s  r a s  ($1 (culture de 6 jours). 
Cont ras tan t  : acé t a t e  d'uranyle e t  c i t ra te  de plomb. 
x 57 000 - échelle : 0,5 pm. 

Fig. 9 a i 1 : Formes d'altération des  parois  par désagrégation de f i n s  
f i laments  (iC ) ou de lambeaux plus importants (1 ) .  Dans  l e s  méats oh  
l 'agitation e s t  moins fo r t e ,  l e s  lambeau:.: s 'arrangent en rgseau b g r o s s e s  
mailles l ' intérieur desquelles l e s  f i laments  forment des  mailles plus  
p e t i t e s  (cultures de <:$ 10 e t  1 jours). 
Cont ras tan t  : acé t a t e  d'uranyle e t  c i t ra te  de plomb. 
e 46 000, i: 70 000 e t  28 000 respectivement - échelle : 015 F m .  

Fig. 12 e t  13 : Emission de vésicules qui progressivement se t rouvent  
emprisonnées par  la pciroi nouvellement formée e t  expulsées  dans  le  milieu 
de culture lorsque l e s  cellules s e  séparent  (culture de 10 e t  4 jours). 
Cont ras tan t  : acbta te  d'uranyle e t  c i t ra te  de plomb. 
x 20 000 e t  :i 1 4  000 - échelle : 0.5 ym. 

Pl : plasmalemme 
P : paroi 
v : vésicule ex tracytoplasmique 



P L A N C H E  III 



D - Etude analytiaue de l a  paro i  : 

Il s'agit d'apprecier globalement l e  contenu en eau, e n  se ls  

minéraux e t  en polysaccharides matr ic ie ls  (notamment l e s  pectines) e t  de 

corréler ces données A l a  capacité d'échanges cationiques (C.E.C.). Ce 

paramètre permet d'estimer l a  par t ic ipat ion de l a  paro i  aux échanges 

ioniques entre l e s  cel lules e t  l e  mi l ieu de culture (MORVAN C.t 1983) 

a) L'eau de gonflement des parois 

Le taux de gonflement des parois dépend de l a  s t ructure du 

squelette pariétal, notamment de l ' imbrication des d i f f é ren ts  composés e t  

de leur  résistance mécanique aux déformations. De plus, il varie, comme 

celui  des résines échangeuses d'ions, avec l a  composition de l a  so lu t ion  

d'absorption. C'est l a  traduct ion de l a  var iat ion de la densité de charge 

e f fec t ive  de l a  paro i  selon l e  pH, l a  nature, l a  valence e t  l a  concentration 

des ions  (MORVAN C., 1983). 

L a  mesure des taux de gonflement de parois préalablement i so lées  a 

été effectuée A l a  f o i s  lorsque celles-ci sont  protonées (forme H l j  ce qu i  

correspond A l eur  é ta t  de rkférence e t  lorsqu'elles ont  été équil ibrées avec 

une solut ion de CaC12 100 mM (forme Ca). La  mesure a été poursuivie après 

que l e s  parois a ien t  été débarassées de leurs  pectines (f iches techniques 

N *  3 e t  4), par des extract ions successives A l'eau chaude (BI p u i s  A 

1'EDTA 1 X (C), ce qu i  permet une comparaison avec l e s  paro is  de d&par t  

(A). Les  résu l ta ts  présentés dans l e  tableau 1-7 montrent que l e s  taux  de 

gonflement des paro is  protonées sont  voisins de ceux des parois sous 

forme Ca, traduisant l e s  fo r tes  in teract ions entre l e s  charges négat ives 

f i xes  portées par  l e s  pectines e t  l e s  ions calcium. De plus, l 'eau de 

gonflement des paro is  de référence (A) change selon l'cige des cel lu les ; 

el le  e s t  maximale chez l e s  cellules de 10 jours e t  diminue fortement en fin 

de culture. Cette diminut ion des taux de gonflement peut Btre provoquée 

par  des modifications structurales mais aussi par l 'évolution des 

d i f fk ren tes  catégories de pectines, celles ex t ra i tes  A l'eau chaude 

par t ic ipant  prgférent iel lement au gonflement du  réseau. Or, c'est 

précisément A 10 jours qu'elles représentent l e  p lus  f o r t  pourcentage (62 

%) de l a  masse parietale. Au contraire, l e s  pectines extract ib les par 

1'EDTA s'accroissent en proport ion en fin de culture (18 46)  ce q u i  peut 

expliquer l a  moins bonne ré ten t ion  d'eau. 



TABLEAU 1-7 : taux  de gon f lement  Y) des p a r o i s  i s o l é e s  de c e l l u l e s  
de s i l e n e  A d i f f é r e n t s  temps de c u l t u r e .  

mf = masse des p a r o i s  g o n f l é e s  
ms = masse des p a r o i s  seches 
4 = (m+-mr:).,/m- 
<H = tau:( ae gonf lement de ré f4 rence  des p a r o i s  protonéez. 
4Ca = taux  de gonf lement des p a r o i s  é q u i l i ~ r e e s  dans Ca(Cl>, lOOmM 

& 

A = p a r o i s a v a n t e x t r a c t i o n  
B = p a r o i s a p r P s e x t r a c t i o n A l ' e a u b o u i l l a n t e  
C = p a r o i s  ap res  e x t r a c t i o n s  A l 'eau p u i s  EDTA 1% b o u i l l a n t s .  

Les i n t e r v a l l e s  de con f i ances  sont  c a l c u l é s  au s e u i l  de 5%,  n  = 5 

Durge de c u l t u r e  Forme d e s  parois (H 4 ~ a  

7 j o u r s  

10 j o u r s  

1 4  j o u r s  



TABLEAU 1 - 9  : Variations de la composition cationique d e r  parois 
(rneq.g-15 au cours & la c u l t u r e  de la suspension 
ce1 lulaire de silene. 

Les parois de cellules lyophilisées sont isolées puis incinérées. 
Les cations sont dosés dans les cendres reprises dans HC1 0,lM. 
L a  somme des cations est considbrée comme l'estimation de la CEC.  

COMPOSITION CATIONIQUE DES PAROIS (meq.g-l> 

- - - - 
K N a  Ca Mg CEC = cations 

2 jours (0,001 0,008 0,270 0,110 0, 388 

4 jours Il 0,007 0,150 0,125 0,282 

6 jours Il 0,006 0,130 0,140 

8 jours Il 0,010 0,152 0,148 

10 jours II 0,031 0,178 0,145 0,354 

12 jours II 0,042 0,195 0,125 O ,  352 

14 jours II 0,050 0,230 0,150 0,430 



- - 
TABLEAU 1-9 : V a r i a t i o n s  du r a p p o r t  Ca/Mg e t  du c o e f f i c i e n t  dp 

s é l e c t i v i t é  K(Ca/Mg> dans l e s  p a r o i s  au cours  de 
l a  c u l t u r e  de l a  suspension c e l l u l a i r e  de s i l e n e .  

- 
Les v a l e u r s  des concent ra t  i ons  p a r i é t a l e s  (Ca) e t  (Mg> e t  de 
mi 1 i eu de c u l  t u r e  (Ca) e t  (Mg? sont  r e p r i s e s  respec t  i vernent 
dans l e  tab leau  1-8 e t  dans l a  f i g u r e  1-7. 

2 j o u r s  

4 j o u r s  

6 j o u r s  

8 j o u r s  

10 j o u r s  

12 j o u r s  

14  j o u r s  



C'est donc au 1OPme jour de culture, au cours de l a  phase 

d'élongation cellulaire, que les  parois présentent les meilleures capacités 

de rétention d'eau. 

b) Composition ionique des parois 

La mesure de l a  distr ibut ion ionique dans les  parois in s i t u  a été 

effectuée A pa r t i r  de cellules lyophilisées. Ce protocole présente 

l'inconvénient de fragi l iser certaines pectines. En ef fet ,  des dosages 

calorimétriques effectués dans l a  premiere eau de lavage des cellulesr l o r s  

du protocole d'extraction des parois, indiquent l a  présence d'acides 

uroniques. De plus, l a  C.E.C. des parois de cellules de silPne, représentée 

par l a  somme des cations, varie avec l'ilge de la culhre. etle passe par un 

minimum entre 4 e t  6 jours, moment qui correspond A l a  division e t  au debut 

de l'élongation (tableau 1-8). Les C.E.C. des 2 séries de cellules récoltées 

A di f férents temps de culture sont nettement inférieures A celles mesurées 

indépendamment sur des parois extraites de c ~ l l u l e s  frarches. Les 

résul tats présentés ne concernent donc que les  ions en équilibre avec les  

pectines non solubilisées. 

Le calcium e t  l e  magnésium sont les  ions majeurs en équilibre avec 

les  acides carboxyliques portés par l es  pectines. I l s  représentent p lus  de 

95% des ions en début de culture e t  environ 80 A 90% en fin de culture 

(tableau 1-81, Le rapport Ca/Mg largement superieur A l'unité en début de 

culture diminue pour passer par un minimum, également 6 jours (tableau 

1-91, Le minimum de f ixat ion du calcium se situe donc lorsque l a  valeur de 

l a  C.E .C. est  l a  p lus faible. 

Les ions monovalents sont peu f ixés dans l a  paroi. Le potassium 

n'apparalt qu'a l 'état de traces. La f ixat ion du sodium faible en début de 

culture (<0,010 meq/g) augmente significativement (Or050)a part i r  de 10 

jours. Cet e f fe t  peut @tre expliqué par l a  diminution de l a  concentration 

des ions divalents dans l e  milieu, par rapport a celle du sodium qui res te  

constante pendant toute l a  culture. En conséquence, l a  fraction ionique 

externe du sodium augmente au cours de l a  culture. 

A part i r  de données de l a  variation de l a  distr ibut ion ionique dans 

l e  milieu de culture (voir f igure 1-7), il est possible de calculer les  

coefficients de sélectivité K(Ca/Mg). Ces coefficients sont supérieurs A 

l 'unité en début de culture (tableau 1-91, indiquant une meilleure 



TABLEAU 1-10 : Composition en monosaccharides des pectines(%mo\aire) 
extraites A l'eau bouillante des parois isolees 
de cellules de silPne cultivees en suspension. 

Rha Ara X r  1 Man Gl c Ga 1 Ga1 UA 

10 jours 4,o 17,2 5,1 6,3 25,6 18,9 22,9 

14 jours 797 16,8 4,o 390 19,s 19,7 29,4 



sélect ivi té  d e s  parois  pour l e  calcium au dépend du magnbsium. Le 

coefficient K(Ca/Mg) diminue rapidement au cours du temps et devient 

inférieur à l'unité d e s  l e  6 Pme jour. Cet te  inversion de  sélect ivi te  de la 

paroi s e  poursuit jusqu'au i2eme jour, malgré l e  redressement du rapport  

Ca/Mg. En fin de culture, la sélect ivi té  des  parois  l'égard du calcium e t  

du magnOsium e s t  pratiquement équivalente. 

c) Composition centésimale e n  monosaccharides des  fract ions pectiniques 

d e s  parois  

Les fract ions pectiniques ont  é t é  ex t r a i t e s  A l'eau bouillante à 

partir  de  parois isolées.  L'analyse de la  composition centésimale en 

monosaccharides a é t é  réal isée par  chromatographie en  phase gazeuse 

aprés  hydrolyses chimique e t  enzymatique (fiches techniques N e  7 e t  8 ) .  

Les principaux monosaccharides d e s  pectines s o n t  l'acide 

galacturoniquet l e  glucose+ l e  galactose, l'arabinose e t  l e  rhamnose 

(tableau 1-10). Hormis la  teneur élevée en  glucose qui peut r é su l t e r  d'une 

contamination d e s  parois i so lées  par l'amidon, l a  réparti t ion centésimale 

des  monosaccharides e s t  voisine de celle d e s  rhamnogalacturonanes 1 

(TALMADGE e t  al., 1973 ; MC NEIL e t  al., 1980).  Le x ylose e t  l e  mannose 

sont  présents  e n  faible quantite. La variation observee en t re  10 e t  14 

jours e s t  relativement faible ; e l l e  concerne plus particuliPrement 

l'augmentation re la t ive  de  l'acide galacturonique e t  du rhamnose. 

d) Capacité d'&change cationique d e s  parois  i so lees  

La capacité d'échange cationique (C.E.C.) d'une paroi represente  l a  

q u a n t i t é  d e  c a t i o n s  s u s c e p t i b l e s  de  n e u t r a l i s e r  l e s  c h a r g e s  

électronégatives présentes  dans son  infrastructure,  lorsqu'elle e s t  en 

équilibre d'échange avec une solution de composition ionique donnée. Ce 

paramétre permet d'estimer la  densi té  de charges accessibles d e s  acides 

uroniques, en particulier celle des  pectines (fiche technique N * 4). 

La C.E.C. n'est pas  une constante.  Elle dépend du pH, de  la force 

ionique e t  de la  na ture  du cation util isé.  La C.E.C. to ta le  e s t  a t t e i n t e  A 

neutralisation cornplPte (pH 7), en présence d'ions divalents  e t  à force 

ionique supérieure A 15 mM. Les r é s u l t a t s  obtenus (tableau 1-11) montrent 

que l e s  C.E.C. progressent  régulierement durant la seconde semaine de 

culture. Cet te  tendance s e  poursuit ulterieurement (cellules de 2 0  jours). 



TABLEAU 1 - 1 1  : Capacités d'échange cationique (CEG) des 
parois isolées de cellules de silPne A 
diffbrents temps de culture. 

Les CEC totales sont mesurées en milliéquivalents par 
gramme de parois sPches (meq.g'l> aprPs équ i 1 i bre d ans 
des solutions de Ca(121)~ ( 1  > 15mM), pH 5,5 - 7. 

Durée de culture CEC (rneq g'l) 

7 jours 

10 jours 

14 jours 

20 jciurs 



Une te l le  augmentation de l a  C.E.C. peut résu l te r  d'une synthese  

importante de nouveaux acides uroniques, d'une déméthylation des  pect ines  

e n  place ou encore d'une combinaison d e s  deux processus. 

II . LE MILIEU DE CULTURE, TEMOIN DES ECHANGES . 
Pour la majorité des  auteurs ,  l e  milieu de culture e s t  considéré 

avant tout  comme é tan t  la  source des  nutriments nécessa i res  au 

développement d e s  cellules. L'équilibre ini t ia l  de l a  formule de la  solution 

nutrit ive e s t  recherchk pour garant i r  une croissance optimale. Cependant, 

l e s  varat ions d e s  parametres du milieu de culture résu l ten t  d'échanges 

multiples, avec l e s  cellules e t  avec l'atmosphére susjacente. Ainsi, l e s  

analyses  effectuées dans l e  milieu au cours de l a  culture témoignent des  

re la t ions  en t re  les cellules e t  leur environnement. 

1 COMPOSITION MINERALE ET PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES. 

A.Donn4es ini t ia les  : 

Le milieu nutritif ut i l isé  pour l a  culture d e s  suspensions cel lulaires  

de s i lene (tableau 1-12] e s t  celui de LAMPORT modifié par LESCURE 

(19661, qui a é t é  &laboré initialement pour l 'entretien d e s  suspensions 

c e l l u l a i r e s  d 'érable .  La  formule  minérale  s e  c a r a c t é r i s e  p a r  l a  

prédominance d e s  ions K+ e t  N 0 3 -  dont les concentr&ions molaires 

respect ives  s o n t  supérieures  B l a  somme de celles d e s  au t r e s  éléments  

réunis. 

Le saccharose, introduit  a raison de  2 0  g.l'i, e s t  l a  seule  source 

carbonée mise A l a  disposition d e s  cellules. Celles-ci son t  incapables 

d'effectuer la photosynthbse puisqu'e~~es sont d6pwrvues de chloroplaste.  

Les exigences en fac teurs  de croissance sont  relativement f a ib l e s  

pu i sque  1 0 ' ~ ~ . l ' ~  d e  ch lo rhydra t e  d e  th iamine  e t  d 'acide 

214-dichlorophenoxyacétique (2,4-Dl suf f i sen t  B maintenir l a  croissance de 

l a  suspension cellulaire, de maniére reproductible. L'addition d'acide 

gibbérellique (AG3) A des  doses  comprises entre 0,1 e t  .iD mg.l-l permet 

cependant d'améliorer l e s  r é s u l t a t s  (BRASSART e t  al., 1982; MORVAN, 

1982). 



TABLEAU 1-12 : composition du milieu de culture de la suspension 
cellulaire de silene (LESCURE, 1 9 6 6 ) .  

MACRO-ELEMENTS g .  1-1 

Nitrate de Calcium C4 H,0) 
& 

270 

Ch1 orure de Potassium 65  IO-^ 

Ni t r a t ~  de Potassium 19a0  IO-^ 

Sulfate de Magnesium C7 H201 360 10'~ 

Phosphate monopotassique 500  IO-^ 

Phosphate disodique (12 H20) 97 I O +  

MI CRO-ELEMENTS 

Sulfate ferreux (7 H20> 2,SO 10'~ 

Na2 EDTA 3,72 10'~ 

Acide borique 1 $50 1 o'~ 

Iodure de Potassium 0,75 1 0 - ~  

Sulfate de ManganPse ( 4  H701 
L 4,50 10'~ 

Sulfate de Zinc ( 7  H20) 1,50 1 o - ~  

HYDRATE DE CARBONE 

Saccharose 20 

SUBSTANCE DE CROISSANCE 

Thiamine HCI ( v i t .  B I >  I , O O  10'~ 

Acide 2,4-dichlorophenoxyacet i que 1 ,O0 10'~ 

(2,4-0) 



---------------------------- - - - - m m  

O 

Figure  1.6 : Var ia t ions  d u  volume du milieu a u  cours d e  l a  cu l tu re  d e  l a  
suspens ion  cel lu la i re  de  s i l ene .  

i: volume du milieu de  cul ture  (ml) ; 
: contr ibut ion de l 'évaporation 21 c e s  va r i a t ions  (ml). 
Les  i n t e r v a l l e s  d e  confiance s o n t  ca lcules  au  r isque d e  5 Y*, n = 10. 

4 
A 

2 6 8 
1 

10 12 1 4  J o u r s  



Fi  u re  1.7 : Variations des  concentrations ioniques (meq.1-'1 dans l e  
m i  4 i eu  de culture de l a  suspension cellulaire de silene. 

Chaque point e s t  l a  moyenne de 2 ou 3 mesures, l e s  interval les  de  
confiance son t  calcules n'ont pa s  & t é  calculés. 



Le pH du milieu de  culture e s t  a jus té  A 5,7 avant l'autoclavage. Le6 
mesures de contrdle effectuées immédiatement aprPe l'ensemencement 

montrent que l a  solution interstitielle introduite avec l e s  ce l lu les  ne 

modifie pas  la valeur ini t ia le  du pH. 

Avant l'ensemencement, l a  mesure du potentiel  osmotique du milieu 

de culture a donné une valeur de  -115 mOsmoles (rnOslt voisine de  celle 

calculèe A par t i r  de la  formule nutrit ive théorique ( - f  16,45 mOs). 

B .Evolution du volume du milieu de culture : 

La mesure du volume du milieu de  cul ture  s'effectue f a a l e m e n t  

ap ré s  la  séparat ion d e s  cellules par  f i l t ra t ion dans un entonnoir de 

Büchner. Comme l'indique l a  figure 1-di le volume du milieu (diagramme 

clair) diminue réguliérement au cours de la  culturet principalement en 

raison de l'absorption d'eau par l e s  cellules. L'kvaporation ]ide A 

l 'agitation a é t é  mesurée par la perte  de poids de flacons ne contenant pas  

de cellules (diagramme foncé) : el le  peut  l t r e  est im&e en  moyenne A 0,357 

m l  par jour e t  par flacon. Au cours de  l ' a u t o ~ l a v a g e ~  il s e  produit 

également une légere per te  (1 A 2 Y*) du volume du milieu. 

C. Evalution de  l a  comoosition cationiaue : 

Les concentrations d e s  principaux cations du milieu de  culture son t  

mesurées par photometrie d'émission (K+ e t  Na+) ou par  absorpt ion 

atomique (Ca2+ e t  ~ ~ ~ ' 1 .  L'allure genérale d e s  courbes reprosentan t  

l'évolution d e s  concentrations en K+, c a 2 +  e t  M ~ ~ +  e s t  pratiquement la  

m&me au cours de la  culture (figure 1-71. Elle peut  e t r e  décompoiée e n  

plusieurs &tapes.  Pendant l e s  4 premiers jours, l e s  concentrations 

diminuent sensiblement. E l les  s e  s tab i l i sen t  en t re  l e s  4éme e t  $&me jaurs 

de culture puis s 'abaissent  A nouveau par  l a  suite.  Seule, l a  concentration 

de ~ a + !  qui e s t  faible dans  la solution injtble, ne se modiçie pratiquement 

p a s  au  cours de  la culture. Ceci signifie que l a  consommation du ~ a +  e s t  

proportionnelle a celle de  l'eau. 



Figure 1.8 : Variations du pH du milieu de culture de la suspension 
cellulaire de siléne. 

Les intervalles de confiance sont calculés au seuil de 5 Y*, n = 17. 



D . Evolution du DH : 

Les mesures du pH ont  é t é  effectuées d a n s  des  conditions 

rigoureusement identiques de  manière a disposer d'un paramètre A valeur 

compara t ive .  Immédiatement  a p r h s  l a  s é p a r a t i o n  d e s  c e l l u l e s  pa r  

f i l t ra t ion,  l'électrode e s t  introdui te  dans l e  milieu qui e s t  agité 

manuellement pendant 3 0  secondes puis  la i ssé  au repos pendant 1 minute. 

La valeur du pH, devenue s tab le ,  e s t  a lors  notée. I l  a é té  vkrifié,  

indépendamment, que ce t t e  valeur n'était pa s  différente  de plus  d e  Oti 

unité de pH de celle obtenue directement dans l e  milieu de culture 

contenant l e s  cellules, au  moment du débouchage du flacon. La méthode 

prkconisée permet seulement une meilleure s tabi l isat ion de la valeur 

indiquée par  l'appareil de mesure. 

La courbe représentée s u r  l a  figure 1-8 a é té  t racée  4 par t i r  de  17 

s é r i e s  de mesures e f fec tuées  A 25°C. Le pH augmente rapidement (0,25 

unité par jour) pendant l e s  2 premiers jours de  culture, puis de moins en 

moins vi te ,  e t  s e  s tab i l i se  A 7,2 A par t i r  du 12ème jour. Les  écar t s  calcul6s 

par  rapport aux valeurs  moyennes s o n t  t rPs  faibles,  ce qui permet  d e  

considérer l e  pH comme un bon paramétre de référence, lorsque l e s  

conditions de culture sont  bien définies. 

En f in  de culture, l a  valeur du pH du milieu re f lè te  l a  croissance de 

la suspension cellulaire. En e f f e t ,  lorsque l e  pH final se s tab i l i se  en t r e  

6,5 et 7, l e s  rendements de  croissance s o n t  A chaque fo i s  plus &levés.  Pour 

vér if ier  ce t t e  observation, quelques e s s a i s  ont  é t é  réa l i sgs  en maintenant 

l e  pH A d e s  valeurs  toujours infér ieures  b. l a  neutral i té  par addi t ion de 

quelques gout tes  d'HC1 0 ,Oi  N au 7éme puis a u  4OPme jour de  culture. 

L'augmentation de  matière f ra fche  MF qui  en résu l te  e s t  d'environ 2 0  X .  

E .Evolution du potentiel  osmotiaue : 

La mesure des  potent iels  osmotiques e s t  effectuée A l'aide d'un 

microosmom&tre Roebling. Une bonne reproductibilité d e s  mesures exige l e  

calibrage fréquent  de l'appareil avec une solution étalon de KCL 1-300 

mOs). Les  valeurs  de l'osmolarite d e s  milieux de culture représentent  

directement cel les  de leurs  po ten t ie l s  osmotiques . 



Figure 1.9 : Variations du potentiel  osmotique du milieu (mOs) d e  
culture de l a  suspension cellulaire de siléne. 

Les interval les  de confiance son t  calculés au seui l  de 5 " / o p  n = 12. 



Au cours de la culture, le  potentiel osmotique du milieu diminue 
régulièrement (figure 1-91 pour at teindre le  t i e r s  de sa valeur initiale A la  

fin du cycle de culture. Cette variation s'explique, en partie, par  la  

disparition du saccharose qui participait pour 50 % A l'osmolarité du milieu 

au moment du repiquage des  cellules. Le potentiel osmotique final dbpend 

alors principalement des  éléments rninCrsuxl notamment du pobsisjum. 

Le potentiel osmotique a également été  mesuré après  perturbation 

des  conditions de culture dans le  but d'augmenter ou de diminuer la 

croissance (tableau 1-13). Les valeurs mesurées varient A chaque f o i s  en 

s e n s  inver se  de c e l l e s  de l a  M.F. des ceilules.  La r e l a t i o n  

croissance-potentiel osmotique permet de considbrer ce paramgtre, au 

meme t i t r e  que le pHt comme une rgférence externe du métabolisme 

cellulaire. 

2 1 ANALYSE QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES COMPOSES 

ORGANIQSZS. 

Le saccharose e s t  le  principal composé organique introduit dans  la 

solution nutritive. I l  e s t  t r é s  rapidement hydrolysé en glucose e t  fructose 

qui sont  progressivement consommés par l e s  cellules (BRASSART et  al., 

1977). Le dosage des  o s e s  totaux e t  réducteurs au cours de la  culture 

permet de suivre quantitativement l e s  variations de ces  composés dans  le 

milieu. 

Le tamisage moléculaire e s t  un moyen pour separer l e s  constituants 

du milieu de culture notamment en fonction de leur poids moléculaire. Cette  

technique permet de suivre directement la  disparition e t  l'apparition de 

composés dans le milieu. Les produits, sor tant  dans le  volume mort de la  

colonne, sont  ensuite séparés  par une précipitation A l'éthanol absolu puis 

pesés. 

l 
Ces  données complétent l a  description d e s  Ovénements chimiques A ! 

l'extérieur des cellules lorsqu'elles sont  cultivées dans l e s  conditions 

standardisées qui ont  é té  définies préalablement. 



TABLEAU 1-13 : Variations des potentiels osmotiques mesurés en  fin 
de c u l t u r e  (14 jours), sui te des niudif ications 
provoquant des perturbations de la croissance 
de la suspension cellulaire de siléne. 

Les in terual 1 es de confiance sont cal cul 4s au seu i 1 de Y%, n est 
i n d i q u é  entre parentheses. 

Conditions Croissance CIIF en g >  Potentiel osmotique (mOs> 
de c u l t u r e  

Témo i n 34,7 + 2,8 (61 - 3 5 5 2  

Ten e u r  e n  saccharose 

O g 1-1 1,7 + 0,2 (3) -1 17 

40 g 1'1 53,5 2 3,5 (61 - 75 - + 4 ( *>  

Facteurs de croissance 

+ H.G.3 0,l mg 1-i  48,5 + 2,l (6) - 3 0 2 6  

+ AM01618 0,2 mg 1-1 12,5 i 2,O (4) - 7 5 2 5  

+ m-inosi tol 0,2 g 1 - 1  41,5 2 3,2 ( 4 )  - 3 2 2 5  

Facteurs physiques 

température 10nC 6,3 3,4 (6) - 8 4 2 7  

(*)  le potentiel osmotique initial est alors de - 175 mOs, contre 
- 115 mOs dans tous les autres cas. 



Figure 1.10 : Variat ions d e s  saccharides totaux e t  reducteurs  dans  l e  
milieu de  culture de l a  suspension cellulaire de silene. 

( saccharides totaux (orcinol) en 9.1-1 ; 
( O saccharides reducteurs  en g.1-1. 

Les in te rva l les  de confiance son t  calcules au s eu i l  de 5 70, 5 n 12. 



A )Mesure de l a  consommation des saccharides par l e s  cel lules : 

La consommation du  saccharose ou p lus  précisément du  glucose e t  du 

fructose provenant de sa dégradation en présence des cellules, peut  et re 

mesurée par  un  dosage global A l'aide de l a  méthode A l 'orcinol sul fur ique 

de TILLMANS e t  PHILIPPI (1929) modifiée par RIMINGTON (1931) e t  

simultanément par  celui  des saccharides réducteurs par l a  méthode de 

NELSON (1944). 

L'hydrolyse du saccharose e s t  rapide puisque des saccharides 

réducteurs sont  décelables dPs l e  i e r  jour (f igure 1-10), l eu r  concentration 

augmente jusqu'au 6Pme jour  e t  i l s  r e p r é s e n t e n t  l a  t o t a l i t é  des 

saccharides disponibles des l e  #&me jour. Globalement l e  mi l ieu se trouve 

completement épuisé au 12krne jour de culture ce qu i  provoque l e  

ralent issement de l a  croissance. Ces résu l ta t s  peuvent Ptre confirmGs par 

chromatographie sur couche fine. Tous l e s  jours, 1 0  p l  de mi l ieu f i l t r é  sont 

déposés sur l a  l igne de base du chromatogramme en présence de témoins 

(saccharose, glucose e t  fructose). AprPs 4 h de migrat ion ascendante dans 

l e  solvant éthanol, butanol, acide acétique, eau, pyr idine (100/ 10/3/30/10), 

l e s  chromatogrammes sont  séchés. Les  produi ts  sont  révélés par 

vaporisat ion d'une solut ion d'orcinol sulfurique. La colorat ion es t  

developpée pendant 5 min dans une étuve A 1 1O'C. Pendant que l e  

saccharose e t  ses dérivés sont  consommés par l e s  cellules, il apparait dés 

l e  début de l a  culture d'autres composés saccharidiques qui ne sont  pas 

entrainés par l e  solvant ut i l isé,  probablement en ra ison de leur  poids 

moléculaire élevé. 

B )Tamisaae moléculaire du mi l ieu : 

Pour a f f i ne r  l e s  résu l ta ts  acquis précédemment, l a  séparat ion des 

composés en solut ion dans l e  mi l ieu de culture a dté entreprise au moyen 

d'un tamisage moléculaire sur un  ge l  de Sephadex G 25 élue par de l'eau 

d is t i l lée,  pH 5,5. E n  sor t ie  de colonne, l e  p r o f i l  d'élution e s t  su iv i  pa r  une 

cel lule spectrophotométrique A 265 nm e t  l 'éluat e s t  recueui l l i  sous forme 

de f ract ions successives de 10 ml. 
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Figure 1.11 : Profils d'élution des milieu,: de culture de  la suspension 
cellulaire de siléne, aprés tamisage moléculaire sur un gel 

Séphadex G 25,  élution H20, Lecture a 265 nm. 



Le profil d'élution B 265 nm du milieu avant  l e  repiquage, comparé à 

celui obtenu aprPs 3 P u r s  de culture, donne une image de la consommation 

d e s  const i tuants  initiaux du milieu nutrit if  (figure 1-1 1). Cependant, un 

pe t i t  pic réagissant  à la f o i s  au dosage A l'orcinol e t  à celui au carbazol 

commence B apparai t re  dans  l a  fraction N47 ; il s'agit donc d'un polymPre 

de nature polysaccharidique comprenant en  mélange des  radicaux neu t r e s  

e t  acides. Par la  su i t e ,  ce pic va s'accentuer progressivement en amplitude 

e t  s e  décaler jusque dans la  cinquiPme fraction, c 'est  à dire  dans l e  volume 

mort de l a  colonne (déterminé avec du Bleu Dextran à 2 %). Par ai l leurs ,  l e s  

f ract ions intermédiaires augmentent e t  un épaulement appa ra î t  d a n s  l a  

fraction N09. Enfin, il s e  développe .au niveau d e  ta Qraction N o  13, un pic 

important dont l e s  const i tuants  répondent positivement aux r éac t i f s  

caractér is t iques d e s  saccharides e t  d e s  protéines. 

La chromatographie s u r  couche fine de t o u t e s  l e s  f ract ions d'élution 

permet de  confirmer qualitativement, que l e s  f ract ions lourdes ( N O 5  à 8 )  

contiennent exclusivement d e s  polysaccharides qui ne s o n t  pas déplacés 
I 

par l e  solvant  util isé.  Les fract ions intermédiaires ( N O 9  B 1 i l  comprennent I 
l 

à l a  f o i s  du saccharose, initialement introduit  dans  la  solution nutr i t ive e t  I 

qui a tendance B dispara î t re ,  e t  de faibles  quant i tés  d'oligomères B 

caractPre acide. Dans l e s  f ract ions plus  légeres  ( N 4  12 a 141, l e s  quant i tés  

de monosaccharides neut res  e t  acides sont insu.CCSsartes pour expliquer 1 
l'amplitude de l'absorbance a 265 nm. 11 pourrait  s'agir de composés I 

1 
1 

phénoliques en ra i son  de l a  coloration jaune que présentent  ces  fractions.  1 

C )Extraction e t  es t imation alobale d e s  ~ o l y m P r e s  : 

AprPs que l eu r  présence dans l e  milieu de  culture aTt é t é  d h o n t r é e ,  

e t  ce d è s  l e s  premiers jours aprPs l'ensemencement, 1' extraction globale 

des  polysaccharides a é t é  réalisée. Des al iquotes  de 2 0  m l  de milieu sont  

repr i ses  par 6 vol. d'éthanol absolu. AprPs une nui t  à 4'C, l e  précipité e s t  

recueilli par centrifugation, red îssous  dans 5 ml d'eau, corqdé puis 

lyophylisé. La pesee  d e s  poudres a ins i  obtenues permet de quant if ier  

l'excrétion des  polymPres en terme de concentratjons dans le milieu de 

culture (tableau 1-14), Elle e s t  comparée B l a  masse sèche to ta le  des  

composés en solut ion dans  l e  milieu, déterminée par l a  meme méthode 

(congélation, lyophilisation e t  pesée). En fin d e  culture, l e s  poly mPres 

représentent  pratiquement 60% de l'ensemble des composd~ 



TABLEAU 1-14 : Eoolut ion des pol ymPres solubles extracel lulaires 
au cours de la culture des suspensions cellulaires 
de siléne. 

Aprés precipitation par I'ethanol, la concentration des polrméres 
est exprimee en g par flacon et par rapport & la masse du résidu 
sec du mil ieu de culture. 

Jours de culture Préc i p i té éthanol Prér i p i té 4 thanol ,100 
g par flacon residu sec du milieu 
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Figure  1.12 : R é p a r t i t i o n  d e s  d i f f e r e n t e s  c a t e g o r i e s  de 
polysaccharides l iberés  dans l e  milieu de culture par l e s  suspensions  
cel lulaires de s i lène .  

0 : précipité par l'éthanol ( 6  vol.) : polymères totaux en mg/flacon 
: précipité par l e  C.T.A.B. (i  vol.) : P.P.A. en mg/flacon. 

Les  interval les  de confiance sont  calcules au seui l  de 5 Y*, n = 6 .  



solubles. En outre,  l e s  dosages b. l'orcinol e t  au carbazol indiquent la f o r t e  

prédominance des saccharides neutres par  mppcrt aux saocharides audes .  

Pour séparer  sélectivement l e s  polymkres acides (fiche technique N *  

61, des  al iquotes  de  2 0  ml  de milieu sont mdbngés a une quantitd égale d e  

C.T.A.B. A 3 % (bromure de Nt cétylammonium N t N t N t  triméthylammonium). 

Ce s e l  d'ammonium quaternaire,  oncure a p l î d  " c e t s v l d ,  est capable d e  

s'associer aux composés polyanioniques e t  de l e s  précipiter A b a s s e  

températcwe ISC:OT'T1 1965). Ca mesure de leur masse sèche permet d e  Ies 

comparer A l a  f ract ion to ta le  ex t r a i t e  précédemment (figure 1-12). Les  

polymPres acides ne représentent en f a i t  qu'une faible proportion de 

l'ensemble des  polymPres excré tés  (entre  15 e t  2 0  Y* en  f i n  de culture). 

Néanmoins, leur caractPre polyanionique, révélé  par l e  procédé de 

précipitation sélect ive ut i l isé ,  e s t  A l'origine de l f in té r@t  qu'ils susc i t en t  

A propos d e s  échanges cellulaires. 

Ces  considérationst appuyées par  l e s  arguments ul t rastructuraux 

présentés  préalablement, permettent de supposer qu'une large proportion 

de ces  composés e s t  assimilable A d e s  pectines, raison qui justifie l eu r  

appellation de polymkres pectiques acides (MORVAN, 1982). 

Leur caractérisation biochimique et physico-chimique e s t  nécessaire  pour 

confirmer leur origine e t  t en t e r  de  comprendre l e s  rb les  qui leur s e r o n t  

attribués.  



L'analyse d e s  composés polyanioniques présents  dans l e  milieu de 

culture de la  suspension cellulaire de silene e s t  indispensable pour 

confirmer leur origine pariétale,  pour comprendre e t  expliquer leur  rejet .  

L'étude de leurs  propriétés physico-chimiques doit  permettre de préciser  

leur rdle  ou plus exactement de mesurer les c w i s 4 q u m e s  de leur présence 

dans l e  milieu de culture, s u r  l a  croissance d e s  cellules qui l e s  excretent.  

1 DEFINITION DES P.P.A. ET SIGNIFICATION PHYSIOLOGIQUE DE LEUR 

EXCRETION. 

La premiPre étape de toute  étude biochimique consis te  ;i definir  l e s  

produits qui doivent g t r e  analysés. Les milieux nu t r i t i f s  u t i l i sés  pour la 

culture des  suspensions cellulaires sont ,  au départ,  d e s  mélanges d e  s e l s  

minéraux auxquels sont  additionnes d i f fé ren ts  composés organiques 

(saccharose, vitamines, substances de croissance). Au cours de l a  culture,  

l e s  cellules absorbent une part ie  d e s  composés initialement contenus dans 

la solution extbrieure e t  e l l e s  y re je t ten t  d e s  substances de na ture  t r é s  

diverse,  y compris des  polysaccharides. Pour recueillir l e s  polymeres 

extra cellulaire^^ il fau t  isoler  l e  milieu de culture puis en ex t r a i r e  

sélectivement l e s  diffdrentes  fract ions A étudier. Quelles que so i en t  l e s  

methodes préparat ives  u t i l i sées  (f i l t ra t ions,  centrifugations, d ia lyses  ou 

précipitations), cer taines par t ies  s e  trouvent fatalement éliminées. Leur 

contenu doit cependant ê t r e  contr61é de maniére ;i exploiter, e n  tou te  

sécuri té ,  l e s  renseignements fournis  par l e s  r é su l t a t s  de l 'analyse des 

compostss étudiés.  



1. Définition des  polyméres pectiques acides (P.P.A.), 

Les cellules e t  l e  milieu de  culture sont  s é p a r é s  par f i l t ra t ion  avant  

d'isoler l e s  P.P.A.. Le caractére soluble de ces  derniers  e s t  donc l e  premier 

élément de leur définition. Les  méthodes de précipitations sélect ives ,  l a  

mesure e t  l'identification d e s  acides uroniques e t  des  monosaccharides 

neut res  puis l a  confirmation cytochimique de leur  l iaison avec l e s  parois  

sont  l e s  é tapes  su ivantes  qui conduisent, t ou t  en la  justifiant,  A l eu r  

appellation de poly méres pectiques acides. 

A. Précipitations sé lec t ives  : 

Selon SCOTT (19651, l e  C.T.A.B. peut a t r e  ut i l isé  pour précipiter l e s  

polyméres chargés négativement, notamment l e s  polysaccharides acides. 

L'efficacité du procédé dépend du pH auquel s 'effectue l a  réaction, de  la 

nature e t  de l a  quant i té  d e s  s e l s  présents .  La concentration f inale  en  

C.T.A.B., l e  pH e t  l a  teneur  en  s e l s  du milieu ont é t é  modifiés avant  l a  

précipitation. La masse séche de précipité recueill i  e t  s a  teneur  e n  acides 

uroniques varient (tableau 11-1). Lorsque la concentration f inale  en  

C.T.A.B. e s t  supérieure A 1 X ,  l e s  masses séches  des  précipités e t  l e s  

teneurs  en acides uroniques s o n t  constantes.  Dans l a  gamme de  pH 

employée, l e s  valeurs  dépassant  pH 8 provoquent une augmentation 

sensible  d e s  quant i tés  précipitées e t  une diminution de l a  proportion d e s  

acides uroniques. En f a i t ,  leur  quant i té  absolue n'est p a s  modifiée mais 

l e s  pH basiques provoquent l a  précipitation d'un excédent de poly méres 

neutres.  La dilution du contenu en  s e l s  d'un milieu de culture, obtenue par 

une dialyse part ie l le  (1 e t  3 heures),  provoque une légere ba isse  d e s  M.S. l 
d e s  p r é c i p i t é s  e t  d e s  a c i d e s  u ron iques  qu ' i ls  con t i ennen t .  Une , 

augmentation de l a  concentration sal ine peut Btre obtenue par  l 'addition , 
l 

d'un volume égal de l a  solution minérale de départ ,  concentrée 2 ou 3 fois. 1 

Ces modifications n'affectent ni  l e s  masses d e s  précipités, ni leur  contenu 
1 

I 
en  acides uroniques. Ces vérifications valident l e s  conditions dans  

lesquel les  l a  méthode de précipitation par l e  C.T.A.B. a é t é  u t i l i sée  (voir 
i 

fiche technique N e  6 ) .  En e f f e t ,  dans  l a  mesure oh l e  pH des  milieux de  
I 

culture n'évolue qu'entre d e s  valeurs  comprises en t re  5,7 e t  7 2 ,  il n'est l 
I 

pas  nécessaire d'ajuster le  pH avant  d'introduire l e  C.T.A.B.. 1 



Tab leau  II .1 : I n f l u e n c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  du C.T.A.B., 
du pH e t  de l a  teneur  en s e l s  s u r  l e  rendement 
de p r e c i p i t a t i o n  des P.P.A. e t  s u r  l e u r  t e n e u r  
en a c i d e s  u r o n i q u e s .  

Condi t ion ;  de p r @ r i p i ? a t i o n  F r é c i p i t b  A c i d e s  u r ~ n i q u e s  
p a r  l e  C.T .A .B .  Masse sPche rng.1-' 

m g . i - l  

A .  E f f e t  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en C.T.A.B. (pH 7 )  

B. E f f e t  du pH (C.T.A.B. 1,5%> 

C .  E f f e t  de l a  t eneur  en s e l s  (C.T.A.B. 1,5% . pH 7) 

AprPs d i a l y s e  
1 h e u r e  
3  heures  

Apres  augmentat ion des s e l s  
X2  23821 5  
X3  23021 7  



La réduction d e s  milieux de culture e s t  effectuée par évaporation 

s o u s  videt avant  la  précipitation par l e  C.T.A.B.. Cet te  préparation permet 

de  t r a i t e r  d e s  volumes importants e t  de disposer finalment de plus 

grandes quant i tés  de P.P.A.. Parfoist  il s e  produit une agrégation d e s  

polymeres, favorisée par  la  rotat ion du ballon d'extraction. Un phénomPne 

analogue intervient  naturellement dans l e s  flacons de culture lorsque l a  

concentration e n  polymPres dissous devient t rPs  importante. Ç i  l e  f a i t  e s t  

négligé, il e n  résul te  des  difficultés ul tér ieures  pour resolubilieer 

l'ensemble du précipité, en particulier aprPs lyophilisation. 

B) Dosage d e s  acides uroniques : 

11 e x i s t e  de nombreuses méthodes pour mesurer la  quantité d'acides 

uroniques contenus dans  l e s  polymères végétaux. Celle qui u t i l i s e  le  

carbazole (dibenzopyrrole) comme produit susceptible de s e  condenser s u r  

l e s  dérivés furfural  formés en  milieu acide e t  h chaud, a é t é  décrite 

initialement par  DlSCHE (1947) puis modifiée (BITTER e t  MUIRt 1962 ; 

GALAMBOS, 1967). Les absorbances molaires varient avec la  na ture  de 

l'acide uronique ; l'acide D-galacturonique présentant  l a  coloration l a  plus 

intense. C'est l a  raison pour laquelle l e  choie s 'es t  fixé su r  l a  premiPre 

méthode proposée. I l  e s t  généralement admis que l e s  pentoses  e t  l eurs  

dér ivés  ne réagissent  p a s  avec l e  carbazole. Par  contre l e s  hexoses o f f r en t  

une absorbance non négligeable e t  l ' interférence qu'ils r i squent  de 

provoquer lorqu'ils s e  trouvent en  mélange avec l e s  acides uroniques doit  

Btre corrigée en appliquant l a  formule proposée par  MONTREUIL e t  

al(1981). Pour évi ter  ce s  difficultést  BLUMENKRANTZ e t  ASBOE-HANSEN 

(1973) ont u t i l i sé  l e  méta-hydroxydiphényle comme réactif e t  montré 

l'absence d'interférence des  monosaccharides neutrest  mBme lorque leur  

concentration e s t  dix fo i s  plus élevée que celle des  acides uroniques. Plus 

récemmentt  SCOTT (1979) a f a i t  appe l  A l a  s é l e c t i v i t é  d u  315 

diméthyl-phénol (3*5 D.M.P.) pour l e s  chromogPnes formés en présence 

d'acide sulfurique à chaud. L'addition d'ions Cl-permet d'éliminer l a  

majeure par t ie  des  interférences dues  aux monosaccharides neutres .  Les 

méthodes de dosage par l e  carbazole (avec ou s a n s  correction), l e  395 D.M.P. 

e t  l e  méta-hydrox ydiphényle ont  é t é  comparées (tableau 11-2). La 

correction d e s  valeurs obtenues par  l e  dosage au carbazole l e s  rapproche 

de cel les  acquises  à l'aide des  deux a u t r e s  méthodest considérées comme 

insensibles  aux interf érences. 



T a b l e a u  11.2 : Comparaison des r é s u l t a t s  de dosage des 
a c i d e s  u r o n i q u e s  e n t r e  l e s  méthodes de DISCHE 
au c a r b a z o l ,  avec ou sans c o r r e c t i o n ,  de SCOTT 
au 3 ,s -d ime thy lpheno l  (3,5-DMPi e t  de BLUMENKRANTZ 
e t  ASBOE-HANSEN au me t a  h y d r o x y d i  pheny l  . 

L e s  deux é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  t e s t é s  chacun 3  f o i s  e t  l e s  
r é s u l  t a t s  s o n t  1 es  moyennes expr imées en m g . l - l  d'équ i u a l e n t  
d'ac i de g a l  ac t u r o n  i que 

P.P.A 10 j o u r s  14 j o u r s  

Dosage au c a r b a z o l  
sans c o r r e c t i o n  
avec c o r r e c t i o n  

Dosage au 3.5 DMP 

Dosage au m-di pheny l  



C) Mise e n  évidence cytochimique : 

Les  méthodes  cytochimiques pe rmet ten t  une v i sua l i sa t ion  d e  

l 'u l t ras t ructure  pa r ié ta le  e n  microscopie électronique (voir c h a p f t r e  1). 

El les  révèlent  également l e s  d i f f é r e n t e s  fo rmes  s o u s  l e s q u e l l e s  c e r t a i n s  

d e s  é léments  qui  la composent s o n t  e x c r é t é s  d a n s  l e  milieu d e  cul ture .  

Pour enrichir  e n  polymeres so lub les  l e  milieu ex té r ieur ,  a u  vois inage d e s  

cellules,  l a  f i l t r a t i o n  e s t  r é a l i s é e  s a n s  dépress ion  par  l e  vide. D a n s  c e s  

conditions, l e s  p a r o i s  d e s  cel lu les  l e s  p lus  excen t rées  d a n s  l e s  a m a s  s o n t  

t a p i s s e e s  d'une vér i t ab le  gangue polysaccharidique ( f igure  11-11, Un r é s e a u  

analogue A celui obse rvé  d a n s  l e s  e s p a c e s  in te rce l lu la i res  s e  r é p a r t i t  

autour  d e s  ce l lu les  s u r  une épa i s seur  de 1 A quelques  micromètres. I l  e s t  

net tement  p lus  dense  que celui  qui s u b s i s t e  habituellement a u t o u r  d e s  

cel lu les  aprPs l e u r  sépara t ion  du milieu de culture.  Bien que la technique 

u t i l i sée  pour c o n t r a s t e r  l e s  polysaccharides ne  s o i t  p a s  t r P s  spécifique,  l e  

r é s u l t a t  obtenu cons t i tue  une mise e n  évidence d i rec te  du  r é s e a u  

extracellulaire.  11 n 'est  p a s  abusif  d e  considérer  que la m a k u r e  p a r t i e  d e  

ces  composés s o n t  recuei l l i s  d a n s  l e  f i l t r a t  quand la s e p a r a t i o n  s ' e f fec tue  

s o u s  vide. 

2. Relation e n t r e  l'excrétion d e s  P.P.A. e t  l a  croissance d e  l a  s u s p e n s i o n  

cellulaire. 

L'évaluation périodique d e s  P.P.A. p r é s e n t s  d a n s  l e  milieu d e  

culture e s t  le moyen d'examiner la re la t ion e n t r e  l 'eecrétion d e  c e s  

composés e t  l a  croissance d e  l a  suspension qui  en  e s t  responsable .  I l  

s 'agi t  de  comprendre A q u e l s  a s p e c t s  du métabolisme l e  phénomène o b s e r v é  

peut  lStre a t t r ibué.  

A) Variation quan t i t a t ive  d e s  P.P.A. a u  cours d e  la cul ture  : 

Pour évaluer  la quan t i t é  d e  P.P.A. e x c r é t é s  a u  cours  de la cul ture ,  

l e s  contenus d e  p lus ieurs  f lacons  s o n t  p ré levés  périodiquement pour 

s é p a r e r  l e  milieu e t  l e s  cellules.  Chaque r é s u l t a t  r e p r é s e n t e  donc une 

mesure ins tan tanée  du paramPtre étudié qui e s t  indépendante  de  l a  

précédente comme d e  la suivante .  Lorsque l a  va r ia t ion  d e s  q u a n t i t é s  d e  

P.P.A. p r é s e n t s  d a n s  l e  milieu e s t  r e p r é s e n t é e  e n  fonct ion de la durée  d e  

l a  cul ture ,  il ne s ' ag i t  p a s  d'une évolution continue e t  le te rme  d e  c inét ique 

d'excrétion ne s 'applique p a s  a u  phénoméne décr i t .  



Figure II - 1 : Aspect des  polymères e x t r a c e l l u l a i r e s  (1) autour 

des  c e l l u l e s  après  24 h  de cu l tu re .  

Contras tant  : Acétate d 'u rany le  e t  c i t r a t e  de plomb. 

x 42 000 - éche l l e  0 , 5  pm 

Abréviat ions : Va, vacuole ; C y ,  cytoplasme ; P ,  paroi .  



Figure 11.2 : Variations d e s  acides uroniques excretee dans  l e  milieu 
de culture pendant l a  croissance de l a  suspension cellulaire de siléne. 

L e s  acides uroniques, mesurés par l a  mgthode au carbazol sulfur ique 
de DISCHE (19471, son t  ceux qui son t  compris dans l e s  P.P.A. e x t r a i t s  
au C.T.A.B. Les in te rva l les  de confiance sorit calcules au seu i l  de 5 %, 



Apres l a  f i l t ra t ion du milieu de  culture, l e s  P.P.A. son t  i s o l é s  par  

précipitation sélective. Une évaluation des  P.P.A. peut  Ctre obtenue en  

mesurant l e s  quant i tés  d'acides uroniques qu'ils contiennent. Exprimés par 

rapport à l'unité de volume du milieu, l e s  r é s u l t a t s  appara i ssen t  sous  

forme de concentrations e t  leurs  variations au cours de la culture, 

comparées A ce l les  de l a  biomasse (figure 11-21, permettent de cons t a t e r  l e  

parallélisme en t r e  l'excrétion d e s  P.P.A. e t  l a  croissance cellulaire. 

D'autre part ,  Les  poudres obtenues ap re s  lyophilisation sont  p e s é e s  e t  l e s  

valeurs sont  rapportées  2i l a  M.S. d e s  cellules ou ;1 celle d e s  parois 

isolées .  Les rendements d'excrétion augmentent régulierement a u  cours de 

l a  culture e t  a t te ignent  l eur  niveau optimal au  i s m e  jour ( tableau 11-31, 

Cet ensemble de r é su l t a t s  montre que IOexcrétion desP,P.A. &oJue&ns 

meme s e n s  que l a  croissance. Dans ces  conditions, il e s t  possible  de 

postuler que le  phénomgne observé correspond A l 'expression d e s  

remaniements intervenant dans  l a  paroi,  notamment l o r s  du grandissement 

cellulaire. 

BI Influence de  variations de l a  croissance s u r  l'excrétion des  P.P.A.: 

Pour démontrer que l a  présence d e s  P.P.A. dans  l e s  milieux de 

culture n'est pas  due à une érosion mécanique des  parois,  provoquée par 

l'agitation imposée A l a  suspension cellulaire, celle-ci a é t é  soumise A d e s  

t ra i tements  des t i né s  A ra lent i r  l a  croissance ou même A s ac r i f i e r  l e s  

cellules. A basse  température (lO°C)+ l a  croissance diminue t r é s  net tement  

e t  simultanément l'eecrétion des  P.P.A. dans l e  milieu de  culture est t rPs  

fa ible  (figure 11-31, Les cellules ne sont  pas  dé t ru i t e s  p a r  un t e l  

traitement.  AprPs deux cycles de culture A iO°C, e l l e s  sont  A nouveau 

soumises A l a  température habituelle de 25°C e t  recouvrent une croissance 

équivalente A celle qui é t a i t  la  l eur  A l'origine. L'excrétion d e s  P.P.A. 

subi t  donc la m P m e  évolution que cel le  de l a  croissance, selon le régime de 

température auquel son t  soumises l e s  cellules. L'emploi de  poisons 

métaboliques t e l s  que l e  cyanure ou le  2,4-DNPt l a  suppression du 

saccharose ou l'addition de cer ta ins  P.P.A. (voir chapftre  suivant) 

conduisent A l 'arr0t immédiat de l a  croissance (tableau 11-41 e t  about i ssen t  

A l a  destruction irréversible d e s  s t ruc tures  e t  A l a  lyse d'une fo r t e  

proportion d e s  cellules. Dans c e s  conditionst l e s  quant i tés  d'acides 

uroniques mesurés dans l e s  milieu): de  culture sont  infimes, ce qui  indique 

que l e s  processus qui sont  à l'origine de leur excrétion ont  é té  bloques ou 

détrui ts .  



T a b l e a u  1 1 . 3  : E x c r e t i o n  d e s  P.P.A.  d a n s  l e  m i 1  i r u ,  au c o u r s  de  l a  
c u l t u r e  de l a  ~ u i p e n c i n n  c z l l u l a i r r  de  c i l & r l e .  

L e s  m a s 5 . e ~  d e s  p r é c i p i t é s  p a r  l e  C.T.A.B.  s o n t  m e s u r é e s  a p r e s  
l r o p h i  1 i s a t i o n .  Les i n t e r u a l  l e s  d e  c a n f  i a n c e  s o n t  c a l c u l é s  au 
s e u i l  de 5 %, n = 6 .  

D u r t e  POLYMERES PECTIQUES ACIDES 
de 

Cul t u r e  
1: j ~ I J  r s l rng.l-l  mg.,'f 1 a con  / M.S. ( 2 )  



Figure 11.3 : E f f e t s  d e s  b a s s e s  temperatures sur la  croissance de la  
suspension cellulaire de s i lene  e t  sur 1'e:rcrétion de P.P.A. dans  l e  
milieu de culture. 



Tableau I I  .4 : Influence de trai tementc activateurs ou inhibi te~jrs 
5.l~r la croissance de la S U E R P ~ C ~ O ~ I  cellulaire de 
i i i P n e  et sur l'excrhtion de P.F .A .  dani le milieu 
aprés 14 jours de culture. 

Les intervalles de confiance sont calculés au seuil de 5 X ,  
n &tant indique entre parenthéses. 

Conditions Croi c.sance 
M . F . ( g )  

Excret ion 
P . P . A . ( ~ ~ . - ~ )  

Saccharose 40 9.1-1 51,s  2 3,4 (11) 336 + 13 ,181 

AG3 O,1 mg.l-l 43,s 2 4,9 ( 6 )  138 + 13 i 1 2 )  
(d4but de cul ture) 

AG3 0,1 mg.1-l 51,2 2 2,8 31 197 2 12 ( 61 
(fin de culture? 

1,1 + U,2 i 5) r Sans saccharose + 1 (20)  

2,4 DNP 0,2 mg.1-l 2,O + 0 ,s  C 6 )  14 + 3 (12)  

CNK 0 , 2  mg.1-l 2 ,2  + 0,8 < 6 )  8 2 2 (12:) 

 il^^^^^ 0 ' 2  mg.1-1 8,7 1 , l  C 6 i  51 2 6  ,122 



Inversement, l a  croissance d e s  suspensions cellulaires peut  Q t r e  

stimulée par d i f fé ren ts  moyens notamment en augmentant la quant i te  

ini t ia le  de saccharose dans  le milieu de culture ou e n  additionnant d e s  

fac teurs  de croissance t e l s  que l'acide gibbérellique auquel l e s  cel lules  de 

s i lene sont  particuligrement sens ib les  (tableau 11-4). Les  t ra i tements  qui 

stimulent la  croissance d e s  cellules provoquent également l'augmentation 

de  l ' excré t ion  d e s  P.P.A.. L'action d e  l'AG3 e s t  par t icu l iPrement  

significative car  son introduction dans l e  milieu de culture aprPs 7 jours de 

culture aboutit  A une stimulation immédiate de l'eccrétion des  P.P.A. s a n s  

que l e  nombre de cellulest compté e n  fin de culture, ne s o i t  sensiblement 

supérieur A celui des  témoins. Par contre, en présence d'AMO1618t 

substance considérée comme une anti-gibberelline, il s e  produit  une 

diminution significative de la  croissance des  cellules e t  de l'excr4tion d e s  

P.P.A.t ce qui concorde avec l e s  r é s u l t a t s  précédents. 

Ces  expériences d'inhibition e t  de  stimulation de la  croissance 

cellulaire fournissent  d e s  r é su l t a t s  qui confirment l'hypothèse selon 

laquelle l'excrétion d e s  P.P.A. e s t  un phénomhne actif ,  témoin de 

l ' express ion  du  métabol isme p a r i é t a l ,  no tamment  A l 'occasion du 

grandissement cellulaire. 



BIOCHIM IO-UE DES POLYSACCHARIDES EXTRACELLULAIRE S 

L'objectif d e s  travaux consacrés  A l a  composition d e s  

polysaccharides extracel lu la i res  e t  e n  par t icul ier  A celle d e s  P.P.A. e s t  

doub le .  E n  p r e m i e r  l i e u ,  il s ' a g i t  de  c o m p a r e r  l e s  f a m i l l e s  d e  

macromolécules r e j e t é e s  d a n s  l e  milieu avec ce l l es  qui cons t i tuen t  la phase  

matricielle d e s  pa ro i s  i solées .  La connaissance de l a  composition e n  

monosaccharides d e s  f rac t ions  qui s e r o n t  u t i l i s é e s  pour l e s  e s s a i s  

biologiques e s t  indispensable pour ébaucher d e s  in te rp ré ta t ions  A propas  

de l eur  mode d'action. 

1. Analyse d e  l a  composition globale e n  monosaccharides . 

La premiilre é t a p e  de  t o u t e  é tude  de s t r u c t u r e  d e s  polysaccharides 

consis te  A l e s  décomposer e n  monomPres par d e s  hydrolyses chimiques e t  

enzymatiques. Les  o s e s  n e u t r e s  qui s o n t  libértss peuvent e t r e  a n a l y s é s  p a r  

chromatographie e n  phase  gazeuse apr i ls  avoir  é t é  r é d u i t s  e t  acé ty les .  L e s  

acides  uroniques doivent  etre préalablement l ac ton i sés  avant  d e  s u b i r  les 

t r a i t e m e n t s  précédents.  L e s  d i f fé rences  e n t r e  l e s  deux s é r i e s  d ' ana lyses  

pe rmet ten t  l ' identif ication d e s  ac ides  uroniques e t  leur  eva lua t ion  

quant i ta t ive .  C e t t e  démarche e s t  inspirée  d e  celle mise au po in t  p a r  

JONES et ALBERSHEIM (1972) pour l 'analyse d e s  composés paritstaue 

ex t r a i t s  de l a  suspension cellulaire d'tsratll~. 

A) Choix d e s  méthodes d'hydrolyse : 

L'efficacité d e s  hydrolyses  chimiques pa r  les acides  dépend d e s  

l i a i sons  glycosidiques qui r e l i en t  l e s  monomilres. Les  polygalacturonanes 

q u i  c o n s t i t u e n t  l ' a r c h i t e c t u r e  d e s  p e c t i n e s  s o n t  p a r t i c u l i g r e m e n t  

r é s i s t a n t s  ; s e u l  l'acide fluorhydrique e s t  s ignalé  comme parvenan t  A 

dé t ru i re  complPtement l e s  l i a i sons  galacturonosyles  (LAMPORT, 1970) mais 

s o n  emploi e s t  ddl icat  e t  d e s  p e r t e s  importantes  s o n t  e n r e g i s t r é e s ,  

notamment a u  niveau d e s  pentoses .  Des  e s s a i s  ont  6 t é  r é a l i s é s  avec 

l'acide tr if luoroacétique (A.T.F.A.) e t  l'acide sulfurique,  A d i f f é r e n t e s  

concentra t ions  e t  pendant d e s  d u r é e s  d'action var iables ,  s e l o n  l e s  

protocoles généralement préconisés  pour c e s  ca tégor ies  de molécules 

(fiche technique N o  7). 



Tableau 11.5 : Comparaison entre diffsrentes méthodes d'hydrolyse 
chimique 

1 oses (C.P.G.1 aprPs hrdrolyse 
Rendement : 

f uses ( 0 r i  i no1 2 sans hrdrol yse 

PolrmPres totaux P.P.A 



POLYSACCHARIDE 

I 
hydrolyse parti el 1 e 

t 

hydrolyse enzymatique 
delactonisation 

. I 
réduc t i on NaBH4 

A L D I T O L S  + A C I D E S  ALDONIQUES 

acétylation lactonisation 

ACETATE D ' A L D I T O L S  A L D I T O L S  + 

ALDONOLACTONES 

A L D I  OLS 1 
ace tvl at ion 

ACETATE D ' A L D I T O L S  

4 

Figure I I  . 4  : Protocole d'hydrolrses des polrm&res et de préparation 
des ace tates d'al di tol pour 1 'analyse des monosacchar i d e s  
par chromatographie en phase gazeuse. 



Les résu l ta ts  des rendements enregistrés consignés dans l e  tableau 

11-5, montrent que l'hydrolyse par 1'A.T.F.A. 4N pendant 4 h e s t  l a  p lus 

eff icace sur l e s  P.P.A. sans dépasser 25 X en masse. Les polysaccharides 

totaux semblent plus sensibles l 'action de 1'A.T.F.A. 2N pendant 2 h qu i  

produi t  un peu plus de 5 0  % de rendement. Si l e s  durées sont prolongées, il 

se produit  généralement une diminut ion des rendements indiquant que 

certains radicaux sont détrui ts,  notamment par l'acide sulfur ique qu i  

décompose l e s  hecasaccharides sous forme de radicaux fur fura ls  colorés. 

Devant l ' insuffisance des trai tements chimiques e t  les  r isques de 

per te de certains constituants, des glycanases ont été recherchées pour 

amél io rer  l e  découpage des P.P.A. e t  a t t e i n d r e  des rendements  

acceptables. C'est f inalement une pectinase (Rapidase C 8 0  P) q u i  fourn i t  

l e s  meil leurs résu l ta ts  en élevant l e  rendement f i na l  A plus de 75 % 

lorsqu'elle es t  employée A pH 4 3  e t  A 30°C pendant 72 heures. 

B) Analyse des monosaccharides neutres : 

L'analyse par l a  chromatographie en phase gazeuse (C.P.G.) impose 

que l e s  oses soient rendus vo la t i l s  sous forme d'acétates d'alditolsi par 

exemple. Cet te transformation consiste en une réduction su iv ie  d'une 

acétylat ion (f igure 11-41, l ' introduct ion de méso-inositol comme témoin 

interne, permet une évaluation quant i tat ive des d i f férents monomPres 

a ins i  séparés. 

Les milieux de culture ont été recuei l l is tous l e s  2 jours e t  des 

al iquotes de 2 0  ml  ont  été u t i l i sées  pour précipi ter séparément, par l e  

C.T.A.B. e t  par  l'éthanoli l e s  P.P.A. e t  l e s  polymeres totaux. Chacun des 

échanti l lons recèle des pentasaccharides, des methyl-pentasaccharides e t  

des heeasaccharides qu i  sont i den t i f i és  en fonct ion de leur temps de 

rétent ion dans l a  colonne d'analyse e t  par référence au>: monosaccharides 

témoins qui  ont permis son étalonnage. 

Les poly méres totaux (f igure 11-51 compcerwwrnt principalement 

glucosei xylose, galactose e t  mannose qu i  représentent ensemble entre 85 

e t  9 0  Y. de l a  composition molaire en monosaccharides neutres. L e  glucose 

es t  l e  constituant l e  p lus abondant ; il représente prés de 5 0  96 de l a  

t o t a l i t é  des monosaccharides neutres après 2 jours de culture, il diminue 

rapidement e t  se stabi l ise A 3 0  X par l a  suite. Cependant, l a  propor t ion de 

chacun des t r o i s  autres monosaccharides varie peu. L'arabinose progresse 
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Figure  11.5 : Composit ion centés imale  (% molaire) en  monosaccharides 
n e u t r e s  d e s  polymeres to taux e x c r e t e s  pa r  l a  suspens ion  cel lu la i re  d e  
s i l ene ,  au cours  de  l a  culture.  
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Figure  11.6 : Compoc,ition centés imale  (Ye molaire)  e n  monosaccharides 
n e u t r e s  d e s  P.P.A e : i ~ r é t é s  par l a  suspens ion  cel lu la i re  de  s i l ene ,  a u  
cours  de  l a  culture.  



légerement e t  a t te in t  f inalement 10 "/o de l'ensemble. Le rhamnose e t  l e  

fucose sont  en t rPs fa ib le propor t ion e t  ce dernier n'est p lus décelable en 

fin de culture. Sa présence e s t  néanmoins intéressante a signaler car il n'a 

pas été repéré dans l a  f ract ion acide, précipitée par l e  C.T.A.B.. L a  

composition centésimale des monosaccharides neutres inclus dans l e s  

P.P.A. ( f igure 11-61 es t  p lus f luctuante. Au début, l e  glucose (40 96) e t  l e  

galactose (33 Y*) sont l e s  p lus abondants pu is  i l s  diminuent en propor t ion 

alors que l'arabinose devient l e  monomPre pr incipal (50 X I .  Le rhamnose e t  

l e  mannose demeurent sous l e  seu i l  de 10 % e t  l e  t:ylose n'est présent qu'A 

l 'é tat  de trace permanente. 

La composition en manosaccharides neutres des f ract ions étudiées 

permet de degager une premiere image pour l es  polymeres totaux qu i  

peuvent cltre principalement caractèrisés.par deux fami l les de molécules, 

l e s  xyloglucanes e t  l e s  galactomannanes, qu i  sont apparentées aux 

hémicelluloses e t  par  l a  présence de fucose. L a  f ract ion neutre des P.P.A. 

es t  dominée par des arabinogalactanes souvent associées aux acides 

pectiques mais l e s  pa r t s  occupées par  l e  glucose e t  dans une moindre 

mesure par l e  mannose sont surprenantes dans cette fraction. 

C) Analyse des acides uroniques : 

Au  cours de l a  réduction des monosaccharides neutres, l e s  acides 

uroniques subissent une réduction par t ie l le  qu i  l es  transforme en acides 

aldoniques (f igure 11-7, A). Ensuite, leur lactonisat ion es t  facilement 

obtenue en mi l ieu acide. Apres él iminat ion de l 'acidité résiduelle, l e s  

échanti l lons sont rédu i ts  par  du  NaBD4 avant d'btre acétylés comme 

précédemment (voir f iche technique N o  8). L'emploi du borodeutérure de 

sodium pour réduire l es  lactones permet de dist inguer par  spectrométrie de 

masse l e s  composes nouvellement formés de ceux obtenus l o r s  de l a  

premiPre réduction des monosaccharides neutres (f igure II-8). E n  e f fe t ,  l e  

deutérium alourd i t  l e s  ions  sur lesquels il e s t  subst i tué e t  provoque des 

décalages sur l e s  spectres. Ainsi, l e s  pics observés A m/e 147, 219 e t  291 

au l i e u  de m/e 145, 217 e t  289 ne peuvent s'expliquer que par l a  présence 

de 2 atomes de deutérium sur l e  C6 de l'acide aldonique lactonise : L a  

réact ion procPde par addit ion nucléophile sur l e  groupe carbonyle (f igure 

11-7, B) e t  su i te au déplacement du  groupe alcoxyle, une seconde addi t ion 

se produi t  sur l'aldéhyde forme. L'explication proposée es t  inspirée du  

mécanisme général de réduction des esters (MATHIEU e t  PANICO, 1972)- 



Acide D-gal acturonique Acide L-qal  actonioue 

Figure 11.7 : Etapes  de l a  transformation de l'acide D-galacturonique 
e n  L-galactitol, pendant l a  préparation d e s  acé t a t e s  d'alditols pour 
l'analyse par  chromatographie en phase gazeuse. 

A : Mécanisme de réduction en acide aldonique. 
B : Mécanisme de lactonisation e t  de double fixation du deutérium s u r  
l e  Cb de l a  lactone au  cours de s a  réduction par le  NaBD4. 



F igure  11.3 : Analyse par spectometr ie de masse de l a  d i s t r i bu t i on  des 
i ons  cons t i tuan t  l 'acétate de ga lact i to l .  

A : Après réduct ion par NaEH4 e t  acéty la t ion d i recte  du galactose. 
9 : Aprés  réduct ion par  NaBH4, lac ton isat ion de l'acide galactonique 
obtenu, deuxiéme réduct ion par NaED4 e t  acetylation. 
L e s  spect res son t  enreg is t rés aprés couplage G.L.C. - M.S. (Data 
systems) RIEER 10 - 10, énergie des électrons 70 eV, courant 
d'émission 0.2 mA. 



Figure  II.? : Sépa ra t ion  e t  i d e n t i f i c a t i o n  pa r  C.P.G. d e s  
monosaccharides constituant l e s  P.P.A. 

Chromatogramme A: P.prés réduction e t  acetylation directe (1/2 
échantillon). 
Chromatogramme B: Apres  réduct ion ,  l a c t o n i s a t i o n  d e s  a c i d e s  
aldoniques e t  deuxieme réduction (1 /2 échantillon). 

Echantillon: P.P.A de 10 jours. 
Programme CPG.: 130 à L4O0Ct 2 "  min-1 ; 10 min A 240'C. 
Colonne : TP Si1 5 cB, 50 m ( 6 i n t .  0.32 mm).  
S t  : standard interne (m8soinositol) ; rha : rhamncse ; a r a  : arabinose ; 
xyl : xylose ; man : mannose ; glc : glucose ; gal : galactose. 



La présence d'un t e l  composé en  mélange dans l e  pic correspondant 

au  galactose d'un échantillon lactonisé démontre s a n s  ambiguité que 

l'acide uronique qui a subi l e  t ra i tement  é t a i t  l'acide galacturonique. La 

différence e n t r e  l a  teneur en  galactose des  échantillonst déterminée par 

C.P.G. (figure 11-91, avant e t  aprés  lactonisation des  acides uroniques, 

représente  donc l a  quantité d'acide galacturonique qu'ils contiennent. 

La méthode a é t é  appliquée pour déterminer la  proportion d'acide 

galacturonique dans l e s  P.P.A. excrétés  dans l e  milieu au cours  de la  

culture (figure II-iO). L'acide galacturonique e s t  le constituant principal 

d e s  P.P.A.; il représente  au minimum 1/3 de leur composition molaire 

pendant la phase exponentielle de croissance e t  augmente en  fin de  culture 

jusqu1& 5 0  % de  l'ensemble d e s  const i tuants  de ce t te  fraction. A pa r t i r  de 

c e s  r é su l t a t s t  une premiere configuration des  P.P.A. peut  e t r e  imaginée : 

ils comprendraient une armature de rhamnogalacturonanes su r  laquelle 

s e ra i en t  branchés l e s  arabinogalactanes e t  auxquels pourraient s e  

ra t tacher  l e s  radicaux glucose e t  mannose. 11 s 'agirait  donc d'une s t ruc ture  

pectique au s e n s  large. Cependant, il e s t  peu fréquent de trouver a u t a n t  de 

radicaux subs t i t ués  s u r  l e s  chaines de rhamnogalacturonanes. 

2 . Séparation par chromatographie d'échange d'ions. 

A) Technique d e  fractionnement : 

Pour compléter l e s  r é su l t a t s  acquis s u r  d e s  échantillons s é p a r é s  par 

précipitation sélect ivet  il a semble in té ressant  de fractionner en fonction 

de leur  charge, l e s  polymères qui son t  en solution dans  l e  milieu de 

culture. Cet te  opération peut s'effectuer par chromatographie s u r  une 

rés ine  Cchangeuse d'anions (DEAE-Sephadex A 5 0 ) .  Un milieu de cul ture  de 

14 jours e s t  dialysét  A s i x  repr i ses t  pendant 12 heures  contre 5 0  vol. d'eau 

d is t i l l ée  e t  déposé dans une colonne garnie de l a  résine échangeuse 

d'anions. Une première élution par l'eau disti l lée permet de recueill ir  l e s  

polymPres dépourvus de charge apparente qui représentent  75 X de la  

concentration molaire de l'ensemble de l'échantillon (tableau 11-6). Les 

molécules chargées sont  successivement décrochées par d e s  so lu t ions  de 

NaCl de force ionique croissante (Olt  M - Ot5 M - i M e t  5 M). Chacune des  

f rac t ions  e s t  ensui te  dialysée puis concentrée au volume initial  déposé 

dans  l a  colonne. La faible proportion d e s  fract ions l e s  plus  chargées peut 

s'expliquer par  l a  méthode de préparation par dialyse qui élimine une 
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Figure 11.10 : Composition centésimale (% molaire) en monosaccharides 
des  P.P.A. en fonction de l a  durée de culture de l a  suspension 
cellulaire de siléne. 



Tableau 1 1 . 6  : Distribution en masse et composition en oses 
totaux, neutres et acides des fractions séparées 
p.3.r chromatograchie d'+change d'ions . 

L e s  meS.Ures sont eiiectu&es & partir d ' u n  mi 1 i P U  ae cui ture de 
14  jours.il sur un échantillon de polrrnéres totaux précipités a 
l'dthanol ; i i )  sur un échantillon dialysé 72  h ; i i i )  sur les 
fractions séparées sur DEAE-Sephadex A 5 0 ,  élude par H20 puis 
par NaCl ( 0 , 1  A 5  M > .  

masse Composition en oses 
lrophil isée neutres acides totaux 

m g  m~.l'~ t%,  

Prdcipi té 1 9 2 , 3  41 , O  4 , 8  4 5 , 8  
Ethanol 

Echantillon 1 7 6 , 5  ( 1 0 0 )  40 , O  2 , 1  4 2 , 1  (10Oi 
di al ysC 

H20 1 1 9 , 4  t72 ,O)  29,O 0 ,  0  29,O I?1 ,81  

NaCl 0, lM 14,O I  8 , 4 1  3 , 7  0 92 3 , 9  ( 9 ,75  

NaCl 0  ,5M 2 3 , 6  C14,25 4 , 6  0 , 3  5 , 4  Cl3 ,JS 

rda~1 1 M 4 , 6  I 2 , 8 )  0 , 9  O,? 1 , 6  c 4 ,05  



partie d'oligomères e t  de pe t i t s  polymères. En e f fe t ,  la  quantité totale de 
polymPres recueillis après dialyse e s t  de 1 0  % inférieure A celle obtenue 

par précipitation par l'éthanol e t  ce sont  l e s  acides uroniques qui 

diminuent le  plus nettement. 

B) Analyse de l a  composition en monosaccharides : 

Les échantillons séparés par chromatographie d'échange d'ions sont  

hydrolysés, réduits  puis acétylés ou lactonisés avant d'4tre ac6tylés selon 

la  méthode décrite précédemment (voir fiche technique N o  8). L'%nalyse en 

C.P.G. permet d'établir l a  proportion relative ( X  molaire) de chacun 

monosaccharides (figure 11-1 1). 

La distribution des  monosaccharides en fonction de la charge globale 

des  polymPres permet de faire quelques constatations évidentes : L'acide 

galacturonique, non dosé dans la fraction neutre, augmente avec l a  force 

ionique de la  solution d'élution. Le glucose e s t  surtout  présent dans l a  

fraction neutre. Le xylose e s t  également caractgristique des  fractions 

neutres ou faiblement chargées. Le galactose e t  l'arabinose sont  rdpartis,  

notamment dans  l e s  fractions faiblement chargées. Le mannose e s t  le 

monosaccharide le  plus régulièrement distribué e t  apparaf t comme un 

contaminant ou un substituant permanent. Le rhamnose qui accompagne 

généralement l'acide galacturonique devient le  principal monosaccharide 

neutre de la  fraction éluée par NaCl 1 M.  Enfin, le  fucose n'est présent 

qu'A l'état de t races  dans la  fraction neutre. 

Par conséquent, chaque fraction peut Btre caractcirisée par  une ou 

plusieurs familles de macromolécules : 

- La fraction neutre e s t  principalement constituée de glucanes. 

- Les fractions faiblement chargées (éluées par NaCl O t l  e t  015 M) 

comprennent en mélange d e s  xylanes e t  des arabinogalactanes auxquels 

viennent s'associer l e s  rhamnogalacturonanes dans la  fraction l a  plus 

chargée. 

- La fraction éluée par NaCl 1 M e s t  tout A fa i t  originale avec un 

rhamnogalacturonane don t  l e s  deux c o n s t i t u a n t s  s o n t  en  mélange 

quasiment équimoléculaire. 

- La fraction la  plus chargée peut e t r e  assimilée A un homogatacturonane. 
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F i g u r e  11.1 1 : Composition cent6s imale  (% molaire) e n  monosaccharides 
d e s  d i f f ë r e n t e s  f r a c t i o n s  s é p a r b e s  s u r  DEAE Sephadex A 50, de 
polysacchar ides  e x t r a c e l l u l a i r e s  de l a  suspens ion  cel lu la i re  de  s i l ene ,  
a p r P s  14 jours de cul ture .  



L'étude de l a  composition centésimale e n  monosaccharides 

d e s  d i f fé ren tes  fract ions sépa rées  par  échange d'ions, apporte  des  

renseignements supplémentaires s u r  l e s  familles de macromolécules 

qui const i tuent  l e  complexe polysaccharidique, présent  dans  l e  

mil ieu a p r è s  14  jours  d e  cu l ture .  T o u t e f o i s ,  l e  c a r a c t è r e  

préliminaire de l'expérimentation entreprise  ne permet p a s  de 

pr6ciser davantage la  description s t ructurale  de c e s  composés. 

3 . Composition d e s  fragments solides.  

Les fragments sol ides  son t  d e s  éléments macroscopiques en 

suspension dans  l e  milieu en f in  de culture ou bien formés par 

condensation l o r s  de l a  réduction sous  vide du volume du milieu, au 

moment de la  préparation d e s  P.P.A. (figure 11-12), Leur analyse, 

conduite dans l e s  mêmes conditions que précédemment (Tableau 

II-7), fournit  d e s  r é s u l t a t s  qui confirment que ces  fragments 

proviennent de l'agrégation d e s  polymères totaux lorsque leur 

concentration dans  l e  milieu de culture dépasse un certain seuil. La 

prédominance du glucose, plus accentuée que dans  l e s  polymères 

t o t a u x ,  p e u t  s i g n i f i e r  une contaminat ion  p a r  d e s  é l é m e n t s  

cellulosiques qui se ra ien t  enrobés e t  agglutines avec l e s  polymères 

solubles.  

Au plan physiologique, l e s  conséquences de la  précipitation 

d'une part ie  des  polymères solubles  à l a  f in  de la  culture sont  

probablement multiples e t  ce t  aspect  merite une reconsidération 

ultérieure.  De plus, l a  tendance d e s  polymères de silPne A former 

d e s  aggrégats  plutbt que d e s  ge l s  lorsque leur concentration 

augmente e s t  directement l iée  aux propriétés  physico-chimiques des  

macromolécules. 



Figure I I . i 2  : Amas polysaccharidiques dans le  milieu de culture de la 
s u s p e n s i ~ n  cellulaire de silene, Crgee de 14 jours. 

A droite : amas en suspension dans le milieu de culture, 
A gauche : amas formes au cours d e  la  reduction sous  vide du milieu de 
culture. 



Tableau 11.7 : Compos.ition en monosaccharides ( 2  molaire] des 
fragments insolubles pré1 evés dans 1 e mi 1 ieu de 
suspension cellulaire de silPne aprés 14 jours 
de culture. Comparaison avec les compositions en 
monosaccharides des P .P .A .  et des polrmeres totaux 
correspondants. 

Monosaccharides Fragments P .P . A  Pol yrnéres totaux 
i nsolubl ec. 

Rhamnose 

Ar ab i nose 

Xrl ose 

Mannose 

Gl cicose 

Ga1 ac tose 

Ga1 U. 



III PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES P.P.A. 

P a r  déf ini t ion l e s  P.P.A. s o n t  d e s  polyméres e n  so lu t ion  d a n s  l e  

milieu d e  cul ture  e t  l e u r  caractgre  polyanionique permet l e u r  précipi ta t ion 

sé lec t ive  pa r  l e  C.T.A.B. ou l e u r  sépara t ion  par chromatographie 

d 'échanges d'ions. La présence d'acide galacturonique comme c o n s t i t u a n t  

principal  de  c e s  polyméres doi t  l eu r  confërer d e s  p ropr ié tés  acides  qu'il 

convient d e  caractgr iser .  En e f f e t ,  l e  comportement polyélectrolytique d e s  

polyméres e n  so lu t ion  dépend de la s t ruc tu re  primaire,  c ' e s t  A d i r e  d e s  

s é q u e n c e s  d ' encha inement  d e s  a c i d e s  u r o n i q u e s  p a r  r a p p o r t  aux  

monosaccharides n e u t r e s ,  du degré  d 'es tér i f ica t ion d e s  groupements  

carbox y l e s .  C e s  ca rac tPres  conduisent A une répar t i t ion  d e s  charges ,  

déf inie  pa r  l e  parametre  d e  charge de la théor ie  de  LIFSON-KATCHALSKY 

(19541, a condition que l e s  polyméres adoptent  une conformation i d é a l e  e n  

batonnet .  En r é a l i t é ,  d e  nombreuses s i t u a t i o n s  peuvent a f f e c t e r  l e s  

comportements théor iques  : l a  présence d e  branchements l a t é r a u x  

comprenant d e s  polyméres n e u t r e s  e t  d e s  p ro té ines ,  l 'arrangement s p a t i a l  

d e s  macromolécules consolidé par d e s  l i a i sons  in t ra -  e t  in ter-chaines ,  l e s  

a t t r a c t i o n s  e t  l e s  rCpulsions é lec t ros ta t iques ,  l'environnement ionique,  

l ' é t a t  d 'hydratation s o n t  a u t a n t  d e  f a c t e u r s  qui  modifient l e s  p r o p r i b t é s  

ac ides  d e s  P.P.A.. 

Le second objectif d e  l a  mesure d e s  p r o p r i é t é s  physicochimiques d e s  

P.P.A. e s t  d'apprécier l e s  conséquences de  la présence d e  po lyé lec t ro ly tes  

d a n s  le milieu de  cul ture  en  terme d e  s é l e c t i v i t é s  ioniques e t  de  c a p a c i t é s  

d'échange. 

Pour réunir  l 'ensemble d e s  renseignements  n é c e s s a i r e s ,  les 

polymeres préalablement m i s  s o u s  forme acide s o n t  n e u t r a l i s é s  p a r  

d i f f é r e n t e s  b a s e s  a v a n t  e t  a p r é s  l a  saponif icat ion d e s  fonct ions  e s t e r s .  La : -  

mesure  d e s  a c t i v i t é s  ioniques a p r é s  neu t ra l i sa t ion  permet d e  c a r a c t é r i s e r  

la d i f fé rence  de  s é l e c t i v i t é  d e s  ac ides  pect iques  pour l e s  ions  mono- e t  

divalents .  



p e q  NaOH p e q  NaOH 

Figure 11.13 : Courbes de neutralisation par NaOH des P.P.A excrétés 
par l a  suspension cellulaire de silPne aprés dif+érents temps de 
culture. 

A : P.P.A. 7 jours 
B : P.P.A. 14 jours 
30 m l  (1 mg.ml-1); 2 5 0  C, sous flux d'azote. 



1 . Détermination d e  l 'acidité d e s  P.P.A. 

A) Analyse d e s  courbes  de  neu t ra l i sa t ion  : 

L e s  échant i l lons  lyophi l isés  s o n t  m i s  e n  suspens ion  d a n s  H20 A 

ra ison d'environ 1 mg.ml'i. L e s  groupements carboxyliques s o n t  p r o t o n é s  

e n  présence d'une r é s i n e  échangeuse d'ions (Amberlite IR 120 ,  fo rme  Hl. 

I l s  s o n t  m i s  b. équi l ibrer  s o u s  flux d'azote d a n s  une cuve t h e r m o s t a t é e  A 

25 OC. La mesure du pH in i t i a l  permet  d 'est imer l 'autodissociation d e s  

P.P.A.. E n  e f f e t ,  l e s  ac ides  carboxyliques en  solut ion s o n t  en  @qui l ibre  

avec l e u r  forme d i s soc iée  e t  avec l e s  p ro tons  . Le degré  de  d i s soc ia t ion  

d lpend  du pK qui est le paramCtre caractbristiqire de l'acide consid0rC: 

La courbe d e  neu t ra l i sa t ion  e s t  obtenue e n  r e p o r t a n t  l e s  v a l e u r s  du  pH e n  

fonction d e s  q u a n t i t é s  d'hydrocydes a j o u t é s  (fiche technique N e  9 ) .  

Le t i t r a g e  d e s  P.P.A. recue i l l i s  aprhs  7 e t  14 jours d e  cu l tu re  est 

r é a l i s é  pa r  NaOH, K0H ou Ca(OHI2 ( f igures  11- 1 3  e t  11-14), Un premier  

t i t r a g e  p a r  l a  soude  met e n  évidence la di f férence de  comportement d e s  

P.P.A. s e l o n  l e  moment d e  l e u r  prélèvement.  L e s  cieue po in t s  d'équivalence 

qui  appara i s sen t  n e t t e m e n t  s u r  la f igure  11-13, A indiquent l a  p résence  

s imul tanée de deux ac ides  de  n a t u r e  d i f fé ren te  ou une d i f fë rence  

d 'accessibil i té e n t r e  deux c a t é g o r i e s  d e  s i t e s  d'un mdme acide. A p r e s  1 4  

jours ( f igure  11-13, B),la sépara t ion  e n t r e  l e s  deux v i rages  est beaucoup 

plus  discréte.La valeur  de  chacun d e s  deux v i rages  dépend non s e u l e m e n t  

de  l ' t ge  d e  l 'échantillon mais également de l a  na tu re  du contre-ion d e  la 

base  u t i l i s é e  ( f igure  11-14), Au niveau du  premier virage,  les t r o i s  courbes  

s o n t  s u p e r p o s é e s  pour chaque échanti l lon,  ce qui  montre qu'il n 'exis te  p a s  

de  s é l e c t i v i t é  par t icul iere  pour l'un ou l 'autre d e s  t r o i s  contre-ions. 

L'absence de  di f férence de  s é l e c t i v i t é  e n t r e  l e s  ions  mono- e t  d i v a l e n t s  ' 

peut  s 'expliquer s o i t  pa r  la na tu re  oligomérique de  c e t t e  premiere c l a s s e  

d'acides pectiques,  s o i t  pa r  l 'existence de  groupements acides  d'origine 

di f férente .  Au niveau du second virage,  il se produit un phénomhne 

par t icul ier  l o r s  du  t i t r a g e  par  l a  chaux. Le nombre d'acides d o s é s  e n  

présence d e  calcium e s t  e n  moyenne deux f o i s  supér ieur  b. celui  ob tenu  e n  

présence d e s  monovalents. 



l NaOH 
+ KOH 
0 Ca (OH)2 

Figure II.i4 : Courbes de neutralisation par diffërentes bases de 
P.P.A. excrGtGs par la suspension cellulaire de silene, après 7 jours de  
culture. 

(a )  NaOH; (+) KCIH; (O) Ca(OHI2. 
25 m l  (0,6 mgaml'i); 25"C, sous flux d'azote. 



Cet  e f f e t  p e u t  s 'expliquer p a r  l e  démasquage d e  nouveaux s i t e s  

ac ides  e t / o u  par  une a f f i n i t é  par t icul igre  de  c e s  s i t e s  A l'égard du calcium. 

B) Est imat ion  de  la dissocia t ion : 

L'estimation d e s  d e g r é s  d e  dissocia t ion e s t  un moyen ind i rec t  

d 'a t te indre  le  pk ca rac te r i s t ique  de  l'acide a y a n t  provoqué l e  premier  

virage a u  cours d e  la neutra l isa t ion.  En e f f e t ,  l 'écart  d e  pH e n t r e  les deux 

v i rages  élimine t o u t  r i sque d ' interférence du second acide s u r  l e  premier.  

L e s  v a l e u r s  de do s o n t  d a n s  t o u s  l e s  c a s  in fë r ieures  a 1, ce qui él imine 

l 'hypothése d'une contamination par  l'HC1 formé au cours  du p r o c e s s u s  

d'échange du NaCl e n  excés ,  s u r  l a  r é s i n e  échangeuse au cours  d e  la 

protonat ion d e s  polymeres. La valeur moyenne du degré  de d i s soc ia t ion  

a p r e s  7 jours (O(,= 0159) e s t  légérement  supér ieure  A cel le  (do= 0,421 

obtenue a p r e s  14 jours de  culture.  L e s  pka moyens r é s u l t a n t  d e  t e l l e s  

autodissocia t ions  s o n t  respect ivement  d e  2,4 et 3,4. C e s  va leurs  s o n t  

proches d e  ce l l es  qu i  s o n t  mentionnées d a n s  la l i t t é r a t u r e  pour l'acide 

polygalacturonique e t  s e s  dér ivés .  L'écart d'une uni té  pH e n t r e  l e s  v a l e u r s  

moyennes d e s  pka d e s  P.P.A. e x c r é t é s  a p r é s  7 ou  14 jours  d e  cul ture  p e u t  

s 'expliquer par une modification d e  l e u r  s t ruc tu re .  I l  peu t  s implement  

r é s u l t e r  d e  la di f férence d e  normalité d e s  ac ides  d a n s  l e u r s  milieux 

respec t i f s .  

C) Est imat ion d e s  m a s s e s  équivalentes  : 

La masse équivalente  se déf in i t  par  le rappor t  e n t r e  l a  masse de  

polyméres en  so lu t ion  e t  l e  nombre d 'équivalents a c i d e s  mesurés. E l l e  

correspond donc A la masse d'un équivalent acide.  El le  e s t  d 'autant p lus  

é levée que l a  propor t ion e n t r e  l e s  radicaux n e u t r e s  e t  acides  e s t  p lus  

grande. L e s  q u a n t i t e s  r e l a t i v e s  de  c e s  deux ca tégor ies  de radicaux, 

de te rminées  par  d o s a g e s  calorimétriques e t  p a r  C.P.G. p e r m e t t e n t  de  

c a l c u l e r  une p r e m i è r e  e s t i m a t i o n  d e s  m a s s e s  é q u i v a l e n t e s  d e s  

échant i l lons  é t u d i é s  ( tableau 11-8). La masse équivalente  d e s  P.P.A. d e  7 

jours va r ie  e n t r e  375 e t  570  g a l o r s  que celle d e s  P.P.A. d e  14 jours est  e n  

moyenne d e  3 4 0  g. 



La détermination d e s  masses équivalentes A partir d e s  courbes de 

t i t r age  présente  une difficulté A cause du nombre variable de  s i t e s  dosés  

en présence d'ions mono- ou divalents. Les  valeurs  obtenues en présence 

de calcium s'échelonnent en t re  9 0  g (P.P.A. de 7 jours) e t  150 g (P.P.A. de 

14 jours) e t  s o n t  donc infér ieures  A la masse équivalente théorique de 

l'acide polygalacturonique (176 g). En présence d e  monovalents, l a  masse 

équivalente d e s  P.P.A. de 7 jours e s t  en moyenne de  140 g ; celle d e s  P.P.A. 

de 14 jours varie en t re  175 g e t  500 g, l e s  masses l e s  plus élevées é tan t  

obtenues dans l e  cas  d'un virage unique (Tableau 11-8). D'aprés ces  calculs, 

l eu r s  valeurs s o n t  plus élevbes en f in  de culture , ce qui e s t  en 

contradiction avec la  premiPre sér ie  d'estimations. Pour résoudre ce 

probléme, d e s  pseudo masses équivalentes son t  calculées en a f fec tan t  

l'ensemble de l a  masse h chacune d e s  c l a s se s  d'acides. Dans ces  

conditions, l a  masse équivalente du premier virage e s t  voisine que l s  que 

so ien t  l e s  P.P.A. a lors  que celle du deuxieme virage tend I s e  rapprocher 

d e s  valeurs  es t imées  A part i r  l e s  dosages calorimétriques. 

Dl Degré d'estérification : 

I l  e s t  f réquent  que l e s  pectines naturel les  a ient  leurs  groupements 

carboxyliques es té r i f iés ,  notamment par  des  radicaux méthyles, ce  qui 

faci l i te  leur extract ibi l i té  de l a  paroi. 11 e s t  donc nécessaire de déterminer 

l e  degré d'estérification des  P.P.A. qui sont  d e s  polymères excré tés  dans 

leur  milieu de culture par l e s  cellules en  suspensions. 

Le degré d'estérification d'un acide s e  mesure su i t e  I l a  

saponification de l a  fonction e s t e r  par  une base for te .  Les  P.P.A. 

préalablement t i t r é s  s o n t  t r a i t é s  par  NaOH 1 N A 4"C, pendant 4 heures  

(voir fiche technique N o  9) .  I l s  son t  I nouveau t i t r é s  e t  le surcro i t  

d'acidité mesurée correspond donc aux groupements carboxyles qui o n t  é t é  

démasqués par l a  saponification. Le rapport en t re  ce supplément d'acidité '' 

e t  l a  to ta l i té  mesurée représente  donc le degré d'estérification des  

polymères. 

Dans l e s  cas  oh l e s  acides présentent  deux virages, l a  quest ion s e  

pose de savoir si l 'estérification e s t  distribuée de  façon homogene ou si 

el le  e s t  attribuable préférentiellement A l'une d e s  deux catégories. 



Tab l eau  11-8: Déte rm ina t i on  des masses é q u i v a l e n t e s  des P . P . A .  
e x c r é t é s  par  l e s  suspensions c e l l u l a i r e s  de s i l P n e  
aprPs 7 ou 14 j o u r s  de c u l t u r e .  

En p o t e n t i o m é t r i e ,  l a  masse equ i va len te  (Mer e s t  c a l c u l é e  par  
l e  r a p p o r t  e n t r e  l a  masse de P.P.A. i n t r o d u i t e  dans l a  c e l l u l e  
de t i t r a g e  e t  l e  nombre d ' équ i va len t s  nécessa i res  pour 
n e u t r a l i s e r  l e s  ac ides  p résen ts .  

Me t e s t  r a . p p o r t $ o  l'ert=.emt!Ie des 4 q t ~ i v a l e n t ~  ( 2  v i rages.  
con+ ondus:) 
Me 1 e t  Me 2 sont  r appo r tées  séparément au p remier  ou au 
second v i r a g e .  
Me c i )  e t  Me I 2 t i  son t  respec t i vement  obtenus en présence 
de con t re - i ons  mono- ou d i v a l e n t s .  

Les masses é q u i v a l e n t e s  t héo r i ques  (Me t h >  son t  c a l c u l é e s  8 
p a r t i r  des dosages c o l o r i r n é t r i q u e s  ou par  C.P.G. 

POTENTIOMETRIE { n  = 21 7 j o u r s  14 j o u r s  

DOSAGES COLORIMETRIQUES ( n  = 6 )  

Oses ac ides  ./ oses t o taux  0,45 

Me t h  385 

C.P.G. Cn = 2)  
- -  

Oses ac ides  / oses t o taux  0,30 

Me t h  580 

I * )  1 seu le  mesure obtenue (courbe avec 1 seu l  v i r a g e )  



Pour appor te r  une réponse a c e t t e  in terrogat ion,  il s u f f i t  de  

r e p a s s e r  les échant i l lons  sapon i f i és  s o u s  forme H p a r  échange con t re  une 

r é s i n e  adéquate  e t  de  t i t r e r  I nouveau l 'ensemble de  l'acidité. I l  a p p a r a i t  

a l o r s  que s e u l  le second vi rage s e  t rouve  déplacé p a r  l e  supplhment 

d'aciditd (f igure 11-15). Ce r é s u l t a t  t rouve s o n  i n t é r 4 t  d a n s  l e  fait qu'il 

c o n f o r t e  l ' h y p o t h é s e  s e l o n  l a q u e l l e  l e s  deux n iveaux  d ' a c i d i t é  

correspondent  A un changement conformationnel d e s  polymeres au c o u r s  de 

l a  t i t r a t i o n .  I l  e s t  en  e f f e t  logique que l e s  es te r -méthy les  hydrophobes 

a i e n t  tendance A s e  regrouper e n t r e  eu:<, f avor i san t  a i n s i  l 'arrangement 

s p a t i a l  d e s  polymères e t  l e u r  tendance A s e  condenser. 

L e s  d e g r e s  d 'es tér i f ica t ion o n t  donc é t é  calculés  par r a p p o r t  au  

deuxième virage lorsque l e s  courbes  de  neu t ra l i sa t ion  par  l e s  monovalents 

e n  comportaient  ef fect ivement  deux. Dans  c e s  condit ions,  l e s  v a l e u r s  

o b t e n u e s  s e  r é p a r t i s s e n t  e n t r e  8 e t  15 % pour l e s  P.P.A. de  14 jours  e t  

e n t r e  35 e t  56 X pour ceux d e  7 Jcura. 

2. Détermination d e  l a  sé lec t iv i t é  ionique d e s  P.P.A. 

L'a t t ra i t  par t icul ier  que mani fes ten t  l e s  pec t ines  A l 'égard du 

calcium e t  l e  r b l e  que c e  de rn ie r  joue d a n s  l eur  cohésion i n t r a -  e t  

intermoléculaire et par  voie de  conséquence d a n s  l 'adhésion d e s  c e l l u l e s  

l e s  u n e s  avec les a u t r e s  e s t  l 'argument i n i t i a l  d e s  consid6rat ions  

concernant la s é l e c t i v i t é  d e s  P.P.A.. La notion de  sé lec t iv i t é  n a i t  du 

c o n s t a t  q u e  l e s  p o l y m é r e s  p e u v e n t  a v o i r  u n e  t e n d a n c e  se  l i e r  

p ré fé ren t i e l l ement  avec t e l l e  espèce  ionique plutbt  qu'avec t e l l e  a u t r e .  La 

conséquence de  c e s  l i a i sons  e s t  que l 'activité d e  l'ion considéré diminue e t  

que l e s  condit ions d'échanges se t rouven t  modifiées localement. 



peq NaOH 

F igure  11.15 : Courbes de neu t ra l i sa t ion  par NaOH des P.P.A excretës 
pa r  l a  suspension ce l lu la i re  de s i lène (7 jours) avant e t  apres 
sapon i f i ca t ion  des fonc t ions  esters. 

( ) Premier  t i t r a g e  avant saponi f icat ion ; 
( O ) Deuxieme t i t r a g e  aprPs saponi f icat ion (1 m l  NaOH 1Nt 4'Ct 4 h e t  
r e t o u r  sous forme H+ (amberl i te I R  120)). 



A) Var ia t ions  d e s  coef f i c ien t s  d 'activité du calcium d a n s  l e  milieu de  

cul ture  : 

E n  mesurant  simultanément la quan t i t é  t o t a l e  d e  calcium p r é s e n t e  

d a n s  l e  milieu A d i f f é r e n t s  moments d e  l a  cul ture  p a r  photomètr ie  de  

flamme ou par  absorpt ion atomique (fiche technique N *  5 )  e t  l ' ac t iv i té  d e  

c e t  ion par  conductirnétrie (fiche technique No 91, d e s  coef f i c ien t s  

d 'activité (1 Ca = ac t iv i t é  / concentration) peuvent  Ctre calculés  ( t ab leau  

11-9). L e s  va leurs  diminuent régul iQrement  au cours  de la culture a l o r s  que 

l e s  q u a n t i t é s  de  P.P.A. e x c r é t é s  s o n t  e n  augmentation continue. Un t e l  

r é s u l t a t  e s t  conforme à l 'idée généra le  que l e s  composés pec t iques  

p r é s e n t e n t  une grande a f f i n i t é  pour le calcium. La présence d e s  P.P.A. d a n s  

l e s  milieux diminue donc l 'activité calcique extracel lu la i re .  Le coef f i c ien t  

d 'activité calculé aprPs  3 jours d e  cul ture  semble  f a i b l e  e t  la va leur  

absolue  d e  calcium re tenu  p a r a i t  h o r s  de proportion avec l a  q u a n t i t é  

d'acides uroniques p r é s e n t e  d a n s  l e  milieu. Le f a i t  que l e s  échant i l lons  on t  

é t é  congelés  a v a n t  l e s  mesures  p e u t  about i r  A un changement de 

conformation d e s  polyméres e t  provoquer une r é t e n t i o n  supp lémenta i re  de  

cations.  

BI Est imat ion  d e s  coef f i c ien t s  d 'activité b r~eutra l isa t ic ln  cornplPte : 

L e s  mesures  d e s  a c t i v i t é s  e t  concentra t ions  d a n s  l e  milieu de 

cul ture  s o n t  a s s u j e t t i e s  A la présence d 'autres  e s p é c e s  ioniques  e t  d e s  

i n t e r f é r e n c e s  peuvent e n  résu l t e r .  De c e  f a i t ,  l 'est imation d e s  c o e f f i c i e n t s  

d ' a c t i v i t é  A l a  f i n  d e  l a  n e u t r a l i s a t i o n  d e s  P.P.A. p a r  l a  b a s e  

correspondante  e s t  une méthode qui é v i t e  l e s  problémes d ' in terférence e t  

donne une image d i rec te  de  l 'effet  p ropre  d e s  polyméres. Le r a p p o r t  e n t r e  

l ' ac t iv i té  mesurée A neu t ra l i sa t ion  complete e t  l e  nombre d 'équivalents 

a j o u t é s  pour l 'at teindre fourn i t  d i rectement  l a  valeur  d e  Y . 

L e s  coeff ic ients  d 'activité mesurés  A neu t ra l i sa t ion  complète 

r e p r é s e n t e n t  d i rectement  la s é l e c t i v i t é  que mani fes ten t  l e s  P.P.A. A 

l 'égard d e s  cations.  L e s  mesures  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  P.P.A. de  7 e t  14 jours 

f o u r n i s s e n t  d e s  r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s  s e l o n  que la t i t r a t i o n  a é t é  f a i t e  pa r  

la chaux ou  par  l a  po tasse .  L e s  coef f i c ien t s  d 'ac t iv i tés  du calcium s o n t  

f a i b l e s  e t  var iables ,  ceux du potass ium s o n t  t o u s  vo i s ins  de  l 'unité. 



Table~iu I I  . ?  : '.jar iat ion Ces csriczr~tratiani, acti!,i t é s  et 
coefficients d'activitb du calcium dans le 
mil ieu de culture de la suspension cellulaire 
de si 1 &ne. 

3 jou r s  7 j o u r s  13 j o u r s  
1 

Concentration 2,32 1,82 0,91 
(ca2+) meq.l-l 

Activité 1,32 0 ,72 0,33 
A ~ a 2 +  m e  q . i -1 

Coefficient d'activite 0,57 O , 4 0  0,33 
l 

! 

A c i d e s  uroniques 0,038 0,147 
rnPl.1-1 
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Les  P.P.A.? comme l e s  parois  dont ils s o n t  i s s u s t  ne présenten t  

aucune sélect ivi té  à l'égard du potassium. Par contre,  l 'affinité d e s  P.P.A. 

v i s  à v i s  du calcium s e  trouve confirmée : si Ica augmente avec l'$ge de l a  

culture, ceci peut provenir de l a  nature d e s  P.P.A. r e j e t é s  e n  f in  de culture,  

moiris s é l ec t i f s  en  faveur du calcium e t /ou  d'une per te  d'affinité d e s  P.P.A. 

présen t s  dans  l e  milieu au  moment 05i l e s  parois  a s su ren t  A nouveau leur 

sélect ivi té  calcique. Dans l e  cas  contraire,  il f a u t  vér if ier  que l a  ba isse  

des  coefficients d'activité ne provient pas  simplement de  l'augmentation 

de la concentration d e s  P.P.A. dans l e  milieu. 



A C T I W I T E  B I O L O G I a U E  DES 
POLYMERES P E C T I Q U E S  A C I D E S ,  

La démonstra t ion que d e s  f ragments  par ié taux peuvent  produire d e s  

e f f e t s  s u r  d e s  t i s s u s  ou d e s  organismes végétaux n'a é t é  f a i t e  que  t r è s  

récemment. I l  s 'agi t  de  composés s é p a r é s  e t  pur i f i é s  A p a r t i r  de  p a r o i s  de  

microorganismest de suspens ions  cel lu la i res  ou de  p l a n t e s  en t i é res .  Les  

e f f e t s  o b s e r v é s  s o n t  principalement d e s  inductions d e  réac t ions  d e  

d é f e n s e  e t  d e s  modifications d e  réponses  morphog&nes. 

Le premier objectif de  l 'expérimentation e n t r e p r i s e  avec les P.P.A. 

e x c r é t é s  par l e s  suspens ions  ce l lu la i res  de s i l e n e t  e s t  d e  démontrer  que 

l eur  présence d a n s  l e  milieu d e  cul ture  induit  d e s  modifications d e  l a  

croissance d e s  cel lu les  qui l e s  produisent.  

L e s  P.P.A. é t a n t  c o n s t i t u é s  d'un mélange complexe d e  molécules d e  

t a i l l e  e t  de  charge var iees t  il convient e n s u i t e  de p réc i se r  l e  r à l e  d e  

chacune d e s  c a t é g o r i e s  qui o n t  pu & t r e  s é p a r é e s  e t  ana lysées .  De p l u s r  les 

f r a c t i o n s  chargéest  r i ches  e n  ac ides  uroniques* o n t  sub i  d e s  t r a i t e m e n t s  

d e s t i n é s  A modifier l e u r s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques . 

Enfint  l e s  P.P.A. produi t s  par  l a  suspens ion  cellulaire de s i l è n e  on t  

é t é  u t i l i s é s  s u r  d 'aut res  s y s t è m e s  biologiques pour vé r i f i e r  l eur  

spécif ic i té  e t  comparer l e u r s  e f f e t s  A ceux provoqués par d ' au t res  

s u b s t a n c e s  de  croissance.  



Figure 111.1 : E f f e t s  d e s  P.P.A. in t rodui t s  dans  un milieu neuf, s u r  l a  
croissance de l a  suspension cellulaire de s i lene e t  s u r  l'excrétion de 
nouveau}: P.P.A. dans l e  milieu de culture. 

Les  mesures de M.F. (g par flacon) e t  d e s  P.P.A. (mg.1-1 d14quivalents 
d'acides uroniques) on t  é t é  f a i t e s  aprgs  12 jours de culture e t  l e s  
r é s u l t a t s  correspondent A l a  moyenne d'au moins t r o i s  e s s a i s  
indkpendants. 



1 .EFFETS DES P.P.A. SUR LA CROISSANCE DE LA SUSPENSION 

CELLULAIRE DE SILENE 

L'idée de réintroduire l e s  P.P.A. dans une solution nutrit ive neuve a 

pris naissance en  considérant l e  caractére acide des  polymeres e t  l a  

sensibi l i té  de l a  suspension cellulaire de silPne au  pH du milieu de culture.  

C'est donc la concentration en  acides uroniques qui a s e r v i  de réf4rence 

initiale,  lors  d e s  expériences préliminaires en t repr i ses  avec d e s  P.P.A. 

bruts t  ex t r a i t s  selon l e  m&me protocole que celui employé pour leur 

analyse biochimique. 

1 -E f fe t s  des  P.P.A. bru ts  . 
Plusieurs s é r i e s  d'essais ont  é té  réa l i sées  pour mesurer l e s  

conséquences de l'addition de quant i tés  variables de P.P.A. d a n s  l e s  

milieux de culture neufst  s u r  l a  croissance des  cellules. Pour fac i l i t e r  l a  

mise e n  oeuvre expérimentale , l e s  P.P.A. b ru t s  ont é t é  finalement 

lyophilisés, de t e l l e  s o r t e  que l a  dose introduite dans chaque flacon e s t  

définie par la masse de poudre util isée.  Les r é su l t a t s  obtenus a p r e s  12 

jours de culture (figure IIT-ilt montrent que l'addition d e s  P.P.A. provoque 

une stimulation de l a  M.F. par rapport  A un témoin n'ayant reçu aucun 

apport e t  cultivé dans  l e s  mPmes conditions. La  meilleure eff icaci té  e s t  

obtenue en  ajoutant 25 rng.l'l de P.P.A.. I l  e n  résu l te  également une 

augmentation de l'excrétion+ mesurée par la  quantité d'acides uroniques 

re je tés  dans  le  milieu de culture. 

Pour préciser  l a  notion de  dose efficace e t  montrer que l 'action 

stimulante des  P.P.A. n'a pas  de caractére trophique, ceux-ci s o n t  

introdui ts  A di f fé ren tes  concentrations en présence de quant i tés  var iab les  

de saccharose (tableau III-il. Sans considérer l'influence propre du 

saccharose en t a n t  que facteur  nutrit if  essent ie l ,  l'introduction de  P.P.A. 

e s t  d'autant plus efficace que l a  croissance d e s  témoins e s t  elle-m&me 

meilleure (52 X d'augmentation de M.F. en présence de 5 0  mg.1-i de  P.P.A. 

e t  4 0  9.1-i de saccharose). La présence des  P.P.A. améliore également l a  

M.S. produite mais d'une maniére moins apparente que la M.F.. Par a i l leurs ,  

l a  dose optimale varie  selon la  quant i té  de saccharose ut i l isée de  t e l l e  

sor te  qu'il e s t  possible de définir l e  rapport pondéral P.P.A. / saccharose 

l e  plus favorable comme &tant  égal à 1,25.10'3. Ces r é s u l t a t s  montrent 

que l e s  P.P.A. n'ont pas  de rble dans la  nutrit ion des  cellules de  silene. 

Cependant ,  lo rque  l e s  cond i t i ons  s o n t  d é f a v o r a b l e s  ( absence  d e  

saccharose), ceux-ci s o n t  effectivement absorbés par l e s  cellules. 



TABLEAU 111-1 : I n f l u e n c e  d e  l a  q u a n t i t é  d e  s a c c h a r o s e  et d e  P . P . A .  
a j o u t e s  d a n s  le m i l i e u  d e  c u l t u r e  s u r  l a  c r o i s s a n c e  
e t  l'excrétion d e  P . P . A .  p a r  l 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 é n e .  

L e s  m e s u r e s  s o n t  e f f e c t u é e s  a p r P s  14 j o u r s  d e  c u l t u r e .  
Les. i n t e r v a l l e s  d e  c o n t i a n c e s  s o n t  c a l r u l e s  au s e u i l  de S?!, 
n é t a n t  indiqué e n t r e  p a r e n t h e s e s  

Saccharose P . P . A  ajoutes croissance excre t i on 
MF MS P.P.A. 

( g  1-11 (mg 1-1) (9) (g) (mg) 

(*) valeurs estimées A partir des acides uroniques mesures par un dosage au 
carbazol sulfurique. 



SUÇPENSI Q N  CELLULAI R E  EN P H e S E  

f i l  t ~ s t i o n  sous vide 

M I  L I  EU DE CULTURE 

réduction du volume par 

bvaporation sous vide 

I 
précipitation par le C.T.A.B. 

I 
centrifugation 

I 
redissolution du culot dani NaCl 

I 
précipitation par l'éthanol 

I 
centrifugation 

CULOT DE CENTR 1 F U G k T  1 8 b J  

congélation azote 1 iquide 

I 
lyophilisation 

Y 
POUDRE DE P - P - 6 % -  

Figure 111.2 : Modification du protocole de préparation des P.P.A. 



Enfin,  l 'excrétion de  nouveaux P.P.A. d a n s  les milieux est d 'autant  p lus  

act ive  que  l a  croissance d e s  suspens ions  ce l lu la i res  a é t é  st imulée.  

#,.Caractérisation d e s  e f f e t s  d e s  P.P.A. s u r  l 'ensemble d e s  ~ a r a m P t r e s  de 

croissance : 

L e s  l i m i t e s  d e  l'action s t imulante  d e s  P.P.A. b r u t s  é t a n t  d é f i n i e s  

quant i ta t ivement  s u r  l a  M.F. produite a u  cours  d'un cycle de cu l tu re ,  l a  

caract6r isa t iun d e  l e u r s  e f f e t s  a é t é  é tendue A d 'au t res  p a r a m é t r e s  d e  

croissance (M .S., N.C. e t  dimensions cellulaires) .  

Pour d i s p o s e r  d e  q u a n t i t é s  s u f f i s a n t e s  de  poudre, le mode 

d'extraction d e s  P.P.A. a é t é  modifié (f igure 111-2) e n  concentrant l e  milieu 

de cu l tu re  par réduct ion s o u s  vide de s o n  volume, a v a n t  l a  précipi ta t ion 

par  l e  C.T.A.B.. Pour c e t t e  s é r i e  d 'essais,  l e s  P.P.A. lyophi l isés  o n t  Cté 

i n t r o d u i t s  A r a i s o n  de  5 0  mg.l'ii e n  présence de  4 0  g.l'i de  saccharose ,  

c e s  condit ions p e r m e t t a n t  d'obtenir la s t imulat ion d e  croissance la plus  

importante.  La M.F., l a  M.S., l e  nombre e t  la t a i l l e  d e s  cel lu les  o n t  é t é  

mesurgo a p r é s  5 ,  9 *  12 e t  i l  jours de  culture. 

L'augmentation d e  M.F. d e s  cel lu les  e n  présence d e s  P.P.A. ( f igure  

III-3* A) s e  mani fes te  a p r è s  5 jours de  cul ture* devient  s ignif ica t ive  (au 

s e u i l  d e  5 %) a u  9éme jour e t  se poursui t  jusqu'a l a  f i n  d e  l a  cul ture .  La 

M.S. d e s  cel lu les  est également accrue s u i t e  A l 'addition d e s  P.P.A.9 avec 

un e f f e t  optimal a u  i2Pme jour de  cul ture  (f igure 111-3, B). La d i f fë rence  

e n t r e  l e s  deux p a r a m é t r e s  (M.F. e t  M.S.) r é s u l t e  du f a i t  que l a  t e n e u r  en  

e a u  d e s  cel lu les  es t  plus  é levée e n  présence d e s  P.P.A., notamment a la f i n  

de  l a  cul ture .  

Le nombre d e s  ce l lu les  pa r  ml d e  milieu de  cul ture  (figure 111-3, C) 

évolue peu jusqu'au %me jour de  culture puis  augmente s o u s  l ' e f fe t  

s t imulan t  d e s  P.P.A. bien que la t a i l l e  d e s  ce l lu les  s o i t  a l o r s  p l u s  fa ib le  

que ce l l e  d e s  t émoins  ( f igure  III-3* D e t  E), e n  par t icul ier  a u  9éme jour de 

culture.  Du 9Pme a u  i2ème jour, l e s  ce l lu les  continuent d e  s e  multiplier  

p lus  rapidement e n  présence d e s  P.P.A., a l o r s  que l e u r s  d imensions  

augmentent  A nouveau. Au cours  de  l a  derniére  pér iode de cu l tu re ,  l e  

nombre d e  ce l lu les  diminue d a n s  l e s  f lacons  ayan t  reçu in i t ia lement  d e s  

P.P.A., A cause d'une l y s e  probable d e s  ce l lu les  l e s  p l u s  (Ygées. Celles-ci 

s o n t  a u s s i  l e s  p l u s  g randes  e t  l e s  p lus  r i ches  e n  eau. 



I I I l I 
O 4 8 12 16 Jours 

Figure  111.3 : E f f e t s  d e s  P.P.A. s u r  l a  croissance  de  l a  s u s p e n s i o n  
cel lu la i re  d e  s i l ene .  

A : m a s s e  frai 'che (M.F.) e n  g  pa r  f lacon 
B : masse  s e c h e  (M.S.) e n  g  p a r  f lacon 
C : nombre de  ce l lu les  p a r  ml 
D e t  E : t a i l l e  d e s  ce l lu les  e n  um 
L e t  1 r e p r é s e n t e n t  r e spec t ivement  l a  p l u s  grande e t  l a  p l u s  p e t i t e  
dimension.  

: milieu témoin ( s a n s  P.P.A.) ; 
O : addi t ion de  P.P.A. (50 mg.1-1) ; 
C e s  i n t e r v a l l e s  de  confiance de chaque volume s o n t  ca lculés  a u  s e u i l  
de  5 %, n = 6 (M.F., M.S. e t  N.C.), 9O<:n<100 (L e t  1). 



C e s  r é s u l t a t s  indiquent donc que l e s  P.P.A. s t imulen t  A la f o i s  la 

multiplication e t  l e  grandissement  d e s  cel lu les  de  Silène. Toute fo i s ,  

l 'entrée d'eau p l u s  importante  e t  l 'augmentation f ina le  d e  l a  taille d e s  

cellules,  montrent  que l 'addition de P.P.A. f a v o r i s e  l e  p r o c e s s u s  de  

grandissement  t o u t  e n  augmentant simultanément l 'excrétion de  nouveaux 

P.P.A.. 

C .Carac té r i sa t ion  d e s  e f f e t s  s u r  l e s  pararnPtres du milieu de  culture:  

L'introduction de  d i f f é r e n t e s  d o s e s  d e  P.P.A. d a n s  l e  milieu 

n 'af fecte  p a s  s e s  pa ramet res  init iaux (volume, po ten t i e l  osmotique,  pH). 

Par  contre ,  a p r e s  14 jours de cul ture ,  quelques  modifications a p p a r a i s s e n t  

d a n s  le milieu ( tableau 111-21. Le volume f ina l  du milieu de  culture diminue. 

L e s  d i f fé rences  mesurées t  bien que peu s ignif ica t ives ,  r e f l e t e n t  l ' e f f e t  

favorable  produit  p a r  les P.P.A. s u r  l 'absorption d'eau, s u i t e  A la 

s t imulat ion du grandissement  cellulaire. La diminution du p o t e n t i e l  

osmotique,  r e la t ivement  d i s c r e t e t  t r a d u i t  l ' e f fe t  d e s  P.P.A. s u r  l e s  

q u a n t i t é s  f i n a l e s  de s u b s t a n c e s  d i s sou tes .  En e f f e t ,  l e s  concentra t ions  

d e s  principaux ca t ions*  mesurées  a p r è s  14 jours d e  culture s o n t  p l u s  ou 

moins modifiées pa r  l 'addition d e  P.P.A. A l a  dose  optimale ( tableau 111-3). 

La concentra t ion e n  K+* rédu i te  d e  p r è s  d e  30% p a r  rappor t  A c e l l e  d e s  

milieux témoins  a p p a r a i t  comme la réponse l a  p l u s  marquée. El le  témoigne 

d'une s t imulat ion de  la consommation d e  c e t  é lément  e t  a p p a r a f t  comme un 

moyen eff icace  d e  red i s t r ibuer  l e s  f o r c e s  osmot iques  e n t r e  l e s  c e l l u l e s  e t  

l e  milieu de  culture.  La présence d e s  P.P.A. a f f e c t e  peu l a  concentra t ion 

f inale  d e s  a u t r e s  c a t i o n s  A l 'exception de cel le  du ca2+ .  L'affinité 

par t icul iere  e n t r e  c e t  élément e t  l e s  composés pect iques  peu t  expl iquer  s a  

r é t e n t i o n  dans  le milieu d e  culture.  

Le pH du milieu s u b i t  d e s  modifications qui s o n t  également  

i n t é r e s s a n t e s .  En e f f e t ,  l 'addition de  P.P.A. b r u t s  ne  modifie p a s  le pH 

in i t i a l  du  milieu mais s o n  é lévat ion a u  cours d e  l a  cul ture  est moins 

accentuée de  telle s o r t e  qu'il demeure constamment infér ieur  A 7 ( f igure  

111-4). L'emploi d e  P.P.A., préalablement m i s  s o u s  forme H+ par  échange 

d e s  contre-ions contre  une rés ine*  n 'abaisse p a s  sensiblement  le pH de  

d é p a r t  mais r a l e n t i t  s o n  augmentation pendant l e s  6 premiers  jours  d e  

culture.  



TABLEAU 111-2 : E f f e t s  d e s  P.P.A. i n t r o d u i t s  d a n s  l e  m i l i e u  
s u r  1  'buol u  t i on de s e s  parame t r e s  ( v o l  ume, 
p o t e n t i e l  o s m o t i q u e ,  pH! a p r s s  17 j o u r s  de 
c u l t u r e  de l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  de s i l e n e .  

L e s  i n t e r v a l  l e s  de c o n f  i a n c e  s o n t  c a l c u l  é s  au s e u i  1  de 5 % ,  
n  4 t a n t  i n d  i qué e n t r e  p a r e n  t h é s e .  

PARAMETRES DU M IL IEU  DE CULTURE 

Quanti tes de P.P.A. 

ajoutes (mg 1 - I l  Vol ume Potent iel  ocmotique PH 

(ml > (mùs> 



TABLEAU 111-3 : Concentrations des cations CK', ~a', ca2+, 
rlg3+5 dans le mi 1 ieu aprés 14 jours de 
culture de 1; ~ucpeniion cellulaire de 
si léne, en prtsence ou non de P.P .A . .  

Les intervalles de confiance sont calcules au seuil de 5%, 
n = o .  

CCNCDflRATIONS (meq 1 - l)  

Condi t i ons 

de 

culture K+ ~ a '  ca2+ M ~ ~ +  

Témo i n 17,02+1,95 0,45+0,10 1,18~0,10 0,75+0,09 



Figure  111.4 : E f f e t s  d e  l 'addition de  P.P.A. b r u t s  ou d e  P.P.A. (H+) s u r  
l 'évolution du pH du milieu, au  cours  de  l a  cul ture  de  l a  suspens ion  
cel lu la i re  d e  si lene.  

( : milieu ternoin ( s a n s  P.P.A.) ; 
( 0 : addi t ion de P.P.A. b r u t s  (25 mg.l-1) ; 
( A  : add i t ion  de P.P.A. (H+) (25 mg.i - I ) .  
L e s  i n t e r v a l l e s  de  confiance s o n t  ca lculés  au  s e u i l  de  5 99, n = 17 
(ternoin), n' = 6 (addi t ion P.P.A.). 



P a r  la su i t e ,  il évolue parallPlement A celui mesuré  e n  présence d e  P.P.A. 

non t r a i t é s .  11 se produit  donc, pendant  quelques  jours, une s t a b i l i s a t i o n  

du pH qui f a v o r i s e  f inalement  l a  croissance d e  la suspens ion  cel lu la i re .  

t; Influence d e  l'orictine d e s  P.P.A.: 

La composition biochimique d e s  P.P.A. évoluant  au c o u r s  de  l a  

cul ture ,  l a  ques t ion  e s t  de  savo i r  s'il e n  r é s u l t e  d e s  modifications d e  l e u r s  

p ropr ié tés  s t i m u l a n t e s  s u r  l a  croissance.  P lus ieurs  s é r i e s  d e  pré-cul tures  

de  4,  7, 1 0  e t  1 4  jours respect ivement  o n t  é t é  r é a l i s é e s  pour e x t r a i r e  l e s  

q u a n t i t é s  de  P.P.A. n é c e s s a i r e s  au>: e s s a i s  et l e s  poudres o n t  é t é  

f inalement  mélangées d a n s  l e s  deux premiers  c a s  (pré-cultures d e  4 e t  7 

jours). Tro i s  s é r i e s  expér imentales ,  comprenant chacune 2 f l a c o n s  d a n s  

l e s q u e l s  5 mg d e  P.P.A. o n t  é t é  i n t r o d u i t s  a v a n t  l'ensemencement, o n t  é t é  

r é a l i s é e s  successivement.  L e s  mesures  de  la croissance (M.F.) e t  d e  

l 'excrétion d e s  P.P.A. o n t  é t é  e f f e c t u é e s  a p r e s  1 4  jours d e  culture. 

L e s  r é s u l t a t s  r éun i s  d a n s  l e  t a b l e a u  111-4, a t t e s t e n t  que les e f f e t s  

s t i m u l a n t s  provoqués  p a r  l 'addition d'une mCme quan t i t é  d e  P.P.A. 
l 

s 'accentuent avec  l 'augmentation de  la durée  d e  la pré-culture qui a permis  

de les produire. L e s  d i f fé rences  d e  M.F. mesurées  d a n s  l e s  d i f f 6 r e n t e s  ~ 
condi t ions  s o n t  A chaque f o i s  s ign i f i ca t ives  p a r  rappor t  aux t é m o i n s  mais 1 
la s t imulat ion la p l u s  eff icace  est obtenue indifféremment avec d e s  P.P.A. 

de  10 ou de 14 jours. L'excrétion d e  nouveaux P.P.A. d a n s  l e s  milieux d e  I 
l 

cul ture  évolue paral lè lement  A l a  croissance,  conformément A t o u t e s  l e s  

obse rva t ions  préalables .  Enf in ,  d e s  e f f e t s  inh ib i t eurs  o n t  é t é  c o n s t a t é s  e n  ! 
présence de P.P.A. i s s u s  d'une pré-culture d e  1 4  jours. C e s  d e r n i e r s  c a s  

l 

n'ont p a s  é t é  p r i s  e n  compte pour é t a b l i r  l e s  r é s u l t a t s  p r é s e n t é s .  La 

ques t ion  e s t  d e  savo i r  si l e s  condit ions d 'extraction e t  d e  conservat ion 

d e s  échanti l lons n'ont p a s  6 t é  modifiées. 
1 

l').Mise e n  évidence d' e f f e t s  inh ib i t eurs  . : I 

L'ensemble d e s  e s s a i s  r é a l i s é s  a u  cours  d e  c e t t e  é t u d e  a é t é  

réexaminé,  notamment les r é s u l t a t s  n é g a t i f s  ob tenus  e n  présence d e  d o s e s  

de P.P.A. habituellement s t imulantes .  L e s  échant i l lons  o n t  é t é  r e g r o u p é s  

a rb i t ra i rement  e n  deux c l a s s e s ,  s e l o n  le  pourcentage d'inhibition de  

croissance observé.  



TABLEAU 111-4 : E f f e t  des P.P.A. ext ra i  t s .  aprks d i f f e r e n t s  temps 
de cu l tu re  e t  i n t r o d u i t s  dans 1 es mi 1 i eux neufs 
avant l'ensememncement, sur l a  croissance des 
suspensions c e l l u l a i r e s  de ~ . i l é n e  e t  sur 
I 'excretictn de P.P.A., aprhs 14 j ou rs  de cu l t u re .  

Or ig ine  e t  quant i tes  Croissance excret ion de P.P.A. 

de P.P.A. a joutes  (mg 1 - I I  (M.F.en g) (mg) 

Terno i n C O >  37,2 + 2,9 (6) 26 + 6  (6) 

4  j ou rs  (25) 41,2 + 1,O (4) 35 + 2 (4) 

7 j o u r s  (25) 45,7 + 3,9 (6) 40 + 4  (6) 

10 j ou rs  (25) 48,2 + 4,2 (6) 43 i 7 (6) 

14 j ou rs  (25) 48,8 + 4,2 (4)  41 (1 6  (4)* 

* 2  f lacons presentaient des e f f e t s  i nh ib i t eu rs .  



La croissance d e s  pré-cultures a é t é  notéet l e s  moyennes calculées e t  

comparées cel les  produisant d e s  P.P.A. stimulants.  Aucune relat ion 

significative ne peut  Ptre  dégagée en t r e  l e s  propriétés  d e s  P.P.A. et l e s  

antécédents  culturaux d e s  suspensions cellulaires qui l e s  ont excrétés .  

Cependantt il f au t  no ter  que seu le s  l e s  pré-cultures de durée au  moins 

égale A 14 jours produisent d e s  P.P.A. inhibiteurs. Par ail leurst  cer ta ins  

flacons présentent ,  e n  f in  de culture,  des  particules qui f l o t t en t  l a  

surface du milieu. Recueillis avec soin, rincés abondamment puis 

1yophi l ic .è~~ ces composCs sont  introdui ts t  toujours A l a  mPme dose (25 

mg.l'i), dans d e s  milieux de culture neufs. I l s  s e  dissolvent t r & s  

difficilement e t  provoquent toujours une inhibition sévhre de l a  croissance 

d e s  suspensions cel lulaires  (figure 111-5). Lorsque l e  volume du milieu e s t  

réduit  avant  de précipiter d e s  P.P.A. par  le  C.T.A.B. (voir figure 111-21, l e s  

polymeres du milieu s'agglutinent s o u s  forme de particules f l o t t a n t e s  

semblables A cel les  présentes  dans  l e s  flaconst en fin de culture (voir 

figure 11-12]. Les part iculest  i so lées  e t  préparges comme précédemmentt 

s 'avérent également inhibitrices de l a  croissance d e s  suspensions 

cellulaires (figure 111-5). Comme l'analyse biochimique de  ces  par t icules  

révéle d e s  différences n e t t e s  par  rapport aux P.P.A. i s s u s  d e s  mCmes 

milieux, le procédé de préparation peut Ctre m i s  en  cause pour expliquer 

l'inversion des  e f f e t s  observés. 

2 - E f f e t s  d e s  P.P.A. aprPs fractionnement. 

Les  composCs d'origine pariétale  dont l e s  e f f e t s  biologiques ont  

é t6  décr i t s  dans l a  l i t t é ra ture ,  son t  essent iel lement  des  oligosaccharides 

(entre 7 e t  12 radicaux glycosyls). Pour a t t r ibuer  plus précisément l e s  

e f f e t s  provoqués par  l e s  P.P.A. bru ts t  ceux-ci ont  é t é  s é p a r é s  en fonction 

de leur masse e t  de leur  densi té  de charge. 

A. Fractionnement Dar dialyse e t  tamisape moléculaire : 

Apres 14 jours de culturet l e s  contenus de 6 flacons s o n t  f i l t r a s ,  ce 

qui permet de collecter 1 l i t r e  de milieu. La moitié s e r t  A préparer  d e s  

P.P.A. selon la technique habituelle. Ceux-ci s o n t  ensui te  divisés  en  deux 

l o t s  égaux dont l'un e s t  dialysé A t r a v e r s  une bougie (Millipore 1 0 0 0 0 )  

pour recueillir séparément  l e s  polymeres dans  le r é t en t a t  e t  l e i  

oligoméres dans le  dialysat .  



Figure  111.5 : Comparaison e n t r e  l e s  e f f e t s  provoqués  s u r  la 
c ra i s sance  (M.F. e t  M.S. en g/flacon) e t  s u r  lfe:.:crétion d e  nouveau:< 
P.P.A. (mg/flacon), p a r  l ' introduction de  polyméres recue i l l i s  p a r  
d i f f é r e n t e s  vo ies ,  A p a r t i r  de  milieux de cul ture  de  14 jours. 

L e s  polyméres  s o n t  i n t r o d u i t s  d a n s  l e s  milieux neufs ,  A r a i s o n  de 25 
mg.1-1. 
A : P.P.A. e x t r a i t s  par  précipi ta t ion au C.T.A.B. 
B : a m a s  polysaccharidiques e n  suspension,  recuei l l i s  d i rec tement  d a n s  
le milieu 'de hulture.  
C : a m a s  polysaccharidiques fo rmes  pendant l a  réduction s o u s  vide d u  
volume du milieu de  cul ture .  
L e s  i n t e r v a l l e s  de  confiance s o n t  calculés au  seu i l  de  5 49,  n = 6. 



L a  s e c o n d e  m o i t i é  d u  mi l i eu  es t  c o n c e n t r é e  s o u s  v i d e  p u i s  

chromatographiée s u r  un gel  Sephadex G 25, Glué par  l'eau d i s t i l l ée .  A p r è s  

él imination d e s  3 /4  du volume mort de  la colonne, d e s  f r a c t i o n s  de  10 m l  

s o n t  col lectées ,  t o u t  e n  contrdlant  l e  prof i l  d'élution par la mesure  

s imul tanée  de  l a  lumiére t ransmise  A 265 nm (f igure  111-6, A). Les f r a c t i o n s  

correspondantes ,  o b t e n u e s  pa r  p lus ieurs  chromatographies  success ives ,  

s o n t  mélangées  pu i s  lyophil isées.  

I n t r o d u i t e s  d a n s  d e s  milieux de  culture n e u f s  A r a i s o n  de 25 mg.l-i 

( f igure  111-6, B), l e s  poudres correspondant  A chacune d e s  f r a c t i o n s  

provoquent d e s  e f f e t s  d i f f é r e n t s  s u r  la croissance.  Celle-ci, exprimée p a r  

rappor t  A celle d e s  t4moins (100 XIt s 'avére t a n t d t  ac t ivée ,  t a n t b t  inhibée. 

En f i n  d e  cul ture t  l e  milieu cont ient  donc e n  mélange d e s  molécules 

s u s c e p t i b l e s  d ' in terférer  s u r  la croissance d e s  suspens ions  cel lu la i res ,  

favorablement  ou non. L e s  f rac t ions  6 e t  7, correspondant  21 l'optimum du 

premier  pic élué (Pl, p résen ten t  l e s  e f f e t s  s t i m u l a n t s  l e s  p lus  n e t s  mais 

l e s  f r a c t i o n s  vo i s ines  s o n t  s a n s  e f f e t  ou inhibi t r ices  d e  t e l l e  s o r t e  que  

l 'ensemble ( f rac t ions  4 A 8 mélangées) ne favor i se  la croissance que 

fa ib lement  (8,s % d'augmentation de  M.F.). 

L e s  P.P.A., remis e n  so lu t ion  d a n s  l'eau d i s t i l l ée ,  peuvent  

également  e t r e  soumis  A un tamisage moléculaire s u r  un g e l  Sephadex G 25 

( f igure  111-7, A). Le prof i l  d'élution A 265 nm e s t  beaucoup plus  s imple ,  

avec un premier pic (Pt) correspondant aux f r a c t i o n s  5 A 7 e t  un second 

moins impor tan t  d a n s  la 10éme fraction.  I n t r o d u i t s  d a n s  d e s  milieux d e  

cul ture  neufs ,  d a n s  l e s  memes condit ions que précédemment, l e s  f r a c t i o n s  

du pic P' s t imulen t  activement la croissance a l o r s  que l e s  composés é lués  

d a n s  l a  iOème f rac t ion  s o n t  légèrement  inh ib i t eurs  (f igure 111-71 BI. 

C e s  r é s u l t a t s  concordent avec ceux ob tenus  en in t rodu isan t  d a n s  l e s  

milieux d e  cul ture  neufs ,  d e s  m a s s e s  é g a l e s  de  poudres  provenant  du  

r é t e n t a t  ou du d i a l y s a t  d e s  P.P.A. b r u t s  ( t ab leau  111-5). Les  polyméres  

r e t e n u s  p a r  la bougie s t imulent  davantage l a  croissance que  l e s  P.P.A. non 

d i a l y s é s  a l o r s  que les oligoméres du d ia lysa t  s ' avéren t  inhibiteurs.  
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F igu re  111.6 : D i s t r i b u t i o n  des e f i e t s  provoques sur  l a  croissance, pa r  
l e s  cons t i tuan ts  du  m i l i e u  de cul ture,  apres leu r  f ract ionnement p a r  
tamisage moléculaire. 

A : p r o f i l  d 'é lu t ion a 265 nm de l a  skpara t ion  sur g e l  sephadex G 2 5 ,  
d'un mi l ieu de cu l ture  de 14  jours. 
B : e f f e t s  des  d i f f ë ren tes  f rac t ions  i n t r odu i t es  dans l e s  milieu:( n e u i s  
A r a i son  àe 25 mg.1'1, sur l a  croissance (M.F./M.Fat x 100) de l a  
suspension ce l lu la i re  de s i lene  après 14 jours de cul ture.  
L e s  r è s u l t a t s  sont  l a  moyenne de 2 sé r i es  d'essais indépendants. 



1 I I I I  1 L--, I 

I l 1  I l / - 

I I I ' I 
; I l l  ' 1  

I I I  I I  
' I l l  1 ,  ' 1 

I  l  
1 

1 4 1  ' 6  8 10 12 14 
. 

Fract ions de 1 C  n1 

Figure 111.7 : Dis t r iou t ion  des e f fe ts  provoques sur l a  croissance, par 
des P.P.A. ex t ra i ts  par prdcipi tat ion au C.T.A.B. e t  fractionnes par 
tamisage mol6culaire. 

A : p r o f i l  d'elution a 265 nm du fractionnement sur un ge l  G 25.  des 
P.P.A. e: i t rai ts d'un mil ieu de culture de 14 jours. 

B : e f f e t s  des d i f fd rentes  fractions r6introduites dans les  milieux 
neufs A raison de 25  mg-1-1, sur l a  (M .F./M.F.t ,: 100) de l a  
suspensicn cel lulaire de silene, apres 14 jours de culture. Les  
resu l ta ts  sont la moyenne de 2 series d'essais in de pendant^^ 



111-5 : Comparaison des effets respectifs provoques par 
les P.P.A. bruts et dia1 ysés sur l a  croissance de 
la suspension cellulaire de s i l k n e  (14 jours de 
cul ture). 

L e s  interval les de confiance sont calculks au seuil de %, n = 4. 

CR01 S W C E  

Concii t i o ns 

+P.P.A. bruts 45,3 + 3,7 (118) 1,90 i 0,17 (106) 

( 5  mg) 

+P.P.A. dialyses 49,5 + 4 , l  (129) 1,88 + 0,14 (105) 

(%g) 

+ dialysat P.P.A. 17,2 + 2,9 ( 45) 0 , 4 7 + 0 , 0 9  ( 26) 



Fractionnement Dar c h r o m a t o ~ r a ~ h i e  d ' é c h a n ~ e  d'ions : 

Comme l'a montré l 'analyse biochimique, l e s  polysaccharides 

e x c r é t é s  dans  l e  milieu d e  culture s o n t  d e s  mélanges de  p l u s i e u r s  

c a t é g o r i e s  de polymères et parmi eux,  les P.P.A. se composent A la f o i s  

d'acides uroniques ( 2 0  A 80 %), de sacchar ides  n e u t r e s  ( 2 0  A 5 0  Y'.) et de 

p r o t é i n e s  (1 A 7 W .  La présence d e  radicaux chargés  permet  de  s é p a r e r  l e s  

d i f f é r e n t s  cons t i tuan t s  a p r é s  l e s  avoir  préalablement f i x é s  s u r  une r é s i n e  

é c h a n g e u s e  d ' an ions ,  e n  l e s  d é c r o c h a n t  s é l e c t i v e m e n t  p a r  d e 5  

concentra t ions  c r o i s s a n t e s  d'un s e l  A f o r t e  a f f i n i t é  (NaCl). 

Les  f r a c t i o n s  correspondant a u  premier pic (Pl, i so lé  par  t amisage  

moléculaire, s o n t  mélangées puis  in t rodu i tes  d a n s  une colonne chargée par  

un g e l  DEAE-Sephadex A 50. Une premiére é lut ion par  l'eau d i s t i l l é e  

permet  de  recuei l l i r  l e s  composés s a n s  charge apparen te  (Po). Les  a u t r e s  

polymeres s o n t  e n s u i t e  s é p a r é s  pa r  un g rad ien t  discontinu de  s o l u t i o n s  de  

NaCl d e  concentra t ions  c r o i s s a n t e s  (Oti A 5 Ml. Le prof i l  d'élution e s t  

s u i v i  p a r  l a  mesure de la lumiere t r ansmise  A 265 nm (f igure  111-8, A), ce 

qui  permet  de mettre e n  évidence 4 a u t r e s  pics . L e s  6 f r a c t i o n s  é l u é e s  pa r  

l e  NaCl s o n t  e n s u i t e  d i a l y s é e s  pu i s  lyophil isées.  L e s  poudres  s o n t  e n s u i t e  

i n t r o d u i t e s  d a n s  d e s  milieux d e  cul ture  n e u f s  A r a i s o n  de  5 ou 25 mg.l'I 

pour é tud ie r  l e s  e f f e t s  r e s p e c t i f s  qu'el les provoquent s u r  l a  c ro i s sance  

d e s  suspens ions  ce l lu la i res  (f igure III-Si BI. La f rac t ion  Po, éluée A l 'eau 

d i s t i l l é e  e s t  ac t ivat r ice  A fa ible  d o s e  mais perd s o n  e f f i cac i t é  A 

concentration p l u s  élevée. T o u t e s  l e s  a u t r e s  f r a c t i o n s  s o n t  d 'autant  p l u s  

ac t iva t r i ces  qu'elles s o n t  chargées  e t  u t i l i s é e s  A f o r t e  dose. 

Le meme procédé e s t  u t i l i sé  pour s é p a r e r ,  e n  fonction d e  l e u r  

d e n s i t é  de  charge,  l e s  polymeres du pic P', i s o l é s  préalablement  pa r  

t amisage  moléculaire d e s  P.P.A.. L'élution par l'eau pu i s  pa r  d e s  s o l u t i o n s  

de  NaCl de force ionique c r o i s s a n t e  permet  de  s é p a r e r  4 f rac t ions  q u i  s o n t  

r e p é r é e s  par  l a  va r ia t ion  de  lumière t r ansmise  A 26.5 nm (figure 111-9, A). 

Une f o i s  d i a l y s é s  e t  lyophi l isés i  les d i f f é r e n t s  P.P.A. s o n t  i n t r o d u i t s  d a n s  

d e s  milieux de  cul ture  n e u f s  (25 mg.l-l). I l s  ac t iven t  d'autant p l u s  l a  

croissance d e s  suspens ions  cel lu la i res  que l e u r  d e n s i t é  de  charge e s t  p lus  

é levée  (figure 111-9, BI. 



F i g u r e  111.3 : D i s t r i b u t i o n  d e s  e f f e t s  p rovoqués  s u r  l a  croissance, p a r  
d e s  p o l y m è r e s  d u  m i l i e u  de cu l t u re ,  ap res  f rac t i onnemen ts  success i fs  
p a r  t am isage  mo lécu la i re  p u i s  pa r  chromatographie d'échange d'ions. 

A : p r o f i l  d ' é lu t i on  A 265 nm d u  f rac t i onnemen t  s u r  DEAE séphadex A 
50, p a r  H30 p u i s  N a C l  (0.1 A 5 ~.i-i>, d u  p i c  (P) o b t e n u  pa r  tamisage 
m o l é c u l a i ~ e  a u  m i l i e u  de cu l t u re .  
B : e f f e t s  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ré in t r c tdu i t es  dans l e s  milieu): 
n e u f s  A r a i s o n  de 5 e t  25 mg.1-1, s u r  l a  c ro issdnce (M.F./M.F.t x 100) 
de  l a  suspens ion  c e l l u l a i r e  de s i léne,  ap rès  14 j ou rs  de cu l tu re .  L e s  
r é s u l t a t s  s o n t  l a  moyenne de 2 s é r i e s  d 'essa is  indgpendants.  
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Figure III.? : Distribution des  e f f e t s  provoqués c.ur l a  croissance, pa r  
d e s  P.P.A.  e x t r a i t s  p a r  p rbc ip i t a t i on  a u  C.T.A.B., a p r è s  
fractionnements success i f s  par tamisage moléculaire puis par  
chromatographie d'&change d'ions. 

A : profil  d'élution A 265 nm du fractionnement s u r  DEAE sephade:< A 
50, par H20 puis NaCl (0.1 A 5 ~ . 1 - 1 1 ,  du pic (Pt) obtenu par  tamisage 
moléculaire des  P.P.A. 
B : e f f e t s  de s  d i f f é r en t e s  f ract ions réintrodui tes  dans l e s  milieux 
neufs  A raison de 25  rng.l'l, s u r  l a  croissance (M.F./M.F.t x 100) de l a  
suspension cellulaire de s i léne,  ap re s  14 jours d e  culture. Les  
r é s u l t a t s  sont  l a  moyenne de 2 s é r i e s  d 'essais  indépendants. 



Figure 111.10 : E f f e t s  provoques sur la  croissance (M.F. en glflacon) 
de la suspension cellulaire de silene, par l'addition de P.P.A. bruts ou 
de P.P.A. (H+). 

1 : milieu témoin (sans P.P.A.) 
2 : addition de P.P.A. bruts (25 mg. i ' l )  - - - -  

3 : addition de P.P.A. (H,) (25 mg.1'1) 
Les intervalles de confiance sont calcul6s au seuil  de 5 4 ,  n = 6 .  



L e s  méthodes  t r P s  simples,  u t i l i s é e s  pour s é p a r e r  l e s  d i f f b r e n t s  

c o n s t i t u a n t s  e n  so lu t ion  d a n s  l e  milieu a p r è s  un cycle d e  cu l tu re  de  14 

jours, p e r m e t t e n t  d e  montrer que l e s  P.P.A. i s o l é s  in i t i a lement  p a r  

précipi ta t ion a u  C.T.A.B. cons t i tuen t  e n  f a i t  un mélange complexe, d e  

na tu re  principalement polysaccharidique. L'effet  global qu'il provoque s u r  

la croissance peu t  masquer l e s  e f f e t s  s t i m u l a n t s  d e s  composés les p l u s  

lourds  e t  l e s  p lus  chargés .  

3 - E f f e t s  d e s  P.P.A. a p r è s  t r a i t e m e n t s  physico-chimiques. 

Lec. e::périences p réceden tes  o n t  montré que parmi  les 

polysaccharides e x c r é t é s  dans  le milieu d e  cul ture ,  ceux qui p o s s è d e n t  l a  

d e n s i t é  d e  charge la p l u s  élevée s o n t  également ceux qui s 'avPrent l e s  p l u s  

a c t i f s  pour s t imule r  la croissance.  Pour p réc i se r  davantage le mode 

d'action d e s  P.P.A., les groupements ac ides  o n t  é t é  p ro tonés  ou démasqués  

( s a p o n i f i c a t i o n  d e s  f o n c t i o n s  e s t é r i f i é e s )  e n  v u e  d ' examiner  les  

conséquences de  c e s  t r a i t e m e n t s  s u r  les p r o p r i é t é s  a c t i v a t r i c e s  de la 

croissance.  

A. Protonat ion d e s  a r o u ~ e m e n t s  ac ides  : 

L e s  P.P.A. b r u t s ,  comme l e s  d i f f g r e n t e s  f r a c t i o n s  recue i l l i e s  a p r e s  

chromatographie s u r  DEAE-Sephadex, se p r é s e n t e n t  s o u s  forme d e  s e l s  

sod iques  e t  l e  pH d e s  so lu t ions  est compris e n t r e  6 e t  6,s  apri ls  d ia lyse .  

I l s  s o n t  a l o r s  p a s s é s  s u r  une r é s i n e  Dowex 5 0  x 8 s o u s  forme H+ q u i  f i x e  

donc les contre-ions e n  l ibé ran t  d e s  protons.  Le pH d e s  s o l u t i o n s  d e  

P.P.A. e s t  a l o r s  compris e n t r e  2,6 e t  3,4. 

Lorsqu'ils s o n t  in t rodu i t s  d a n s  d e s  milieux d e  cul ture  n e u f s  s o u s  

c e t t e  f o r m e ,  l es  P.P.A. n'en m o d i f i e n t  p a s  l e  pH i n i t i a l  ( v o i r  

précédemment). Qu'il s 'agisse  d e s  P.P.A. b r u t s  (P') ou d e s  f r a c t i o n s  i s o l é e s  

par  chromatographie d'échange ionique,  ils provoquent une l é g é r e  

amél iora t ion d e s  e f f e t s  s t imulan t s ,  mclme si les d i f fé rences  n e  s o n t  p a s  

s t a t i s t i q u e m e n t  s ign i f i ca t ives  ( t ab leau  111-6). L'évolution d e s  e f f e t s  

o b s e r v é s  a u  cours  de  la cul ture  ( f igure  111-10) rdvèle  que, s o u s  forme H+t 

l e s  P.P.A. d e  l a  f rac t ion  P' s t imulen t  principalement l 'augmentation d e  M.F. 

pendant la première p a r t i e  du cycle de  cul ture ,  la di f férence n 'é tant  

s ignif ica t ive  qu'entre les 6ème e t  8ème jours d e  culture.  



TABLEAU 111-6 : Comparaison des e f f e t s  p r o d u i t s  s u r  l a  c r o i s s a n c e  
p a r  des P.P.A.  skparés  pa r  ch romatograph ie  d'ochange 
d ' i o n s  [DEAE Stphadpx A 50:) p u i s  m o d i f i é s  ( fo rme H:) 
OU non 

Les  r é s u l t a t s  co r responden t  A l a  moyenne de 2 e s s a i s  i ndépendan ts .  
Les  i n t e r v a l l e s  de c o n f i a n c e  n ' o n t  pas 4 t é  c a l c u l é s .  

R é f é r e n c e s  des CR0 1 SSANCE 

f r a c t i o n s  a j o u t é e s  

( 2 5  mg 1 - I l  T4mo i n Forme H 



Simultanément, la var ia t ion  du pH du  milieu d e  culture s ' infléchit  (voir 

f igure  111-41, a v a n t  d 'a t te indre  cel le  obtenue e n  présence de  P.P.A. b ru t s .  

I l  semble,  e n  premiere  analyse ,  que la s t imulat ion d e  la croissance s o i t  une 

conséquence du r a l e n t i s s e m e n t  d e  l 'élévation du  pH. De plus ,  l e  f a i t  que 

l e s  groupements  carboxyliques s o i e n t  p ro tonés  a u  moment . d e  l e u r  

in t roduct ion d a n s  l e  milieu de cul ture  p e u t  également modifier  la 

disponibi l i té  d e s  c a t i o n s  bivalents ,  notamment le calcium, d o n t  l ' a f f in i t é  

l'égard d e s  charges  ac ides  l i b r e s  a é t é  démontrée. 

B. Dées té r i f i ca t ion  d e s  arouuements  carboxyles : 

C e r t a i n s  groupements  carboxyliques s o n t  e s t é r i f i é s  comme l 'ont 

montré les r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  d a n s  l e  chapi t re  précédent.  AprPs  

t i t r a t i o n ,  l e s  échant i l lons  s o n t  soumis  A une dées té r i f i ca t ion  par  NaOH 1 

N t  su iv ie  d'une neu t ra l i sa t ion  par  une quan t i t é  identique d'HC1 1 N. Le 

supplément d'acidité qui appara i t  e s t  de  nouveau t i t r é ,  ce  qui pe rmet  d e  

calculer l e  degré  d 'es tér i f ica t ion d e s  acides  uroniques. L e s  c h a r g e s  

démasquées  s o n t  d e  nouveau p ro tonées  avan t  que les P.P.A. ne  s o i e n t  

u t i l i s é s  pour mesurer  l e u r s  e f f e t s  s u r  la croissance.  

L e s  P.P.A. s o n t  r é p a r t i s  e n  deux c l a s s e s  s e l o n  l eur  degr6  

d 'es tér i f ica t ion p l u s  ou moins élevé. En dépi t  du  nombre a s s e z  r e s t r e i n t  

d ' e s s a i s  e f fec tués ,  il semble que les e f f e t s  s t i m u l a n t s  s 'accentuent  

l égerement  lo r sque  l e s  P.P.A. s o n t  davantage e s t é r i f i é s  in i t i a lement  

( tableau 111-7). La f rac t ion  n e u t r e  (P'o), s é p a r é e  pa r  chromatographie 

d'échange ionique, a é t é  soumise aux mPmes t ra i t ements .  E l l e  f a v o r i s e  

a l o r s  la croissance comme précédemment. Ainsi ,  c'est probablement le 

démasquage de nouveaux s i t e s  a c i d e s  qui e s t  A l 'origine d e  ce rega in  d e  

s t imula t ion  de l a  croissance cellulaire.  

II. E FFE TS DES P.P.A. SUR D'AUTRES SYSTE MES BIOLOGIQUES 

Paral lPlement  aux nombreux essais e n t r e p r i s  pour c a r a c t é r i s e r  e t  

comprendre l e s  e f f e t s  s t i m u l a t e u r s  d e s  P.P.A., ceux-ci o n t  é t é  u t i l i s é s  

pour mesure r  leur  e f f i cac i t é  s u r  d ' a u t r e s  s y s t e m e s  biologiques. I l  s ' ag i t  de  

préciser  la na tu re  de  c e s  e f f e t s ,  notamment l e u r  spécif ic i té ,  e t  d e  l e s  

comparer avec ceux déjA bien connus d e s  s u b s t a n c e s  de croissance (aux ines  

e t  gibbérell ines).  



TABLEAU 111-7 : I n f l u e n c e  d'un t r a i t e m e n t  de d e e s t 6 r i f i c a t i o n  d e s  
a c i d e s  u r o n i q u e s  s u r  l e s  e f f e t s  p r o d u i t s  p a r  l e s  
P.P.A. s u r  l a  c r o i s s a n c e  de 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 P n e .  

L e s  i n t e r v a l l e s  d e  c o n +  iance s o n t  c a l c u l 4 s  au seuil d e  5X, n = 4. 
I l s  n e  s o n t  p a s  c a l c u l e s  p o u r  l a  f r a c t i o n  P'O d o n t  l e s  r é s u l t a t s  
d e s  e f f e t s  ne s o n t  q u e  l a  m o y e n n e  d e  2 e s s a i s  i n d é p e n d a n t s .  

CR01 SSANCE 

R é f é r e n c e s  d e s  P.P.A. 

( t a u x  d'ester i f i c a t  i o n )  

T é m o  i n F o r m e  H 

P.P.A. c l a s s e  1 

( <  20 % >  

P.P.A. c l a s s e  I I  

(30 A 40;!1 

F r a c t i o n  P'O 



1 - E f f e t s  s u r  la croissance.  

Dans  un premier temps,  l 'expérimentation a é t é  l imi tée  A deux 

a u t r e s  s u s p e n s i o n s  cel lu la i res t  c e l l e s  d'érable e t  de ronce. E n s u i t e  l e s  

e s s a i s  o n t  é t é  é tendus  aux l e n t i l l e s  d'eau. Ce s o n t  d e s  végétaux 

a q u a t i q u e s  dont  le développement vég6ta t i f  e s t  t r g s  rapidet  l o r s q u e  l e s  

condi t ions  s o n t  favorables .  E l l e s  s o n t  également tres s e n s i b l e s  aux 

v a r i a t i o n s  d e s  q u a l i t é s  nu t r i t ionne l les  de leur  milieu de  culture.  

A .Ef fe t s  s u r  l a  croissance d e s  suspens ions  cel lu la i res  d'Erable e t  de 

Ronce : 

L e s  suspens ions  ce l lu la i res  d e  s i l ene  e t  d 'érable s o n t  c u l t i v é e s  1 
l 

d a n s  l e  milieu nu t r i t i f  de LAMPORT modifié par  LESCURE (1966) e t  c e l l e  de 

ronce s u r  celui d e  HELLER (1953). La croissance e s t  su iv ie  e n  mesuran t  l e s  

M.F. e t  M.S., a p r P s  respect ivement  14,  2 0  e t  3 0  jours d e  cul ture ,  pour 

chacune d e s  t r o i s  suspens ions  considérl5es. Le meme protocole e s t  applique 

scrupuleusement  d a n s  t o u s  l e s  e s s a i s  (ensemencement par  3 g d e  M.F.t 

in t roduct ion d e  25 rng.l'l de P.P.A.). Les  diagrammes p r é s e n t é s  s u r  la 

f igure  111-11 montrent que l 'addition d e s  P.P.A. de  s i l ene  d a n s  l e s  milieux 

d e  cul ture  s t imule  légèrement  la croissance d e s  t r o i s  s u s p e n s i o n s  

ce l lu la i res t  ce qui indique que c e s  e f f e t s  ne p résen ten t  p a s  de spéc i f i c i t é  h 

l 'ëgard de  l a  souche qui les produit. Cependantt  l 'augmentation d e  M.F. ne 

d é p a s s e  p a s  1 0  % e t  n 'es t  p a s  s ignif ica t ive  pour l a  suspension cel lu la i re  

d e  ronce a l o r s  qu'elle e s t  comprise e n t r e  25 e t  3 0  Y* pour l e s  deux a u t r e s  

souches.  L e s  va r ia t ions  d e  M.S. ne s o n t  p a s  s ign i f i ca t ives t  ce qui confirme 

que l ' e f f e t  d e s  P.P.A. a f f e c t e  principalement l e  grandissement  ce l lu la i re t  

e n  f a v o r i s a n t  l ' ent rée  d'eau d a n s  l e s  cellules.  I l  e n  r é s u l t e  une 

augmentat ion de  l 'excrétion d e  P.P.A. p a r  l e s  t r o i s  suspens ions  ce l lu la i res  

e t  e n  par t icul ier  p a r  celle d'érable. Dans  c e s  condit ions,  la l ibé ra t ion  d e s  , 

P.P.A. d a n s  l e s  milieux d e  culture & + p a r a i t  comme l 'expression a u  niveau 

p a r i é t a l  de  la réponse du métabolisme cellulaire à une s t imulat ion ex te rne .  



a 
P. P-A. 

excretes 
(mg)  

R O N C E  
1 

- 
TEMOINS + P.P.A. Si lène  ( 2 5  mg 1 - ' )  

Figure  111.11 : E f f e t s  provoqués pa r  l 'addition de  P.P.A. d e  s i l ene ,  
d a n s  l e s  milieu:; d e  cu l tu re  neufs  d e s  s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  de  
s i l ene ,  d 'grable e t  d e  ronce,  s u r  l eu r  croissance  (M.F. e t  M.S. e n  g par 
f lacon) e t  s u r  l ' excré t ion de  nouveaux P.P.A. (mg p a r  flacon). 

Ensemencement : 3 k 0.2 g de  M.F. par  flacon. 
Durées  d e s  c u l t u r e s  : 14 jours (s i lene) ,  20 jours (erable)  e t  30 jours 
(ronce). 



C e t t e  absence de  spécif ic i té  s e  confirme d'ai l leurs pu i sque  l e s  

P.P.A. e x c r é t é s  p a r  l e s  suspens ions  cel lu la i res  de ronce e t  d'érable 

s ' avèren t  t o u t  a u t a n t  inh ib i t eurs  de  l a  croissance d e s  souches  q u i  l e s  

produisent  que d e  cel le  d e s  a u t r e s  e s p è c e s  ( tableau 111-8). L'inhibition e s t  

tres marquée (supér ieure  à 80 Y*) e t  il n e  s u b s i s t e  d a n s  l e  milieu q u e  d e s  

t r a c e s  d e  P.P.A. e n  f in  d e  cul ture ,  ce qui  confirme que ceux qui o n t  é t é  

i n t r o d u i t s  ont é t é  a b s o r b e s  e t  qu'aucune l ibéra t ion de  nouveaux P.P.A. 

n'intervient malgré; l a  lyse  de  nombreuses cellules. 

B.Effe ts  d e s  P.P.P.. s u r  l a  multiplication v e ~ é t a t i v e  d e s  Len t i l l e s  d 'eau : 

L e s  l e n t i l l e s  d'eau (Lemna minor L.) s o n t  d e s  végétau.,: a q u a t i q u e s  

dont  l e s  f rondes  se dé;veloppent activement d è s  que l e s  condi t ions  de 

t empéra tu re  e t  d 'ensoleil lement deviennent favorables ,  h l a  s u r f a c e  d e s  

p lans  d'eau e t  d e s  canaux à fa ib le  déb i t  e t  ce d'autant mieux que les eaux 

s o n t  enr ichies  e n  azote.  C e s  végétaux o n t  é t é  fréquemment u t i l i s é s  comme 

matér ie l  d ' e ssa i s  e n  ra ison d e  l eur  sens ib i l i t é  aux f a c t e u r s  nutr i t ionnels .  

I l s  s o n t  cul t ivés  d a n s  d e s  f lacons  dlErlenmeyer s u r  un milieu minéral  

simple (MClRVAN e t  al., 1983) e t  l ' introduction d'une dizaine d e  f r o n d e s  

permet  a p r è s  4 semaines  de  cul ture  d e  recouvrir  complétement la s u r f a c e  

disponible.  La croissance e s t  su iv ie  a i sément  e n  comptant le  nombre de 

f r o n d e s  ou en  mesurant  la s u r f a c e  e t  la masse moyenne d e s  f r o n d e s  s u r  

d e s  l o t s  de  25 échanti l lons.  L'introduction de  P.P.A. de s i l é n e ,  h d e s  d o s e s  

comprises  e n t r e  5 et 25 mg.l'i, s t imule  l a  multiplication v é g é t a t i v e ,  

r e p r é s e n t é e  par  l 'augmentation régul iére  du nombre d e  f rondes  ( f igure  

111-12, BI. La masse  (figure 111-12, A) et  la sur face  moyenne d e s  f r o n d e s  

(f igure 111-12, C) évoluent également a u  cours  de  la culture.  Généralement 

l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  d i m i n u e n t  p e n d a n t  l a  p r e m i è r e  s e m a i n e  c a r  

l 'apparit ion de jeunes  f rondes  rédu i t  ar t i f ic ie l lement  l e s  va leurs  moyennes 

calculées  s u r  d e s  échant i l lons  r é c o l t é s  au hasard.  Ensu i te ,  l e s  deux 

paramèt res  augmentent  A nouveau e t  l ' e f fe t  favorable  d e s  P.P.A. se f a i t  

s u r t o u t  s e n t i r  s u r  la masse  moyenne d e s  f rondes  qui  augmente de  2 0  49 e n  

présence de  l a  d o s e  optimale d e  P.P.A. (25 mg.l'i). E n  f a i t ,  l e s  m a s s e s  

s è c h e s  ne  va r ien t  pra t iquement  p a s  e n  présence ou non de  P.P.A.. Les  

e f f e t s  s t i m u l a n t s  s e  t r a d u i s e n t  p r i n c i p a l e m e n t  a u  n i v e a u  d e  l a  

multiplication végé ta t ive  e t  secondairement par  une l é g é r e  augmentat ion 

de  l a  t e n e u r  en  eau ,  déjà t r è s  é levée chez c e s  végétaue aquatiques.  



TABLEAU 111-8 : E f f e t s  des P.P.A., e x t r a i t s  des m i l i e u x  de c u l t u r e  
des suspensions c e l l u l a i r e s  de s i l e n e ,  d 'b rab le  e t  
de ronce e t  r é i n t r o d u i t s  dans l e s  m i l i e u x  n e u f s ,  
sur  l a  c ro issance  de ces t r o i s  souches. 

Les.  i n t e r u i l l e ;  de con+ iance sont  c a l c u l 6 ~  au ç r u i l  de 5;!, n = 6. 

CROISSANCE (M.F. en g> 

O r i g i n e  e t  quan t i  t b s  

de P.P.A. addi  t i onnés 

(mg.1- l I  s i  lPne e rab l  e ronce 

TCmoin sans P.P.A 36,5 + 3,2 24,8 2 2,8 34,5 + 3,6 

+P.P.A. s i  lPne 

+P.P.A. ronce 



Figure  111.12 : E f f e t s  provoqués  p a r  l 'addition de  P.P.A. de  s i l é n e ,  s u r  
l e  développement v é g é t a t i f  d e s  l e n t i l l e s  d'eau. 

A : masse  frai 'che moyenne d'une f ronde (mg) 
B : nombre de  f rondes  p a r  f lacon (ensemencement par fronde) 
C : s u r f a c e  moyenne d'une f ronde ( m m z ) ,  
L e s  mesures  s o n t  f a i t e s  a p r e s  7, 14 e t  28 jours  de cul ture .  L e s  va leurs  
e x p r i m é e s  s o n t  l e s  m o y e n n e s  d e  20 m e s u r e s  (A e t  C) ou 5 
dénombrements  (BI. 



T A B L E A U  111-9 : C r o i s s a n c e  d e s  p l a n t u l e s  de c o n c o m b r e  m i s e s  A 
g e r m e r  s u r  d i f f é r e n t e s  s o l u t i o n  de 2,4-0 .  

L a  c r o i s s a n c e  e s t  e x p r i m é e  p z r  l a  l o n g u e u r  t o t a l e  d e s  p l a n t u l e s  
a p r e s  2, 3 et 4 j o u r s  d e  c u l t u r e .  L e s  i n t e r v a l l e s  de c o n f i a n c e  
s o n t  c a l c u l é s  au s e u i l  d e  5 %,  18<n{58. 

Solution Longueur des plantules (mm) 

d'imbibition 2jciurs 3 jours 4 jours 



2. E f f e t s  analogues à ceux de facteurs de croissance. 

Par déf ini t ion, tou te  substance d'origine organique, agissant sur l a  

croissance ou l e  développement des végétaux A des doses t rop  fa ib les  pour 

a t t r ibuer  à leur  action un  caractPre trophique, peut e t re  considérée comme 

un facteur de croissance. Une étude bibliographique des nombreux travaux 

qu i  ont été consacrés à ces substances e t  à leurs  mult iples effets,  permet 

de dé f in i r  l e  domaine d'étude l e  plus intéressant. E n  agissant A l a  f o i s  sur 

l 'élongation cel lulaire e t  sur l e  métabolisme des parois, l e s  auxines e t  l e s  

gibbérell ines sont l e s  facteurs de croissance dont l e s  e f f e t s  s'apparentent 

l e  plus à ceux provoqués par  l e s  P.P.A. 

A Mise en évidence d'une syneruie avec l e  Z,4-D : 

TrPs u t i l i s é  pour l a  cul ture des suspensions cel lulaires en ra i son  de 

sa capacité A f ac i l i t e r  l a  dissociation cellulaire, l e  2'4-D e s t  une auxine de 

synthPse qu i  présente d'autre pa r t  des e f f e t s  inh ib i teurs sur  l e s  végétaux 

entiers, selon l a  dose à laquel le il es t  ut i l isé.  Parmi l e s  végétaux q u i  sont  

sensibles A son action, l e  coricombre (Cucumis sat ivus L.) est  considéré 

comme un o u t i l  biologique du dosage du 2,4-D. Sa germination ou  p lus 

exactement  l ' é l onga t i on  des  p l a n t u l e s  dépend d i rec tement  de  l a  

concentration en 2,4-D in t rodu i te  dans l'eau d'imbibit ion des graines. 

Les graines de concombre sont mises A germer dans des bo i tes  de 

pétr i ,  sur un double disque de papier f i l t r e  imprégné d'eau d is t i l lée  dans 

laquelle sont dissoutes l e s  substances A étudier. La mesure de l a  longueur 

des plantules peut se fa i re  aprPs 43 h de culture A l 'obscurité mais il e s t  

par fo is  in téressant  de prolonger de 1 ou 2 jours pour accentuer l e s  écarts. 

L e s  p l a n t u l e s  son t  d isposées e n t r e  deux p laques de v e r r e  e t  

photographiées. L a  mesure de l a  longueur e s t  a lo rs  effectuée au 

curvimhtre, sur l e  document. 

Les résu l ta t s  obtenus en présence de doses croissantes de 294-D 

(Oli A i 0  mg.l-i>, comparés A ceux acquis en présence d'eau d is t i l lée,  p r i s  

comme témoins, apportent l a  confirmation que l'auxine inhibe séverement 

l'allongement des p lantu les (tableau III-?). Cet e f f e t  se manifeste à l a  

f o i s  au niveau de l'hypocotyle e t  de l a  racine. 
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P.P.A. a j o u t é s  (mg.1-'1 

Figure 111.13 : Effetc.  combines du 2.4-D e t  de s  P.P.A. de s i l ice  s u r  la 
croissance des  plantules  de concombre. 

La croissance e s t  e:zprimée par l a  longueur des  plantules  ( m m )  aprPs 4 .  
jours de culture. Les  interval les  de confiance s o n t  calculés au  seui l  de  
5 %, n = 40. 
Les concentrations de 2.4-D ut i l i sees  son t  exprimees e n  mg.1-1 e t  
indiquees en t re  parenthéses.  



Morphologiquement l e s  plantules  son t  trPs d i f fé ren tes  e t  l 'atrophie du 

systéme racinaire e s t  évidente. Au contraire,  une faible dose de 2,4-D 

(0,01 mg.l'l) s t imule l'allongement d e s  plantules. L'addition de P.P.A. 

dans  l'eau dis t i l lée ,  A d e s  doses  comprises en t r e  O,i e t  2 0  mg.l'l, 

n'affecte que t rPs  peu la croissance d e s  plantules  e t  provoque, t o u t  au 

plus, un léger allongement de l a  racine principale ( f ig~i re  111-13). Par 

contre , l'addition combinée de 2,4-D e t  de P.P.A. annule l'action 

stimulante ou accentue l 'effet  inhibiteur du 2,4-i3. En fa i san t  var ier  

sys t ema t iquemen t  l e s  d o s e s  r e s p e c t i v e s  d e s  deux s u b s t a n c e s ,  l a  

combinaison la  plus inhibitrice correspond I un rapport  2,4-D / P.P.A égal 

A 0,OS. Dans ce cas,  l 'effet  obtenu e s t  Bquivalent I celui produit par  une 

dose 1 0  f o i s  plus importante de 214-D seul. 

Les r e su l t a t s  obtenus indiquent une relat ion de synergie en t r e  d e s  

substances qui peuvent avoir en commun un lieu préf l ren t ie l  d'action : l a  

paroi. L'expérimentation effectuée s u r  l e s  plantules de concombre r evg t  un 

caractere t r P s  fragmentaire e t  elle ne permet pas  d'améliorer l a  

comprehension du mode d'action d e s  P.P.A. s u r  la croissance des  

suspensions cellulaires. 

B Mise en évidence d'une action "like ~ ibbe re l l i ne"  : 

L'acide gibberellique (AG3) e s t  l a  plus connue d'une grande famille 

de mol6cules dont l e s  e f f e t s  su r  l'allongement d e s  t iges  s o n t  la  base  de 

leur  identification biologique. Ce facteur  de croissance e s t  par a i l leurs  

tres efficace su r  la suspension cellulaire d e  Siléne, provoquant une 

augmentation de M.F. de  l'ordre de 30 "Jo lorsqu'il e s t  ut i l isé  A l a  

concentration de Ot l  mg.l'l (BRASSART e t  al., 19G2). En fai t ,  son action s e  

s i t u e  principalement au  niveau du grandissement cellulaire comme en 

témoignent l e s  var iat ions de dimensions d e s  cellules e t  l'augmentation de 

leur  teneur en  eau. Les e f f e t s  provoqués par  d e s  d o s e s  efficaces de P.P.A. 

s u r  l a  croissance d e s  suspensions cellulaires de  silPne vont également 

dans  ce s e n s  (voir 3 1, B). De plus, l a  stimulation de  croissance obtenue en 

prBsence d'AG3 (0,i mg. le i  s'accompagne d'une excrétion plus abondante 

de P.P.A. dans  le  milieu de culture (figure 111-14). L'emploi de l'AM0 1618, 

considérbe comme une anti-gibberelline, provoque simultanément une chute 

de  l a  croissance e t  de l'excrétion des  P.P.A.. 



Substances ajoutées (mg .1" ) 

Figure  111.14 : Action de  l'acide gibberell ique (AG3) e t  de  1'AM0161S 
s u r  la croissance  de l a  suspension cellulaire de  s i l ene  e t  s u r  l 'ercetlon 
d e s  P.P.A. d a n s  l e  milieu de  culture.  

L e s  mesures  de  M.F. (g pa r  flacon) e t  d e s  P.P.A. (rng.1-1 d 'équivalents 
d 'ac ides  uroniques) o n t  & t e  e f fec tuées  a p r e s  14 jours d e  culture.  
L e s  i n t e r v a l l e s  de  confiance s o n t  calcules au  s e u i l  de  5 Yo, n = 6 .  



Milieu de cul ture  P.P.A. AG3 

Figure  111.15 : Mise e n  évidence d e s  g ibbere l l ines  e t  d e s  sacchar ides  
a s s o c i 4 s  p r é s e n t s  d a n s  l e  milieu de  cul ture  de  la suspens ion  cel lu la i re  
d e  s i l é n e  (14 P u r s ) ,  a p r g s  l e u r  s é p a r a t i o n  p a r  chromatographie s u r  
couche f i n e  (hlESELGEL d e  s i l i ce  60 F 2541, 

Solvant  : isopropanol/ammoniaque/eau (60/0.05/19.95) ; 
Fluorescence A 254 nm : zones  de l imi tées  e n  t r a i t s  p le ins  ; 
Colorat ion pourpre  r e v e l é e  a l'orcinol : zones hachurées  ; 



TABLEAU 111-10 : Repartition de la radioactivite introduite s o u s  
forme de ( 1 4 ~ ) ~ ~ 3  dans le milieu de culture de 
suspen-ions cellulaire de silPne Agées de 14 jours, 
aprP- p r t c  i p i t a t  i on de 1 'en5.embl e des pol rméres par 
l'bthanol ( 1 )  et des P.P.A. par le cetavlon 12,3,4?. 

Echantillon 14c total Précipi te Cetavlon Ethanol 

(dpm) (dpm) % (dpm) % (dpm) % 



Le milieu d e  cul ture  f i l t r é  e t  l e s  P.P.A. ex traits d e  ce  milieu p a r  la 
méthode habi tuel le  s o n t  t r a i t é s  pour e n  e x t r a i r e  l e s  g ibbérel l ines  (fiche 

technique N o  10) p u i s  chromatographiés s u r  une plaque d e  s i l i ce  imprégnée 

d'une subs tance  f luorescen te  (MERK F 2541, e n  présence d'AG3 comme 

témoin. Aprés  2 h d e  migration ascendante  d a n s  l e  so lvan t  i sopropanol  / 

ammoniaque / e a u  ( 6 0  / 0,05 / 19,951 la plaque reço i t  une vapor i sa t ion  p a r  

du H2S04 dilué p u i s  e s t  chauffée quelques  minutes  A iOO°C. E l l e  est  

e n s u i t e  soumise A d e s  rayonnements U.V. A 254 nm. I l  s e  produi t  a l o r s  d e s  

émiss ions  ca rac té r i s t iques  pe rmet tan t  de  repPrer  l a  posi t ion d e s  

gibbérell ines.  P lus ieurs  zones s o n t  r epérab les  parmi l e s  p rodu i t s  s é p a r é s  

A p a r t i r  du milieu d e  culture e t  4 d'entre e l l e s  s o n t  communes avec ceux 

s é p a r é s  A p a r t i r  d e s  P.P.A.. La premiPre r e s t e  s u r  la b a s e  de  d é p o t  e t  

correspond A d e s  s u b s t a n c e s  non déplacées  p a r  l e  s o l v a n t  u t i l i sé .  La 

seconde (RF = Oti6)  e t  l a  t ro is ieme (RF = 0 , 5 8 )  s o n t  t r é s  peu marquées  e t  

n'ont pu a t r e  i d e n t i f i é e s  par  comparaison avec d 'autres  g ibbérel l ines ,  

f a u t e  d e  témoin. La quatriéme (RF = 0,751 correspond a l 'emplacement 

ca rac té r i s t ique  d e  l'AG3 (figure 111-15). 

L e s  suspens ions  cel lu la i res  de  Silène l ibè ren t  donc d a n s  leur  milieu 

de  cu l tu re  d e s  s u b s t a n c e s  r é a g i s s a n t  comme d e s  gibbérel l ines  (y compris  

l'AG3), lorsqu 'e l les  s o n t  i r r a d i é e s  pa r  d e s  rayons  U.V.. C e s  s u b s t a n c e s  

s o n t  p réc ip i t ab les  p a r  l e  C.T.A.B.+ d a n s  le complexe r e p r é s e n t é  p a r  l e s  

P.P.A. a l o r s  que l'AG3 s e u l  n'a pu ir tre e n t r a i n é  d e  l a  meme maniére.  E n  

in t rodu isan t  un peu d'orcinol (réactif  d e s  sacchar ides)  d a n s  la so lu t ion  de  

vapor i sa t ion  u t i l i s é e  pour révé le r  la f luorescence e t  e n  maintenant  l e  

c h a u f f a g e  p l u s  l o n g t e m p s ,  a p p a r a i s s e n t  d e s  c o l o r a t i o n s  p o u r p r e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  q u i  p e r m e t t e n t  d e  c o n s t a t e r  que  d e s  c o m p o s é s  

sacchar idiques  s o n t  s t r i c tement  s u p e r p o s é s  aux t r o i s  p remiéres  z o n e s  de  

f luorescence décr i tes .  Pour vbr i f ier  que la présence d'AG3 e n  mélange avec  

l e s  P.P.A. n 'est  p a s  due A une agglut inat ion circonstancielle,  l o r s  d e  l e u r  

précipi ta t ion p a r  l e  C.T.A.B., un peu d'AG3 marqué (14C) a é t é  i n t r o d u i t  

d a n s  le milieu d e  cul ture  de  14 jours a v a n t  la préparat ion d e s  P.P.A.. 

Chaque f rac t ion  a é t é  conservée p u i s  soumise  ai un comptage d e  la 

rad ioac t iv i t é  ( t ab leau  111-10). La q u a s i  t o t a l i t é  du marquage s e  r e t r o u v e  

d a n s  l e  premier su rnagean t ,  indiquant qu'au cours  d e  leur  précipi ta t ion,  l e s  

P.P.A. n'ont p a s  e n t r a i n é  l'acide gibberell ique marqué. 



TEST LAITUE 

TEST D'ALBUMEN D'ORGE 

Figure  111.16 : Act iv i t é  gibberell inique d a n s  l e  milieu de cu l tu re  d e  la 
suspens ion  cel lu la i re  de  s i l ene .  

A : di f fé rence  de  longueur  e n t r e  l e s  hypocotyles  de  l a i t u e s  (ba tav ia  
dorée  de  pr in temps)  c u l t i v é e s  en présence de  l le : i t ra i t  chromatographié 
du milieu e t  ceu:ç de  l a i t u e s  cu l t ivées  e n  présence du s o l v a n t  
chromatographie.  
B : a c t i v i t é  a -amylas ique  d e s  e x t r a i t s  chromatographiés,  diminuée d e s  
sacchar ides  r é d u c t e u r s  p r é s e n t s  A l 'origine d a n s  l e  milieu e t  de  
l ' influence (combinée du s i l icagel  e t  du s o l v a n t  s u r  c e t t e  a c t i v i t é  
enzymatique.  D'après MARIE-ALSABEK, 1935. 



La confirmation de  la présence d e  gibbérel l ines  d a n s  les P.P.A. a é t é  

obtenue p a r  d e s  essais biologiques généralement  u t i l i s é s  pour c e t  u s a g e  : 

la s t imulat ion de la croissance d e s  plantules  d e  l a i t u e  e t  la s t imula t ion  d e  

l ' ac t iv i té  &-amylasique d a n s  l'albumen d'orge. 

La s é p a r a t i o n  d e s  gibbérel l ines  e s t  e f fec tuée  di rectement  s u r  l e  

milieu, a p r e s  14 jours d e  culture de  l a  suspens ion  cellulaire.  AprPs  

évaporation s o u s  vide de  l a  phase  aqueuse,  l e s  g ibbérel l ines  s o n t  

e x t r a i t e s  par deux so lub i l i sa t ions  success ives  pa r  l e  méthanol A 8 0  % puis  

pa r  l ' acéta te  d'éthyle. L'extrait  e s t  chromatographid s u r  couche mince d e  

s i l icagel  d a n s  le  m e m e  so lvan t  que précédemment pu i s  l a  h a u t e u r  du  

chromatogramme comprise e n t r e  l a  ligne de  dépot  e t  l e  f r o n t  du  s o l v a n t  e s t  

d ivisée  e n  1 0  b a n d e s  d'égale l a rgeur  qui s o n t  e n s u i t e  recue i l l i e s  

séparément  par g r a t t a g e  du silicagel. L e s  e s s a i s  biologiques m i s  a u  point  

par  COUILLEROT e t  YI (1985) prévoient A chaque f o i s  une s é r i e  de  t émoins  

d e s t i n é s  A apprécier l ' e f fe t  du so lvan t  de migration, du s i l icagel  e t  la 

présence A l'origine d e  s u c r e s  réducteurs  d a n s  l e  milieu. L e s  r é s u l t a t s  

ob tenus  s o n t  f inalement  re t ranchés  de  ceux d e s  s é r i e s  expér imentales .  

L'essai  concernant l'allongement d e s  hypocotyles d e  l a i t u e  ( f igure  

III-16i A) montre q u e  la plupar t  d e s  f rac t ions  i s s u e s  du milieu d e  cu l tu re  

s o n t  s t imulan tes ,  notamment celle qui correspond A l a  zone d e  migration de  

l'AG3 (RF = Ot75). L e s  r é s u l t a t s  acquis  s u r  l 'activité <-amylasique d e  

l'albumen d'orge ( f igure  III- id,  B) permet tent  la mise e n  évidence d ' e f f e t s  

a c t i v a t e u r s  ou i n h i b i t e u r s  se lon  l e s  f rac t ions  considérées.  La 8Pme 

fraction,  qui  correspond A celle oh migre l'AG3 u t i l i s é  comme témoin,  e s t  

celle qui s t imule  le p l u s  efficacement l 'activité enzymatique. 

C e s  deux s é r i e s  d 'essais ,  re la t ivement  démons t ra t ives ,  s ' in tègren t  

d a n s  un fa isceau d 'arguments p la idant  en  f a v e u r  de  l a  présence de  

gibberel l ines  d a n s  l e  complexe polysaccharidique que c o n s t i t u e n t  l e s  

P.P.A., conformément aux hypothPses évoquées préalablement (MORVAN, 

1982 ; MARIE-ALSABEK et al., 1984). 



A l'origine de ce t t e  étude, ce son t  d e s  préoccupations concernant l e s  

échanges cellulaires qui ont motivé l a  recherche e t  l ' identification de 

poly meres ex t racel lulaires  capables de modifier, par leur  présence, l e s  

conditions d'alimentation ionique d e s  cellules. De ce fai t ,  l e s  observat ions 

e t  l e s  eepérimentations ont é t é  l imitées  au compartiment pariétal ,  d'une 

pa r t  e t  au milieu de culture, d'autre part .  L'int6rP.t d'entreprendre une 

étude cornplPte s 'es t  trouvé accentué par  la  mise en évidence d e s  e f f e t s  

produi ts  par  l e s  polyméres acides* ex t r a i t s  d e s  milieux de cu l ture  de 

p l u s i e u r s  s u s p e n s i o n s  ce l lu l a i r e s ,  s u r  l a  c ro i s sance  d e s  s o u c h e s  

productrices (MORVAN, 1981). La suspension cellulaire de silPne, mise au 

point au  laboratoire (DUBOIS e t  BOURIQUETi 1973/74)* a é t é  choisie pour 

réa l i se r  ce t rava i l  parce que cer tains  d e s  polymères qu'elle libPre d a n s  le  

milieu de culture stimulent s a  propre croissance (MORVAN, 1982). 

L'objectif de l'étude entreprise  e s t  de comprendre l e s  causes e t  l e s  

conséquences de  l'excrétion de polyméres acides par  un systPme biologique 

bien contrblé. Les propriétés  décri tes  dans l e s  chapf t res  précédents  

permettent  de confronter deux hypotheses sur  l'origine d e s  P.P.A. : i) l e s  

polyméres s o n t  excré tés  hors  de l a  matrice pariétale,  A l'occasion des  

remaniements intervenant au cours de  l'élongation cellulaire ; ii) 

l'émission de ces  polyméres constitue une réponse de l a  cellule aux 

signaux ex tér ieurs  ; dans  ce cas,  l a  paroi e s t  un lieu de passage pour  l e s  

polymeres s a n s  en  ê t r e  obligatoirement la  source. Par ail leurs* deux 

a u t r e s  hypothèses concernant l e s  conséquences de la  présence d e s  P.P.A. 

dans  l e  milieu de culture peuvent e t r e  posées : i) l e s  propriétés  ac ides  de 

ces  polymPres a f fec ten t  l e s  ac t iv i tés  d e s  ions e t  leur distribution e n t r e  le 

milieu e t  l a  paroi ; ii) leur nature saccharidique classe ce s  composés parmi 

l e s  molécules biologiquement actives,  t e l l e s  qu'elles sont  définies d a n s  la 

l i t t é r a tu re  (ALBERSHEIM e t  DARVILL, 1985). 



La discussion a pour but d'établir un bilan argumenté des  r é s u l t a t s  

acquist de l e s  confronter aux hypothPses de  départ e t  de jus t i f ie r  la  

poursuite du t rava i l  engagé. 

1 . INTERETS ET LIMITES DU MODELE BIOLOGIQUE 

En tan t  que sys tèmes  biologiques, l e s  suspensions cel lulaires  son t  

principalement reconnues comme out i l s  méthodologiques pour la  production 

de métabolites e t  pour l a  vérification d e s  théories  concernant la  

croissance ou l e s  échanges cellulaires. 11 ne f au t  cependant pas  oublier que 

l a  totipotence qui caractér ise  leur  maintien dans  un é t a t  de "flottement" 

suppose une diss ipat ion de l a  mémoire cellulaire s o u s  la  press ion  

constante des  signaux ex ternes  (DEMARLY* 1978). Le camportement de 

croissance, la morphologie des  cellules e t  d e s  aggregats,  l e s  modes de 

culture, l'environnement physique (lumièret température),  l a  composition 

initiale du milieu de culture s o n t  au tan t  d1ts14ments suscept ib les  

d'intervenir sur l'expression moléculaire de l ' é ta t  cellulairet au moment oh 

il e s t  considéré. C'est l a  raison pour laquelle l a  marge de fluctuation 

expérimentale e s t  limittse e t  qu'il convient d'examiner le comportement 

global de  l a  suspension cellulaire, au  niveau d e s  c r i t h e s  de  croissance, de 

l a  méthode de culture e t  d e s  modifications enregis t rées  dans l e  milieu 

nutrit if .  

1) Caractéristiques de  la  suspension cellulaire de  silPne : 

Le choix d e s  cr i tPres  de croissance e s t  l e  premier obstacle  que 

rencontre l'expérimentateur sur tout  lorsqu'il entend u t i l i se r  l e s  mesures  

comme réfërencest  pour exprimer quantitativement l e s  var iat ions d'un 

processus métabolique. La mesure de l a  masse fraîche,  par  exemple, e s t  

souvent critiquée pour son imprécision e t  l e s  cellules ne s o n t  pas  aisément  

dénombrables lorsqu'elles s e  présentent  sous  forme d'agrégats. Faut-il  

pour au t an t  caractèr iser  systPmatiquement la  croissance d e s  cel lules  par 

l'évolution de leur matériel  nucléique ? 

Le cas  de l a  suspension cellulaire de s i lene n'échappe pas  à la regle 

e t  DUBOIS (1980) a décrit  un cycle de croissance représentat i f  de  l a  

culture en  milieu liquide non renouvelé. Ainsit en  maintenant l e s  f ac t eu r s  

physiques constants ,  i l  s e  vérifie que l 'uti l isation de cellules t rop  a g é e s  

e t /ou d'une densité d'ensemencement insuff isante  retarde l e  démarrage de 



l a  croissance. Par contre, un ensemencement p lus fréquent e t  plus 

abondant modifie peu l e  temps de doublement de l a  M.F. (entre 5 0  e t  55 

heures). Compte tenu de ces résultats,  il est  possible de déf in i r  un cycle 

de culture ne présentant pas de phase de latence A l 'origine ni de 

diminut ion de M.F. dans sa phase terminale : 

- Inoculum : 3 $I Ot2 g (M.F) de cellules 

- Durée du cycle : 14 jours 

- Mi l ieu de culture : 2 0 0  ml  de solut ion de LAMPORT modif ié par 

LESCURE (19661, contenant 2 X de saccharose 

- Température : 25 + i ° C  

- Lumibre : 5 A 7 W .  m2, 24 h par jour. 

La  mesure de l a  M.F. a été retenue comme référence principale, en 

dépit  des réserves en usage. La  M.Ç. a cependant souvent été mesurée car 

e l l e  rep résen te  un bon paramPtre l o r s q u ' i l  s ' ag i t  d 'expr imer l e s  

rendements en masse des parois isolées et /ou des polysaccharides 

excrétés. En  outre*  par différence avec l a  M.F. el le  permet de calculer l a  

teneur en eau e t  d'estimer a ins i  l e  grandissement cellulaire. Celui-ci 

in te rv ien t  principalement a par t i r  du  dPme jour de culture comme en 

témoigne également l a  mesure des dimensions cel lulaires (DUBOIS e t  al.* 

1976). La  quant i te maximale de M.S. e s t  obtenue au 12Pme jour de culture. 

E l l e  e s t  comprise entre 12 e t  i 3  g.l'i, s o i t  une product iv i té de 1 g.l'i.j-i. 

Ces valeurs relat ivement fa ib les s'expliquent par l'épuisement progressi f  

des réserves amylacées emmagasinnées préalablement e t  par  1'Bmission de 

i t 5  A 1,7 g de polyméres par l i t r e  de milieu. Néanmoins, l e  rendement de 

production de biomasse, calculé par rapport  A l a  quant i té de saccharose 

fourn i  au début de culture, e s t  compris entre 5 0  e t  6 0  96. 

La suspension cel lulaire de silPne s'avére donc un modele biologique 

fiable dont l e s  performances de croissance e t  l e s  rendements de 

product iv i te  sont du meme ordre de grandeur que ceux des autres 

suspensions cel lulaires (GUERN, 1979). 

La  paro i  reprBsente une par t  importante de l a  M.S. (15 A 18 %) qui  

demeure relat ivement stable au cours de l a  culture. Le volume par ié ta l *  

calculé A p a r t i r  des dimensions cel lulaires mesurées en microscopie 

optique e t  sur des micrographies électroniques, diminue progressivement 

pendant l e s  10 premiers jours puis  double rapidement en fin de culture. 



La ra i son  principale de  c e t t e  augmentation d e  volume e s t  

l 'augmentation d e s  dimensions ce l lu la i res  ca r  l 'épaisseur d e s  pa ro i s  reste 

re la t ivement  constante .  Au cours  d e  la cul ture ,  la capacité de r é t e n t i o n  

d'eau d e s  pa ro i s  var ie  : c'est  a u  iOPme jour d e  culture que l e  t a u x  d e  

gonflement d e s  pec t ines  e x t r a c t i b l e s  à l 'eau chaude e s t  maximal. 11 s 'agi t  

l à  d'une circonstance favorable  aux remaniements  par ié taux car  une bonne 

hydrata t ion de  l a  matrice faci l i te  l e s  échanges, l e s  réac t ions  métaboliques 

e t  l e s  g l i s s e m e n t s  i n t e r f i b r i l l a i r e s  i n d i s p e n s a b l e s  à l ' é l o n g a t i o n  

cellulaire.  

2)  L e s  évknements  dans  l e  compartiment p a r i é t a l  : 

L' intére t  accordé a u  comportement de  l a  pa ro i  au  c o u r s  de la cu l tu re  

r é s u l t e  d e  deux in te r roga t ions  : 

- 1'4mission d e  polymPres d a n s  l e  milieu d e  cul ture  t r adu i t -e l l e  d e s  

modifications u l t r a s t r u c t u r a l e s  qu i  peuvent  Otre mises  e n  évidence p a r  d e s  

techniques  cytochimiques c lass iques  ? 

- Quelle e s t  la re la t ion  e n t r e  l e s  polymeres  ex t race l lu la i res  e t  ceux d e  l a  

matrice pa r ié ta le  du point  de vue composition biochimique e t  p r o p r i é t é s  

ph y sico-chimiques '? 

L'étude u l t ras t ruc tu ra le ,  e n  microscopie électronique a comme 

ob jec t i f s  de "visual iser"  l e s  a p p o r t s  d e  maté r ie l  polysaccharidique e n  

provenance du cytoplasme, l 'émission d e  f ragments  d a n s  l e  milieu d e  

cul ture  e t  par  voie de  conséquence une Bventuelle évolution morphologique 

de l ' u l t r as t ruc tu re  pa r ié ta le .  

En dép i t  de  l e u r  fa ible  spéc i f i c i t é  (HAGEGE e t  HAGEGE, 1980 ; 

ROLAND, 19821, l e s  méthodes cytochimiques u t i l i s é e s  p e r m e t t e n t  de  

r e t r o u v e r  chez l e  s i lPne l e s  modifications qui s o n t  généralement  

a t t r i b u é e s  aux cel lu les  cu l t ivées  i n  v i t r o  (SIDORENh'Ot 1970) : l e s  e s p a c e s  

in te rce l lu la i res  s o n t  p l u s  importants ,  l e s  plasmodesmes d i s p a r a i s s e n t ,  le 

réticulum endoplasmique détermine d e s  t e r r i t o i r e s  cytoplasmiques  t r é s  

d i s t inc t s ,  l e s  vacuoles s o n t  t r P s  développées  e t  l 'enveloppe nucléai re  a 

tendance A s'invaginer. 



Le premier résu l ta t  particulier qu'il convient de noter  e s t  l a  

présence de vésicules A l 'extérieur du plasmalemmet l e  plus souvent dans  

d e s  dépressions périplasmiques. Le contenu polysaccharidique d e  ces  

vésicules, dé& repérable par l e  PATAg lorsqu'elles s o n t  encore d a n s  le  

cytoplasmet s e  déverse dans la  paroi pour y constituer l a  phase 

matricielle. I l  e s t  généralement admis que l e s  vésicules servent  A exporter  

du matériel polysaccharidique ve r s  l a  paroi (BONNETT e t  NEWCOMB* 

1966). La présence de vésicules extracytoplasmiques e s t  un phénoméne 

fréquent chez l e s  cellules végétales mais i l  e s t  difficile A observer (PRATt 

1973). Le f a i t  e s t  mentionné contre la  paroi de spores  fongiques en 

germination (CHANG e t  TANAKA( 1970)t dans l e  périplasme de cellules 

d'endosperme (CAMEFORT# 1970) e t  dans celui d e s  hypocotyles (VIAN e t  

ROLAND, 1974). 11 ne semble pas  avoir é t é  signalé dans  l a  suspension 

cellulaire d'&able (NOUGAREDE et al.* 1968). Cependantt l a  présence de 

vésicules extracellulaires e s t  signalée A l a  su i te  de t ra i tements  

enzymatiques des t inés  A dégrader l e s  parois (BAKER e t  al., 1980 ; KEON, 

1985). I l  s 'agirait  de formes de dégradation cytoplasmique chez des  

cellules soumises A des  agressions chimiques e t  l ' intensité de l'émission 

témoignerait de leur mauvais é t a t  physiologique. Par  a i l leurs* l e s  

protoplastes  émettent de t r é s  nombreuses vésicules dans l e  milieu 

pendant l a  phase de  régénération de  leur  paroi (BURGESS e t  al.# 1973 ; 

PRATt 1973). Les au teurs  considerent l e  phénomène comme une adaptat ion 

d e s  protoplastes  aux conditions du milieu ext&rieurt  notamment a l a  

pression osmotique (RAJ e t  HERRt 1970). Dans l a  suspension cellulaire de 

silPnet l e s  vésicules s o n t  observables quel que s o i t  le  moment de 

prél&vementt ce qui témoigne du caractPre permanent de leur émission. I l  

arrive parfois  que d e s  microfibrilles s e  déposent ulterieurement contre  la  

face interne de la  paroi. De ce f a i t t  l e s  vésicules s e  trouvent emprisonnées 

dans  l 'épaisseur de l a  paroi de te l le  s o r t e  qu'elles peuvent e t r e  1 ibé ré . e~  

dans  le  milieu de culture si l e s  cellules s e  séparent.  

Le second point caractéristique concerne l e s  d i f fe ren tes  formes 

d'émission de matériel pariétal .  Que ce s o i t  sous  forme de f in s  f i laments  

ou sous  forme de lambeaux plus importantst  force e s t  de constater  qu'il s e  

produit une libération continue de fragments pariétaux. Ces éléments 

s'organisent en réseaux maillés facilement repérables dans l e s  m6ats ou 

s o u s  forme d'une gangue autour des  cellules. 



11 e s t  t r P s  probable que l e s  lambeaux l e 5  plus importants  n'ont p a s  

le  caractere soluble des  polymPres qui s o n t  recueill is apres  f i l t ra t ion.  

Ceux-ci correspondent plutbt aux éléments l e s  plus f i n s  qui participent 

également au rdseau extracellulaire. Ces observat ions permettent  de 

proposer l e  concept d'exo-paroi pour définir l'ensemble du matériel  

par idtal  disséminé dans l e  milieu de culture. I l  s 'agit d'une s t ruc ture  

lache, propre aux cellules en  culture, qui s e r a i t  l'expression d'une réaction 

de protection contre l e s  agressions physiques e t  chimiques occasionnées 

par l e s  manipulations e t  l e s  ensemencements frequents.  Au cours  d e s  

premiers s t a d e s  de la  culture des  protoplastec,, i l  s e  forme également une 

s t ruc ture  peu cohérente qui constitue la  premiere étape de reconstitution 

de l a  paroi néoformke (PRATt 1973). L'organisation de réseaux de 

polysaccharides matriciels extracellulaires a é t é  mentionnée dans d e  r a r e s  

cas  (ROLAND et  al.+ 1977 ; HEINZE e t  AMELUNXEN, 1984). En l'absence 

d'une attentiorr particulière l o r s  de la  préparation des  échantillons e n  vue 

de l 'observation en microscopie électronique* ces  bléments s e  t rouvent  

éliminés. 

Il  f a u t  finalement signaler l e  caractere permanent d e s  deux 

phénomenes déc r i t s  précédemment. I l  n'a pas  é t é  possible de t rouver  l a  

moindre évalution dans  l e s  aspec ts  observés t ou t  au long de l a  culture,  

exception f a i t e  de  l a  gangue enrobant l e s  cellules immédiatement aprPs 

l'ensemencement. C'est probablement l a  raison pour laquelle l 'épaisseur 

des  paro is  e t  l eu r  rapport pondéral A l a  M.S. demeurent si constants ,  

pendant la  culture. Tous ces  f a i t s  t raduisent  l'importance du métabolisme 

par ié ta l  pour l e s  suspensions cellulaires puisque l e s  parois e t  l e s  

polymeres es t race l lu la i res  représentent  2 0  % du saccharose fourni 

initialement. Un t e l  rendement n'a rien d'exceptionnel : celui d e  l a  

suspension cellulaire d'érable e s t  de 24 96 e t  celui de l a  suspension 

cellulaire de M ~ r t ~ l l o c a c t u s  seometrizans peut & t r e  est imé A plus d e  30 % 

(GUDIN, 1984). Une comparaison peut & t r e  établie avec l e s  pro toplas tes  

dont l a  reconstitution de leur paroi e s t  l a  premiere manifestation 

métabolique e t  qui ne peuvent s e  diviser qu'une fo i s  franchie ce t te  é tape.  

Les cellules en suspension dans un milieu liquide peuvent & t r e  considérées 

comme des  s t ruc tu re s  d i f fé rées  des  précédentes pour lesquel les  l e  

métabol isme p a r i e t a l  e s t  l e  témoin ac t i f  d e s  p r e s s i o n s  e x t e r n e s  

aboutissant  au maintien de leur totipotence. 



L e s  a u t r e s  données  concernant la paroi  o n t  t r a i t  aux p r o p r i é t é s  

physico-chimiques d e s  f rac t ions  p a r i é t a l e s  que s o n t  l e s  pec t ines  e t  l e s  

hémicelluloses. Selon ll$ge de  la cul ture ,  l a  propor t ion pondérale  d e s  

pec t ines  1 e t  II  var ie i  ce qui s e  t r adu i t  a u  niveau d e  l a  paroi  pa r  une  plus  

ou moins grande capacité A r e t e n i r  l'eau. Le taux d e  gonflement d e s  p a r o i s  

e s t  maximal e n  f i n  de phase  exponentiel le de  croissance ( 1 0  jours), a l o r s  

que l e s  cel lu les  s o n t  e n  élongation puis  il diminue e n  f in  d e  culture.  Dans 

l e  mCme temps  l a  capaci té  d'échange cationique augmentei  ce q u i  peu t  

r e f l é t e r  A l a  f o i s  d e s  va r ia t ions  quan t i t a t ives  de  la massei  d e  l a  charge  e t  

d e  l a  c o n f o r m a t i o n  d e s  pec t i r i eç  d a n s  l a  p a r o i .  L e ç  p r o p r i é t é s  

physico-chimiques d e s  pa ro i s  e n t i g r e s  (SENTE NAC e t  GRIGNON 198 1 ; 

MORVAN Cmi 1983 ; BIGOT e t  BINET, 1984) comme c e l l e s  d e s  polymeres  qui 

e n  s o n t  e x t r a i t s  (MORVAN C. et  al.* 1985) pe rmet ten t  d ' in terpréter  le rble 

que jouent c e s  composés dans  l a  régula t ion d e s  échanges ioniques* 

notamment p a r  l a  s é l e c t i v i t é  qu'ils mani fes ten t  a l'égard d e s  ions  

divalents .  L'inversion du  coefficient  de  s é l e c t i v i t é  K(Ca/Mg) d e s  p a r o i s  a u  

c o u r s  d e  l a  c u l t u r e  i l l u s t r e  p a r f a i t e  ment  l e s  p r o p o s  p r é c é d e n t s .  

L'évolution de  ce paramètre  témoigne de  modifications d e  l a  n a t u r e  

chimique e t / o u  d e  l a  conformation d e s  polyméres d a n s  l a  matrice pa r ié ta le .  

Dans  c e s  condit ions,  l a  l ibéra t ion d a n s  l e  milieu de  cul ture  d'une p a r t i e  

d e s  polymères d e  l a  pa ro i  a u r a  d e s  conséquencesi  notamment e n  c e  qui 

concerne l 'activité d e s  i o n s  divalents.  

La composition e n  monosaccharides d e s  pec t ines  I i  e x t r a i t e s  A l'eau 

chaude, e s t  t r è s  voisine d e  celle d e s  polymeres pect iques  acides  e x c r 8 t é s  

d a n s  l e  milieu a u  cours  do ;a cul ture  : l e s  arabinogalactanes  e t  l e s  

rhamnogalacturonanes s o n t  l e s  fami l l es  de molécules principales d a n s  l e s  

deux cas ,  ce  qui confirme l a  pa ren té  e n t r e  l e s  deux f ract ions .  La 

comparaison e n t r e  l e s  polysaccharides d e s  pa ro i s  e t  ceux qui  s o n t  r e j e t é s  

d a n s  l e  milieu d e  cul ture  par  l e s  suspens ions  ce l lu la i res  o n t  pe rmis  aux 

a u t e u r s  de  re lever  l'analogie biochimique e n t r e  c e s  deux c a t é g o r i e s  de 

composés (BECKER et al., 1964 ; YAMAOKA e t  SATO, 1977 ; TAKEUCHI e t  

KOMAMINE, 1978). La ressemblance la p lus  souvent  mentionnée concerne l a  

f rac t ion  hémicellulosique d e s  pa ro i s  e t  l e  complexe ex t race l lu la i re  dont  

s o n t  e x t r a i t s  d e s  xyloglucanes de composition t r è s  voisine (BAUER e t  al.# 

1973 ; WILDER e t  ALBERSHEIMi 1973 ; KAT0 e t  NOGUCHI, 1976 ; 

BARNOUD e t  al., 1977 ; AKIYAMA e t  KATO* 1982 ; EDA e t  al.* 1983-a ; 

JOSELEAU e t  CHAMBAT, 1934-a). 



L'analyse d e  la composition biochimique d e s  f r a c t i o n s  p a r i é t a l e s  e s t  

donc un moyen d e  démontrer  l 'origine d e s  polyméres recuei l l i s  d a n s  le 

milieu d e  culture d e s  suspens ions  cellulaires.  

3) Le milieu de cul ture ,  témoin d e s  échanges : 

La dépendance d e s  végétaux A l'égard d e  leur  s u b s t r a t  n a t u r e l ,  l e  

s o l ,  e s t  l a  ca rac tg r i s t ique  e s s e n t i e l l e  de c e s  organismes.  La cu l tu re  i n  

v i t r o  d e s  cel lu les  e n  suspension d a n s  d e s  milieux n u t r i t i f s  a r t i f i c i e l s  

renforce  c e t t e  tendance.  En e f f e t ,  l e s  ce l lu les  n'ont e n t r e  e l l e s  que  t r P s  

peu d e  contacts ,  meme lorsqu 'e l les  forment d e s  a g r é g a t s  e t  l ' i n t é r e t d e  

c e t t e  s i t u a t i o n  r é s i d e  j u s t e m e n t  d a n s  le f a i t  q u e  l ' e n s e m b l e  d u  

métabolisme cel lu la i re  s e  t r a d u i t  par  l e u r s  r e l a t i o n s  avec l e  milieu de 

culture.  Seule source  d'approvisionnement e n  nutr iments ,  l e  milieu 

cons t i tue  également l a  s e u l e  poss ibi l i té  pour l 'évacuation d e s  d é c h e t s  

ce l lu la i res .  Pour c e s  r a i s o n s j  i l  e s t  l e  vér i table  témoin d e s  échanges  

nu t r i t ionne l s  e t  les var ia t ions  de s e s  pa ramet res  cons t i tuen t  d e s  

ind ica teurs  fonct ionnels  du métabolisme cellulaire. 

La premiere démarche cons i s te  A suivre  la diminution d e s  é l é m e n t s  

mineraux ou organiques  qui  o n t  é t é  in t rodu i t s  a u  d é p a r t  d a n s  l a  s o l u t i o n  

nutr i t ive .  De ce po in t  de vue,  la dispar i t ion rapide du saccharose ,  n ' e s t  

qu'une confirmation d e s  r é s u l t a t s  acquis  antér ieurement  a u  l abora to i re  

(BRASSART et al., 1977). I l  s 'agit  d'un fac teur  l imi tant  d e  la c ro i s sance  

puisqu'en doublant la concentraticln in i t i a le ,  l e s  M.F. e t  M.S. m e s u ~ é e s  en 

f i n  d e  cul ture  s o n t  largement  supér ieures .  La nu t r i t ion  minérale a é t é  

su iv ie  A t r a v e r s  la diminution de  la concentration d e s  principaux c a t i o n s  a u  

cours  d e  l a  culture.  La concentration du sodium demeure fa ible  e t  s t a b l e .  

L'absorption d e s  a u t r e s  ca t ions  e s t  t r P s  in tense  pendant l e s  p r e m i e r s  

jours j  notamment cel le  du magnésium, élément qui f avor i se  également  

l 'absorption d e s  p h o s p h a t e s  (BISTER-MIEL e t  al., 1985). E n  f in  de cu l tu re ,  

il ne  s u b s i s t e  que 22 YO de magnésium e t  36 9b de  calcium a l o r s  que la m a s s e  

de  potass ium r e p r é s e n t e  encore 6 0  96 d e  celle in t rodui te  in i t ia lement  d a n s  

chaque flacon (FEGHALIj 1985). Ce dernier  r é s u l t a t  ne d i f f é r e  p a s  

sens ib lement  de  ceux ob tenus  par  GRIGNON (1969) avec  l a  suspens ion  

cel lu la i re  d'érable n i  de  ceux mentionnés par A. KAT0 e t  al. (1977) a v e c  l e s  

ce l lu les  d e  tabac. I l  ne f a i t  aucun dou te  que l a  concentration é levée  e n  

potass ium dans  l e  milieu de  cul ture  e n  f in  de  culture contribue pour  une 

p a r t  impor tan te  a u  maintien du po ten t i e l  osmotique ex te rne .  



E n  e f f e t t  ce  pa ramét re  diminue régul iérement  a u  cours  de la cu l tu re  

du f a i t  de la consommation t o t a l e  du saccharose  e t  d e s  n i t r a t e s  

(BRASSART et al., 1977 e t  1978). 

Le paramiltre du milieu de  cul ture  dont les v a r i a t i o n s  s o n t  l e s  p l u s  

sys témat iquement  d é c r i t e s  e s t  s a n s  dou te  l e  pH. Dans l e  c a s  p r é s e n t t  il 

augmente au c o u r s  d e  la cul ture  comme c 'est  la rPgle lorsque l e  milieu d e  

culture e s t  r iche  e n  n i t r a t e s ,  ceux-ci é t a n t  a b s o r b é s  beaucoup p l u s  

rapidement que l e s  cat ions .  Le f a i t  a v a i t  é t é  no té  par  GRIGNON (1?6:3), 

d'une p a r t  e t  p a r  MORVAN (19741, d 'autre pa r t ,  avec l e s  cel lu les  d 'érable 

cu l t ivées  d a n s  d e s  milieu:.: dont  l e s  concentra t ions  i n i t i a l e s  e n  n i t r a t e s  

é t a i e n t  t r i l s  d i f fé ren tes .  Toutefois,  l e  pH ne r é s u l t e  p a s  uniquement d e  

l 'absortion d i f fé ren t i e l l e  d e s  anions  e t  d e s  c a t i o n s  puisque l e s  ce l lu les  

s o n t  capables  d e  l e  régu la r i se r  e n  fonction d e  la valeur  à laquel le  il est 

é t a b l i  a u  d é p a r t  (DUBOIS, 1980). L e s  P.P.A. e x c r é t é s  d a n s  l e  milieu s o n t  

également impliques d a n s  l a  régula t ion du pH (MARIE-ALSABEKj 1985). 

Cependant j  l ' e f fe t  tampon qui e s t  déc r i t t  a é t é  obtenu e n  présence d'une 

concentration e n  P.P.A. 10 f o i s  supér ieure  à ce l l e  qui e s t  l a  l e u r  d a n s  l e  

milieu, en  f i n  d e  cul ture .  I l  n'en demeure p a s  moins v ra i  que  l e  pH 

augmente moins rapidement lorsque d e s  P.P.A. s o n t  i n t r o d u i t s  d a n s  l e s  

milieux de  cu l tu re  a v a n t  l'ensemencement. 

L'observation quotidienne d e s  f l acons  en  cul ture  p e r m e t  d e  

c o n s t a t e r  l e  r e j e t  d e  matigre pa r  l e s  ce l lu les  : avec l 'augmentation d e  l a  

durée  d e  l a  cul ture ,  l e s  milieux s 'opacifient  e t  se colorent. I l  a p p a r a i t  

p a r f o i s  de  v é r i t a b l e s  lambeaux qui f l o t t e n t  A l a  su r face  du milieu o u  

adhéren t  à la paroi  d e s  flacons. C e s  c o n s t a t a t i o n s  s e  t rouven t  conf i rmées  

par  l e s  méthodes  d e  précipi ta t ion d e s  polyméres : l 'éthanol p e r m e t  la 

récupérat ion d e  la t o t a l i t é  d e s  macromolécules e t  l e  C.T.A.B.t p l u s  

spécifiquement,  ce l le  d e s  polyanions. La f rac t ion  t o t a l e  augmente  

réguliérement d e  t e l l e  s o r t e  qu'en f i n  de  c u l t u r e j  s a  masse  séche  

r e p r é s e n t e  6 0  % du rés idu  s e c  du milieu e t  est équivalente  A l a  M.S. d e s  

pa ro i s  i solées .  Un tamisage moléculaire permet la mise e n  évidence d i r e c t e  

de l 'évolution d e  l a  t a i l l e  d e s  molécules s é p a r é e s  e t  donne une image 

i n s t a n t a n é e  d e s  m o u v e m e n t s  d e  s u b s t a n c e s .  I l  t é m o i g n e  d e  

l 'enrichissement continu du milieu de  cul ture  e n  composés l o u r d s  

in i t ia lement  a b s e n t s .  Paral lé lement ,  il a p p a r a i t  également d ' au t res  

composes plus  l é g e r s  ou  davantage r e t e n u s  p a r  le gel ,  notamment Une 

subs tance  colorée  qu i  n'a p a s  é t é  iden t i f i ée  jusqu'a p résen t .  



Le dosage colorimPtrique d e s  acides  uroniques contenus  d a n s  l a  

f rac t ion  polyanionique fourn i t  une évaluat ion di recte  d e  l ' i n tens i t é  

d 'excrétion de c e s  composés par  l e s  cellules.  11 ne  s 'agit  que d'environ 2 0  

X d e  l 'ensemble du complexe polysaccharidique extracellulaire.  Celui-ci 

évolue qual i ta t ivement  e t  quant i ta t ivement  a u  cours  de  la cul ture  d e s  

s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  comme l e  mentionnent l a  p lupar t  d e s  a u t e u r s  

(BECKER et al., 1964 ; STODDART e t  NORTHCOTE, 1967 ; OLSON e t  al., 

1969 ; MANTE e t  BOLL, 1975 ; YAMAOKA e t  SATO, 1977 ; TAKEUCHI e t  

KOMAMINE, 1973 ; BLASCHEK e t  al., i?'t:i). 

4) Conclusion : 

La suspens ion  cellulaire de  s i lPne n'a p a s  é t é  l'objet d'un nombre d e  

t ravaux a u s s i  considérable que ce l l es  d'érable ou de t abac  e t  de  ce  f a i t  

a p p a r a i t  h la f o i s  comme un modéle nouveau e t  a t t r ac t i f .  Le choix dé l ibé ré  

d e  ne  considérer  la croissance qu'A t r a v e r s  l e s  re la t ions  fonc t ionne l les  

e n t r e  l e  milieu de  cul ture  e t  l a  paroi  d e s  cel lu les  p résen te  l 'avantage d e  

pouvoir appréhender  l e s  obse rva t ions  d'une façon globale, s a n s  a v o i r  A 

t e n i r  compte d e s  d i f f i cu l t és  méthodologiques et conceptuelles r e l a t i v e s  

aux compart iments  cellulaires.  En l imi tant  l 'étude e n t r e p r i s e  aux 

évknements  extracel lu la i res ,  c 'est  le rb le  de  l a  paroi  qui e s t  m i s  e n  c a u s e  

ou p lus  exactement  m i s  e n  valeur.  En e f f e t ,  l e s  polyméres l i b é r é s  von t  

modifier  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  ce l lu les  e t  le milieu de  cul ture .  

L'évolution d e s  p o t e n t i a l i t é s  de  croissance d e  la s u s p e n s i o n  

cel lu la i re  d e  s i l é n e  e t  l e s  remarques  concernant les p r o t o p l a s t e s  e t  l e s  

cel lu les  qui  s u b i s s e n t  d e s  a t t a q u e s  enzymatiques pe rmet ten t  : i) de  

considérer  l e s  ce l lu les  de  Silène comme d e s  p r o t o p l a s t e s  d i f f é r é s  ; ii) d e  

s ' in terroger  s u r  l e u r  é t a t  physiologique ; iii) d e  suspec te r  d e s  a c t i v i t é s  

enzymat iques  i n t r a p a r i e t a l e s  responsab les  d e  l a  dégradat ion permanente  

d e s  parois .  

Enf in ,  i l  n ' e s t  p a s  ce r ta in  que l e s  r é s u l t a t s  acquis avec  l e s  c e l l u l e s  

cu l t ivées  e n  suspens ion  s o i e n t  t r a n s f é r a b l e s  h l a  p lante  en t i é re .  E n  e f f e t ,  

l e s  r e l a t i o n s  in te rce l lu la i res  s o n t  t r é s  r é d u i t e s  e t  il ne s u b s i s t e  guPre  de  

t r a c e  d e  différenciation.  



II  . CONSIDERATIONS SUR L'EXCRETION DE POLYMERES PECTIQUES 

ACIDES 

Un choix a é t é  e f fec tué ,  d é s  l e  dépar t ,  d a n s  la maniére d 'aborder 

l 'étude d e s  polysaccharides extracel lu la i res .  E n  e f f e t ,  l l i n t é r & t  s'est 

cen t ré  s u r  l e s  polymPres d o t é s  d'une charge é lec t ros ta t ique  négat ive .  D e s  

préoccupations a n t é r i e u r e s  A ' propos  de  l a  d i s t r ibu t ion  d e s  p o t e n t i e l s  

in t race l lu la i res  (MORVAN, 1973) e t  du pH d e s  milieux de cul ture  (MORVAN, 

1974) s o n t  A l 'origine d e  c e t t e  or ienta t ion.  L'emploi d'une méthode de  

prkcipitat ion sé lec t ive  pa r  un s e l  d'ammonium qua te rna i re  (C.T.A.B.) a 

permis de  consid&rer  que l e s  polyméres a i n s i  recuei l l i s  é t a i e n t  d e s  

polyanions. En proposant  l e  t e rme  générique de  polymPres pect iques  ac ides  

pour dés igner  c e t t e  f rac t ion  (MORVAN, 1982), une ant ic ipat ion a é t é  

commise d a n s  l a  mesure o h  aucune preuve d i rec te  d e  l a  na tu re  pect ique n i  

du  ca rac té re  acide d e  c e s  polymPres n 'é ta i t  p résen tée .  I l  convient donc d e  

remédier A ce manque e n  démontrant  le bien fondé d e  l a  proposit ion.  Dans  

un premier temps,  la n a t u r e  biochimique d e s  P.P.A. e s t  é tud iée  e t  l a  

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

L'hétéropolymolecularité de  c e s  composés, l e u r s  va r ia t ions  q u a n t i t a t i v e s  

a u  cours  d e  la croissance e t  un réexamen d e s  arguments  cytologiques  

p e r m e t t e n t  d e  t e s t e r  l 'hypothése de  l'origine pa r ié ta le  d e s  P.P.A. et d e  

d i scu te r  de  l a  va l id i t é  du t e rme  d'excrétion pour qual i f ier  leur  l ibé ra t ion  

d a n s  l e  milieu de  culture.  Enfin, l e s  e f f e t s  que provoquent c e s  composés,  

a u s s i  bien s u r  l a  croissance d e s  ce l lu les  qui les produisent ,  que s u r  cel le  

d ' a u t r e s  s y s t e m e s  b i o l o g i q u e s  p e u v e n t  ' -F0783etre  comparés aux e f f e t s  

t r ad i t ionne l s  a t t r i b u é s  aux s u b s t a n c e s  de  croissance que s o n t  l e s  a u x i n e s  

e t  l e s  gibbérell ines.  

1) Nature e t  p r o p r i é t é s  a c i d e s  d e s  P.P.A. : 

La méthode d e  dosage colorimPtrique au carbazol su l fu r ique  

(DISCHE, 1947) e s t  généralement  considérée  comme l e  moyen d'apprécier 

quan t i t a t ivement  l e s  ac ides  uroniques  contenus  d a n s  un échantillon. L e s  

i n t e r f e r e n c e s  d u e s  ;i l a  présence d e  sacchar ides  n e u t r e s  peuvent  h t r e  

é v i t é e s  pa r  une correct ion (MONTREUIL e t  al., 1981) prenant  en  compte l e s  

absorbances  r e s p e c t i v e s  d e s  radicaux n e u t r e s  e t  ac ides  A l 'orcinol 

sul fur ique e t  au  carbazol. 



Dans  c e s  condi t ionst  la présence d'acides uroniques d a n s  l e s  P.P.A. 

e s t  démontréet  a v e c  une reproduct ibi l i té  s a t i s f a i s a n t e .  

La coupure d e s  l i a i s o n s  uronosidiques e s t  une opéra t ion  

part iculiérement d i f f ic i le  (LAMPORTt 1978) e t  il a f a l l u  combiner d e s  

hydrolyses  chimiques e t  enzymatiquest  s e l o n  l e  principe u t i l i s é  pa r  JONES 

e t  ALBERSHEIM (1972It pour parvenir  A l 'obtention d e s  monoméres a c i d e s  

t o u t  e n  p r é s e r v a n t  l ' in tégr i té  d e s  a u t r e s  monosaccharides. L e s  rendements  

obtenust  s u p é r i e u r s  A 75 Xt a t t e s t e n t  de  l a  f iabi l i té  d e  l a  méthode 

employ ée .  L'analyse di recte  d e s  r é s i d u s  ac ides  par  chromatographie en  

phase gazeuse  e s t  impossible. Une lactonisa t ion e s t  nécessa i re  a v a n t  de 

l e s  t r ans former  e n  a ldi to ls .  La méthode de réduction par  le carbodiimide 

(TAYLOR e t  CONRADt 1972) n 'é tant  p a s  quan t i t a t ive  s u r  l e s  P.P.A. de  

silPne (JACQ.UESt i984It  c 'est  l e  borodeutérure  d e  sodium qui  a é t é  cho i s i  

comme a g e n t  réducteur.  L'excédent d e  ga lac tose t  d é t e c t é  par C.P.G.t 

provient ef fect ivement  de l'acide galacturonique p r é s e n t  d a n s  l e s  

échant i l lons  comme l e  confirme l 'analyse pa r  spec t romét r ie  de masse  

(MATULE WICZ e t  al., 1984). L'application de  l a  méthode d é c r i t e  c i -dessus  A 

l 'analyse d e  la composition centés imale  e n  monosaccharides d e s  P.P.A. 

permet d e  vé r i f i e r  que l'acide galacturonique e s t  bien l e  c o n s t i t u a n t  

principal d e  c e s  composés e t  que sa propor t ion molaire augmente a v e c  l a  

durée d e  l a  culture.  

L'acidité d e s  P.P.A. e s t  mesurée pa r  t i t r age .  L e s  va leurs  d e s  ph' 

c a l c u l é s  a p r é s  n e u t r a l i s a t i o n  s o n t  v o i s i n s  d e  c e l u i  d e  l ' ac ide  

poly galacturonique (RAVANATt 1979 ; CESARO et al.* 1982). Néanmoinst 

l e s  P.P.A. s e  di f férencient  d'un acide polygalacturonique p a r  la p résence  de 

deux ph' a p p a r e n t s  ne t t ement  d i s t inc t s .  L e s  d e g r é s  de dissocia t ion é t a n t  

toujours largement  in fé r ieurs  A i t  le premier v i rage ne peu t  e t r e  a t t r i b u é  A 

une contamination par  un acide f o r t  Le calcul des masses équ iva len tes  A 

pa r t i r  d e s  t i t r a t i o n s  donne p a r f o i s  d e s  va leurs  in fé r ieures  A c e l l e  de  

l'acide p o l y g a l a c t ~ r o n i q u e ~  ce qui e s t  e n  contradiction avec  l e s  r é s u l t a t s  

d'analyse chimique. L'hypothése d'un s u r c r o f t  de  charges  s u b s t i t u é e s  s u r  

c e r t a i n s  radicaux peu t  Pt re  envisagée.  La na tu re  du contre-ion e t  l a  

déméthylation in f luen t  s u r  l 'acidité du second virage ce qui incite A p e n s e r  

qu'une p a r t i e  d e s  P.P.A. e s t  capable de  changer de  conformation e n  

fonction d e  l 'environnement é lec t ros ta t ique  (pH localt  présence de calcium). 



Selon CESARO et al. (19821, l'acide polygalacturonique s u b i r a i t  une 

t r a n s i t i o n  e n t r e  une forme rigide A pH acide e t  une extension t o t a l e  d e s  

polymPres a u  voisinage d e  l a  neu t ra l i t é .  L'addition de s e l s  accen tuera i t  la 

s t a b i l i t é  d e  l a  configuration r ig ide  s a n s  modifier sens ib lement  s o n  

comportement A d e s  pH p lus  é l e v é s  (RAVANAT e t  RINAUDO, 1980). 

MORRIS et al. (1982) s igna len t  également d e s  t r a n s i t i o n s  lorsque les g e l s  

de  p e c t a t e  de  calcium (de type  "egg box") s o n t  d é s h y d r a t é s  pour l e s  é t u d e s  

de  d i f f rac t ion  de la lumiére. C e t t e  propr ié té  e s t  i n t é r e s s a n t e  d a n s  l a  

mesure o h  l e s  polymPres r k a g i s s a n t  aux condit ions locales,  peuvent  

changer de  conformation d a n s  l e  milieu de  culture e t  modifier  l e s  

p r o p r i é t é s  a p p a r e n t e s  d e s  molécules. 

Le premier objectif qui c o n s i s t a i t  A jus t i f i e r  l 'appellat ion d e s  

polymeres  pect iques  acides  est prat iquement  a t t e i n t .  Le point  f a i b l e  de l a  

démons t ra t ion  r é s i d e  d a n s  l'absence d e  determinat ion d e  l a  masse d e s  

molécules. L e s  expér iences  de  t amisage  moléculaire qui s o n t  e n  cours  

indiquent que l e s  m a s s e s  s o n t  t r P s  va r iab les  e t  comprises e n t r e  l o 3 e t  

10'. 11 n e  s 'agit  donc p a s  de t r P s  longs  polymPres e t  l a  p résence  

d 'oligosaccharides ac ides  e n  mélange n ' e s t  p a s  exclue. 

La na tu re  pectique d e s  P.P.A. e s t  confirmée par  l'analogie d e  l eur  

composit ion avec cel le  d e s  pect ines  1 comme l a  démonstra t ion e n  a é t é  

f a i t e  précédemment. La présence d'arabinose e t  de  galactose  d a n s  l e s  

P.P.A. comme d a n s  l e s  pec t ines  1 n 'es t  p a s  su rprenan te  car  c e s  deux o s e s  

s o n t  souven t  branchés s u r  l e  rhamnose in te rca le  e n t r e  l e s  radicaux 

ga lac tu ronosy l s  de  l a  chaine principale (TALMADGE e t  al.t 1973 ; Mc NEIL 

e t  al., 1930). P a r  contre ,  la proportion toujours  importante  d e  glucose  

l a i s s e  s u s p e c t e r  une contamination d e s  échanti l lons par  d e s  cha ines  

cel lu los iques  (MONRO et al.t 1976 ; CHAMBAT, 1982 ; LANVERS, i982It  

e n t r a i n é e s  l o r s  de  l 'émission d e s  P.P.A. dans  l e  milieu. C e t t e  hypothPse 

qui  n'a p a s  é t é  vé r i f i ée  expérimentalement n' e s t  p a s  e n  contradic t ion avec 

l e s  r é s u l t a t s  de  mesures  physico-chimiques qui montrent l e s  l i a i s o n s  

e n t r e  l a  ce l lu lose  e t  d e s  composés ac ides  puisqu'il s u b s i s t e  une C.E.C 

assoc iée  A l a  f rac t ion  r e s t a n t e  a p r P s  l 'extraction d e s  pec t ines  e t  d e s  

hémicel lu loses  par  t r a i t e m e n t  alcalin. I l  peut  s 'agir  @galement d'une 

contamination par  de  l'amidon e t  un t ra i t ement  par  1' d - a m y l a s e  

p e r m e t t r a i t  d 'éviter  c e t  inconvénient (TALMADGE et al., 1973). 



L'analyse d e s  d i f fé ren tes  fract ions sépa rées  s u r  une rés ine  

échangeuse (DEAE-Sephadex) permet de cons ta te r  que la  proportion d'acide 

galacturonique augmente avec l a  force ionique de l a  solution d'élution. Il  

e s t  a in s i  poszible de séparer  une fraction éluée par  le  NaCl 1 M t  dont  l e  

rapport rhamnose / acide galacturonique e s t  voisin de 1. Un t e l  r appor t  a 

é té  décri t  dans l e s  pectines de  racines de concombre, e x t r a i t e s  par 

l'hexamétaphosphate de sodium (KONNO e t  al., 1984). La répét i t ion de 

t e l l e s  séquences avec un rhamnose apparemment peu subs t i tué  e t  un acide 

galacturonique probablement peu méthyle; correspond A l a  chaine principale 

du rhamnogalacturonane 1 (Mc NEIL e t  al., 19:30 ; LAU e t  al.* 1933). Une fo i s  

confirmée, ce t te  s t ructure devrai t  Ptre  tres in té ressante  A é tudier ,  

notamment du point de vue de son  comportement physico-chimique. 

Les P.P.A. apparaissent  donc comme un moyen d'élucidation d e  la  

s t ruc ture  pariétale au mgme t i t r e  que l'ensemble des  polymPres r e j e t&  

dans l e  milieu de  culture (ALBERSHEIM e t  al., 1984 ; STEVENSON e t  al.* 

1986). En ef fe t ,  l e s  quelques r é s u l t a t s  présentés  A propos d e s  polym&res 

totaux qui comprennent une majorité de ~ y l o g l u c a n e s ~  du mannose e t  d e s  

t races  de  fucose renforcent ce t t e  idée. La comparaison avec l e s  r é s u l t a t s  

présentés  dans la l i t t é ra ture  permet d'assimiler ce s  polysaccharides A d e s  

fract ions hémicellulosiques. Tous ces  arguments confirment que l e s  

polysaccharides extracel lulaires  sont  de  bons indices biochimiques e t  

physico-chimiques de la  physiologie de l a  paroi. Leur étude donne une 

image complémentaire e t  instantanée de l a  paroi au moment de  leur  

prélévement. La répét i t ion des  analyses  au  cours d'un cycle de cul ture  

renseigne sur  l e  déroulement d e s  événements intrapariétaux. Elle inc i te  A 

r eche rche r  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l a  p ré sence  de po lysaccha r ides  

extracellulaires dans  l e  milieu e t  l a  croissance d e s  cellules. 

2) Les P.P.A. e t  l a  croissance cellulaire : 

Si l e s  P.P.A. s o n t  assimilés  A d e s  métabolites pariétaux, leur 

l ibération dans l e  milieu des  l e  début de l a  culture, l e  parallélisme avec la  

croissance cellulaire e t  l a  relat ion inverse avec la  consommation du 

saccharose, considéré comme subs t r a t*  permettent de considérer le  

processus comme du premier ordre,  par référence A l a  c lassif icat ion 

proposée par ~ ~ ~ ~ ~ ~ 1 1 9 5 5 ) .  Ce t t e  relat ion directe en t re  l a  quant i té  de 

subs t r a t  disponible e t  l'émission des  polymeres pariétaux e s t  vér if ibe 

lorsque l a  quantité init iale de saccharose introduite dans  le  milieu de 

culture e s t  modifiée. 

d o n s  D U R ~ N D  et PRRE~LLEUX (4979) 



De la mgme maniPret les f a c t e u r s  qui s t imulen t  la croissance 

provoquent corré la t ivement  une augmentation d e s  P.P.A. d a n s  le milieu. 

L'action du froid est i n t é r e s s a n t e  c a r  e l l e  permet  de  maintenir  l a  d ivis ion 

d e s  ce l lu les  s a n s  qu'el les grandissent .  Lorsqu'elles s o n t  r ep lacées  A l a  

t empéra tu re  favorable ,  les cel lu les  re t rouven t  e n  un s e u l  cycle de  cul ture  

l e u r s  c a r a c t è r i s t i q u e s  hab i tue l l es  d e  croissance . L'émission d e s  P.P.A. 

e s t  t r P s  fa ible  d a n s  l e  premier c a s  e t  e l l e  augmente s imul tanément  e t  

parallglement A la croissance d é s  que l a  t empéra tu re  s'élève. Par  a i l l eurs ,  

l 'action s t imulan te  d e s  gibberel l ines  e t  l ' e f fe t  inverse  provoqué par 

1'AM01618 interviennent  a u s s i  bien s u r  l e s  va r ia t ions  de  croissance e t  de 

t e n e u r  e n  eau d e s  ce l lu les  que s u r  l 'émission d e s  P.P.A.. 11 semble donc que 

l e  l i en  e n t r e  la croissance e t  l a  l ibéra t ion d e s  P.P.A. concerne plus  

par t icul ièrement  le grandissement  d e s  cellules. L'action de  l a  t empéra tu re  

s u r  l a  croissance e t -  l 'excrétion d e  polymères d a n s  l e  milieu e s t  va r iab le  

se lon  l 'espéce considérée  : la suspension cellulaire de  t a b a c  y e s t  trés peu 

sens ib le  (OLSON e t  al., 1969). Un ce r ta in  nombre d 'ac t iv i tés  enzymat iques  

s o n t  d i rectement  impliquées d a n s  l e  grandissement  cellulaire,  notamment 

l e s  peroxydasés  (OLSON et  al., 1969 ; PARISH, 1975 ; LEGRAND e t  DUBOIS, 

19771, l e s  phospha tases  (CRASNIER et al., 1980 ; UEKI, 1982) e t  l e s  

g lucanases  (NARI e t  al., 1983). L'action du froid s e  s i t u e  probablement A ce 

niveau c a r  l e s  b a s s e s  t empéra tu res  n e  s o n t  génbralement p a s  f a v o r a b l e s  A 

l 'expression d e s  a c t i v i t é s  enzymatiques. C e s  arguments  viennent A l 'appui 

de  l ' idée que la l ibé ra t ion  d e s  P.P.A. dans  le milieu de  cul ture  e s t  une 

conséquence d i r e c t e  d e s  remaniements  in te rvenan t  d a n s  l a  paroi  a u  cours  

du  grandissement  cellulaire.  

La ques t ion  du comportement d e s  pa ro i s  pendant l 'élongation d e s  

ce l lu les  a f a i t  l 'objet d e  t r P s  nombreux travaux. C e r t a i n s  f o n t  é t a t  de  

changements  de  la composition par ié ta le  (NEVINS et al., 1968 ; REIS, 1976 

; NISHITANI e t  MASUDA, 1980 ; BLASCHEK e t  FRANZ, 1983 ; KATSU e t  

KAMISAKA, 1983 ; MASUDA et al., 1984 ; BRUMMELL e t  HALL, 1985 ; FRY* 

1985)t du  r81e d e s  p ro tons  (FISHER e t  ALBERSHEIM, 1974 ; BAYDOUN e t  

BRETTt 19841, du calcium (WUYTACK e t  GILLET, 197:s ; TEPFER e t  

TAYLOR, 1981 ; ELLIOT e t  al., 1983 ; PRAT e t  al., 1934) e t  d e s  a u x i n e s  

(CLELAND, 1968 ; RUBERY e t  NORTHCOTE, 1970 ; LABAVITCH e t  RAY* 

1974 ; BAYLISS, 1977 ; LLOYD e t  al., 1980). D'autres on t  trait aux 

modifications u l t r a s t r u c t u r a l e s  (ROLAND e t  VIAN, 1979) e t  aux p r o p r i é t é s  

mécaniques d e s  pa ro i s  (RAYLE e t  CLELAND, 1970 ; SAKURAI e t  al., 
1977 ; TAIZ, 1984). 



La comparaison en t re  la composition chimique d e s  pectines 1 e t  celle 

d e s  P.P.A. permet de constater  que l a  proportion de l'acide galacturonique 

augmente au cours de la  culture. La paroi perd une part ie  de  s e s  composés 

pectiques qui s o n t  émis dans l e  milieu de culture e t  simultanément el le  

s'enrichit en nouveaux polymPres. Le phénoméne dans s o n  ensemble, peut 

e t r e  considéré comme un "turn over" d e s  pectines intrapariétales ,  analogue 

A celui des  hémicelluloses (FRANZ, 1972 ; MANTE e t  BOLL, 1975 ; 

TAKEUCHI e t  KOMAMINE, 1978 e t  1980-a ; NISHITANI e t  MASUDA, i9:33). 

Les modifications d e s  propriétés  physicochimiques des  P.P.A., notamment 

l e s  var iat ions des  masses équivalentes e t  l e  décalage des  courbes de 

neutral isat ion aprPs saponification d e s  l ia i sons  e s t e r s  apportent  d e s  

arguments en  faveur de l'hypothése d'un renouvellement continu. I l  semble 

que l a  nature d e s  pectines in tégrées  dans  l e s  parois  en f in  de culture s o i t  

voisine de celle d e s  P.P.A. son t  excrétés  dans  le  milieu de culture. Les 

d e g r l s  d ' e s t é r i f i ca t ion  t e n d e n t  A d iminuer  d a n s  l e s  deux cas .  

ParallPlement, l a  molarité d e s  P.P.A. dans l e  milieu e t  l e s  C.E.C. 

i n t r a p a r i é t a l e s  augmentent .  L e s  a r g u m e n t s  biochimiques e t  

physicochimiques actuellement disponibles tendent  h confirmer l'analogie 

en t re  l e s  P.P.A. e t  l e s  pectines les. plus  sa lubles  de la matrice pariétale .  

Les observat ions en microscopie électronique de l'aspect d e s  paro is  

confortent l'opinion qui vient d'Qtre développée. La formation d'espaces 

intercel lulaires  puis de méats e s t  sous  l a  dépendance directe  d'hydrolyses 

enzymatiques d e s  pectines (BAKER e t  dl., 1980 ; RION, 1985). Tant que l e s  

cellules demeurent associées,  l e s  poly méres forment un r k e a u  dense dans  

l e s  méats. Lors de l a  séparat ion des  cellules, l e s  fragments s e  t rouvent  

en t ra inés  ve r s  l 'extérieur e t  disséminés dans  l e  milieu de culture avec 

l 'aide d e s  f r i c t i o n s  mécaniques p rovoquées  pa r  l ' ag i ta t ion .  S a n s  

to ta le  ment écar ter  l'hy pothése que l e s  polysaccharides ex t racel lulaires  

puissent  correspondre A d e s  précurseurs pariétaux (OLSON, 197 1) qui 

t r ans i t en t  h t r ave r s  l a  paroi s a n s  s'y intégrer,  il semble que l e s  arguments , 

cytochimiques e t  physiologiques a t t e s t e n t  davantage d'une libération de  

fragments  ayant f a i t  par t ie  intégralement de la matrice pariétale.  Chez l e  

s i l@ne,  l a  présence de vésicules dans l e  périplasme ou mlme dans  l a  paroi 

peut troubler l e  raisonnement précédent dans l a  mesure oh ces vésicules  

peuvent s e  trouver l ibérées  dans  l e  milieu de culture. Un examen a t t en t i f  

d e s  micrographies permet de cons ta te r  que l e s  vésicules é tan t  e n  voie 

d ' l t r e  l ibérées  dans  l e  milieu sont  vides de t o u t  contenu contrastable par  

le  PATAg. 



Enfin, dans  cer taines conditions de culture, notamment lorsque l e s  

cellules sont  pr ivées de calcium, il s e  produit simultanément un 

épaississement d e s  parois e t  une émission plus intense de vésicules dans  

l e s  méats  s ans  que la  quantité de P.P.A. solubles l ibérés  dans l e  milieu 

n'augmente. 

Les  f a i t s  ex périmentaux + qu'ils soient  physiologiques, biochimiques, 

physicochimiques démontrent l'analogie s t ructurale  e t  fonctionnelle en t r e  

l e s  P.P.A. e t  l e s  pectines hydrosolubles de la  paroi. I l s  mettent  en 

évidence l a  dépendance en t re  le métabolisme des  composés pectiques dans 

l a  paroi, l'élongation cellulaire e t  l'émission des  P.P.A. dans  le  milieu de 

culture. Les  arguments cytologiques renforcent l e  concept qui déf in i t  le  

rejet  de c e s  composés comme une excrétion pariétale.  

3) Conséquences d e  l a  présence d e s  P.P.A. dans le  milieu de culture : 

Les conséquences de l a  l ibération des  P.P.A. dans  l e  milieu de 

culture ont  é t é  considérées A deux niveaux : il l e s  modifications 

spontanées des  parametres  du milieu au  cours de  la  culture ; ii) l e s  

changements des  memes données lorsque l e s  P.P.A. sont  ré in t rodui t s  dans 

l e s  milieux neufs. 

Les  P.P.A. é tan t  d e s  molécules chargées, ils sont  suscept ib les  de 

changer l e s  conditions de l a  distribution ionique en t re  l e  milieu e t  la 

paroi. Par  voie de conséquence, l e  pH e t  l e  potentiel  osmotique du milieu 

s e  t rouvent  légerement modifiés. L'affinité que présentent  e n  général  l e s  

composés pectiques A l'égard du calcium (KOHN e t  FURDA, 1967-a e t  -b ; 

REES, 1977 ; RAVANAT, 1979 ; MORVAN e t  al., 1985) e s t  confirmée p a r  la  

diminution continue des  coefficients d'activité mesurés directement dans  

l e  milieu au cours de l a  culture. Apres seulement 3 jours de cul ture ,  

l 'activité du calcium dans l e  milieu e s t  inférieure de  43 "/o par  rapport l a  

concentration a lo r s  que l a  concentration molaire d e s  P.P.A. e s t  encore t r é s  

faible. Une tel le  disproportion peut avoir pour origine la  congPlation des  

échantillons qui a précédé la  mesure potentiometrique e t  qui a pu 

provoquer un changement de conformation des  P.P.A. e t  une rétent ion 

supplémentaire de cations. Les r é su l t a t s  des  t i t ra t ions  e f fec tuées  s u r  des  

P.P.A. de 7 e t  14 jours confirment leur fo r t e  sélect ivi té  pour le  calcium 

a lors  qu'ils ne manifestent aucune af f in i té  spécifique pour l e  potassium. 



La conséquence prévisible d e  c e t t e  p ropr ié té  e s t  que la q u a n t i t é  

r é e l l e  d e  calcium dont  d isposent  les cel lu les  a u  niveau du plasmalemme 

d o i t  ê t r e  t r e s  f a i b l e ,  d ' a u t a n t  q u e  l e s  p o l y m é r e s  i n t r a p a r i é t a u x  

contr ibuent  également  A r e t e n i r  c e t  élément. D'ailleurs, l 'addit ion de  

P.P.A. d a n s  l e s  milieux de  cul ture  provoque une diminution de  la 

consommation du  calcium a l o r s  que celle d e s  a u t r e s  ca t ions  augmente,  

notamment cel le  du potassium. 

Le seconde ctsnséquence a t t e n d u e  e s t  une modification du pH du  

milieu, e n  r a i s o n  du caractPre acide d e s  P.P.A.. C e r t e s ,  l 'élévation du  pH a u  

cours  d e  la cu l tu re  peu t  (rtre a t t r i b u é e  A l 'al imentation nitr ique.  E n  e f f e t ,  

l e s  n i t r a t e s  s o n t  rapidement consommés (BRASSART et al., 1978 e t  19841, 

l ' ac t iv i té  de  la ni t ra te-réductase  pe rmet tan t  qu'ils ne  s o i e n t  p a s  tox iques  

pour l e s  cellules.  Comparativement, l 'absorption du potass ium e s t  p lus  

fa ib le  puisqu'il e n  r e s t e  encore 6 0  % e n  f i n  d e  cul ture  (FEGHALI, 1985). 

C e t t e  d i s t o r s i o n  e n t r e  l 'absorption d e s  deux i o n s  major i ta i res  d a n s  l e  Î 
milieu d e  cu l tu re  explique I'élgvation d e  pH observge  mais l 'amplitude d e  

l a  va r ia t ion  d e  pH n'equilibre p a s  la d i spar i t ion  d e s  n i t r a t e s .  11 e s t  

poss ib le  de  s u p p o s e r  que  l a  présence d e s  P.P.A. pu i sse  r a l e n t i r  c e t t e  

é lévat ion du pH qui n 'est  p a s  favorable  h la croissance d e s  ce l lu les  

(DUBOIS, 1980). Lorsque d e s  P.P.A. s o n t  i n t r o d u i t s  d a n s  d e s  milieux d e  

cu l tu re  neufs ,  s o u s  forme brute  ou s o u s  forme protonée,  ils n ' a f fec ten t  p a s  

l e  pH in i t i a l  du  milieu. Cependant,  l 'augmentation du  pH s e  t rouve r a l e n t i e  

pendant  l e s  4 p remiers  jours de cul ture  lorsque l e s  P.P.A. s o n t  i n t r o d u i t s  

s o u s  forme H. I l  ne  s ' ag i t  p a s  d'un e f f e t  d i rec t  puisque l e  pH i n i t i a l  n'a p a s  

é t é  modifié. L'absorption d e s  n i t r a t e s  pourra i t  se t rouver  r a l e n t i e  e n  

. r a i s o n  d e  l ' aba i s sement  bruta l  d e  l 'activité du calcium a u  vois inage du  

plasmalemme. Le pH comme l e  po ten t i e l  osmotique s o n t  d e s  p a r a m é t r e s  

dépendan ts  d e  nombreux fac teurs .  I l s  doivent  Otre cons idérés  avec  

prgcaution meme s'ils s o n t  pa r fo i s  invoqués comme f a c t e u r s  s u s c e p t i b l e s  

de  modifier l a  croissance d e s  cel lu les  (MARETZKI et al., 1972 ; BAYDOUN 

e t  BRETT, 1984). 



4) E f f e t s  d e s  P.P.A. s u r  l a  croissance : 

L'introduction de  P.P.A. e x c r é t é s  par  la suspens ion  cel lu la i re  d e  

s i l e n e  d a n s  l e s  milieux de cul ture  n e u f s  a permis  de montrer  qu'ils s o n t  

capables  de  s t imule r  la croissance d e s  ce l lu les  qui  l e s  produisent.  C e t  

e f f e t  concerne $ l a  f o i s  l a  multipljcat ion des cellules et l'augmentation des 

m a s s e s  f ra iches  e t  sèches ,  lorsque l 'approvisionnement e n  h y d r a t e  d e  

carbone n ' e s t  p a s  un fac teur  l imitant .  En f in  d e  cul ture ,  la t eneur  e n  e a u  

d e s  ce l lu les  e t  l e u r s  dimensions s o n t  accrues,  montrant  que l 'action d e s  

P.P.A. concerne également l e  grandissement  cel lu la i re t  ce  qui s e  t r a d u i t  

d 'a i l leurs  par  une s t imulat ion d e  1'e:icrétion. La démonstra t ion d e s  e f f e t s  

a c t i v a t e u r s  provoqués par  l e s  P.P.A b r u t s  e t  l e s  condit ions d a n s  l e s q u e l l e s  

ils s o n t  obtenus  pe rmet ten t  de p o s e r  un ce r ta in  nombre d e  ques t ions  : 

- puisqu'il s 'agit  d'un mélange d e  moléculest est-il poss ible  d e  l e s  

s é p a r e r ,  de  l e s  iden t i f i e r  a u  plan biochimique e t  d 'a t t r ibuer  p l u s  

spécifiquement l e s  e f f e t s  o b s e r v é s  .? 

- puisque l e s  P.P.A. s o n t  d e s  molécules chargées  n iga t ivement ,  exis te- t - i l  

un l i en  e n t r e  l eur  acidi té  e t  l e u r s  p ropr ié tés  biologiques ? 

- L e s  e f f e t s  a t t r i b u é s  aux P.P.A. de  Silène son t - i l s  spécif iques?  

- Existe-t- i l  d e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  e f f e t s  pr.crvclqués p a r  l e s  P.P.A. e t  

ceux d 'autres  f a c t e u r s  de  croissance '? 

L e s  t e n t a t i v e s  pour s é p a r e r  les P.P.A. s e l o n  l a  t a i l l e  d e s  mol4cules 

n'a p a s  fourni  d 'excellents r é s u l t a t s .  Selon l e s  ca rac té r i s t iques  d u  ge l  

u t i l i sé ,  ils s o r t e n t  t o u s  P l 'exclusion de  l a  colonne ou se r é p a r t i s s e n t  e n  

un s e u l  pic diffici lement décomposable. Le f ract ionnement  du milieu d e  

cul ture  qui  a v a i t  m i s  e n  évidence l 'apparition d e  nouveaux composés d a n s  

l e  milieu d e  cul ture ,  notamment A l 'exclusion d e  la colonne, a é t é  r é u t i l i s é  

pour montrer que t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  ne  s t imulen t  p a s  l a  croissance e t  que 

c e r t a i n e s  s 'avhrent  meme franchement inhibi t r ices .  Soumis a u  m4me 

tamisage  moléculaire l e s  P.P.A. s o n t  s é p a r é s  e n  deux f r a c t i o n s  dont  s e u l e  

l a  p lus  lourde e s t  ac t ivat r ice .  



P a r  contre,  le t r a i t e m e n t  d e s  polymPres s u r  une r é s i n e  échangeuse 

d'anions cons t i tue  un moyen eff icace  pour l e s  s é p a r e r .  Dans c e s  condit ions,  

l e s  f r a c t i o n s  s 'avèrent  d 'autant p lus  ac t iva t r i ces  qu'el les s o n t  p lus  

c h a r g é e s .  La f r a c t i o n  n e u t r e ,  s é p a r é e  d u  mil ieu  d e  c u l t u r e  p a r  

chromatographie d'échange d'ions, e s t  inhibitr ice A l a  concentra t ion 

habi tuel le  d e  25 mg.1" e t  devient  ac t ivat r ice  lo r sque  l a  d o s e  u t i l i s é e  e s t  

diminuée. La mise s o u s  forme H d e s  groupements acides  n'améliore p a s  

l e u r  e f f e t  d'une maniére significative.  Un t ra i t ement  de dées té r i f i ca t ion  

e f fec tué  s u r  d e s  P.P.A. b r u t s  e t  s u r  la f ract ion neu t re+  i s s u e  d e  l eur  

s é p a r a t i o n  par  chromatographie d'échange d'ions, permet d'obtenir une 

a m é l i o r a t i o n  d e s  e f f e c t s  s t i m u l a n t s .  La t e n t a t i o n  d ' a t t r i b u e r  ce  

supplément  d'activation au démasquage de s i t e s  ac ides  e s t  grande,  

d 'autant qu'il s 'agi t  d'une tendance a l l an t  d a n s  le mPme s e n s  q u e  l e s  

r é s u l t a t s  précédents .  Toutefois ,  le nombre l imi té  d ' e ssa i s  e f f e c t u é s  

conduit A la prudence. L e s  a n a l y s e s  pa r  chromatographie e n  phase  gazeuse  

d e  la composition e n  monosaccharides d e s  f rac t ions  s é p a r é e s  par  

c h r o m a t o g r a p h i e  d ' échange  i o n i q u e  conf i rme  l a  p r é s e n c e  d ' ac ide  

galacturonique d a n s  les f r a c t i o n s  chargées  et act ives .  I l  ne s ' ag i t  p a s  

d'une r e l a t i o n  exclusive d a n s  l a  mesure oh la f ract ion neu t re  q u i  ne 

comprend p a s  d'acide uronique s t imule  néanmoins l a  croissance lorsqu'el le 

e s t  u t i l i s é e  A fa ible  dose .  

L e s  e f f e t s  d e s  P.P.A. s o n t  probablement a t t r i b u a b l e s  pour une 

grande p a r t  A l a  p résence  de  l'acide galacturonique e t  au  caractPre  char94 

d e s  polymPres d a n s  l e s q u e l s  i l  est Insdr0. En effet, la plupart des 

ol igosacchar ides  don t  l e s  e f f e t s  o n t  é t é  m i s  e n  évidence récemment d a n s  

l e s  p r o c e s s u s  de d é f e n s e  d e s  végétaux contre l e s  i n s e c t e s  ( RYAN et  al., 

1981 ; WALKER-SIMMONS e t  al., 1983) ou contre les microorganismes (LEE 

e t  WEST, 1981 ; MC NEIL e t  al., 1984) s o n t  d e s  composés pec t iques  

comprenant l'acide galacturonique ( BISHOP e t  al., 1981 ; HAHN e t  al., 1981; 

; DAVIS e t  al., 1984) .  C e s  o b s e r v a t i o n s  p e u v e n t  é g a l e m e n t  ê t r e  

rapprochées  de  l 'action l é tha le  d e s  enzymes pect iques  s u r  l e s  c e l l u l e s  

(HISLOP e t  al., 1979 ; KEON, 1985). L'uti l isat ion thérapeut ique d 'acides 

uroniques  d a n s  l a  l u t t e  contre  l e s  infect ions  fongiques  dont  s o n t  v ic t imes  

l e s  a r b r e s  f r u i t i e r s  v i e n t  d 'etre préconisée OKOEHLER e t  KOEHLER, 1985). 



La quest ion d e  la spéc i f i c i t é  d e s  e f f e t s  d e s  P.P.A. s e l o n  l eur  or igine  

a pu 4 t r e  é tudiée  g r k e  A l 'u t i l i sa t ion s imul tanée de  p l u s i e u r s  s u s p e n s i o n s  

cel lu la i res .  Les  P.P.A. de s i l è n e  s o n t  a c t i f s  s u r  la croissance d e s  ce l lu les  

d'érable e t  s t imulen t  ne t t ement  l e u r  excrét ion d e  P.P.A. mais ils s o n t  

to ta lement  ine f f i caces  s u r  la suspens ion  cellulaire de  ronce. P a r  con t re ,  

l e s  P.P.A. d'érable e t  d e  ronce inhibent  a u s s i  sévèrement  la c ro i s sance  d e s  

souches  qui  l e s  produisent  que celle d e  l a  suspens ion  cel lu la i re  d e  s i lene .  

I l  semble donc que l e s  e f f e t s  d e s  P.P.A. ne s o i e n t  p a s  sp6cif iquest  compte 

t enu  d e s  condit ions d a n s  l e s q u e l l e s  ils o n t  é t é  u t i l i sés .  C e t t e  obse rva t ion  

e s t  confirmée p a r  l e s  e s s a i s  r é a l i s é s  s u r  l e s  l e n t i l l e s  d'eau. Leur 

développement végé ta t i f  e s t  largement  s t imulé  par  l'adjonction d e  P.P.A. 

d e  s i l é n e  d a n s  l e u r  milieu de  culture.  L'effet  e s t  part iculièrement sensible 

a u  niveau du nombre d e  f r o n d e s  qui p e u t  augmenter  de  66 % en  un mois  en  

p r h e n c e  d e  l a  d o s e  optimale d e  P.P.A.. 

L e s  e f f e t s  r é g u l a t e u r s  d e s  f a c t e u r s  d e  croissance s o n t  le s u j e t  

d ' invest igat ions  permanentes.  La croissance d e s  jeunes p lan tu les  e s t  t r è s  

souven t  u t i l i sée  pour  d o s e r  l e s  phytohormones qui s o n t  e f f i caces  A t r è s  

fa ible  concentration.  L'allongement d e  l'hypocotyle d e  concombre e s t  

sens ib le  A l a  p résence  de  2,4-D. A f a i b l e  d o s e  (0 ,01  mg.l-l), l 'auxine 

p r é s e n t e  un e f f e t  favorable  s u r  l a  croissance d e s  plantules .  Pa r  con t re ,  

l 'augmentation d e  la dose  d e  l'auxine d a n s  l'eau d'imbibition d e s  g r a i n e s  

r a l e n t i t  l 'élongation d e  l'hypocotyle, l e s  va r ia t ions  s o n t  s i g n i f i c a t i v e s  en  

48 h e u r e s  pour d e s  d o s e s  d e  2,4-D comprises  e n t r e  011 e t  1 0  mg.l'i. 

L'introduction d e  P.P.A. d a n s  l'eau d'imbibition s t imule  l égèrement  

l 'allongement d e s  hypocotyles quelle que  s o i t  l a  d o s e  employée. Au 

contra i re ,  l e s  P.P.A. s ' avéren t  inh ib i t eurs  e n  présence d e  2,4-D e t  l ' e f f e t  

produit  e s t  d 'autant p lus  n e t  que  l e s  d o s e s  de 2,4-D e t  de  P.P.A. u t i l i s é e s  

s o n t  f a ib les .  L e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  aux ines  e t  l e  métabolisme p a r i é t a l  

s o n t  b ien connues notamment h t r a v e r s  l a  théor ie  acide d e  l 'élongation 

(RAYLE e t  CLELAND, 1972 ; LABAVITCH e t  RAY, 1974). Le 2t4-D s t imule  

l a  croissance (LEGUAY e t  GUERN, 1975) e t  l a  s y n t h è s e  de  composés  

par ié taux (RUBERY e t  NORTHCOTE, 1970) chez l e s  cel lu les  d'érable. 

MANTE e t  BOLL, (197:3) p réc i sen t  que  c e t t e  s t imula t ion  concerne plus  

par t icul ièrement  l 'élongation d e s  ce l lu les  de haricot. Au con t ra i re ,  c 'est  

l 'absence de l 'auxine qui f avor i se  l 'élongation e t  la s y n t h P s e  de 

polysaccharides d a n s  la suspens ion  cellulaire d e  c a r o t t e  (LLOYD e t  al., 

1980 ; MASUDA et  al., 1984). 



L'action d e s  aux ines  dépend donc de  la sens ib i l i t é  du maté r ie l  

biologique dont  l a  r éponse  peut  g t r e  to ta lement  inversée .  A i n s i  la 

coopération e n t r e  l e  2,4-D e t  l e s  P.P.A. observée  s u r  l 'élongation de  

l'hypocotyle de  concombre e s t  inverse  de l 'antagonisme e n t r e  l e  2t4-D e t  

un xyloglucane i s s u  du milieu d e  cul ture  de  la suspens ion  cel lu la i re  

d'érable, s u r  l 'élongation d e  l 'épicotyle d e  pois  (YORK e t  al., 1984). 

La suspens ion  cellulaire de s i l ene  e s t  sens ib le  b l 'action d e s  

gibbérel l ines  (BRASSART e t  al., 1982). La s t imulat ion de l a  croissance 

s'accompagne d'une augmentatiori de  l 'excrétion d e s  P.P.A. d a n s  l e  milieu 

de  cul ture  (MORVAN, 1982). La chromatographie s u r  couche mince du milieu 

de  cul ture  e t  d'une so lu t ion  de P.P.A. révPle que  l e s  ce l lu les  de s i lPne 

excre ten t  d a n s  l e  milieu de cul ture  d e s  s u b s t a n c e s  é m e t t a n t  une 

fluorescence lorsqu 'e l les  s o n t  soumises  A d e s  rad ia t ions  ul t ra-viole t tes .  

L'un d e  c e s  composés migre comme l'AG3, a l o r s  que l e s  a u t r e s  s o n t  

a s s o c i é s  A d e s  saccharides.  La l ia ison e n t r e  d e s  gibbérell ines e t  d e s  

sacchar ides  n 'est  p a s  due au procédé de  préparat ion d e s  P.P.A. pu i sque  

c e t t e  connexion p r e e x i s t e  dans  l e  milieu d e  cul ture  b ru t  e t  que l e  C.T.A.B. 

n 'entraine p a s  la radioact iv i té  assoc iée  b de  l'AG3 marqué, in t rodu i t  d a n s  

l e  milieu de  culture a v a n t  la précipi ta t ion d e s  P.P.A.. Les  moyens l e s  p l u s  

fréquemment u t i l i s é s  p a u î  mesurer l e s  effets des gibbére l l ines  c o n s i s t e n t  

e n  d e s  e s s a i s  biologiques, notamment s u r  l a  croissance d e s  p l a n t u l e s  de  

l a i t u e  e t  s u r  l 'activité d -amylas ique  d a n s  l'albumen d'orge (COUILLEROT 

e t  YIt 1985). L e s  r é s u l t a t s  d e s  e s s a i s  r é a l i s é s  par  MARIE-ALSABEK 

(19851, montrent que parmi l e s  s u b s t a n c e s  s é p a r é e s  du milieu de  cu l tu re  

par  chromatographie s u r  couche mince, celle qui correspstla à l 'emplacement 

= un caractPr is t ique d e  l'AG3 e s t  l a  p lus  active. Ces essais s ' i n t & r a t  dan-. 

f a i sceau  d 'arguments p la idant  e n  faveur  de la présence d e  g ibbére l l ines  

d a n s  l e  complexe polysaccharidique que cons t i tuen t  l e s  P.P.A.. L 'ef fe t  d e s  

gibbérel l ines  s u r  l e  métabolisme p a r i é t a l  a é t é  é tud ié  d a n s  l e s  g r a i n e s  en  

germination (TAKAKI e t  DIETRICH, 1980). 11 consiste en une otimulatiori de  

la production d'enzymes hydrolytiques,  notamment d a n s  l a  couche A 

aleurone d e s  ca ryopses  d'orge (TAI2 e t  HONIGMAN, 1976). Act ivateur  t r P s  

eff icace  de  l a  croissance d e s  t i s s u s  cul t ivés  "in vitro" (HENGELSON e t  

UPPERt 1970 ; LANCE e t  al., 19761, l'acide gibberell ique s t imule  également  

l a  séc re t ion  d e s  pect ines  e t  d e s  p ro té ines  (FRY, 1980). 



5 )  Conclusion : 

L e s  e f f e t s  biologiques p rodu i t s  pa r  l e s  P.P.A. s o n t  pr.ir~cip;c!enie::: 

d e s  s t imula t ions  d e  l a  croissance.  L e s  r é s u l t a t s  e n r e g i s t r é s  manquent de  

précision parce q u e  l 'étude n'a p a s  é t é  prolongée a u  niveau moléculaire. Le 

principal renseignement  recueil l i  concerne l e  rd le  déterminant  q u e  joue 

l'acide galacturonique d a n s  l e s  e f f e t s  s t i m u l a n t s  obse rvés .  11 s ' a g i t  d'un 

r é s u l t a t  qu i  concorde  a v e c  l e s  e f f e t s  q u i  o n t  é t é  a t t r i b u é s  aux 

o l i g o s a c c h a r i d e s  p e c t i q u e s  (ALBEHSHEIM e t  DARVILL, 1 9 8 5 ) .  La 

confronta t ion f a i t  apparaf  t r e  l e s  insuf f i sances  qui s u b s i s t e n t  au  n iveau  de  

l a  ca rac té r i sa t ion  s t r u c t u r a l e  d e s  P.P.A. qui cons t i tue  l a  prochaine é t a p e  

du t r a v a i l  engagé. 

La comparaison d e s  e f f e t s  provoqués pa r  l e s  P.P.A. avec ceux qui 

s o n t  occasionnés  p a r  l e s  aux ines  e t  l e s  g ibbérel l ines  n 'es t  p a s  fac i l ement  

in te rp ré tab le  e n  r a i s o n  du nombre r e s t r e i n t  de  données  expér imenta les  e t  

d e s  é léments  con t rad ic to i res  f iguran t  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  Chaque materiel 

biologique do i t  d'abord ePre  considéré  indépendemment c a r  il possPde  une 

s e n s i b i l i t é  aux f a c t e u r s  de  croissance qu i  lu i  e s t  propre. Ce point d e  vue 

s ' a p p l i q u e  aux  c e l l u l e s  d e  s i l P n e t  c a p a b l e s  d e  s y n t h e t i s e r  d e s  

gibbérel l ines  e t  d e  l e s  émet t re  d a n s  l e u r  milieu de  culture.  Le point  

remarquable r é s i d e  d a n s  l 'association e n t r e  l'acide gibb érell ique e t  une 

p a r t i e  d e s  P.P.A. c a r  e l l e  permet  de poser  un ce r ta in  nombre dlhypoth&ses  : 

i) L e s  g ibbére l l ines  in te rv iennen t  "in s i t u "  dans  l a  paroi  e t  leur  capac i t é  A 

y t r o u v e r  d e s  s i t e s  d e  f ixa t ion  ne  peut  que  favor i se r  l eur  action ; ii) E n  s e  

f i x a n t  d a n s  l a  paroi ,  l e s  g ibbérel l ines  peuvent encombrer le vois inage d e s  

poly meres  ac ides  e t  modifier a ins i  l e u r  proprié t é s  poly électroly t i q u e s  

(conformation, a f f i n i t é  e t  capaci té  d'échange ioniques) ; La l i b é r a t i o n  

conjointe de  g ibbére l l ines  e t  d e  f ragments  pect iques  confBre c e s  d e r n i e r s  

l e  rd le  de  t r a n s p o r t e u r s  de s u b s t a n c e s  d e  croissance.  L'explication la plus  
I ' 

immédiate d e s  e f f e t s  s t i m u l a n t s  provoqués par l e s  P.P.A. cons i s te  A les 

a t t r i b u e r  aux g ibbére l l ines  l i ées .  C e t t e  in te rp ré ta t ion  s é d u i s a n t e  e s t  

probablement réductr ice  si les p r o p r i é t e s  acides  d e s  P.P.A. s o n t  

s imul tanément  p r i s  e n  compte. 



L'étude d e s  polyméres pect iques  ac ides  e x c r é t é s  d a n s  s o n  milieu de  

cul ture  pa r  l a  suspens ion  cellulaire de  si lPne a é t é  e n t r e p r i s e  d a n s  le 

cadre p l u s  généra l  de  préoccupations concernant l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  

ce l lu les  et l e  milieu qui les entoure .  Le but i n i t i a l  d e s  expér imenta t ions  

mises  e n  oeuvre é t a i t  d e  r e p é r e r  pu i s  de  sé lec t ionner  d e s  molécules 

s u s c e p t i b l e s  de  modifier pa r  l e u r  présence l e s  condit ions d 'échanges 

ioniques  e n t r e  l e s  ce l lu les  e t  l e  milieu exter ieur .  La seconde é t a p e  a & t é  

d e  ca rac té r i se r  c e s  composés par l e u r  composition chimique e t  pa r  que lques  

p r o p r i é t é s  physico-chimiques. I l  s ' a g i s s a i t  d e  dé f in i r  leur  origine e t  de 

prgparer  d e s  a rguments  pour ana lyse r  l e s  r é s u l t a t s  qui devaient  provenir  

d e  l a  phase  su ivan te  du t ravai l .  Pour a t t e i n d r e  l'objectif déf ini  A l 'origine* 

il e t a i t  nécessa i re  d e  mesurer  l e s  conséquences d e  l a  présence d e s  P.P.A. 

d a n s  le milieu d e  culture. L'idée originale du principe méthodologique 

choisi  a é t é  d'introduire l e s  P.P.A. e x t r a i t s  d e s  milieux de  cul ture  d a n s  

ceux qui  venaient  d 'étre p r é p a r é s  pour y ensemencer d e s  ce l lu les  e t  

enclancher un nouveau cycle de culture, 

Pour f a c i l i t e r  l a  démarche e t  compte t e n u  d e s  travaux qui a v a i e n t  

déjA é t é  e f f e c t u é s  s u r  l e s  s u s p e n s i o n s  ce l lu la i res  e n  généra l  e t  s u r  ce l le  

d e  s i lPne e n  par t icul ier*  l e s  condi t ions  de  cul ture  on t  é t é  dé l imi tées  t r P s  

p r é c i s é m e n t .  E n  r a i s o n  d e  s a  p o s i t i o n  p é r i p h é r i q u e ,  l a  p a r o i  

pectocellulosique est di rectement  concernée p a r  t o u s  l e s  p r o c e s s u s  

d ' é c h a n g e s  qu ' i l  s ' a g i s s e  d e s  e n t r é e s  d e  s u b s t a n c e s  d e s t i n é e s  A 

l 'alimentation cel lu la i re  ou du r e j e t  d e s  composés devenus  i n u t i l e s  ou 

encombrants  pour le métabolisme. 



La l i t t é r a t u r e  f a i s a n t  é t a t  de  polysaccharides ex t race l lu la i res  d a n s  

l e s  milieux d e  cu l tu re  d e s  suspens ions  ce l lu la i res  e t  d e s  p r o t o p l a s t e s ,  l e s  

p r é s e n t e  comme d e s  corr~posér, d'origine par i4txle .  L e s  a n a l y s e s  d e  l e u r  

s t r u c t u r e  chimique o n t  permis  la mise a u  point  du  modéle dlALBERSHEIM 

qui  e s t  généralement  considéré  comme ré fé rence  par  la majorité d e s  

a u t e u r s ,  Pour t o u t e s  c e s  ra i sons ,  l 'évolution d e s  P.P.A. d a n s  l e  milieu de 

cul ture  a constamment é t é  re l i ée  au métabolisme par ié ta l .  Au coeur d e  l a  

problématique poursuivie s e  t rouve l 'élongation, p rocessus  fondamental du 

métabolisme cel lu la i re  d a n s  lequel  la paroi occupe d. l 'évidence une place 

prepondérente.  Par  hypothèse ,  c e t  a s p e c t  de  l a  croissance a é t é  r e t e n u  

comme cause  poss ible  A l 'excrétion de  polysaccharides d a n s  l e  milieu de  

culture.  P a r  voie d e  conséquence, l e s  e f f e t s  provoqués p a r  l ' introduction 

d e s  P.P.A. d a n s  l e s  milieux de  cul ture  n e u f s  o n t  é t é  également a n a l y s é s  e t  

i n t e r p r é t é s  par  rappor t  au  grandissement  cellulaire.  

Le t e rme  générique d e  polymPres pect iques  acides  pour d$s igner  l e s  

polyanions de  na tu re  sacchar idiques  p r é s e n t s  d a n s  le  milieu de cu l tu re  

p e u t  & t r e  u t i l i s é  avec la sécur i t é  nécessa i re  grCrce aux a r g u m e n t s  

biochimiques, physico-chimiques e t  cytochimiques qui démontrent l e u r  

p a r e n t é  avec  l e s  pec t ines  hydrosolubles  d e s  parois .  

L e s  P.P.A. s o n t  e n  f a i t  un complexe multimoléculaire peu homogene 

e n  r a i s o n  de  l a  d i v e r s i t é  d e s  r é s i d u s  monosaccharidiques n e u t r e s  qu i  o n t  

é t é  i d e n t i f i é s  d a n s  l e  mélange. La di f f icul té  rencontrée  pour s é p a r e r  

d i f f é r e n t e s  c a t é g o r i e s  de  molécules e t  l 'absence de  déterminat ion d e s  

m a s s e s  qu i  s'en s u i t  e s t  un handicap ce r ta in  pour i n t e r p r é t e r  l e s  e f f e t s  

que provoque l e  complexe, A l ' é t a t  brut ,  s u r  l e s  d i f f é r e n t s  s y s t h m e s  

biologiques auxquels  il a é t é  soumis. 

Toutefois ,  l e s  e s s a i s  r é a l i s é s  p a r t i r  d e  f r a c t i o n s  s é p a r é e s  par  

chromatographie d'échange d'ions, A la s u i t e  d e  t r a i t e m e n t s  de  protonat ion 

e t  d e  saponif icat ion d e s  l i a i s o n s  e s t e r i f i é e s  met ten t  e n  évidence le r61e 

prépondérant  que joue l'acide polygalacturonique, notamment lo r sque  s e s  

groupements  carboxyliques s e  t rouven t  démasqués.  



L e s  concentrations en  P.P.A. qui s'avgrent l e s  plus ac t ives  s o n t  t r & s  

faibles  par  rapport A aux doses  de saccharose fournies  comme source de 

carbone aux cellules, ce qui exclut t ou t  rdle nutr i t i f  A l eur  a t t r ibuer .  Par  

contre, c e s  concentrations sont  largement supérieures  A cel les  qui son t  

efficaces lorsqu'il s 'agi t  de  fac teurs  de croissance (2,4-D ou gibbérellines) 

e t  A ce l les  qui s o n t  mentionnées dans  la  l i t t é r a tu re  A propos des  e f f e t s  

d e s  oligosaccharides. La raison apparente e s t  que ces  derniers  s o n t  des  

fragments e:itrémements purif iés  a l ' instar des  P.P.A. qui l e  sont  encore 

insuffisamment. Les  e f f e t s  comparés avec ceux du 2,4-D s u r  l e s  plantules  

de concombre mettent  bien en évidence l'importance de l a  dose u t i l i sée  

dans l ' intensité d e s  réponses obtenues. 

Les e f f e t s  de type gibberellinique, bien que reposant  s u r  une 

expérimentation relativement limitée, méritent une a t ten t ion  particuliére. 

11 semble que l'intérilt principal d e s  r é s u l t a t s  e s t  qu'ils mettent  e n  

évidence une liaison en t re  l e s  P.P.A. e t  des  gibberellines dont au  moins 

l'AG3. Dans ces conditions, l'action stimulante d e s  P.P.A., analogue A celle 

de l'AG3, su r  la  croissance des  cellules de s i lene trouve une explication 

sa t i s fa i san te .  De plus, l e s  composés pectiques appara issent  comme des  

points de  fixation possibles  pour les gibbérellines dans  les parois, ce  qui 

permet d'élaborer un certain nombre dthypoth&ses A propos de leur mode 

d'action dans l e  contrdle de l'élongation : i) encombrement de l'espace au  

voisinage des  s i t e s  des t inés  A l a  s tabi l isat ion d e s  ge l s  pectiques pa r  l e  

calcium ; ii) modif icat ion de  l a  conformat ion  d e s  c h a i n e s  

polygalacturoniques e t  de leur distribution de charge défavorable A l e u r s  

l ia isons inter-chaines ; iii) possibili té d'action directe s u r  l e s  ac t iv i tés  

enzymatiques intrapariétales ,  responsables  de l a  déstabi l isat ion locale 

d e s  l i a i s o n s  in t e r - cha ines ,  n é c e s s a i r e  pour  l e  g l i s s e m e n t  d e s  

microfibrilles cellulosiques lo r s  de l'élongation. 

Ces considérations introduisent directement l e  second aspec t  

important de la  presence des  P.P.A. dans l e s  milieux de culture, celui  qui 

concerne l e  métabolisme pariétal  e t  s a  régulation. La parenté  biochimique 

entre  l e s  P.P.A. e t  l e s  pectines hydrosolubles de l a  matrice pariétale  peut 

iltre considérée A t r ave r s  l e s  différences qui apparaissent  selon l e  s t ade  

de la  culture. A l'évidence, l e s  P.P.A. son t  d e s  copies presque conformes 

des  pectines in t rapar ié ta les  e t  fournissent  une image complémentaire de 

la  composition de l a  matrice. 



Le m l  me raisonnement,  appliqué d a n s  l 'analyse d e s  p r o p r i é t é s  

physico-chimiques permet  d ' in terpréter  l 'excrétion d e s  P.P.A. A t r a v e r s  

d e s  changements d e  conformation d e s  macromolécules d a n s  l a  paroi. Selon 

l e  taux de  méthylation d e s  pec t ines  e n  place d a n s  l a  matrice p a r i é t a l e t  l e s  

l i a i s o n s  in ter-chaines  s o n t  p lus  ou moins r é s i s t a n t e s  aux c o n t r a i n t e s  

mécaniques que s u b i t  l a  paroi  l o r s  de l'élongation. Selon l e s  condi t ions  de  

pH local, les polymiires chargés  s u b i s s e n t  d e s  t r a n s i t i o n s  qui a b o u t i s s e n t  

A l eu r  s t a b i l i s a t i o n  ou au contra i re  A la poss ibi l i té  d 'g t re  s o l u b i l i s & s  puis  

évacués. L'inversion du coefficierit de  sé lec t iv i t é  e n t r e  le  calcium e t  l e  

magnésiumt dans  la matrice pa r ié ta le t  dPs  l e  quatriiime jour de cu l tu re t  e s t  

un élément qui s ' in tégre  d a n s  l a  meme sul.ir i l c .  r&ic.or-ir-iemerit : l e s  

r e l a t i o n s  pr ivi légiées  d e s  polymeres avec l e  magnésium semblent  de  n a t u r e  

A f a c i l i t e r  l'exclusion du calcium qui e s t  un s t a b i l i s a n t  notoi re  d e s  g e l s  

pectiques.  E n  f in  d e  culture,  lorsque l e  grandissement  cellulaire n'a p lus  

d e  r a i s o n  dlBtret  le paramPtre tend A sfirrver.ser & ricil.ivtiau tir1 favac~i ULI 

calcium. Le f a i t  p e u t  s 'expliquer par  l ' in tégrat ion de  nouvel les  pec t ines ,  

probablement moins méthylées  &/ou s u b s t i t u é e s  di f féremment t  comme 

l'indique l 'augmentation de  la capacité d'échange cationique e t  l a  v a r i a t i o n  

d e s  m a s s e s  équivalentes t  en  f i n  de  culture.  

C e s  considérat ions  conduisent A un modiile évolutif  du métabolisme 

d e s  pec t ines  p a r i é t a l e s  pe rmet tan t  d'y r e l i e r  l 'excrétion d e s  P.P.A. : 

ceux-ci proviendraient  d'un double pool de pectines.  Le premier correspond 

aux composés d e s  lamel les  moyennes, ceux qui par t ic ipent  A 1'6laboration 

d e  la paro i  primitive. I l s  s e  t rouvent  soumis  au décapaget A l 'érosion 

mécanique a p r e s  l a  d isçocia t ion d e s  cellules.  Leur l ibé ra t ion  peut  dépendre  

A l a  f o i s  d ' a c t i v i t é s  h y d r o l a s i q u e s  l o c a l e s  e t / o u  d e s  c o n d i t i o n s  

d'environnement physico-chimique, f avorab les  A l eu r  d isséminat ion d a n s  l e  

milieu d e  culture.  Le second groupe de pec t ines  s o n t  c e l l e s  qui c o n s t i t u e n t  

la matrice de la paroi  pr imaire t  au  mlme t i t r e  que les hémicelluloses.  

Comme les arguments  cytochimiques e n  témoignent,  l e u r  in tégra t ion  d a n s  

la paroi  e s t  continue t o u t  a u  long de  l a  culture.  L e s  p r o p r i é t é s  

physico-chimiques d e s  pect ines  e x t r a i t e s  d e s  pa ro i s  comme c e l l e s  d e s  

P.P.A. évoluent a u  cours  du temps,  e n  fonction de l a  phase  de  c ro i s sance  

considérée  (multiplication cellulaire ou élongation). I l  e s t  a i s é  d'imaginer 

que l eur  renouvellement cons t i tue  l'une d e s  formes de  l a  régula t ion du 

mé tabol isme par ié ta l .  



E n  s e  r é f é r a n t  A l'objectif de  dépar t ,  il convenait  de  mesure r  
concrétement l e s  modifications d e s  pa ramét res  du milieu d e  cu l tu re  

consécut ives  A l ' introduction d e s  P.P.A.. L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a u  niveau 

du po ten t i e l  osmotique ou du pH s o n t  re la t ivement  décevants.  La r a i s o n  

peu t  e n  ê t r e  que l e s  pa ramét res  o n t  é t é  mal choisis .  En e f f e t ,  l e  p o t e n t i e l  

osmotique comme le pH s o n t  e n  f a i t  l e s  r é s u l t a n t e s  de  mul t ip les  

mouvements de  s o l u t é s  e t  un e f f e t  donné peut  e t r e  contrebalancé p a r  un 

e f f e t  inverse ,  notamment a u  niveau d e s  échanges ioniques. Cependant,  l e s  

r é s u l t a t s  concernant l a  consommation du calcium e n  présence d e  P.P.A. 

supp lémenta i res  confirment que l eur  action s u r  la disponibi l i té  r e e l l e  de  

c e t  élément n 'est  p a s  nulle : l e s  v a r i a t i o n s  d e s  coeff ic ients  d 'activité d a n s  

l e  milieu e n  témoignent. I l s  diminuent régulihrement A mesure que  l a  

concentra t ion e n  P.P.A. augmente. Ainsi  s'impose progress ivement  la 

notion d'un r é s e a u  eeo-pariétal ,  d isséminé d a n s  le  milieu d e  culture.  La 

confirmation e s t  obtenue par  la v i sua l i sa t ion  di recte  d e  ce r é s e a u  e n  

microscopie électronique.  La s ignif ica t ion physique du concept d'eeo-paroi 

qui  e s t  proposé e s t  encore A dé f in i r  : d e s  mesures  de v i scos i t é  pour ra ien t  

é t a y e r  une démonstra t iont ion d a n s  ce  sens .  

P a r  c o n t r e j  la s ignif ica t ion physiologique p a r a i t  p lus  immédiatement 

access ible ,  meme s u r  l e  mode spécula t i f  : il e x i s t e  d e s  convergences  

m o r p h o l o g i q u e s  s u f f i s a n t e s  e n t r e  l e s  c e l l u l e s  d e  s i l P n e  e t  l e s  

p r o t o p l a s t e s  e n  généra l  pour considérer  c e s  cel lu les  comme d e s  e n t i t é s  A 

peine p l u s  é laborées .  Leur pa ro i j  exclusivement primaire, e s t  t r é s  f i n e  e t  

l 'émission abondante  d e  vés icu les  chargées  de  matér ie l  p a r i é t a l  indiquent  

qu'une g rande  p a r t i e  du métabolisme cellulaire est o r ien te  d a n s  l e s  deux 

c a s  v e r s  l e  renforcement d e s  parois.  L e s  cel lu les  réag i ra ien t  a i n s i  une 

s i t u a t i o n  d e  s t r e s s  permanent ou A d é f a u t  renouvellé p a r  l e s  rep iquages  

f réquents .  L'excrétion de  poly méres  d o t é s  de p ropr ié tés  poly é l e c t r o l y t e s  

d a n s  l e  milieu de  cul ture  procéderai t  d'une réact ion de  dé fense  d e s  ce l lu les  

contre  l e s  a g r e s s i o n s  ex t é r i eures .  

L'ensemble de  l 'étude d e s  P.P.A. e x c r é t é s  p a r  la suspens ion  

cel lu la i re  d e  s i l é n e  peu t  ê t r e  résumé A l 'extrême s o u s  l a  forme s u i v a n t e  : 

un complexe polyanionique d'origine pa r ié ta le  e s t  émis d a n s  l e  milieu d e  

cul ture  pa r  d e s  ce l lu les  qui t rouven t  a i n s i  un moyen d e  s e  dé fendre  pa r  

l ' intermédiaire d'une ex tens ion  extracel lu la i re  d e  leur  paroi. L e s  molécules 

qui l e  compose proviennent en  grande p a r t i e  de  l a  régula t ion du 

métabolisme p a r i é t a l  a u  moment de 1'e;longation cellulaire.  



E l l e s  s o n t  e n  o u t r e  capables  de s t imuler  l e  mécanisme qu i  est A 

l 'origine d e  l e u r  l ibération.  Au delAt l e u r  action p r é s e n t e  d e s  ana log ies  

avec  celle qui a é t é  a t t r i b u é e  par  a i l l e u r s  d e s  ol igosacchar ides  

par ié taux.  

L e s  insuf f i sances  que comporte fa ta lement  l e  modPle proposé s e  

s i t u e n t  A t r o i s  niveaux : i) le  fractionnement d e s  P.P.A. e n  composés 

davantage pur i f i é s  e t  mieu:.: ca rac té r i sés  physiquement ; ii) l ' identif ication 

précise  d e s  s t r u c t u r e s  chimiques f i n e s  ; iii) l a  précision d e s  e f f e t s  

provoqués par  c e s  composés s u r  l e s  s.;!~:iistriri.; bic?logiques auxquels  ils s o n t  

soumis.  C e t t e  autocr i t ique const i tue  l e  fe rment  de  la poursui te  du t r a v a i l  

engagé. L'expérience a.nalytique, acquise s u r  l e  t e r r a i n  do i t  P t re  renforcée  

grkice A l a  collabor'ation avec  d e s  l a b o r a t o i r e s  spéc ia l i sés ,  la ddterminat ion 

d e s  s t r u c t u r e s  d é t a i l l é e s  d e s  oligosaccharides c o n s t i t u a n t  un s u j e t  de  

recherche e n  t a n t  que tel. Au plan physiologique, l e  mode d'action, l e s  

e f f e t s  inducteurs  ou r é g u l a t e u r s  que semblent  provoquer l e s  P.P.A. 

méri tent  d'Ptre approfondis.  La premiere quest ion e s t  d e  savo i r  si c e s  

molécules pénè t ren t  d a n s  l e s  cel lu les  pour in te rcéder  d i rectement  au 

niveau du génome e t  induire l e s  réponses ,  l e s q u e l l e s  doivent  d 'a i l leurs  

P t r e  mieux déf in ies  a u  niveau moléculaire. Dans  l e  c a s  con t ra i re ,  

d i f f é r e n t e s  hypothPses  peuvent P t re  p roposées  : compte t enu  d e  l e u r  

or igine  pa r ié ta le ,  l e s  P.P.A. peuvent .Cr.or.rver dar .1~ Ia m a t r i c e  d~ la  pa ro i  

proprement d i t e  l e s  s i t e s  récep teurs  suscep t ib les  d e  cons t i tue r  d e s  p o i n t s  

d ' i m p a c t s  r é a c t i o n n e l s .  L e s  e n z y m e s  i n t r a p a r i é t a l e s  s o n t  d e s  

in te r locu teurs  potent ie ls .  L e s  P.P.A. peuvent  dgalement t r a v e r s e r  la paro i  

e t  t rouver  d e s  c ib les  membranaires. L e s  cand ida t s  comme r e l a i s  pour 

prolonger l ' information jusqu'au noyau ne  s o n t  p a s  nombreux : le calcium 

e s t  A p lacer  a u  premier rang e n  ra ison d e  son  a f f i n i t e  avec l e s  P.P.A., A 

cause  d e  sa local isa t ion membranaire e t  parce qu'il e s t  de  plus  e n  p lus  

considéré  comme l e  second messager  cytoplasmique devant  les nuc léo t ides  

monophosphates. 

Le programme e s t  ambitieux mais de nombreux travau:c s o n t  

ac tuel lement  e n  cours  s a n s  doute parce que l e s  chercheurs  cons idéren t  l e s  

succPs acqu is  récemment comme promet teurs .  Le t r a v a i l  p r é s e n t é  i c i  n 'es t  

qu 'une é b a u c h e ,  u n e  p r e m i é r e  é t a p e  e n  d i r e c t i o n  d 'une m e i l l e u r e  

apprécia t ion du r81e de  la  paroi  e t  d e s  oligosaccharides qu'elle recéle .  
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FICHE TECHNIQUE No 1 

EUALUATI ON DE LA CR01 SSANCE 

1) Mesure du volume cellulaire to ta l  (V.C.T.) 

- Agiter chaque flacon de culture puis verser son contenu dans une 

éprouvette. 

- Laisser décanter 3 0  min t rPs  exactement e t  noter le  volume des  

cellules sédimentées. 

2) Mesure de la masse frafche (M.F.) 

- Verser le  contenu de chaque flacon de culture dans un entonnoir de 

Büchner garni d'un papier f i l t re  e t  la isser  la  fil tration s e  dérouler 

sous vide, jusqu'a écoulement to ta l  du milieu. 

- Recueillir l e s  cellules à l a  spatule et lès peser  immédiatement 

(précision 1 0 ' ~  g) 

3) Mesure de la  masse sPche (M.S.) 

- Prélever environ 2 g (M.F.) de cellules e t  l e s  t ransférer  dans un 

pilulier préalablement pesé (précision 10'~ g). 

- Peser le piiuiier contenant l e s  cellules (précision 10'5 g) et 

exprimer l a  M.F. de cellules utilisées. 

- Congeler rapidement l e s  cellules par immersion dans l'azote 

liquide puis recouvrir d'un carré de gaze en coton maintenu par un 

bracelet en  caoutchouc. 

- Placer l e s  piluliers dans la cuve du lyophilisateur e t  la isser  sous  

vide pendant 48 h. 

- A la sor t ie  du lyophylisateur, placer l e s  Bchantillons dans un 

dessicateur e t  l e s  peser le  plus rapidement possible (precision 10'~ 

g). Exprimer la M.S. des  cellules par différence avec la  masse du 

pilulier vide. Le rapport entre la  M.S. e t  la  M.F. de cellules 

utilisées s e r t  ensuite à calculer la  M.S. des  cellules contenues dans 

chaque flacon. 



4) Dbnombrement d e s  cellules (N.C3 

- Peser (pr6cision 10'~ g) une demi-spatule de cellules et les placer 

dans 5 m l  de la solution d'acide chromique 1 0  XI A 4*C pendant 24 h. 

- Aspirer plusieurs fo i s  la  suspensiorr B .tr.avers l'aiguille 

hypodermique mont4e s u r  l a  seringue de maniere A dissocier 

parfaitement l e s  cellules. 

- Déposer une aliquote de la suspension dissociée dans la  cellule de 

Nageotte e t  effectuer le dénombrement des  cellules par unité de 

volume. Recommencer 3 fo is  l'opération. Le nombre moyen de 

cellules e s t  exprimé par m l  de milieu de culture. 

Réf érences : 

MORVAN H., 1982.- Fhï:.iril. '"$.a,, YI : !'71-678. 

MARIE-ALSABEK F. e t  al., 1984.- C. R. Acad. Sci. Paris,  298 : 

30 1-304. 



FICHE TECHNIQUE Na 2 

CYTOCHIMI E 

1) Fixation des  achantillons 

- Placer environ 1 0 0  mg de cellules dans un mélange ( i / i )  de 

glutaraldéhyde 3 49 e t  de tampon cacodylate 0,2 M, pH 7,2 pendant 2 

h a 20°c. 

- Rincer 2 fo is  15 min, l a i s se r  séjourner pendant 1 nuit puis rincer 3 

f o i s  5 min dans l e  tampon cacodylate. 

- Post-fixer l e s  échantillons dans Os04 1 % pendant 1 h A O°C. 

- Rincer 2 fo is  1 0  min dans l e  tampon cacodylate puis 3 fo i s  1 0  min 

dans  l'eau bidistillée. 

2) Deshydratation d e s  dchantillons 

Toutes  l e s  opérations sont  e f fec tuées  s u r  un lit de  glace. 

- Transférer  l e s  échantillons dans d e s  solution d'acétone A 10,  30, 

50, 7 0  e t  90  70 en  l e s  la i ssan t  séjourner 1 0  min dans  chacun d e s  

bains. 

- Trai te r  les échantillons 3 f o i s  par de l'acétone pure. 

3) Inclusion e t  poly mir isai ion 

La rés ine  de SPURR e s t  composée du mélange suivant : ERL (10 

g) + DER (6 g) + NSA (26 g) + Si  (018 g). 

- Placer l e s  échantillons dans  l e  premier bain composé de 50 % de  

résine e t  50 Y* d'acétone, pendant 4 h O'C, d a n s  un deuxiPme bain 

de résine pure pendant 4 h A O'C puis dans un troisième bain de  

rés ine  pure pendant 1 nuit  A O ' C .  

- Inclure l e s  éc hantil lons en  gélules e t  l a i s se r  polymériser pendant 

24 h b. 6O'C. 

4) Coloration d e s  Cchantillons s u r  gr i l les  

(Acétate d'uranyle - c i t ra te  de plomb) 

- Préparer la  solution d'acétate d'uranyle par  dissolution a 
sa tura t ion  d'une pointe de scalpel d'acétate d'uranyle dans l 'éthanol 

à 50'. Agiter vigoureusement, l a i sser  reposer puis  centrifuger. 



- Faire f l o t t e r  l e s  gr i l les  s u r  un film de solution d'acétate 

d'uranyle, dans  d e s  boi tes  de pétri, A l'obscurité pendant 15 min. 

- Rincer abondamment A l'eau bidisti l lée e t  recueillir l e s  gr i l les  s u r  

un papier f i l t re .  

- La solution de c i t r a t e  de plomb s e  consevant mal, il convient de l a  

préparer immédiatement avant l'emploi. mélanger 15 m l  de solution 

de  ci t rate  de Na 0,4 M e t  15 m l  d'une solution de n i t ra te  de plomb 

Ot25 M t  agi ter  vivement, l a i sser  reposer 3 0  min puis  ajouter 8 m l  de  

NaOH 1 N e t  compléter A 5 0  ml avec de l'eau disti l lée.  

- Diluer la solution au  1/5 avec NaOH OiOl N puis centrifuger. 

- Faire f l o t t e r  l e s  gr i l les  su r  quelques gout tes  de  la solution de 

ci t rate  de plomb* pendant 5 min. 

5) Coloration d e s  échantillons 

(acide périodique - thiocarbohydrazide - protéinate d'argent) 

- Placer l e s  échantillons dans une solution d'acide periodique A 1 Y' 

dans l'acétone A 5 0  % pendant 3 0  min. Laver plusieurs  fo is  30 min A 

l'eau bidistillée. 

- T r a n s f é r e r  l e s  I chan t i l l ons  d a n s  une s o l u t i o n  d e  

thiocarbohydrazide A 0,2 % dans l'acide acétique A 2 0  % pendant 4 h 

minimum (ou une nuit). Laver 3 fo is  rapidement puis  2 f o i s  1 0  min 

dans l'acide acétique A 1 0  Y*. Laver plusieurs  f o i s  en diminuant 

progressivement l a  concentration de l'acide acétique puis rincer 3 

fo i s  1 0  min A l'eau bidistillée. 

- Placer l e s  échantillons dans une solution acqueuse de protéinate  

d'argent A 1 X ,  pendant 30 min A l'obscurité. Lav e r  3 f o i s  

rapidement puis 3 f o i s  1 0  min dans l'eau bidistillée. 

Références : 

REYNOLDS E.S., 1963.- J. Ce11 Biol., 17 : 208-212. 

SPURR A.R., 1969.- J. Ultrastr .  Res., 26 : 31-42. 

THIERY J.P., 1967.- J. Microsc., 6 : 987-1018. 



FICHE TECHNIQUE N' 3 

PREPARATI  ON DES PAROI  S 

i) Isolement des  pa ro i s  

Lorsque l e s  cel lules  ont é t é  préalablement lyophilis4est e l les  

sont  réhydratées  pendant 2 fo i s  3 0  min dans l'eau bidisti l lee.  

A - 1Pre méthode (adaptée de MORVAN, 1983) 

- Placer l e s  cel lules  pendant 3 0  min dans  une solution de 

saccharose 1 M. 

- Broyer 3 fois  i min au Vir t is  dans  un bol reposant  s u r  un lit de 

glace puis  affiner le broyage manuellement au pot ter .  

- Filtrer,  riricer. h l'eau bidisti l lée puis placer dans  une solution de 

Triton X 100 A 1 Xt pendet,.: L h. 

- Laver abondamment A l'eau bidisti l lée (l'addition de  méthanol 

evi te  la formation d e  mousse). 

- Rincer dans  un mélange de chloroforme e t  de méthanol ( 2 / l  v/v) 

puis soumettre  a une sonication pendant 3 fo i s  1 min. 

- Laver abondamment A l'eau bidisti l lée puis rincer A l'acétone. 

- Secher pendant 2 h a l'étuve (50°C). 

B - 2Pme méthode (adaptée de CATHALA et al., 1978) 

Une macération de  longue durée dans  un detergent  permet de 

décaper compléternent l e s  membranes (?I 6vi.te les ririçagrs par  des  

so lvants  organiques. 

- Plasmolyser l e s  cellules dans une solution de  mannitol 1 M t  

pendant i h. 

- Broyer 3 fo is  5 min au Virtis, f i l t r e r  e t  rincer abondamment A 

l'eau bidisti l lee.  

- Placer les parois d a n s  une sc-~X\ i t  i r l r l  r i *  Tr1 ir:lr I .Y 100 A 1 %, pendant 

3 fo i s  48 h, en agi tat ion permanente. Entre  chaque opération, l e s  

parois  s o n t  rincées a l'eau bidistillée, repr i ses  dans  du mannitol 1 

M e t  soumises A un nouveau broyage au  Virtis. 

- Rincer finalement A l'eau bidistillée, congeler puis  lyophiliser. 



2 )  Extraction d e s  pectines 

- Extraire  l e s  parois isolée:. clL<rll.  I'r>,:it  i~icfieitillee bouillante 

pendant 3 fo is  2 h. F i l t re r  e t  mélanger l e s  f i l t r a t s  puis u l t ra f i l t re r  

s u r  membrane millipore 1 0 0 0 .  Le contenu poly saccharidique du 

rd t en ta t  constitue l e s  pect ines  1. 

- Recommencer l'opération avec une solution bouillante dlE.D.T.A. 

ou d'oxalate d'ammonium A 0,s Xt pendant 3 f o i s  2 h. Après 

l 'ultrafil tration, l e  contenu des  r é t e n t a t s  correspond aux pect ines  

II. 

R éf érences : 

CATHALA N. e t  al., 1978.- C. H. Acad. Sci. Paris, 286 : 1025-1027. 

MORVAN C., 1983.- Thése Doct. Sci. Nat., Rouen, 167 p. 



FICHE TECHNIQUE No 4 

MESURE DES C . E . C .  

1) Prétraitement d e s  paro is  - é t a t  de réfçrence 

- Placer l e s  parois dans  HC1 0 , 0 3  N pH 115 pendant 2 fois  30 min. 

2) Echanges cationiques 

- Mettre l e s  parois A équilibrer dans  une solution d e  CaC12 100 m M  

e t  renouveller l a  solution jusqu'A l a  s tabi l isat ion du pH e n t r e  5,5 e t  

- Eliminer l e  film de diffusion s u r  papier f i l t re .  

- Pese r  l e s  parois pour déterminer leur M.F. 

-Traiter l e s  parois dans  HCl 0,03 N pH 1,s pendant 30 min pour 

déplacer l e s  cations e n  équilibre avec l e s  acides uroniques. 

- Sécher l e s  parois A l'étuve A 50'C pendant 2 h e t  l e s  peser  pour 

déterminer leur M.S. 

- D o s e r  l e s  c a t i o n s  l i b é r é s  d a n s  la s o l u t i o n  d'HC1 par  

spectrophotométrie (émission ou absorption atomique) 

3) Expression des  r d s u l t a t s  

La C.E.C. e s t  exprimée en  milliéquivalent-grammes de  calcium 

par  g de paroi seche. 

Le taux de gonflement des  parois  e s t  calculé par l a  relat ion : 

= (M.F. - M .S.) / M .S. 

MORVAN C. et al.# 1985.- Physiol. Vég., 23 : 333-344. 



FICHE TECHNIQUE No 5 

DOSAGES 1 O N 1  QUES 

1) Photométrie de flamme (Photométre ELECTROSYNTHESE, PHFgO) 

Selon l e  cation e t  l a  gamme de concentration dans  laquelle il s e  t rouve 

dans l'échantillon, l a  méthode ut i l isée e s t  d i f fé ren te  de maniPre A 

résoudre l e s  2 difficultés principales, l a  sensibi l i té  des  dé tec teurs  e t  l e s  

r isques d'interf érences. 

A - Cas du potassium : 

Dans l e  milieu de  culture,  l e  potassium e s t  l e  cation principal e t  s a  

concentration e s t  toujours supérieure d'au moins 1 0  f o i s  A celle des  a u t r e s  

cations. 11 n'y a donc aucun risque d'interférence. Selon la sens ib i l i t é  d e s  

appareils ut i l isés* une dilution e s t  nécessaire ou non. Cependant* l e  

principe de  l a  mesure r e s t e  l e  meme. 

- Réaliser l a  gamme d'étalonnage adéquate ( en t r e  1 0  e t  100 m M ,  si le 

milieu n'est  pas  dilué e t  en t r e  O,i e t  i mM s'il e s t  dilué au  1 /100).  

- Mesurer l'émission A t r ave r s  l e  f i l t r e  interférent iel  prévu pour l e  K+, 

ap rés  avoir réglé le O s u r  un blanc (H20) e t  la pleine échelle s u r  l a  

concentration étalon l a  plus élevée. Construire l a  courbe de  référence. 

- Effectuer  l e s  mêmes mesures avec chacun d e s  échantillons puis déduire 

l e s  concentrations par  rapport A l a  gamme de référence. 

- Vérifier que l'émission d e s  solut ions l e s  plus concentrées en  CaCIZ et en  

NaCl e s t  négligeable (infèrieure A 1 X I .  

B - Cas du sodium : 

Cet élément e s t  difficile A doser  car s a  concentration e s t  toujours  

faible (0,54 mM dans  l e  milieu de  culture neuf). De plus, l ' interférence 

provoquée par l e  potassium e s t  réel le ,  e l le  doi t  Otre mesurée e t  

soustrai te .  

- Pratiquer comme dans  l e  ca s  précédent, e n  changeant de  f i l t r e  

interférent iel .  

- Pour déduire la  pa r t  du potassium, préparer un échantillon de KC1 de 

concentration identique A celle (mesurée précédemment) d e  l'échantillon 

corriger, mesurer son émission pilis S A  retrancher.  



C - Cas du calcium : 

Le calcium e s t  difficile A doser  par photométrie de  flamme e n  raison 

d e s  interférences.  La méthode de soustract ion ut i l isée pour l e  sodium 

permet de  réduire l a  par t  d e s  au t r e s  cations. Toutefois, l e s  r é s u l t a t s  son t  

systématiquement contrôles par  d e s  mesures en absorption atomique. 

- Pratiquer comme dans l e  cas  du potassium, en changeant de  f i l t r e  

interf  érentiel. 

2) Absorption atomique (PhotomPtre PERKIN-ELMER 107) 

I l  ex i s t e  également d e s  l imites A l 'uti l isation de l'absorption atomique 

: l e s  gammes de serrsik1ilii6 rie l'a[:lpar.eil sor~C précises  e t  rédui tes*  il 

ex i s t e  d e s  interfbrences en t r e  ions divalents  e t  l a  présence d e s  ions 

~ 0 ~ ~ - e s t  &galement génante. L'addition de  LaC13 permet de résoudre ces  

difficultés.  

A - Cas du calcium : 

La gamme de l inéari té  s'étend jusqu'A Ot2 mM. Des dilutions au  1 / i O  

&me son t  donc nécessaires  pour l e s  mesures à effectuer  dans  le  milieu de 

culture. L'addition de LaCl3 ne peut s e  f a i r e  qu'a faible concentration (0,2 

X )  car  au  dela l e s  Poq3- précipitent. 

- Préparer  l a  gamme étalon de CaC12 (0,01 A Ot2 mM) en  présence d e s  Q12 % 

de LaC13 communs à t ous  l e s  échantillons. 

- Préiparer l a  dilution des  échantillons A mesurer de la m@me maniére. 

- Effectuer  la  lecture A 422,7 rirri. 

B - Cas  du magnesium : 

La sensibi l i té  de l'appareil é tan t  plus élevée, l a  gamme de  l inéar i té  ne 

dépasse  p a s  0,02 mM de te l le  s o r t e  que d e s  dilutions comrises en t r e  1 / 5 0  

e t  i / iOO &me sont  nbcessaires pour effectuer  l e s  mesures dans l e  milieu 

de  culture. Du LaC13 e s t  dgalemer.12 a jclii-tC rfari~\ i c ~ i i s  les échantillons. 

- Préparer  la  gamme dtalon e t  l e s  dchantillons comme pour l e  calcium. 

- Effectuer  la lecture A 385,2 n t : ; .  

Réf érences : 

FEGHALI R., 1985.- DEA, Lille, 48 p. 



FICHE TECHNIQUE No 6 

PREPARATION DES P .P .A .  

- Séparer  l e s  cel lules  du milieu de culture par f i l t ra t ion.  

- Prélever  2 0  m l  de  milieu e t  y ajouter 2 0  m l  de  C.T.A.B A 3 YO porté  

prélablement A 4 0 ° C  e t  maintenir l e  mélange A 40°Ct  au bain mariet 

pendant 30 min. 

- Placer le mélange A 4°C pendant une nuit. 

- Réchauffer au  bain marie (i 40'C puis  centrifuger (i 2 0 0 0  g 

pendant 1 h. 

- Redissoudre compléternent le culot dans  5 m l  d e  NaCl 012 M puis  

reprécipi ter  l e s  polyméres par  30 m l  d'éthanol absolu. 

- Laisser  une nuit  A 4*C. 

- Centrifuger 2 0 0 0  g pendant 1 h e t  éliminer l'éthanol. Le culot 

peut  être repr i s  d a n s  quelques m l  d'éthanol absolu e t  d t r e  conservé 

a ins i  a -18°C. I l  peut  d t r e  également d i s sous  dans 10 m l  d'eau 

dis t i l lée ,  l a  solution s e rvan t  a l o r s  aux d i f f é r en t s  dosages. 

Une modification a 6 t é  proposée (voir figure 111-2) pour préparer 

d e s  P.P.A. en  quant i té  su f f i s an t e  pour effectuer  les e s s a i s  

biologiques. 

MORVAN H., 1982.- Physiol. Vég.# 20 : 671-678. 

MARIE-ALSABEK F. e t  al.t 1984.- C. R. Acad. Sci. Par is ,  298 : 

30 1-304. 



FICHE TECHNI QUE N a  7 

HYDROLYSES DES POLYSACCHARIDES 

1) Hydrolyses chimiques 

Deux t echn iques  s o n t  u t i l i s é e s  pour  hydro lyse r  l e s  

polysaccharides : par  1'A.T.F.A. e t  par H2S04. 

A - Hydrolyse par A.T.F.A. : 

- Introduire i m l  d'échantillon A hydrolyser contenant au maximum 1 

mg de saccharides (neutres  + acides), dans  un tube A hydrolyse, y 

ajouter i m l  dlA.T.F.A. 4 N ou 8 N pour obtenir une concentration 

finale 2 N ou 4 N. 

- Fermer hermétiquement l e s  tubes  e t  l e s  placer dans l'étuve A 

105'C1 pendant 2 h (A.T.F.A. 2 N) ou 4 h (A.T.F.A. 4 NI. 

- Eliminer 1'A.T.F.A. par  plusieurs codisti l lation avec de l'éthanol. 

B - Hydrolyse par H2S04 : 

- Dissoudre 5 mg de  pol ; te .a t r f~;~;  iiic.?: I, !;;,:il 11; Ser dans  2 m l  d' 

H2S04 72 X e t  diluer avant  la formation de fur fura ls  pour obtenir 

finalement une solution d' H2S04 1 N . 
- Introduire 5 m l  de  l a  solution dans un tube B hydrolyse, boucher 

hermétiquement e t  placer dans l'étuve pendant i h. 

- Précipiter l e s  ~ 0 ~ ~ -  par  un léger exces  de solution sa tu rée  de 

Ba(OHI2. Laisser  1 h A l'air libre pactr qcre I'e::rtfr. i it .  RitCl71t:)~ 

précipite avec l e  CO2 atmosphérique puis  centrifuger pour éliminer 

l'ensemble du précipit 6. 



R é f  érences : 

2) Hydrolyse enzymatique 

L'enr,yrne uti l isée e s t  une pectinase (Rapidase C 8 0  P) 

gracieusement fournie par l 'établissement. 

A - Purification de l'enzyme : 

- Effectuer  t ou te s  l e s  opérat ions à 4'C. 

- Dissoudre 5 0 0  mg de poudre dans  5 m l  de tampon acétate  O,i  N pH 

415. 

- Séparer l'enzyme de son excipierr.i p a r  tarrrisérge i~;c.~Ir?çirla:ir.i- -.ut. 

une colonne (12 x 500 m m )  de  Sephadex G 25, élu4 par l e  tampon 

acétate.  

- Repérer l a  fraction protéique so r t an t  A l'exclusion par  l a  

variation d'absorbance 280  nm. 

- Recueillir l'ensemble de l a  fraction correspondant au ier pic e t  

vér if ier  s u r  une couche mince, l'absence de  composés saccharidiques 

e n t r a f n é s  par l e  solvant  Ethanol / butanol / acide acétique / eau / 

pyridine (100/10/3/30/10) .  

B - Hydrolyse d e s  P.P.A. : 

L'efficacitQ de l'hydrolyse e s t  maximale lorsque l e s  4chantillons 

ont  é t  il soumis préalablement A une hydrolyse acide par 1'A.T.F.A. 

2N, pendant 2 h. 

- Reprendre l e  résidu sec  par  2 m l  de l a  solution enzymatique e t  

vér if ier  que le  pH demeure constant  (pH 4,5). 

- Placer l e s  échantillons dans d e s  tutte:. h ~;.;~:i:.ï~lyse, pendant 72 h 

30°C. 

- Trai te r  simultanémerrP tjrr 4 r 1 1  e seu le  pour 

contrôler l e  degré de sa stabi l i té .  

JONES T.M. e t  P.ALBERSHEIM, 1972.- Plant Physiol., 49 : 926-936. 



FICHE TECHNIQUE N O 8  

DOSAGE DES MCiNCiSACC:f-:AI~: .t i>t' ! ; FviiiR C m  P .  G . 

Avant toute a u t r e  opérationP introduire dans  chaque échantillon, 

A titre de témoin interne, une quantité déterminée de meiso-inositol. 

Dans le cas d e s  P.P.A., prendre 1 0  YO de la masse soumise A 

l'hydrolyse. 

1) Reduction d e s  monosescrt~ar.itJiil- nçtttr i ? ~ .  

- Alcaliniser 1égPrement l'échantillon e t  l e  l a i s se r  30 min A la 

temperature ambiante afin de d$lcic.ittr ti:;.tir. :ers i icirles uroniques. 

- Ajouter 1 0  mg d e  NaBH4 et la i sser  l a  réduction s e  poursuivre 

pendant 4 h A la température ambiante. 

- ArrCter le  réaction en  ajoutant une pointe de  scalpel de résine 

Dowex 50 x 8 (forme H+) e t  f i l t r e r  s u r  laine d e  verre  dds  que l e  pH 

e s t  égal  A 5. 

- Evaporer l'acide borique e n  excesr en  présence d e  méthanol 

contenant 1 YO d'acide acétique (formation du triméthyl e s t e r  qui e s t  

volatil). 

- Reprendre l e  résidu sec par 2 m l  d'eau bidisti l lée e t  par tager  e n  

deux l o t s  : l e  premier e s t  dest iné A l'acgtylation directe  e t  l e  

second doit  Q t re  lactonisé au préalable. 

2) Lactonisation d e s  acides aldoniques 

Au cours de l a  réduction d e s  monosaccharides neut res  e n a l d i t o l s ~  

l e s  acides uroniques ont  é t é  t ransformés en acides aldoniques (voir 

figure 11-71, 

- Ajouter un volume égal d'HC1 1 N e t  l a i s se r  1 h A l a  température 

ambiante. 

- Evaporer A sec par  un courant d'air chaud (40'C). 

- Laisser  séjourner pendant 18 heures  dans un excicateur* e n  

présence de NaOH. 



3) RBductim d e s  aldonolactones 

- Reprendre l e  résidu s e c  par  1 m l  d'une solution de té t rabora te  de  

sodium, y ajouter 10 mg de NaBD4 e t  la i sser  l a  réduction se 

poursuivre pendant 4 h A la température ambiante. 

- Arreter  l a  réduction e t  éliminer l'excés de borate  comme 

précédemment. 

4) Acétylation des  a ld i to l s  

- Congeler puis lyophiliser l e s  échantillons r ldui ts .  

- Reprendre l e s  échantillons par  2 0 0  ul de pyridine e t  2 0 0  ul 

d'anhydride a d t i q u e  e t  l a i sser  A température ambiante pendant une 

nuit  . 
- Evaporer l e  mélange réactionnel sous  bn flux d'azote, ;I la 

tempCrature ambiante. 

5) Analyse par C.P.G. 

- Reprendre  l e  r é s i d u  s e c  d ' acé t a t e s  d ' a ld i to l s  p a r  du  

dichlorométhane A 1 X d'anhydride acétique. 

- Injecter i ou 2 ul dans  la  colonne du chromatographe (GIRDEL 

300). 

- Colonne ut i l isée : capillaire (diamétre intèrieur 0,3 mm),  Silicones 

ov 101. 

- règler  la  température de l'injecteur e t  du détecteur  A 240°C. Le 

debi t  du gaz vecteur e s t  de  0,6 bars. 

- uti l iser  l a  programmation suivante : de 130°C A 240°C, Z°C / min 

; 1 0  min A 240°C. 

Ré+ Crences : 

JONES T.M. e t  P.ALBERSHEIM, 1972.- Plant  Physiol., 49 : 926-936. 



FICHE TECHNIQUE N'9 

M E T H O D E  D E  T I T R A G E  P O T E N T I  O M E T R I  QUE 

1) T i t r a g e  d i r e c t  d e s  P.P.A. s o u s  forme H+ 

- Dissoudre  un gchantillon d e  P.P.A. (20 mg) d a n s  1 0  ml d'eau 

b id i s t i l l ée  e t  l e  l a i s s e r  une nui I ~ L I L ~ ~  ,<pi-tation A 4'C. 

- P a s s e r  l 'échantillon s u r  une r é s i n e  échangeuse d e  H+ (Amberli te 

1201, a j u s t e r  le volume A t i t r e r  A 2 0  m l  e t  no te r  le pH de  d e p a r t  d e  

la solution.  

- Placer  l 'échantillon d a n s  l a  ce l lu le  d e  t i t r a g e ?  maintenue ;I la 

t empéra tu re  c o n s t a n t e  de 25 "C et s o u s  flux d'azote. 

- Injecter  automatiquement la so lu t ion  d e  b a s e  choisie : NaOH e t  

KOH OtOi Nt Ca(OHI2 0 , 0 5  N t  A rai5;arf ! i ( :  5 0  A LC)CI i i 1  A la fuirr,. 

Noter  le pH d 8 s  qu'il s e  s t a b i l i s e  s o u s  ag i t a t ion ,  a r r e t e r  l 'agitat ion 

e t  n o t e r  l e  pH aprPs  3 0  s e c  de  repos.  C'est c e t t e  seconde va leur  qui 

e s t  u t i l i s é e  pour const rui re  l e s  courbes  d e  t i t r age .  

2) Ddmtothylation des ac ides  u r o n i q w s  

- Prendre  un échanti l lon m i s  s o u s  forme H+, n o t e r  s o n  pHt a j c ~ i i t ~ r  1 

m l  d e  NaOH 1 N e t  l a i s s e r  la daméthyla t ion s 'ef fectuer  pendant  4 

h e u r e s  A 4°C. 

- Ajouter  1 m l  d'HC1 1 NI r e p a s s e r  l 'échantillon s o u s  forme H+ et 

mesurer  le nouveau pH de  la solution.  

- T i t r e r  A nouveau comme précédemment ; l e  supplément d'OH' 

nécessa i re  pour ob ten i r  l e  ou les v i rages  r e p r é s e n t e  l e  nombre de  

s i t e s  ac ides  déméthylés.  

Réfé rences  : 



FICHE TECHNIQUE NO10 

REPERAGE DES G I  BBEI?El 1 .  'INES 

1) Ex traction d e s  gibbdrellines 

- Séparer l e s  cellules du milieu de culture par fi l tration. 

- Evaporer A sec  l a  moitié du milieu correspondant A 1 flacon de culture. 

- Extraire  l e s  gibbkrellines par 3 0  m l  de méthanol A 80 %, 3 fo is  pendant 4 

h à 4OC. 
- Refaire l o p é r t c t - I  c i  f I . . . , 2 f i l is  30 m l  d i a c i t a t e  

d'éthyle. 

- Evaporer A sec  l 'extrait total .  

- Précipiter l e s  P.P.A. contenus dans la seconde moitié du milieu en  

additionnant un volume égal de C.T.A.B. B 3 X puis procéder comme 

mentionné dans l a  fiche technique N06. 

- Dissoudre l e s  P.P.A. dans  l e  methano1 3 0  % puis l 'acdtate d'éthyle e n  

procédant exactemerit cornri~e pcitir le rtiilicrli d s r  ; 1.17 i i i r  e !II i~t .  

2) Chromatographie s u r  couche mince 1 
I 

- Dissoudre l e s  résidus s e c s  dans 4 0 0  ul de rr14thanol A 80 X i  l e s  déposer  

sur une plaque de  gel  de sil ice (Merck, F 254) puis reprendre l e s  p a r t i e s  

insolubles par 4 0 0  ul d'acétate d'éthyle qui sont  A l eur  tour  superposés  

aux dépots  prhcédents. 

- Chromatographier t ou te s  les p l a q t ~ ~ .  erg r .  Etil-ipsi dans  l e  so lvant  

isopropanol-ammoniaque-eau (80 / 0,05 / 1,95 v/v), A 20°C e t  A 

l'obscurit 6. 

- Laisser  migrer le  solvant s u r  18 cm de hauteur. 

- Laisser l e s  chromatogrammes sécher A l'air libre, l e s  soumettre A une 

nébulisation par une solution d'orcinol 2 0  Yb dans H2S04 A 1 0  % e t  pas se r  

5 min A 1'4 tuve à 105 ' C. 

- Repérer d'une par t  l e s  taches pourpres de saccharides révé lées  par  

l'orcinol e t  d'autre par t  l e s  auréoles fluorescentes à 254 nm. 
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