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INTRODUCTION



L'étude de la paroi végétale subit actuellement une évolution conceptuelle
qui améne les physiologistes 4 la considérer comme un organite cellulaire &
part entiére. Sa localisation & la périphérie du plasmalemme et sa structure
fibrillaire l'ont conduite & %etre réduite, en premier lieu, & un simple
rempart, limitant physiquement les expansions du volume cytoplasmique et

assurant le maintien de la forme cellulaire.

Cependant, la matrice pariétale, phase amorphe dans laquelle baignent
les fibres squelettiques, peut intervenir dans la régulaﬁon des équilibres
biologiques entre le milieu extérieur et le cytoplasme. ALBERSHEIM et
DARVILL (1985) en viennent & penser que la paroi des cellules végétales
constitue une source abondante d'informations, eu égart & la complexité des
polysaccharides qui la constitue. Leur équipe a en effet mis en &vidence, ce
qutls appellent des "oligosaccharines"”, sortes d'hormones ou substances de
régulation commandant la croissance, la différenciation ou la défense de la

plante contre les maladies.

Ces découvertes sont en fait le résultat de travaux, un peu partout dans
le monde et en France, sur l'ultrastructure, la biochimie et la physico-chimie
des parois des cellules végétales et leur role physiologique dans le dévelop

-pement des végétaux.

La localisation de la paroi a linterface cellule milieu, fait en effet de
celle-ci un compartiment privilégié, dans lequel un certain nombre
d'échanges nutritionnels et informationnels s'effectuent. Cette nouvelle
école de pensée a suscité un grand nombre de recherches qui permettent de
comprendre les phénoménes de régulations ioniques et hydriques
(DEMARTY et al. 1978, MORVAN C. 1977) et de régulation‘s biochimiques,
du type éliciteur (ESQUERRE TUGAYE et MAXAU 1974, MORVAN H. 1982).

Mais la plupart des résultats concernent les végétaux supérieurs. Or, les
algues marines présentent, du point de vue physiologique, un intéret
particulier, dans la mesure ou la forte amplitude des variations de leur
milieu de vie implique des capacités adaptatives importantes. Le battement
des marées modifie périodiquement l'ensemble des parametres
écophysiologiques (température, lumiére, pression osmotique, etc...) et
exige une réponse modulée des organismes vivant dans cette zone pour

contrebalancer, amortir ou s'opposer aux contraintes physico-chimiques



alternées qui s'exercent sur les cellules. La matrice mﬁcilagineuse lui
confére, 4 ce titre, des propriétés spécifiques susceptibles de compenser,
au niveau du plasmalemme, les changements brusques des é&quilibres
thermodynamiques. La paroi des algues marines constitue, pour ces raisons,
un modéle particuliérement intéressant. Le faible degré de différenciation
des tissus des thallophytes présente, en outre, l'intér’et de l'uniformité des

réponses des cellules a 1'@volution des contraintes du milieu.

Gracilaria verrucosa est une espéce algale largement distribuée dans la
plupart des océans du globe. L'amplitude et la diversité des contraintes
gu'elle doit supporter impliquent des facultés adaptatives importantes. Dans
I'aire de récolte qui a servi i 1'étude décrite dans ce mémoire, le milieu
fortement contrasté dans lequel les thalles se développent traduit sa forte
valence écologique. La Manche Orientale, d'ou proviennent les échantillons
étudiés est une région dont les param’etres climatiques (température et
ensoleillement) sont fortement contrastés. Ces fluctuations induisent un
rythme de croissance ou alternent les thalles courts et trapus de lhiver et
les frondes longues et souples de 1'2té, sur lesquelles se différencieront les
organes de reproduction. Ces formes biologiques affectent les structures

pariétales des cellules selon les &tats de pérennisation et d'élongation.

Les algues marines se singularisent par l'importance quantitative de
leurs parois cellulaires. KLOAREG (1984) estime de 30 4 50% la part de
celles-ci par rapport i la masse séche. Le squelette fibrillaire des parois
baigne dans une phase matricielle, amorphe, dont la composition chimique
fait l'originalité de l'espéce. La nature de ces phycocolloides est liée, en
outre, 3 l'aire &cologique ol se répartissent les thalles (BODARD et al.1984)
et 4 la physiologie’ de son développement. Les polysaccharides solubles qui
constituent la phase matricielle interviennent pour 20 & 50% dans le bilan
qualitatif. Leur importance pondérale et leur variabilité qualitative
suggérent un role physiologique non négligeable, susceptible d'intervenir
dans les processus de régulation a8 court terme (régulations hydriques et

ioniques), et d long terme (élongation cellulaire, pérennisation de l'espéce).

Chez les algues, la phase matricielle bénéficie, depuis longtemps,
dfintenses recherches, car elle posséde des propriétés gélifiantes qui
intéressent lindustrie des colloides. Paradoxalement, le probléme de leur
production, n'a que rarement fait l'objet dfinvestigations en terme de

physiologie de la paroi. Les polyméres qui la constituent sont le plus souvent



des polysaccharides chargés (uroniques ou sulfatés), mais quelques espéces
possédent des polyosides neutres ou faiblement chargés. C'est le cas de
l'agar des Gélidiales. La contribution de ce type de mucilage aux relations
cellule-milieu fait appel & des mécanismes, physico-chimiques ou biologiques
différents des alginates (polyuroniques) et des colloides sulfatés (Fucane,

ascophyllane, porphyrane ou carraghénanes).

L'agar est l'un de ces mucilages, polysaccharidique, qui caractérise les
Rhodophyceae de la familles des Gigartinales, représentées par Gracilaria
verrucosa sur les cotes de la Manche orientale. Des variations saisonniéres
de la qualité et de la quantité de ce composé ont déja été femarquées. Il est
intéressant de vérifier si ces fluctuations, relevées par un certain nombre
d'auteurs, sont en rapport avec les processus de croissance, d'échanges
hydriques ou de résistance de l'algue a l'action de la houle. Dans ce cas, des
conditions de cultures controlées sont susceptibles de reproduire les

observations faites dans la nature.

Ces considérations aménent & poser les hypothéses de travail qui ont

motivé cette tude.

En premier lieu, le passage d'une forme biologique a l'autre, au moment
des changements de saisons, est vraisemblablement & l'origine de
bouleversements pariétaux autorisant, soit la croissance, soit la
pérennisation de l'espéce. Des marqueurs biochimiques caractériseraient

alors lun ou l'autre de ces états physiologiques.

L'étude présentée dans ce mémoire, a pour objectif, dans une premiére
partie, de décrire 1'evolution, a la fois quantitative et qualitative de l'agar
dans la paroi de Gracilaria verrucosa par rapport au développement du
thalle. S'Yil est possible de relier la qualité biochimique de l'agar 3 la
croissance de l'algue, 1'nétérogénéité de la molécule présentée par certains
auteurs (DUCKWORTH et YAPHE 1971, IZUMI 1972), peut recouvrir des
stades successifs dans la synthése du colloide. Chacune de ces &tapes doit
par conséquent etre caractérisée par des fractions originales, qui seront
;autant de marqueurs de la réorganisaton de la phase matricielle de la paroi.
La seconde partie partie de ce mémoire présentera le fractionnement et la
caractérisation des polyméres de l'agar en fonction des conditions de leur

production.
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D'un autre point de vue, la structure primaire des colloides matriciels
induit une conformation secondaire, dont les propriétés physico-chimiques
expliqueraient l'adaptation des algues aux rigueurs de leur milieu de

développement.

KLOAREG (1984) propose un modéle de compartimentation de la paroi des
algues brunes qui présente les modes d'intervention de la paroi dans les
phénoménes d'échanges entre le milieu extérieur et le cytoplasme. Ce modéle
fait intervenir les charges fixes et libres dans les processus d'échanges
cationiques. Ce modéle ne peut pas s'étendre au cas des polyosides neutres
ou faiblement chargés, tel que llagar. Un autre systéme est donc &
envisager. Dans une troisiéme partie, les propriétés physicochimiques
consécutives aux modifications biochimiques de l'agar en fonction des états
physiologiques de l'algue seront appréciées de maniére i évaluer leurs roles

dans le fonctionnement de la paroi de Gracilaria verrucosa.

Il sera alors possible en conclusion de présenter un modéle global des
propriétés de la matrice pariétale de cette espéce par rapport a son

écophysiologie.



GENERALITES ET POSITION DU SUJET.



Le genre Gracilaria, largement distribué dans les océans du monde, est
trés utilisé comme source d'agar, un phycocolloide gélifiant. Il convient done
de préciser, tout d'abord, sa position systématique de maniére a définir
l'espéce, dont l'appellation verrucosa est encore sujette & caution. D'apreés
C. BIRD (1985, comm. pers.) l'espéce qui se développe en Manche est bien

Gracilaria verrucosa.

L'étagement des algues, dans la zone de balancement des marées, traduit
l'adaptation de ces végétaux & wun environnement &cophysiologique
particulier. Chaque espéce est, par conséquent, caractéristique du milieu
dans lequel elle se développe. Sa composition chimique refléte cette
adaptation et, i ce titre, la paroi et plus précisemment la nature de la phase

matricielle de la paroi peut constituer un marqueur.

Gracilaria verrucosa occupe une place originale sur l'estran, dans la
mesure ou elle se trouve rarement émmergée. L'agar, par sa composition
chimique, différe notablement des autres phycocolloides. Ses propriétés
chimiques et physiques sont donc spécifiques et justifient 1'¢tude de leurs
contributions dans la physiologie de la paroi cellulaire, par rapport aux

modéles proposés pour les autres algues.

Cette premiére partie du mémoire se propose donc de situer la
problématique de la nature biochimique et les propriétés physico -chimiques

de l'agar dans la biologie et la physiologie de l'espéce.

I - GRACILARIA VERRUCOSA.

A - Position taxonomique

La situation taxonomique de Gracilaria verrucosa est toujours sujette
a controverses, comme en témoigne lhistoire cahotique de son appellation

dans la nomenclature scientifique a travers 1'"8volution de la systématique.

Une premiére description de l'espéce par DONATI (1780) apparait sous
le nom de Ceramianthenum. Avec l'avénement de la nomenclature binaire
(LINNE 1753), HUDSON (1762) détermine deux espéces aux caractéres
morphologiques semblables 4 ceux du Ceramianthenum de DONATI : Fucus

verrucosa et Fucus confervo'ides. C'est sous cette derniére appellation que



l'espéce sera désignée dans la deuxiéme édition du Species Plantarum de
LINNE (1763). LAMOUROUX (1813) propose une vraie classification des
algues qui le conduit d définir des genres nouveaux & liintérieur du groupe
des Fucus. GREVILLE (1830) nomme alors le Fucus confervo'ides, Gracilaria
et AGARDH (1852) Cordylecladia. PAPENFUSS (1950) fixe enfin le statut de

l'espéce sous le bin'ome Gracilaria verrucosa.

B - Répartition écophysiologique.

Les populations de Gracilaria verrucosa sont largement repré-
-sentées du 60° de latitude nord au 40° de latitude sud, de 1'Océan

Atlantique 8 1'0Océan Pacifique, en passant par 1'Océan Indien (KLING 1978).

Sur les cotes de la France, le genre est représenté par neuf espéces,
dont une seule, Gracilaria verrucosa(Huds) Papenfuss, se développe sur le
littoral de la Manche orientale. Entre Boulogne et le Cap Gris-Nez, elle forme
des populations qui proliférent entre les niveaux moyens et inférieurs de
I'étage littoral, dans les anses et les cuvettes rocheuses ensablées, sur le

fond desquelles les individus se fixent par un disque aplati.

L'étendue de l'aire de répartition de l'espéce dans le monde est due a

son aptitude 8 supporter de fortes variations des facteurs écologiques.

KLING (1978) a noté, a partir des relevés effectués par GLACON
(1977) a la Station Marine de Wimereux, les variations de température, de
salinité, de pH, de lumiére et dhydrodynamie de l'eau de mer ol sont

récoltés les échantillons.

La salinité des eaux de surface oscille en moyenne entre 33% et 34%,
soit une faible variation. Cependant, a marée basse, sous la double action de
la température et du vent, l'€vaporation de l'eau des cuvettes qui
maintiennent les thalles immergés, tend & augmenter la concentration en
sels. A llinverse, les précipitations diluent le milieu. Le caractére aléatoire
du phénoméne rend difficile la mesure, mais le volume des dépressions et la
courte durée d'exposition limitent les conséquences osmotiques sur le

végétal.



La température passe, en moyenne, de 6°C en hiver 4 18°C en &étg,
soit une amplitude trés importante, responsable selon GEHU (1964) de la

relative pauvreté de la flore algale de la cote boulonnaise.

Le pH est compris entre 7,9 et 8,1 et suit un cycle saisonnier, ol les

valeurs les plus élevées s'observent en été et les plus basses en hiver.

Les algues qui se développent dans la zone de balancement des marées
des cotes du Nord de la France suhissent, par le caractére fortement turbide
des eaux - du au plancton et & la mise en suspension de nombreuses
particules argileuses - et en raison des fluctuations de la hauteur d'eau dans
laquelle elles sont immergées, un régime d'éclairement trés varié. Ces
variations periodiques, 8 court terme, s'additionnent & celles, a plus long
terme, dues i l'alternance des saisons qui affectent 1'énergie incidente du
rayonnement sclaire. Des relevés mensuels font apparaitre, en moyennes
quotidiennes, un minimum de 7400 lux en février et un maximum de 50267
Lux en juin (BODARD et CHRISTIAEN 1978).

D'an point de vue hydrodynamique, la Gracilaire, en croissant dans
les cuvettes de la zone battue de l'estran, est soumise aux efforts
mécaniques conjugués de la houle et de la marée. Si l'intensité de cet effort
s'annule lors des basses mers, elle est maximale lors du flux et du reflux,

quand les vagues déferlent.

L'analyse sommaire des principaux facteurs écologiques, montre que .
Gracilaria verrucosa, se développe dans un milieu fortement contrasté, qui
traduit l'adaptabilité de cette espéce, et qui confirme sa grande amplitude

écologique.

Les thalles de Gracilaire proliférent dans nos régions sous la forme de
longues frondes, dés le printemps et en été. Cette croissance co'incide avec
l'augmentation de la température et de l'éclairement (CHRISTIAEN 1981).
CONOVER (1958), BIRD (1975) et BIRD et al. (1977a) ont fait des
observations semblables pour un certain nombre d'espéces de Gracilaria. De
meme, KIM et HUMM (1965) et CAUSEY et al. (1946) notent que la croissance
de G. foliifera et de G. verrucosa se limite 4 la période de températures
élevées. PENNIMAN (1983) trouve également une corrélation positive entre
la température de l'eau et la croissance de G. tikvahiae. De la meme fagon,

en culture, les températures inférieures & 12°C limitent



l'accroissement de biomasse (EDELSTEIN et al. 1976, BIRD et al. 1979). Par
contre, LINDSAY et SAUNDERS (1980) et WHYTE et al. (1981) ont montré
que la croissance est davantage corrélée i l'irradiance qu'i la température de
l'eau de mer. En aquaculture, cependant, LAPOINTE et al. (1976) estiment
qu'une telle relation peut s'établir soit avec la température soit avec la
lumiére. En fait, suivant que I'un ou l'autre facteur (température ou lumiére)
est optimal, 1'évolution du végétal épousera plus étroitement les variations
du parametre limitant. Cette explication permet ainsi de comprendre les
résultats de WHYTE et al. (1981) sur Gracilaria verrucosa et de
LAPOINTE(1981) sur G. foliifera pour qui lintensité lumineuse détermine la
croissance des thalles.

L'azote inorganique en solution limite rapidement le développement des
Gracilaires (PENNIMAN 1983). DEBOER et al. é&tablissent 41,0 -1,5 uM le
seuil de saturation dans le thalle. Néanmoins, HANISAK (1982) estime que 2%
est la concentration minimale en azote, en-dessous de laquelle le thalle
devient carencé. LAPOINTE et RYTHER (1979) proposent la mesure du C/N
pour déterminer les équilibres favorables a la croissance (C/N>10 indique N
limitant) . PENNIMAN (1983) observe des variations trés nettes de ce rapport
selon un rythme saisonnier, sans que celui-ci puisse vraiment ‘etre reiié i la
croissance des thalles. De fait, LAPOINTE et TENORE (1981) nuancent
Iintéret de ce rapport, en limitant son application, en culture, aux faibles

concentrations en a~ote.

C - Composition chimique.

Un cycle annuel de l'évolution du poids de matiére séche chez
Gracilaria verrucosa a été décrit par plusieurs auteurs (BIRD et al. 1977,
HOFFMANN 1978, LAPOINTE et RYTHER 1979, CHRISTIAEN 1981,
PENNIMAN 1983). La courbe gui traduit cette variation est en opposition de
phase avec celle de la croissance saisonniére (exprimée en poids de matiére
fraiche) . Les travaux de WHYTE et ENGLAR (1979b) et WHYTE et al.(1981)
font é&tat des memes phénoménes, mais, contrairement aux auteurs
précédents, signalent des différences entre les thalles gamétophytiques et

tétrasporophytiques.

Le contenu en cendres suit également un cycle saisonnier (WHYTE et
ENGLAR 1976, 1979¢, 1980b, HOFFMANN 1978, LAPOINTE et RYTHER 1979,
LAPOINTE 1981). Chez Gracilaria verrucosa les valeurs atteintes (6,2 - 13%,



YANG 1982) sont sensiblement plus faibles que celles d'autres espéces (BIRD
et al. 1977, PENNIMAN 1983). La relation entre croissance et teneur en
minéraux est controversée et semble, a priori, dépendre des espéces
considérées (LAPOINTE et RYTHER 1979, LAPOINTE 1981, PENNIMAN
1983).

La plupart des algues ont la propriété d'accumuler de l'azote
inorganique intracellulaire (CHAPMAN et CRAIGIE 1977, ASARE 1979,
ROSENBERG et RA;MUS 1982a, GAGNE et al. 1982, BIRD et al. 1982), des
composés azotés de faible poids moléculaire (LAYCOCK et CRAIGIE 1977,
LAYCOCK et al. 1981, ROSENBERG et RAMUS 1982a) aussi bien que des
protéines. Selon la méthode d'appréciation du contenu protéique
(KJELDAHL, LOWRY), cette variété de produits de stockage est source de
confusion. PENNIMAN (1983) décrit un cycle saisonnier de la teneur en
protéines, é&levée en hiver et basse en &té. Cependant, le milieu
particulidrement eutrophe de sa zone d'étude,conduit & surévaluer ses
résultats, par rapport i ceux obtenus par d'autres auteurs (HOYLE 1978b,
ASARE 1979, ROSENBERG et RAMUS 1982b) qui signalent cependant le meme
type d'évolution des quantités de protéines. BIRD et al. (1977) et
PENNIMAN (1983) établissent une corrélation positive entre contenus en
protéines et en sucres solubles sur Gracilaria tikvahiae, opposée i celle
définie par CHRISTIAEN (1981) sur Gracilaria verrucosa. LINDSAY et .
SAUNDERS (1980) et CHRISTIAEN (1981) estiment & 3,5 - 4,0 % le contenu

en réserves azotés de Gracilaria verrucosa.

La plupart des espéces du genre Gracilaria montre une variation
saisonniére du contenu en agar (YOUNG 1974, HOYLE 1978a, 1978D,
LINDSAY et SAUNDERS 1979, 1980, WHYTE et ENGLAR 1979a, 1981, ABBOT
1980, BIRD et al. 1981, YANG 1982). Les minima sont observés en été et les
maxima en hiver. Cependant, DELOACH et al. (1946) et KIM et HUMM (1965)
établissent une variation inverse. Les comparaisons entre les rendements en
agar des différentes espéces sont limitées par la diversité des technigues
d'extraction, les variations saisonniéres, les différences d'extractibilité et
les confusions possibles d'espéces. En particulier, le traitement alcalin
utilisé dans certains protocoles d'extraction peut influencer les rendements
en agar selon l'espéce utilisée ( DURAIRTNAM et SANTOS 1981, YOUNG
1974, MATSUHASHI et HAYASHI 1972).
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Les variations saisonniéres des rendements en agar sont inversement
corrélés au contenu protéique (HOYLE 1978b, DEBOER 1979, BIRD et al.
1981, CHRISTIAEN 1981). L'élévation de température ou de lintensité
lumineuse affecte négativement le contenu en agar (LIU et al. 1981, YANG
1982, PENNIMAN 1983, STADLER 1984). Par contre, JOHN et ASARE (1975)
montrent une influence inverse, semblable & celle observée chez un certain
nombre de carraghéhophytes (RAMA RAO et KRISHNAMURTHY 1978).

II - L'AGAR

A - Biochimie

Ce sont des p’echeurs asiatiques qui ont découvert par hasard le
produit gélifiant qui sortait des algues lors de la cuisson de leur repas de
poissons. Les Malaisiens l'appelaient agar-agar, mais c'est sous le nom de

"mousse de chine” qufil fut présenté au général MORIN en 1856.

PAYEN (1859) en fit l'analyse €lémentaire et proposa CgHy;O5 comme
formule globale, sous le nom scientifique de gélose. Il tenta alors de
découvrir l'origine de cette substance, qu'il trouva chez une espéce marine
appelée "algue de Java", ou Gelidium corneum. Il entreprit ensuite
d'extraire la gélose des tissus de ce thalle, ce qu'il fit en les portant a
ébullition dans l'eau. Le liquide, décanté, prend en gelée diaphane par le

refroidissement.

La nature glucidique soupgonnée par PAYEN, fut précisée grace aux
travaux de BAUER (1884) qui identifia, dans les produits d'oxydation par
l'acide nitrique, la présence d'acides galactarique et oxalique. L'agar fut,
dés lors, considéré comme un galactane, et L'UDTKE (1929) confirma cette
thése en isolant du D-galactose par hydrolyse totale. Puis, PIRIE (1936)
séparait, par acétolyse le D- d'un L-galactose dont l'existence fut vérifiée
par HANDS et PEAT en 1938. L'hydrolyse de l'agar par les acides minéraux
libére, outre le galactose, de l'acide 1évulinique. Les travaux de PERCIVAL
et al. (1938) permettent d'interpréter ce dernier comme le produit de
dégradation du 3,6-anhydrogalactose.

Les ions sulfates, précipités avec le barium par NEUBERG et OHLE
(1921), ont été attribués, par PERCIVAL (1944), 4 des groupements ester

sulfonique, substituant un polysaccharide acide de l'agar . Ce polymére,
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séparé par dyalise et remis en solution, ne forme plus de gel (PERCIVAL
1944). Ce composé correspond & la fraction chargée : "agaropectine” isolée,

par acétylation, d'une fraction neutre : "agarose", (ARAKI 1937).

La méthanolyse d'un agar méthylé fait apparaitre du 3,6~-anhydro-2-0
-méthyl-L-galactose, isolé sous forme de diméthyl acétal. ARAKI et HIRASE
(1953) en déduisirent que le 3,6~anhydro-L-galactose est lié au D-galactose
en Cl et C4. La perméthylation de l'agar hydrolysé par l'acide sulfurique i
6% (ARAKI et HIRASE 1953) révéle 1la présence de
2,4,6-tri-O-méthyl-D-galactose (65%) et de 3,6-anhydro- 2,4-di-O-méthyl
-L-galactose (13%). Ce résultat permet aux auteurs d'établir que les unités
D-galactose se présentent sous la forme pyrane et sont liés en C1-C3.
HIRASE et ARAKI (1954) proposent alors le D-galactopyranosyl
-3,6-anhydro-L- galactose comme formule de l'agarobiose (Fig.l). ARAKI
(1966) précisa que le peu d'ester sulfonique de l'agar &tait fixé sur le C6 du
L-galactose, et que celui-ci pouvait constituer le précurseur du
3,6-anhydro-L-galactose. Le meme disaccharide fut obtenu & partir du
mucilage de Gloiopeltis furcata (HIRASE et al. 1958), par l'action d'une
enzyme extraite de Pseudomonas kyotensis.

ARAKI et ARAI (1956) identifiérent un nouveau disaccharide : le
néoagarobiose, issu de l'hydrolyse par l'enzyme extraite de Pseudomonas
kyotensis et séparé par chromatographie sur colonne de charbon. Il s'agit
d'un isomére de l'agarobiose : le 3,6-anhydro -L-galactosyl- D-galactose. A
partir des travaux de ARAKI et ARAI (1957) qui isolérent un
tétrasaccharide par hydrolyse enzymatique, ARAKI (1958) suggéra que le
polysaccharide de base de l'agar est un polymére linéaire : l'agarose, formeé
d'une combinaisori de ces deux disaccharides comme unités de répétition
(Fig.2). ARAKI (1969) propose la structure de l'agaropectine en montrant
qu'elle serait composée des memes unités de répétition que l'agarose, mais le
galactose sulfate remplacerait le L-galactose. Elle posséderait des résidus
d'acide pyruvique. HIRASE (1957) avait, en effet/, mis en évidence de l'acide
pyruvique par chromatographie sur papier de lhydrolysat d'un agar par
l'acide dilué. 11 démontra, par une dégradation controlée, que lacide
pyruvique faisait partie intégrante de la molécule et qu'l s'agissait du
3,6-anhydro-4-0-(4,6-(1l~-carboxyéthylidéne) - B -D-galactopyranosyl)-L-
galactose-di-méthyl-acétal, dont l'existence fut confirmée par YOUNG et al.
(1971).
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: Formule de 1' agarobiose

3,6 anhydro-4-0-B-D-galactopyranosyl)-L-galactose
d'aprés HIRASE et ARAKI(1954) )
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néoagarobiose

agarobiose

Fig. 2 : Formule de 1' agarose”

d'aprés ARAKI (1958)
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En 1957, le Manual of Microbiological methods définit pour la premiére
fois l'agar : "l'agar est un phycocolloide dérivé des Rhodophycées qui forme
un gel entre 33 et 39°C et fond 4 70°C". Mais YAPHE (1960) jugea cette
définition insuffisante et proposa : ™'agar est un mélange de poly-
saccharides dérivés de certaines espéces agarophytes contenant ltunité

agarose".

Les connaissances sur la molécule d'agar ont évolué depuis 1'hypothése
des deux polysaccharides (neutre-chargé) émise par ARAKI (1937). Elle fut
considérée comme une grossiére simplification par DUCKWORTH et YAPHE
(1971) qui ont séparé plus efficacement les polyméres de l'agar, en utilisant
les différences de solubilité des fractions en fonction de la température,
puis en passant les produits sur DEAE cellulose. Par ces techniques, ils ont
mis en évidence 1'hétérogénéité de l'agar et montré qu'il est en fait substitué,
a4 des degrés variables, par des groupements chargés : sulfoniques, et
neutres : éther-méthyliques. 1ZUMI (1972) a obtenu cinqg fractions de l'agar
de Gracilaria verrucosa, par chromatographie sur DOWEX (1x2). L'analyse,
montre que les éluats contiennent des proportions croissantes de galactose,
d'ac-:ides uroniques et de résidus sulfatés, et des proportions décroissantes
de 6-O-méthyl-galactose et de 3,6-anhydrogalactose dans l'ordre d'élution
de la colonne. La somme des contenus molaires en anhydrogalactose et en
résidus sulfates de toutes les fractions s'éléve approximativement 3 la moitié
du contenu molaire en hexoses totaux. IZUMI (1970) suggérait déja que
l'agar était une famille de polysaccharides, variant entre deux extrémes de
macromolécules : l'une, formée de galactose non sulfaté, plus ou moins
méthylé, composé de séquences répétées d'agarobiose ; et lautre de
galactose sulfaté, non méthylé avec des proportions inférieures en
anhydrogalactose. Cette définition de la structure a &té corrigée par les
travaux de DUCKWORTH et YAPHE (1971). Pour ces auteurs, elle présente
trois extr'emes dans sa conformation : agarose neutre, agarose pyruvaté peu
sulfaté et galactane sulfaté (Fig.3). Ces résultats ont &té confirmés par
d'autres auteurs. HONG et al. (1969) et GORDON et al. (1977) ont analysé
les produits dhydrolyses enzymatiques (enzymes extraites de Pseudomonas
atlantica YAPHE 1957), d'une part en chromatographie sur couche mince,

d'autre part en RMN du 13¢.
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La spectroscopie RMN du carbone 13 des galactanes des algues rouges
s'est rapidement révélée une technique simple et riche en enseignements sur

la structure des polysaccharides.

Les premiers travaux réalisés sur des composés témoins ont permis
d'observer les déplacements chimiques d7us aux méthylations ou aux
glycosylations. Les méthyls &thers du méthyl-3,6-anhydro-D-
galactopyranoside (SHASHKOV et al. 1977), du méthyl-D- galac-
topyranoside (SHASHKOV et al. 1978b) et du méthyl-L-galactopyranoside
(USOV et YAROTSKI 1977) ont ainsi été étudiés. LYinfluence de la
sulfatation des polyméres a &té8 démontrée sur des témoins glucose et
galactose monosulfate (HONDA et al. 1973, ARCHIBALD et al. 1981,
ROCHAS et al. 1983), sur des méthyl-3-O-méthyl-D-galactopyranoside
-4-sulfate (SHASHKOV et al. 1978a). Cependant, llinterprétation de ces

spectres ne peut &ire étendue directement i ceux des polyméres entiers.

HAMER et al.(1977) ont caractérisé les produits d'hydrolyse
enzymatique de l'agarose par RMN 130 en limitant leur analyse aux carbones
anomériques. Ils ont mis en évidence les différences de signaux dues &

I'extrémité réductrice de l'agarobiose et du néoagarobiose.

Des oligosaccharides plus complexes ont été étudiés aprés dégradation
enzymatique, MORRICE et al. 1983 sur des porphyranes & l'aide d'une
agarase, BELLION et al. 1981, 1982, ROCHAS et al. 1983 sur des
carraghénanes i l'aide de K ouAcarraghénases. MILLER et FURNEAUX 1982
ont publié les attributions des spectres RMN 3¢ ge l'agarobiose, du
6-O-méthyl-agarobiose, du carrabiose et du carrabiose-4-sulfate.

Le fait que le signal du C1 du galactose occupe la meme position dans
les spectres de l'agarose et des carraghénanes, mais que celui du
3,6-anhydrogalactose différe dans ces deux types de polysaccharides
permet de distinguer aisément ces deux phycocolloides (YAROTSKY et al.
1977). Par cette méthode, BHATTACHARJEE et YAPHE (1979),
VILLARROEL et ZALUNGO (1981), BRASCH et al. 1983, ont classé les
phycocolloides d'un certain nombre d'algues rouges par rapport a leurs

réponses en RMN 13¢,

De meme, le L-galactose-6-sulfate, considéré comme le précurseur du

3,6-anhydro-L-galactose peut etre repéré en RMN par la disparition de
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signaux spécifiques des carbones substitués par les sulfates, aprés
traitement alcalin (USOV et al. 1978, BRASCH et al. 1981 a et b, USOV et al.
1983).

Une étude semblable, entreprise par BELLION et al. (1983), a permit
de formuler des hypothéses intéressantes sur la bicsynthése des k et)
carraghénanes (BODEAU-BELLION 1983).

A partir des modéles étudiés en spectroscopie RMN 13¢ sur des
témoins méthylés ou désulfatés, il est possible d'attribuer l'ensemble du
spectre d'un polymére (12 pics). USOV et al. (1980) publient les spectres
interprétés de la majorité des galactanes des algues rouges. Dans le cas
précis de l'agar, BRASH et al. (1981b), NICOLAISEN et al. (1980), PERLIN
et HAMER (1979), complétent les attributions de l'agarose, NICOLAISEN et
al. (1980), du 6~-O-méthyl-galactose et BRASH et al. (1981b) du porphyran.
LAHAYE et al. (1985) ont étudié les spectres d'agars sulfatés et désulfatés

et déduits la structure des polysaccharides précurseurs de l'agarose.

En fait, la structure exacte de la molécule demeure encore confuse,
car son étude se heurte au fait que l'origine des é&chantillons est trés

hétérogéne et que la physiologie de l'espéce influe sur sa composition.

B -Variations quantitatives et qualitatives de 1'agar.

Les résultats des travaux sur les variations des colloides sont trés
contradictoires. Il apparait néanmoins que les teneurs en agar varient au
sein d'une meme espéce suivant la localisation géographique et suivant le

stade de développement.

MARSCHALL et al. (1949) ont &té les premiers & penser que
l'alternance des saisons et celle des générations pouvaient influencer la
force de gel d'un phycocolloide. BLACK et al. (1965), FULLER (1971) et
RIGNEY (1971), vérifiérent cette hypothése et isolérent, de Chondrus
crispus, deux types de carraghénanes liés au rythme saisonnier. MOLLION
(1977) obtint les memes résultats pour les carraghénanes de Hypnesa

musciformis et H. cervicornis.

De nombreux auteurs, DELOACH et al. (1946), HUMM (1951), KIM et
HUMM (1965), UMAMAHESWARA (1969), JOHN et ASARE (1975), PENNIMAN
(1977), HOYLE 1978b ; CHRISTIAEN 1981 ; DIEPH MINH TAM et EDWARDS
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1982), ont signalé que le contenu en agar de différentes espéces de
Gracilaria subissait des variations saisonniéres. OZA (1978) a observé, tout
au long de l'année, des variations du rendement et de la force de gel d'agars
extraits de Gracilaria corticata. Plus récemment, WHYTE et al. (1981) ont
mis en évidence un cycle saisonnier de la production et de la qualité de l'agar
de Gracilaria verrucosa sur une période dune demi-année. Le sens des
variations qualitatives et quantitatives est cependant trés controversé
DELOACH et al. (1946) ont montré que les rendements les plus importants
apparaissent en aout et que la force de gel est maximale en juin ; au
contraire, HUMM (1951) a précisé que la force de gel des agars de
difféerentes espéces de Gracilaria récoltées de septembre 4 novembre est plus
élevée. Ces deux auteurs admettent cependant llexistence d'une relation
entre l'augmentation de biomasse et la diminution des rendements en agar.
Cette observation n'est pourtant pas généralisable & toutes les espéces de
Gracilaria puisque UMAMAHESWARA (1969) chez Gracilaria foliifera et JOHN
et ASARE (1975) chez Gracilaria dentata ont signalé une correspondance

entre croissance et production d'agar.

11 est difficile de faire une synthése de ces travaux tant la disparité
des techniques mises en oeuvre est grande. MUTTUTAMBY et NEUSON
(1981) ne relévent pas de variations de la teneur en colloide aprés extraction
avec attaque alcaline. Or, précisément, le traitement alcalin est connu pour

renforcer la force de gel au détriment du rendement global.

McCANDLESS et RICHER (1972) montrérent chez une carrag'hénophyvte
que le produit libéré par le tétrasporophyte €tait plus visqueux que celui
extrait d'un mélange de pieds indifférenciés de cette espéce. C'est en 1973
que McCANDLESS et al.démontrérent l'existence de A carraghénane au niveau
du tétrasporophyte et de k carraghénane au niveau du gamétophyte. Cette
année 13, PICKMERE et al. (1973) observaient le meme phénoméne dans le

genre Gigartina, puis McCANDLESS et al. (1975) sur Irideae cordata.

Contrairement aux carraghénophytes, il ne semble pas avoir de
différences de rendement en agar entre les générations de Gracilaire
(CHRISTIAEN 1981, PENNIMAN 1983). Cependant, KIM et HENRIQUEZ
(1979), WHYTE et ENGLAR (1979b) et WHYTE et al. (1981) observent des
différences entre les gamétophytes et les tétrasporophytes. Ces derniers

ont montré que les rendements et la force du gel des plantes cystocarpiques
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sont supérieures d ceux des plantes tétrasporophytiques et végétatives chez
Gracilaria verrucosa. Ces résultats sont en accord avec les travaux de KIM
et HENRIQUES (1979), excepté pour la force de gel qui est plus faible chez

les thalles cystocarpiques. Par contre, PENNIMAN trouve peu de variations
entre les différents stades du cycle de Gracilaria foliifera (PENNIMAN 1977)
et de Gracilaria tikvahiae (PENNIMAN 1983), De meme, HOYLE (1978a) ne
reléve pas de différence significative de rendement en agar et de force de
gel entre les pieds males, femelles et tétrasporophytiques de Gracilaria
bursapastoris et de Gracilaria coronopifolia. Néanmoins, la confirmation
statistique de ces résultats se heurte i la faible représentation simultanée

des différentes générations de 1l'algue.

La teneur en hexoses fluctue en fonction de l'algue : 65% pour
Gelidium amansii, 48% pour Gracilaria confervoides (HONG et al. 1969). Ces
auteurs ont précisé que, selon les espéces, la concentration en galactose
pouvait passer de 27 8 41% et celle du méthyl-galactose de 2 4 21%, tandis que
la teneur en anhydrogalactose variait peu. Ils ont établi une corrélation
entre la taxonomie des agarophytes et le type de polysaccharide. Par
ailleurs, les résidus peuvent substituer la molécule 4 des degrés divers.
ARAKI et al. (1967) rapportent que certaines espéces, et parmi elles, les
Gracilaria, avaient des teneurs variables en 6-0O-méthyl-galactose.
GUISELEY (1970) a vérifié ce point en analysant plus de cinquante
échantillons de Gracilaria et a évalué llincidence de ces variations sur la
température de gélification des solutions d'agar. ARAKI et al. (1967)
déerivent du 4-O-méthyl-galactose, du 2-0-méthyl-D-galactose et de faibles
proportions de L-galactose et de D-xylose. Par contre, DUCKWORTH et
YAPHE (1971) font remarquer que, si les teneurs en D-galactose et en
6-0O-méthyl-galactose fluctuent largement, le rapport molaire entre le
3,6-anhydrogalactose et le total D-galactose, 6-O-méthyl-galactose, reste
toujours voisin de 1. Des analyses chimiques de polyméres de l'agarose ont
révélé l'existence de 4-O-méthyl-a-L-galactopyranose, probablement 1i& en
C6 du -D-galactopyranose (CRAIGIE et WEN 1984). TURVEY et WILLIAMS
signalent en outre la présence de L-galactose en l'absence de 3,6-anhydro
-L-galactose et de L-galactose-6-sulfate. LAHAYE et al. (1986) ont mis en
évidence 1'hétérogénéité de l'agar de différentes espéces de Gracilaria en
analysant en RMN 13¢ les produits d'extraction fractionnée, dans lleau et

1'éthanol, et détecteé, selon les espéces, du
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2-0-méthyl-3,6-anhydro-L-galactose, et des polyméres sulfatés, non
déplacés par le traitement alcalin.

ASARE (1979, 1980) et CHRISTIAEN (1981) montrent que les contenus
en 3,6-anhydro-galactose et en sulfate varient avec les saisons. PENNIMAN
(1983) met en évidence un cycle semblable chez Gracilaria tikvahiae.
Cependant, l'utlisation systématique du traitement alcalin dans la procédure
d'extraction suivie par PENNIMAN (1983), limite les comparaisons puisque

l'action des hydroxydes libére le sulfate en C6 du L-galactose pour former le
\ pont 3,6-anhydro (McCANDLESS 1981). L'accroissement du
3,6-anhydrogalactose et la baisse concomitante des teneurs en sulfate des
agars extraits en utilisant cette technique ont ét& démontré pour un certain
nombre d'espéces de Gracilaria (HONG et al. 1969, DUCKWORTH et al. 1971,
TAGAWA et KOJIMA 1972, YOUNG 1974, WHYTE et ENGLAR 1976, 1979b,
1980).

Les différences des teneurs en 3,6-anhydrogalactose et en ester
sulfate, dues i la ploidie des thalles sont controversées. WHYTE et ENGLAR
(1979a) et WHYTE et al. (1981) plaident en faveur de variations de
composition entre agars issus de plants végétatifs, cystocarpiques et
tétrasporophytiques. PENNIMAN (1983) ne décéle, par contre, aucune

différence significative.

Les facteurs du milieu semblent jouer un role important dans le contdle
des synthéses de colloide. Ainsi, NEISH et SCHACXLOCK (1971) ont
remarqué qu'en milieu enrichi en azote les algues avaient une croissance
rapide avec accumulation de protéines, au détriment des polysaccharides
(effet NEISH). De meme, PATWARY et VAN DER MEER (1983) relévent une
corrélation négative entre le contenu en azote de Gracilaria tikvahiae et la
teneur en agar. Selon HOYLE (1978c), cette relation entre biomasse et agar
serait purement accidentelle et ce serait la teneur en azote qui gouvernerait
les rendements en colloide. STADLER (1984) a contribué a éclaircir le roole
de l'azote, en montrant que celui-ci favorisait la croissance de l'algue, par
l'augmentation de la matiére séche représentée essentiellement par les
assimilats photosynthétiques, masquant, en conséquence, la synthése nette
d'agar puisque celle-ci est habituellement exprimée par rapport 4 la quantité
de matiére séche du thalle. En cultures controlées, CRAIGIE et al. (1984),



indiquent que l'apport azoté influence la concentration en dérivés méthylés :
6-O-méthyl-D-galactose et 4-O-méthyl-L-galactose.

La température influence également le métabolisme de l'agar.
Cependant, & liinverse de WANG et YANG (1980) qui trouvent une
corrélation négative entre la température et la teneur en mucilage, JOHN et
ASARE (1978) observent les rendements les plus élevés lorsque la
température de l'eau est 8 son maximum. CRAIGIE et WEN (1984) démontrent
que la qualité de l'agar (consistance du gel) est inversement proportionnelle
d la température de culture. La méthylation du C2 du L-galactose est
particuliérement affectée par la croissance des tissus & température élevée.
Alliée § une sulfatation plus importante, cette méthylation abaisse la qualité
du gel d'agar.

C - Propriétés physico-chimiques.

Les propriétés de l'agar sont & considérer selon qu'il est sous forme
solide, sol ou gel. (SELBY et SELBY 1959).

1.- Solide.

A 25°C l'agar sec est pratiquement insoluble dans l'eau. Il se dissout
trés légérement dans 1'éthanolamine et complétement dans la formamide. Si
I'agar est floculé a4 chaud par 5 a 10 volumes d'éthanol puis égoutté mais non
séché, il se solubilise dans l'eau & température ambiante et formera un gel.
L'agar ainsi floculé est aussi soluble & 25°C dans d'autres solvants, mais la
gélification n'a lieu qu'en présence d'eau. L'agar est dispersé colloidalement
dans l'eau ou d'autres solvants & 97-100°C. Des solutions dans l'eau sont
obtenus, a 100°C, jusqu'd des concentrations en agar de 8% (p/v). Au de 13
de 15%, il faut élever la température d 120°C, mais dés 13%, la phase devient
microscopiquement hétérogéne et la force de gel n'augmente pas. Des
mélanges entre 0 et 5% sont obtenus facilement en chauffant au bain-marie et

en agitant.

2.- Sol.
La viscosité dépend fortement de l'espéce dont est tiré l'agar et du
procédé d'extraction. Pour des concentrations de 1 et 1,5%, la viscositd &
45°C d'une solution d'agar est relativement constante du pH 4,5 au pH 9,

sans influence trés nette du vieillissement et de la force ionique entre pH6 et
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8. Dés que la gélification commence, la viscosité, 4 température constante,
augmente avec le temps.

L'agar est le seul des polysaccharides gélifiant pour lequel la
gélification intervient & une température trés au-dessous du point de fusion.
Beaucoup d'usages de l'agar dépendent de cette propriété appelée
l'hystérésis. Les températures de géliﬁcation varient selon les espéces

d'algues dont les gels dérivent, et sont pratiquement constantes a l'intérieur
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de l'espéce, & l'exception de Gracilaria verrucosa dont les variations

saisonniéres de la qualité sont de l'ordre de 20%. GUISELEY (1970) a pu
établir que la température de gélification augmentait avec la teneur en
dérivés méthylés. La gélification est réduite par linfluence des ions Li*,
Mg**, Na*, K*, NH,*,17, Br”, CNS™, NOg~, CI7, 80,7 . Les études de
viscosité, de diffraction et de force de gel montrent que les vibrations
ultrasoniques, la radiation gamma, ainsi qu'une agitation intensive et les

hautes températures réduisent la longueur des chaines du polymére.

3.- Gel.

L'agar est probablement l'agent formateur de gel le plus puissant qui
soit connu, puisque la gélification est perceptible & une concentration de
0,04%. 11 est par conséquent largement utilisé depuis l'augmentation de la
texture dune solution jusqu'aux gels forts, en plus de sespropriétés de
rebondissement, d'élasticité et de la permanence et de la réversibilité des
gels d'agar. La température de fusion est fonction de la concentration, de
l'origine et du poids moléculaire ainsi que de la température de gélification.
En général, une solution & 1,5% a un point de fusion compris entre 80 et
97°C. La force de gel dépend également de l'origine de l'échantillon et de la

concentration en agar.

Prés de la neutralité, l'agar est compatible avec la plupart des autres
gommes polysaccharidiques et les protéines, d'ou leur large usage dans les
glaces, les moulages dentaires, etc... L'alginate de sodium et l'amidon
diminuent la force des gels d'agar, tandis que la dextrine et le saccharose
l'augmentent. Avec le caroube la synergie est telle que 0,15% de cette gomme
éléve le point de rupture du gel de 50 & 200%. Le fait que peu de
microorganismes métabolisent l'agar ou élaborent des enzymes qui le
dégradent, peut expliquer la stabilité plus grande des gels d'agar comparée

aux gels d'autres colloides naturels. Les gels d'agar ne vieillissent que
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légérement. Aprés 1h d 25°C la force augmente d'environ 1% par heure
pendant 8h, puis croit & un taux moins élevé et devient stable vers la 15°M€

heure.

Le potentiel électroosmotique d'un gel d'agar a 4% est de 0,018 volt.
Lindice de réfraction varie de 1,33810 pour une concentration de 0,5% &
1,34185 a 5%.

4 .- Mécanisme de gélification.

ARNOTT et al. (1974) ont montré, par diffraction des rayons X, que
la molécule d'agarose adopte une conformation en double hélice dans le
processus de gélification. Déja REES (1965) le suggérait en expliquant que
la forme du cycle.pyranosyl du 3,6-anhydrogalactose impose une structure

hélicoidale i la molécule.

La gélification, qui est en fait une précipitation, est obtenue avec les
composés peu solubles de la fraction peu sulfatée de l'agar, c'est-d-dire
l'agarose. Les chaines sont initialement sous forme de pelote statistique (&tat
sol) et elles adoptent, progressivement et de maniére réversible, une
configuration en hélices. Lorsque la densité d'hélices est suffisante pour
quil y ait interpénétration et apparition dun réseau continu, le "point gel”
est atteint. La densité du réseau augmente ensuite, parallélemeht a celle des
associations d'hélices et, lorsque 1'état d'agrégation est assez grand, il y a
expulsion de solvant par contraction des mailles du réseau, ce qui constitue

I'étape finale du processus qui est la synérése.(Fig.4).

Les sulfates interférent de deux maniér?s dans la formation du gel.
Quand ils se substituent au pont anhydro, ils diminuent le pas de la chaine
hélicoidale et par conséquent la force de gel décroit. Un sulfate en C2 du
D-galactose empeche la formation du gel au niveau de llaggrégat par
répulsiqns éléctrostatiques. De meme les acides pyruviques n'ont pas
. dfincidence sur la formation du Gel I mais inhibent les agrégations du Gel II
(YAPHE et DUCKWORTH 1972). Les méthoxvls, plus hydrophobes,
fixeraient la conformation plus rigidement que les groupements hydroxyls
(DUCKWORTH et YAPHE 1972).
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D - Variations des propriétés physico-chimiques.

Des variations saisonniéres de la force de gel d'agar ont été remarqué
sur un certain nombre d'espéces de Gracilaria (KIM et HUMM 1965, OZA
1978, LINDSAY et SAUNDERS 1980, YANG et al. 1981, CHRISTIAEN 1981,
YANG 1982, NELSON et al. 1983, PENNIMAN 1983). Si elle varie également
selon les espéces (NELSON et al. 1983), elle ne parait pas liée aux
générations ( HOYLE 1978a, PENNIMAN 1983), bien que KIM et HENRIQUEZ
(1979) et WHYTE et al. (1981) l'observent sur d'autres espéces de
Gracilaria. Les gels obtenus & partir d'agar extrait de Gracilaria verrucosa
et G. sojestedtii (ABBOTT 1980, DURAIRATNAM et SANTOS 1981) sont
généralement plus fort que ceux de G. tikvahiae (BIRD et McLACHLAN
1982, PENNIMAN 1983) et de G. bursapastoris (HOYLE 1978a, 1978b).

La force de gel dépendrait, selon TSUCHIYA et HONG (1966), de la
proportion d'agarose dans la molécule par rapport i l'agaropectine. REES
(1969) a précisé qu'elle était liée au nombre de ponts 3,6-anhydro -galactose
qui accentuent le pas de 1'hélice en imprimant une torsion a 1'hétérocycle.
Ces ponts anhydro se formeraient par élimination du sulfate en C6 du
L-galactose. Mais la relation entre la teneur en sulfates, la force de gel et la
teneur en 3,5-anhydrogalactose n'est pas toujours -évidente chez les
Gracilaria. CHOU (1973), YANG (1982) et PENNIMAN (1983) ont montré
l'existence d'une relation entre le contenu en 3,6-anhydrogalactose et la
force de gel chez plusieurs espéces de Gracilaires. Par contre, BIRD et al.
(1981) sur Gracilaria tikvahiae et NELSON et al. (1983) sur Gracilaria
edulis et G. lichenoides, prétendent qu'l n'y aurait aucun lien entre la force
de gel et la teneur en 3,6-anhydrogalactose. La meme opposition se retrouve
pour la corrélation entre la teneur en sulfate et la force de gel. Elle est
négative pour PENNIMAN (1983) et positive pour BIRD et al. (1981).

La plupart des auteurs s'accordent pour &tablir une corrélation
négative entre force de gel et rendements en colloide (MATSUHASSHI 1977,
BIRD et al. 1981 et PENNIMAN 1983).

PENNIMAN (1983), note une variation significative de la viscosité
d'une solution d'agar (5 - 20 cp), indépendante des générations de l'algue,
comparable & celle décrite par YOUNG (1974) et WHYTE et ENGLAR (1976,
1979b). En général, le prétraitement alcalin lors de l'extraction diminue la
viscosité de la solution résultante (WHYTE et ENGLAR 1976, 1979b).



III - LOCALISATION DE L'AGAR DANS LA PAROI CELLULAIRE.

L'étude structurale de la paroi apporte de précieux renseignements sur la
localisation des polysaccharides gélifiants. Comme pour les végétaux
supérieurs, la paroi des algues rouges peut-etre schématiquement ramenée 3
un systéme 8 deux phases : une phase cristalline encore appelée squelette,
dispersée au sein d'une phase amorphe, la matrice extracellulaire. Observée
en microscopie photonique, elle présente deux régions distinctes : la paroi
sensu stricto formée d'une succession de couches concentriques disposées
autour de chaque cellule, et les espaces intercellulaires qui sont remplis par

la matrice.

Etudiée en microscopie électronique, la phase squelettique apparait
opaque aux électrons. Chez les Rhodophycées, elle est essentiellement
composée de xylanes, de mannanes (PERCIVAL 1970) et de cellulose (ROSS
1953 ; 1% 4 8% de la matiére séche). Cependant, la présence de cellulose ne
peut-etre généralisée 4 l'ensemble des algues rouges (PRESTON 1968).
Ainsi, contrairement aux résultats obtenus par ROSS (19532, FREI et
PRESTON (1964b) ne trouvent pas trace de cellulose chez Porphyra
ombilicalis. Elle est par contre toujours présente dans la couche la plus
interne des Floridéophycées (MYERS et al. 1956). En ce qui concerne le
genre Gracilaria LAHAYE (1985 comm. pers.) témoigne de sa présence chez
G. tikvahiae.

Les composants de la phase sgelettique sont organisés en réseaux de
micro-fibrilles, généralement orientds tangentiellement par rapport i la
surface de la Ncellule. Chez Gracilaria verrucosa, les fibres sont déposées en
strates concentriques alternant avec des amas denses issus de vésicules
périplasmiques (VERDUS et al. 1986). L'organisation est en relation directe
avec la croissance de l'algue : elle détermine l'orientation des microfibrilles
et 1'épaisseur des couches par apposition de strates nouvelles. Ceci se
traduit a4 l'observation par des zones bien distinctes (DAWES et al. 1961 ,
McCANDLESS et al. 1977, AKATSUKA et IWAMOTO 1979) : la strate interne,
la plus récente, la strate médiane puis la strate externe, la plus dense en
microfibrilles chez Gracilaria verrucosa. Cette disposition des strates est

différente de ce qui est observé habituellement chez les autres algues.
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La matrice contient les polysaccharides gélifiants encore appelés
mucilages (MACKIE et PRESTON 1974). Ils sont regroupés sous la
dénomination générale de polyosides matriciels.

Les mucilages forment un continuum apparemment amorphe depuis le
plasmalemme jusqu'a la cellule voisine. Ils sont différents dans les cellules
corticales, médulaires et épidermiques. Ces polysaccharides se retrouvent
également dans la matrice inter-cellulaire. KLOAREG 1984 assimile la phase
matricielle 4 un réseau maillé dont l'armature est constituée par des

mucilages fibrillaires et les vides remplis par des polysaccharides solubles.

Les différences de structures observées dans l'épaisseur de la paroi en
microscopie ne sont pas dues 4 un changement d'orientation .des
microfibrilles, done 4 une différence d'organisation du matériel fibrillaire.

Ce dernier est en effet entrecroisé au hasard sur toute 1'épaisseur des
parois (DAWES et al. 1961). Une modification du rythme de dépots qui se
traduit par une zone plus claire sur les clichés pourrait expliquer cette
stratification, 4 l'image de ce qui est rencontré chez certains végétaux
supérieurs (REIS 1984). 11 n'y aurait pas dans ce cas de véritable

difféerenciation entre paroi primaire et secondaire.

Les travaux de YOUNG (1980) sur Antithamnion montrent que les dépots
de type "amas denses" commencent dés les jeunes stades de développement
et continuent pendant la phase d'€élongation cellulaire. Leur orientation au
cours du temps font suggérer a cet auteur une similitude avec le mode de
dépot dans les parois des plantes supérieures. Par contre, chez les
végétaux supérieurs, les couches secondaires se mettent en place
uniquement aprés 1'€longation cellulaire (ESAU 1965). Ces couches, chez les
macroalgues, ne peuvent donc pas etre considérées en définitive comme des

dépots secondaire sensu stricto.

Chez Gracilaria verrucosa (VERDUS et al. 1985) de tels dépots sont
retrouvés sur des coupes effectuées sur lesparties agées du thalle. Il est
intéressant de noter que cet &paississement des parocis sleffectue
essentiellement dans les plantes cultivées dans des conditions défavorables i

la croissance.
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IV - ROLE DES POLYOSIDES MATRICIELS

Les algues sur l'estran sont soumises d dimportantes modifications
chimiques et physiques du milieu, li€es a l'alternance émersion -immersicn.
I1 semblerait que les polyosides de la paroi soient utilisés par la cellule pour

réguler ces contraintes imposées par le milieu.

La paroi des algues marines semble jouer un role important dans la
régulation de la turgescence et de la pression osmotique interne. Ainsi, plus
la paroi est épaise et rigide, plus la pression osmotique interne est €élevée
(KAUSS 1976). De plus, la paroi est composée de polysaccharides qui
présentent un fort caractére hydrophile. Ils forment avec l'eau une matrice
qui est certainement impliquée dans les processus de régulation de la

turgescence a court terme (KAUSS 1976).

L'existence d'une corrélation entre le niveau bathymétrique et la
résistance 4 la dessication a4 conduit certains auteurs & penser que les
colloides hydroscopiques de la paroi s'opposent a l'@vaporation de l'eau (De
LESTANG 1974, QUILLET et De LESTANG 1972).

L'épaisseur des parois, la capacité de rétention d'eau de la phase
matricielle ou des mécanismes physiologiques permettent donc a la paroi de
tamponner au niveau cellulaire les variations de potentiels hydriques

résultant des changements d'hygrométrie.

Selon ZIMMERMAN (1978), la paroi pourrait également ‘etre impliquée
dans les mécanismes de reconnaissance des variations de pression osmotique
externe. Cependant, aucune expérience n'a pu, a4 ce jour, confirmer ou

infirmer cette théorie.

QUILLET et De LESTANG (1972) ont noté que la teneur en sulfates des
fucoidanes, qui augmente depuis les bas niveaux (Laminaria) jusqu'aux
hauts niveaux (Pelvetia), contribue a augmenter la résistance a la
dessication et aux fortes presions osmotiques li€es aux alternances

émersion-immersions.

La régulation des échanges ioniques a fait l'objet d'une &tude récente
chez les Fucales. KLOAREG (1984) a tenté de metire en évidence le role
supporté par les fucoidanes dans la régulation physiologique des flux

ioniques comme &changeurs d'anions, sans besoin énergétique. Cependant,



rien ne permet pour l'instant de dire que les fucanes ont un comportement
échangeur spécifique. De toute facon, ce comportement de la paroi comme
résine échangeuse d'ions n'est pas généralisable au cas de l'agar qui est un

composé peu chargé. Il faut envisager d'autres mécanismes dans ce cas.

Les propriétés mécaniques de la paroi sont fonction de la proportion
entre les polyméres squelettiques et matriciels (NORTHCOTE 1972). Ces
derniers pourraient intervenir en tant que Ilubrifiant, facilitant les
coulissements des fibres squelettiques au cours de l'élongation cellulaire.
Les gels peuvent également jouer un role de protection mécanique : ils sont
suffisamment fluides et @&lastiques pour amortir les chocs dus aux
mouvements (NORTON et al. 1982). Corollaire logique, il existerait une
relation entre la structure des gels pariétaux et l'exposition de l'algue. Une
rigidité plus importante des tissus est en effet relevée chez les
rhodophycées en mode abrité qu'en mode battu (REES et CONWAY 1972).
Enfin, la rigidité des gels pourrait constituer un controle biologique de la
croissance et assurer la pérennité de l'algue en renforcant ses propriétés
mécaniques. Cette hypothése est bien illustrée par les variations du rapport
mannuronique/guluronique (M/G) dans les différentes parties de la
laminaire en fonction de leur roles respectifs. Ainsi, le stipe rigide est riche
en blocs GG, responsables des hautes valeurs de force de gel d'alginate, et’

la lame souple riche en blocs MM, de qualité opposée.

CONCLUSION
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Gracilaria verrucosa est donc une espéce qui se développe dans une

région ol l'amplitude des facteurs climatiques est grande. Ces variations
saisonniéres influencent donc le métabolisme de l'algue et il est naturel de
penser que la paroi puisse etre affectée par l'orientation des biosyntnéses en

fonction des saisons.

Le battement des marées, par contre, doit etre moins fortement
ressenti par les thalles puisqu'ils se dévelloppent dans des cuvettes qui
retiennent l'eau 4 marée basse. Néanmoins, des variations de salinité
existent, et les cellules doivent mettre en oceuvre des moyens pour lutter

contre les variations de pression osmotique.
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En conséquence, la nature chimique des polyosides matriciels, dont
les fluctuations ont &té mises en évidence, peut %etre le reflet de 1la
physiologie du développement des thalles de cette espéce et les propriétés
physico-chimiques qui en découlent peuvent permettre de comprendre le-

capacités adaptatives de l'algue aux contraintes du milieu.



MATERIEL ET METHODES
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I - CONDITIONS GENERALES

A - Préparation des @échantillons.

Des échantillons de Gracilaria verrucosa sont récoltés au "Cran aux
oeufs" prés du "Cap Gris Nez" dans le Nord de la France. Les thalles
nettoyés aux ultrasons dans une cuve BRANSONIC (1min), sont rincés a
I'eau de mer filtrée a 0,2um puis essorés par centrifugation (5min, 200 rpm).
Deux lots sont séparés selon les besoins et pesés (Poids de matiére fraiche
de départ). Une part a]iquoté est prélevée pour mesurer le poids de matiére

séche de départ, aprés lyophilisation.

B - Cultures.

Les algues sont cultivées dans des cuves en matiére plastique de 50
litres, recouvertes d'un film transparant en cellophane pour limiter
l'8vaporation. Une alimentation en air comprimé assure le maintien du taux
de dioxyde de carbone dissous et l'agitation du milieu. L'eau de mer est
renouvelée deux fois par semaine afin que les €léments minéraux du milieu ne
s'épuisent pas. L'éclairement est assuré par des tubes fluorescents
SYLVANIA type "GROLUX", couplés a8 une horloge programmable qui

controle la durée de l'éclairement.

Les mesures de croissance sont réalisées en déterminant
l'augmentation du poids de matiére fraiche par pesée, aprés élimination de
I'eau superficielle par centrifugation & 160 tours/min. dans une essoreuse
THOMAS. La teneur en matiére séche est calculée aprés lyophilisation

pendant 24 heures.

Des prélévements sont effectués tout au long des cultures, aprés 1

jour, 2 jours, 1 semaine, 1 mois et 2 mois de culture.

1. Conditions de croissance
Les conditions de croissance des thalles ont &té définies par rapport a
celles observées dans la nature. La température maximale de l'eau de mer
relevée en été est de 18°C. Une pidce climatisée, régulée 4 18°C 2°C, dans
laquelle est assuré un éclairement de 17W/m? & raison de 16h par jour permet
de controler les parametres climatiques, en reproduisant ceux qui

caractérisent la cote boulonnaise.
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2. Conditions de non~-prolifération
En hiver, la température de l'eau de mer descend jusqu'da 5°C. Un
éclairement de 7W/m2 pendant 8H par jour est maintenu dans une chambre
froide régulée a4 5°C+t2°C. Ces conditions simulent le climat hivernal, pour

lesquelles les thalles sont en phase stationnaire de croissance.

C - Extractionde 1'agar.

A chaque prélévement, les algues fraiches sont rincées a l'eau
distillée, nettoyées par sonication et pesées aprés centrifugation & 160
tours/min. pendant 15 secondes. Les échantillons ainsi préparés sont
congelés et lyophilisés pendant 24h 4 8°C. De 1 4 5 grammes d'algues séches
sont placés dans 200 i 500 ml d'eau distillée & 100° C, remués constamment &
I'aide d'un agitateur mécanique pendant six heures. La décoction est passée
au travers d'un tissu propre pour séparer la solution de la plus grosse
partie des débris de thalle. Elle est ensuite filtrée sous pression sur filtres
SARTORIUS , depuis 12 um jusqu'da 0,45 pm. Le filtrat est ensuite
successivement congélé et décongelé pour éliminer la majeure partie des
impuretés solubles. Le reliquat est repris par lalcool absolu qui le
deshydrate et dans lequel il est pulvérisé & l'aide d'un mixer. L'agar én
poudre est recueilli sur le filtre en verre frité (n°3) d'un b'uchner. Remis en
solution dans l'eau distillée, dialysé, il sera congelé et lyophilisé. L'agar
sec, pesé, servira i calculer le rendement de l'extraction qui sera exprimé

en pourcentage d'agar sec par rapport d la masse d'algue séche utilisée.

II - CONDITIONS PARTICULIERES

A - Recherche des facteurs limitants de l1a synthése d'agar.

1. La température.

De maniére & étudier l'influence de la température sur la croissance
des thalles de Gracilaria verrucosa et les rendements en agar, des cultures
ont été réalisées 4 5°C et 4 18°C. La photopériode est alors fixée a 12h de
lumiére par 24h et a 17 W.m'z, dans des enceintes climatisées.

" L'augmentation de biomasse, de poids de matiére séche et les rendements en
agar sont calculés par rapport & un échantillon témoin, aprés deux mois de

culture.



2. La lumiére.

La température &tant fixée & 5°C (température pour laguelle le
maximum de rendement en agar est observé) différentes durées de
photopériode et différentes énergies lumineuses ont &té testées sur des
cultures de Gracilaire. Deux photopériodes, 16 : 8 et 8 : 18 et deux

"2 et TW. m2 :

croisées et comparées a4 des lots témoins cultivés 8 18°C, sous une

énergies, 1TW. m ont été retenues. Les deux conditions ont été

photopériode de 12h de lumi€re par 24h et une énergie lumineuse de

17W.m 2. Le tableau 1 résume les conditions utlisés et leur symbolisation

employée dans le reste de l'exposé. L'expérience est poursuivie pendant 2

mois et les mesures de croissance et de rendements en agar scnt effectués

comme dans le cas général.

3. Cultures alternées.

Le régime alterné de culture est défini comme la succession dans le
temps soit : de conditions de croissance ( 18°C, 16 : 8, 17W. m'2) puis de
conditions de non-prolifération (5°C, 8 : 16, TW. m~2), chacune pendant un
mois ; soit : de conditions de non-prolifération (5°C, 8 : 16, TW. m'z) puis
de conditions de croissance ( 18°C, 16 : 8, 17W. m~2). Comme dans les cas
précédents, des prélévements réguliers sont effectués pour &valuer

1'évolution des différents composés de l'algue.

C - Extractions fractionnées de 1'agar.

Dans ce protocole, l'agar est extrait par solubilisation dans de l'eau
distillée, agitée mécaniquement, pendant une nuit a4 20-25°C, puis
successivement d 40, 60, 80 et 100°C pendant 3h et ensuite autoclavé 1h &
121°C.

Chaque décoction recueillie est filtrée sur filtres SARTORIUS jusqu'a

3um, congelée puis lyophilisée pendant 72h.

Les lyophilisats sont alors pesés. Par rapport au poids de matiére
séche ayant servi a l'extraction, cette mesure exprime le rendement de

chacune des étapes de l'extraction.

III - CONTROLES BIOCHIMIQUES

A - Dosages biochimiques.

La teneur en glucides des extraits est estimée par la méthode
colorimétrique i l'orcinol sulfurique (TILLSMAN et PHILIPPI 1929, medifiée
par RIMINGTON 1931). L'agar &tant essentiellement composé de galactose,

celui-ci est utilisé comme témoin.
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TABLEAU 1

CULTURE DE THALLES EN CONDITIONS DE TEMPERATURES,
DE LUMIERES ET DE PHOTOPERICDES CONTROLEES.

RESUME DES CONDITIONS ET SYMBOLISATIONS.

Energie Lumineuse 5 W.m_.2 17 W.m‘z Soleil

Températures 5°¢ 5°C 18°C 20°cC

Photopériodes

16: 8 516N - 516E - -
8:16 5081 508E - -

12:12 - - 1812E 20128

)
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La technique de DUBOIS et al. (1956), est utilisé pour doser les
sucres en sortie de colonne de chromatographie (Gel filtration ou échange

d'anions).

La quantité de 3,6-anhydrogalactose est appréciée par la méthode
colorimétrique au résorcinol décrite par YAPHE (1960).

L'estimation de la quantité de sulfate est réalisée avec du rhodizonate
de sodium qui donne un composé coloré en présence d'ions Ba*. Quand du
sulfate inorganique est présent, du sulfate de barium se forme et l'intensité
de la coloration diminue. La quantité de sulfates peut-‘etre calculée par
différence (TERHO et HARTIALA 1971). Une hydrolyse des esters
sulfoniques est donc nécessaire. Celle-ci est obtenue en présence d'acide

chlorhydrique 1N, pendant une heure & 100°C.

Le carbazol en milieu sulfurique permet de doser les acides uroniques
(DISCHE 1947). Comme les hexoses donnent, avec le réactif, une coloration
jaunatre qui interfére avec celle des acides uroniques, MONTREUIL et SPIK

(1963) conseillent une formule de correction :

Ba - ad B = absorbance de 1ml de la solutiocn &
dosexr au carbazol
avec :
_ii - Ei a = absorbance de 200 g d'cses & l'orcinol
50 200

0, = absorbance de Iml de la solution &
doser & l'orcinol

d = absorbance de 200 g d'oses au carbazol
¢ = absorbance de 50 g d'uroniques au carbazol

d = absorbance de 200 g d'uroniques & l'orcino
B - Spectroscopie Infrarouge.

La spectroscopie infra-rouge est une méthode simple et rapide pour
caractériser l'agar (CHRISTIAEN et BODARD 1983).

L'¢chantillon est mélangé soigneusemenent avec du KBr et broyé
finement au mortier puis compressé sous forme de pastille & l'aide d'une
presse. Le spectre est obtenu sur un spectroscope BECKMAN, par un
défilement de 4000 & 600 cm ™! pendant 12mn. '

C - Chromatographie sur Couche Mince.

Une chromatographie sur couche mince de gel de Silice sur feuille
d'aluminium est effectuée aprés le dépot de 10pg de produit en solution
aqueuse, et 3h de migration dans le systéme solvant : Ethanol, Butanol,
Eau, Acide acétique, Pyridine (100/10/30/3/10). La plaque est séchée et le



chromatogramme révélé par pulvérisation d'une solution d'orcinol 0,2% dans
. de l'acide sulfurique (p/v). La réaction colorée se développe aprés quelques

minutes de séjour dans une étuve a 105°C.

D -Gel filtration.

La séparation des fractions lourdes et 1égéres de certains extraits est
obtenue par le passage sur une colonne (30x2 cm) remplie de séphadex G25
équilibrée dans l'eau distillée. L'élution est suivie par un réfractom@etre

interférentiel KNAUER. Des fractions de 2 ml sont collectées.

E - Chromatographie d'échange d'anions.

Le fractionnement des polyméres neutres et chargés de l'lagar est
réalisé sur une colonne (50X3 cm) remplie de gel de DEAE séphadex AS50,
stabilisé dans l'eau distillée. Une jacquette autour de la colonne permet de
maintenir la température du systéme au-dessus de 40°C, de manidre i éviter

la prise en gel des solutions d'agar chromatographiées.

Une solution acqueuse de 20 ml contenant 20 mg d'agar sont appliqués
sur la colonne et 1'élution est réalisée par le passage successif d'eau distillée
(150 ml & 50°C), puis de solutions de NaCl (100ml) de concentrations

molaires croissantes (0,1 ;0,2 ;0,5 ;1 ; 2 et 3M). Des fractions de 5ml sont
récoltées et la détection se fait par le phénol sulfurique (DUBOIS et al.
1956).

Les fractions sont rassemblées en fonction de l'élution, dialysées,
puis lyophilisées pour déterminer le rendement de la chromatographie et les
quantitées de produits obtenus dans chaque cas. Des dosages biochimiques

peuvent ensuite “etre effectués sur chaque échantillon.

F - Chromatographie en phase gazeuse.

Les monosaccharides sont identifiés sous forme d'acétates d'alditol.
Les monosaccharides libérés par hydrolyse par de l'acide trifluoroacétique
4N, 4H & 100°C sont réduits par le borohydrure de potassium durant 4h i
température ambiante. La réaction est arrétée par de la résine Dowex 50x8
(forme H) et le borate formé &liminé par plusieurs codistillation avec du
méthanol contenant 1% d'acide acétique. Le résidu sec est repris par de l'eau
distillée et lyophilisé. La peracéthylation est réalisée avec un mélange
pyridine/ anhydride acétique (v/v), & température ambiante, durant une
nuit. Aprés évaporation du mélange réactionnel, le résidu sec est repris par

du dichlorométhane, contenant 1% d'anhydride acétique. Les acétates
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d'alditol sont caractérisés et dosés par un chromatographe en phase gazeuse
GIRDEL 300 sur une colonne capillaire (diamétre intérieur 0,3 mm) TP 8il 5
CB (CHROMPACK). La pression du gaz vecteur est de 0,45 bar, la
température de linjecteur 240°C, celle du détecteur 240°C et la température
du four est programmée aprds un palier & 130°C de 130 & 240°C, 2°C/min.,
10 min. & 240°C.

B
G - Spectroscopie RMN du C

Des spectres RMN du carbone 13 sont obtenus par l'analyse de solution
de 10mg de sucres dans DyO, sur un spectroscope BRUKER 400 MHz 4 100.62
MHz . Les spectres RMN 13¢ découplés du proton sont enregistrés a 80°C.
Les attributions des pics sont repérés par rapport & un témoin DMSO

interne, fixé 4 39.6 ppm d'un témoin TMS externe.

IV - ISOLEMENT DE PAROIS.
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L'isolement des parois de Gracilaria verrucosa s'inspire de la technique

mise au point sur les Fucales par KLOAREG (1984). Cependant, la Gracilaire
posséde une cuticule résistante et élastique difficile 8 rompre et qui rend le

broyage au POLYTRON pratiquement inefficace.

Les algues sont donc lyophilisées et broyées dix minutes dans un broyeur
a4 billes RETSCH. Une poudre fine et homogéne est ainsi obtenue. Les
phycobilines qui sont des protéines solubles sont extraites par un tampon
tris-HC1 & pH 6,7. Le contenu cellulaire est dispersé par sonication
(plusieurs fois 1mn, registre 4-"high"), aprés plasmolyse dans une solution
de sorbitol 3M. La presse de FRENCH qui provoque une alternance de
compression et de décompression, frégmente les amas cellulaires restant et
fait éclater les cellules ( 4 passages, 2500 psig, régime médium). Les parois
sont débarassées des contaminations de membranes par un lavage avec un
détergeant. Le triton X-100 & 0,1% a été utilisé. La chiorophyle est éliminée
par un passage dans l'acétone. A chaque étape, les parois sont lavées
plusieurs fois avec de l'eau distillée, puis centrifugées. Le surnageant est
éliminé. Un controle en microscopie optique est effectué & intervalles
réguliers pour juger de l'efficacité du traitement. Quand la préparation
parait débarassée de toute trace cytoplasmique, les parois sont lyophilisées
24h 4 5°C. Une poudre blanchztre est alors obtenue, pesée, et l'agar peut
®tre extrait directement par solubilisation & 100°C et séparé des résidus

fibrillaires par filtration.
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V- CON'i‘ROLES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE.

Les fragments de thalle et les résidus récupérés aprés extraction et
filtration de l'agar sont fix&s par une solution de glutaraldéhyde a 3% (v/v)
dans le tampon cacodylate de sodium 0,2M & pH 7,4 (1v) additionné d'eau de
mer (2v), pendant 2h30 4 20°C. Les &chantillons sont ensuite postfixés par
l'acide osmique a 1% dans l'eau de mer pendant 2h 4 4°C. IIs sont deshydratés
par l'acétone et inclus dans la résine a faible viscosité selon SPURR (1969).
Les coupes semi-fines sont colorées par le bleu de toluidine ou par le rouge
de ruthénium. Les coupes fines sont contrastées par l'lacétate d'uranyle et le
citrate de plomb ou par la technique a l'acide périodique -
thiocarbohydrazide - protéinate d'argent selon THIERY (1967). L'acide
périodique a été utilisé de fagon classique 3 1% et & 5% pour mieux démasquer
la structure fibrillaire. Les coupes sont examinées sur un microscope
électronique JEOL "JEM 100 CX" opérant a 80 KV.

VI - MESURES DE QUELQUES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.

A - Forces de gel.

1 existe différentes méthodes de détermination de la force de gel. Le
principe est toujours le meme : mesure de la force de pression nécessaire
pour briser un gel, dans les conditions suivantes :

- Concentration : 1,5% (p/v)
- Epaisseur : 3cm

- Température : 20°C

Une solution d'agar a 1,5% est préparée par dissolution dans de l'eau
distillée bouillante pendant trente minutes, puis versée dans un récipient et
laissée d refroidir 4 20°C pendant 15h pour obtenir la pleine force du gel.

Des témoins du commerce (Agar DIFCO) sont pris comme référence.

En l'absence de gélométre, une balance ROBERVAL peut etre utilisée.
La solution & tester est placée d'un coté , de l'autre un bécher équilibre les
plateaux. Une tige de lem? de section, fixée & une potence indépendante,
est ajustée d la surface du gel. De l'leau est ajoutée goutte & goutte dans le
bécher du coté de la tare jusqu'd ce que la tige traverse le gel. Le volume

d'eau ajoutée, traduit en Kg /em? , la force du gel.
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B ~-Viscosimétrie.

Des solutions d'agar sont préparées 4 une concentration de 1% (p/v)

puis maintenue 4 60°C.

Les échantillons sont placés dans le double entrefer d'un Rhéomat
CONTRAVES qui est un viscosimetre & cylindre coaxiaux fonctionnant &
vitesse imposée. Cette vitesse et la géom®etrie du corps de mesure (1 stator
et 1 rotor) fixent le gradiant de vitesse de cisaillement auquel est soumis le
produit. La mesure du couple résistant fournit la tension de cisaillement. La
viscosité apparente du produit est le rapport entre la tension de cisaillement
et le gradiant de vitesse de cisaillement. La viscosité des différents.produits
étant relativement faible & la température de mesure (60°C), un corps de
mesure & double entrefer a é’géAut‘iiisé. L'opération a lieu sur 20 ml de
solution i 60°C et permet d'obtenir les courbes d'écoulement. L'évolution de
la viscosité apparente est i'eprésentée en fonction du gradiant de vitesse de

cisaillement.

Une deuxiéme technique, plus proche des conditions naturelles dans
les quelles se trouvent le gel dans la paroi, permet d'obtenir le cisaillement
minimum pour provoquer l'écoulement du colloide. Les mesures ont é&té
effectuées sur un viscosimétre CARIMED (CS 100). Ce viscosim®etre
fonctionne i couples imposés. Deux systémes différents permettent de
mesurer soit la vitesse de cisaillement, soit le déplacement angulaire. Ce
dernier systéme permet de déceler les faibles déplacements du corps de
mesure, en l'occurence un c'one d'angle au sommet 178° et d'un diametre de 2
cm. La géometrie du cone permet de traduire ce couple en tension de
cisaillement. Le plan de mesure est porté i une température proche de 65°C.
Une goutte de solution d'agar en surfusion est déposée et le c'one est mis en
place. Le plan est alors ramené & 20°C. Une tension de plus en plus &levée

2 , jusqu'da rupture du gel. Le

est imposée au systéme par pas de 216 dyn/cm
temps d'application du couple est de l'ordre de 2 minutes. L'expérience est
renouvelée d plusieurs reprises sur 3 échantillons de chaque conditions de

culture des thalles dont a été extrait l'agar.

C - Taux de gonflement.

Le taux de gonflement d'un gel est sa capacité a4 absorber et a retenir
l'eau dimbibition. L'eau de synérése qui apparait aprés la prise en gel,
traduit l'excés de solvant qui ne peut etre admis par le colloide. La mesure

du taux de gonflement peut donc “etre obtenue en calculant la différence de
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poids d'un gel d'agar consécutive & l'expression de l'eau de synérése.

Celle-ci est accentuée en congelant les échantillons puis en les décongelant.

Des échantillons ont été préparés a partir d'agars extraits de thalles
cultivés dans différentes conditions, et solubilisés dans des milieux & base
d'eau de mer de concentrations variables ( eau distillée, 1/2 concentration
eau de mer, eau de mer, NaCl 1M et NaCl 2M).



ETUDE DES CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES DE DEVELOPPEMENT DE
LA PAROI. - SYNTHESE D'AGAR -.
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L'interprétation des données des variations saisonniéres de l'agar extrait
de Gracilaria verrucosa dans son habitat naturel pose le probléme du cycle
de production du phycocolloide et des mécanismes physiologiques qui en
déterminent la synthése dans la paroi.

A partir de relevés trimestriels effectués sur une année (CHRISTIAEN
1981), il est possible de construire la courbe des variations des teneurs en
agar et la courbe de la matiére séche des algues échantillonnées. Elles
permettent d'appréhender les grandes tendances métaboliques de l'algue au
cours de son développement. De fait, la courbe des rendements en agar est
toujours décalée dans le temps par rapport 4 la courbe de croissance. Ce
décalage pourrait signifier, en terme de synthéses, que l'algue constitue en
phase de croissance des réserves carbonnées qui contribueraient 4
l'augmentation de la biomasse. La quantité d'agar augmenterait peu pendant
la croissance. L'agar serait alors synthétisé plus rapidement dans un
deuxiéme temps pour atteindre un optimum de production aprés la période de
croissance. Au cours de cette période, il n'y aurait plus de synthése de
matiére séche (hors agar), ce qui expliquerait l'augmentation des

rendements en colloides.

L'exemple tiré de la Figure 5 illustre bien ce qui vient d"etre dit. La zone
A fait apparaitre une augmentation des teneurs de matiére séche et d'agar.
La zone B, contigiie, met en évidence un gain de matiére séche et une
diminution des rendements en colloides. Par conséquent, le moment de
I'analyse détermine le sens des relations entre croissance et production

d'agar.

Cette vision physiologique permet de lever certaines contradictions
dénoncées plus haut. En effet, les résultats décrits dans la littérature ne
prennent leur entiére signification que s'ls sont compris par rapport i la
période de prélévement des échantillons. De fait, selon le stade de
développement de l'algue et donc selon les saisons, les relations entre les
différentes composantes de llalgue peuvent se modifier voire totalement

sinverser.

I1 s'agit donc de définir les principes métaboliques qui président &
1'¢volution de la matrice pariétale. Il semble évident que les facteurs

favorisant l'élongation ou la différenciation de la paroi affecteront les
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'composés qui la constitue. Les matériaux nouveaux qui s'incorporent sont
d'origine cytoplasmique et résultent de l'activité photosynthétique. En
conséquence, l'etude peut se limiter & &valuer l'effet de la lumiére et de la
température sur le métabolisme pariétal'. STADLER (1984) a par ailleurs
montré linfluence de l'engraissement azoté sur la production d'agar chez

Gracilaria verrucosa.

I. - DESCRIPTION DE L'ETAT INITIAL

A - Rappels anatomiques

Le thalle adulte de Gracilaria verrucosa se présente sous l'aspect de
touffes constituées de frondes cylindriques brun-rouges dont la longueur
varie de 3 4 5 cm en hiver et jusqu'a 20 cm en &té. Ces frondes principales se
divisent en rameaux secondaires et tertiaires de meme forme. L'ensemble est

retenu sur le substrat rocheux par l'intermédiaire dun disque circulaire.

Une coupe transversale de l'une des frondes montre de l'extérieur
vers lintérieur : un anneau périphérique de deux rangées de petites
cellules (5 um)(Fig. 6). KLING (1978) remarque la régularité des divisions
anticlines qui donne un aspect palissadique a cette région. Une série de
deux ou trois assises de cellules plus volumineuses, a rhodoplastes,
concentrique 4 la premiére zone corticale, représente la zone subcorticale
(Pl.1, fig.l). Au centre, une moelle parenchymateuse se forme par
l'association de grandes cellules (130 pm) reliées entre elles par de

nombreuses synapses .

B-Cytologie(Planches I et I1)

Le cytoplasme des cellules de Gracilaria verrucosa est rarement
observé dans un état turgescent. Les cellules corticales et subcorticales
présentent peu de vacuoles et celles-ci sont toujours de petite taille ( Pl.I,
Fig.2). Les cellules médullaires, trés grandes, possédent de grandes
vacuoles ; leur cytoplasme, pauvre en ribosomes, est réduit & une mince

couche 8 la périphérie cellulaire.

Les cellules du cortex sont caractérisées par un cytoplasme trés dense
et opaque aux électrons, et par la présence de rhodoplastes peu nombreux
mais de grande taille, a thylakoides trés rapprochés les uns des autres (Pl.

II, Fig.3). L'amidon extraplastidial occupe une partie importante de la
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PLANCHE T - CELLULES DU CORTEX

Fig. 1. = Vue d'ensemble de la zone corticale montrant 1'importance
des parois. x 6000. '

Fig. 2. - Coupe d'une cellule corticale de thalle cultivé en conditions
de croissance. Les plastes et les grains d'amidon sont
rassemblés vers la partie interne du thalle. x 12000.

Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.

Abréviations : A, amidon ; cy, cytoplasme ; N, noyau ; P, paroi ;
Pl, plaste ; s, synapse ; V, vacuole.

Echelle : 1 Um
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cellule chez les algues en période de croissance (Pl. I, Fig.2) ; il est
généralement situé entre les plastes et le noyau. Certaines cellules sont
binuclées. Des mitochondries sphériques, & crietes tubulaires apparaissent
par pface (P1.1I, Fig.4). L'appareil de Golgi est peu abondant. Seuls
quelques dictyosomes sont observés (Pl.II, Fig.5). Des vésicules,
vraisemblablement d'origine golgienne, sont nombreuses au voisinage du
plasmalemme, témoignant d'une activité sécrétrice de polysaccharides (P1.1I,

Fig .6). Le plasmalemme est toujours trés sinueux.

C-Ultrastructure de la paroi de la plante adulte
(Planche I1I).

La plupart des &tudes ultrastructurales réalisées sur des algues
rouges portent essentiellement sur l'arrangement de la phase squeiettique :
MYERS et al. (1956), MYERS et PRESTON (1959 a et b), DAWES et al.
(1961), BISAPULTRA et al. (1967), McBRIDE et COLE (1971, 1972),
LICHTLE (1975), TRIPODI et DE MASI (1975), MSHIGENI (1977),
BOROWITZKA (1978), YOUNG (1980), GRETZ et al. (1982). Cependant
McCANDLESS et al. (1977) étudient l'effet de l'extraction des carraghénanes
sur lultrastructure de la paroi de Chondrus crispus. La plupart de ces
travaux concernent donc des algues productrices de carraghénanes. Par
contre, les agarophytes ont €té beaucoup moins étudiées (DAWES et al.1961
étude de Gelidium cartilaginum). Une approche analogue & celle de
McCANDLESS et al. (1977) a été employée pour étudier la paroi de Gracilaria
verrucosa en raison de limportance de la substance matricielle par rapport a

la partie fibrillaire.

La paroi cellulaire des algues est formée dune succession de strates
concentriques disposées autour de chaque cellule (paroi stricto sensu) et de
la substance matricielle qui occupe les ) espaces intercellulaires. Chez
Gracilaria verrucosa, plusieurs couches, de structure différente, sont

reconnues du plasmalemme vers l'extérieur de la paroi ( P1;I1I, Fig.7).
- Zone périplasmique

La zone périplasmique est vraisemblablement la partie la plus active de
la paroi et le lieu de sa construction. Le plasmalemme montre une intense
activite (P1.11I, Fig.7 et 8). Il présente de nombreuse invaginations au
niveau desquelles sont implantées des microfibrilles polysaccharidiques
fortement réactives 4 la technique de THIERY (P1.III, Fig.9 et 10). De

nombreuses vésicules claires et des vésicules d contenu fibrillaire se
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PLANCHE II - ORGANITES CELLULAIRES

Fig. 3. - Coupe de cellule corticale avec un plaste & thylakoide
périphérique caractéristique des Algues rouges. Formation
de vésicules au dépend du plasmalemme. x 60000.

Fig. 4. - Mitochondries & crétes tubulaires. x 75000.
Fig. 5. - Deux dictyosomes émettant des vésicules golgiennes.
x 60000.

Fig. 6. - Nombreuses vésicules golgiennes groupées dans la zone
périphérique du cytoplasme et paraissant se déverser a

1l'extérieur de la cellule. Grains d'amidon fortement réatifs

au test de Thiéry. x 60000.
Fig. 3 & 5 : Contrastant acétate d'uranyle et citrate de plomb.
Fig. 6. - PATAg.
Apbréviations : a, amas dense ; A, amidon ; D, dictyosome ;
M, mitochondrie ; P, paroi ; Pl, plaste ; v,

vésicule golgienne ; V, vacuole.

Echelle : 0.5 ym.
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PLANCHE III - PAROI DU THALLE ADULTE TEMOIN

Fig. 7. = Coupe transversale de la paroi externe. Plusieurs
couches s'observent du plasmalemme (p) & la partie externe
de la paroi : la zone périplasmique (ZP), la zone interne (I),
la zone moyenne {(M). La paroi externe est bordée par une couche
cuticulaire (C). Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de
plomb. x 28000.

Fig. 8. = Zone interne de la paroi montrant la phase fibrillaire
disposée en réseau. Vésicules périplasmiques (v) et amas denses
(a) sont trés faiblement contrastés. Contrastant : acide pério-
dique 5 % , thiocarbohydrazide, protéinate d'argent. x 38000,

Fig. 9. - Zone périplasmique : fibrilles polysaccharidiques (F)
attachées au plasmalemme (p) et substance matricielle paraissant
émises par exocytose. Les vésicules périplasmiques (v) nettement
délimitées par une membrane (fléche) se forment par la séparation
d'une proéminence du plasmalemme. R, fibrilles disposées en
réseau. Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.

x 132000.

Fig. 10. ~ La réactivité de la membrane des vésicules périplasmiques
(v) est la méme gue celle du plasmalemme (p). Le contenu des
vésicules n'est pas réactif. Contrastant : acide périodique 5 %,
thiocarbohydrazide, protéinate d'argent. x 132000.

Fig. 11. - Zone intercellulaire (2ZI) faiblement contrastée et
paroi sensu strico de cellules corticales dgées (P) dont la
partie externe montre une disposition plissée. Contrastant
acide périodique 1 %, thiocarbohydrazide, protéinate d'argent.
x 13400.

Abréviations : a, amas dense ; C, couche cuticulaire ; cy, cyto-
plasme ; F, fibrille ; I, zone interne de la paroi ; M, zone
moyenne de la paroi ; p, plasmalemme ; P, paroi ; R, fibrilles™
en réseau ; v, vésicule périplasmique ; ZP, zone périplasmique.

Echelle : 0.5 Um
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trouvent dans le cytoplasme périphérique et se déversent par exocytose
dans le périplasme (P1.III, Fig.10). Au niveau du plasmalemme peut etre
observé la formation d'enclaves cytoplasmiques proéminentes i l'origine des
vésicules périplasmiques dont le contenu est bien contrasté par l'acétate
d'uranyle et le citrate de plomb (P1.III, Fig.9). Leur membrane présente la
meme réactivité que le plasmalemme au test de THIERY. L'existence de ces
vésicules a &té décrite chez des Rhodophycées productrices de
carraghénanes : Laurencia (BISALPUTRA et al. 1967), Polysiphonia
(LICHTLE 1974), Antithamnion (YOUNG 1980) chez qui ce phénoméne est
intense et conduit a4 la formation de véritables "canaux" fortement

osmiophiles dans la partie interne de la paroi des cellules agées.

A la limite du périplasme et de la paroi proprement dite, les fibrilles
polysaccharidiques se disposent progressivement en réseau et paraissent
anastomosées. Des vésicules périplasmiques sont incluses dans les mailles du
réseau.(P1.I1I, Fig.9).

- Zone interne de la paroi.

L'examen des coupes semi-fines en microscopie photonique permet de
différencier nettement la partie interne de la paroi. Le rouge de ruthénium,
qui colore sélectivement les matiéres pectiques, la colore trés vivement,
montrant ainsi qu'elle est composée en grande partie par la substance
amorphe. En microscopie électronique, la partie interne de la paroi
proprement dite présente une structure lachement fibrillaire. Les fibrilles
enrobées dans la matrice amorphe apparaissent trés peu contrastées par
l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb (Pl.III, Fig.7). Par contre, elles
sont fortément réactives aux-tests de mise en évidence des polysaccharides,

. notamment aprés une oxydation périodique drastique. La phace squelettique
fibrillaire n'est pas homogéne. Elle est répartie en strates concentriques de
densité inégale, formant par place des amas de fibrilles trés serrées et trés
fortement réactives (Pl.III, Fig.8). Dans cette zone, de nombreuses
fibrilles sont orientées dans le sens radial. Les vésicules périplasmiques,
bien visibles sur la Fig.7 de la Pl.III sont nettement limitées par une
membrane. La phase matricielle amorphe, bien que de nature
polysaccharidique, n'est pas contrastée par la technique de THIERY (P1.1I1I,

Fig.8), alors qu'elle est trés faiblement osmiophile sur la Fig.7.
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- Zone moyenne de la paroi.

La phase fibrillaire devient de plus en plus dense; les fibrilles sont
plus tassées et se disposent en strates concentriques trés serrées entre
lesquelles les amas denses dérivés des vésicules périplasmiques sont
toujours bien visibles mais dont la membrane devient indiscernable. Les
parois des cellules agées montrent un aspect caractéristique : l'ensemble des
strates fibrillaires prend une disposition plissée qui s'accentue avec le
vieillissement cellulaire (P1.III, Fig.11). Cette partie de la paroi est moins
riche en substance matricielle que la zone interne. Cela se traduit par une
moindre coloration par le rouge de ruthénium et par une coloration bleue
intense par le bleu de toluidine. La paroi sensu stricto apparait donc

composée de deux couches de coloration différente.
- Zone externe de la paroi.

Cette couche enveloppe l'ensemble du thalle et peut ®etre considérée
comme une zone cuticulaire bien qu'elle n'ait pas la meme composition
biochimique que la cuticule des végétaux terrestres. Elle apparait en bleu
vif aprés coloration au bleu de toluidine et incolore avec le rouge de
ruthénium. Sa structure est trés finement granulaire. Chez Gracilaria
verrucosa (P1.1II, Fig.7), elle ne forme pas une strate nettement délimitée
comme cela se voit chez d'autres algues rouges, Laurencia (BISAPULTRA et
al. 1967), Porphyra (HANIC et CRAIGIE 1969), Polysiphonia (LICHTE.
1974), Antithamnion (YOUNG 1980). La zone cuticulaire ne renferme jamais

d'amas denses.
- Zone intercellulaire.

Les zones intercellulaires, trés riches en substance matricielle, sont
fortement colorées par le rouge de ruthénium et provoquent le virage au
rose du bleu de toluidine. Ces espaces intercellulaires ne sont cependant
pas totalement dépourvus de fibrilles. Celles-ci sont disposées de fagon
grossiérement paralléles entre elles. Comme dans la zone moyenne de la
paroi, les fibrilles des parties corticales agées prennent une disposition
générale plissée (P1.III, Fig.11).
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D -Ultrastructure des parois aprés extractionde l'agar.
(Planche IV).

L'examen des coupes effectuées aprés l'extraction de l'agar selon la
technique décrite par CRAIGIE et LEIGH (1978) et celle développée au
laboratoire, exposée dans le chapitre Matériel et Meéthodes, montre
l'élimination de la matrice amorphe et d'une partie du squelette fibrillaire.
Cependant, la paroi n'apparait pas trés désorganisée. Dans ces conditions,
le bleu de toluidine ne colore plus que la zone cuticulaire et le rouge de

ruthénium ne produit aucune coloration.

Aprés extraction de l'agar par la technique du laboratoire
(CHRISTIAEN 1981), la zone périplasmique et la zone interne sont les plus
fortement modifiées (P1l.IV, Fig.12). Les vésicules périplasmiques trés
altérées, tout comme le cytoplasme, restent cependant visibles. La phase
fibrillaire n'est pas totalement éliminée. Elle demeure sous la forme de courts
fragments de fibrilles. Les amas denses persistent aussi. Dans la zone
moyenne, les fibrilles sont trés irréguliérement solubilisées. Certains
fragments de paroi montrent des strates successives ol les fibrilles
apparaissent trés désorganisées, séparées par des strates a structure
fibrillaire nettement respectée (Pl.IV, Fig.13). Par contre la zone
cuticulaire est inchangée. Il se produit fréquemment des déchirures entre la
paroi sensu stricto et la cuticule. Dans les espaces intercellulaires, la
dissolution de la matrice met trés nettement en évidence les fibrilles (P1.1V,
'Fig.14). A la limite de la paroi proprement dite, la disposition en réseau des
fibrilles se distingue aisément, y compris dans la partie ol elles sont tassées
en strates paralléles. Les fibrilles des zones intercellulaires sont disposées

en réseau a mailles réguliéres.

La technique de CRAIGIE, beaucoup plus drastique, désorganise et
extrait en partie la phase fibrillaire de la paroi (Pl.IV, Fig.15). II ne
persiste que de trés courts fragments de fibrilles, parfois simplement des
amas granuleux. La disposition stratifiée des fibrilles ne se retrouve plus. 11
devient impossible de distinguer les différentes zones de la paroi. Seule, la
couche cuticulaire est respectée par ce type d'extraction (Pl.1V, Fig.16).

Les parties intercellulaires sont également fortement désorganisées.

L'étude ultrastructurale des échantillons ayant subi l'extraction de
l'agar révéle des différences entre les deux techniques utilisées. La

technique de CRAIGIE aboutit & une dénaturation beaucoup plus importante
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PLANCHE IV - PaAROI .APRES EXTRACTION DE L'AGAR

Fig. 12 & 14 : Coupes de fragments de thalles aprés extraction
de l'agar selon la technique de Christiaen. Contrastant :
acide périodigque 1 %, thiocarbohydrazide, protéinate d'argent.

Fig. 12. - Coupe de paroi externe (cf. fig. 1). cy, cytoplasme
dénaturé ; zone périplasmique (ZP), zone interne (I) et zone
moyenne (M) de la paroi sont nettement modifiées par 1l'extraction
de l'agar. La zone cuticulaire (C) n'est pas altérée. x 15400.

Fig. 13. - L'extraction de l'agar—agar fait apparaitre des différen-
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ces de réactivité entre les strates fibrillaires. cy, cytoplasme ;

I, zone interne et M, zone moyenne de la paroi ; ZI, zone
intercellulaire. x 13400.

Fig. 14. - Phase fibrillaire de la zcone intercellulaire avec parties
fibrillaires denses et plissées, et espaces & fibrilles lé&che-
ment réticulées. x 80000.

Fig. 15 et 16 : Coupes de fragments de thalle aprés extraction de
l'agar selon la technique de Craigie.

Fig. 15. - Les fibrilles sont désorganisées. Les résidus de la
phase squelettique apparaissent sous forme granulaire ;
cy, cytoplasme dénaturé. Contrastant : acide périodique 1 %,
thiocarbohydrazide, protéinate d'argent. x 13400.

Fig. 16. - Paroi externe montrant la zone cuticulaire (C) intacte
malgré l'utilisation d'une technique drastique d'extraction de
l'agar. Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.

x 40000.

Abréviations : C, couche cuticulaire ; cy, cytoplasme ; I, zone
interne de la paroi ; M, zone moyenne de la paroi ; ZI, zone
intercellulaire ; ZP, zone périplasmique.

Echelle : 0.5 um
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des parois et des espaces intercellulaires que celle adoptée au laboratoire.
Ces techniques différent par l'utilisation de tissus broyés ou intacts et par la
température d'extraction. Celle qui a &té utilisée dans ce travail est plus
douce et respecte davantage le squelette fibrillaire. L'€tude quantitative de
l'agar récupéré dans les deux cas montre que les deux méthodes ont le meme
rendement en produit final purifié. Cependant, l'aspect ultrastructural des
cou;;es est différent. Les fibrilles sont trés fragmentées par la technique de
CRAIGIE. 11 est possible que cette fragmentation et la dénaturation des
fibrilles par la chaleur et la pression les rendent plus difficilement
discernables; mais il se peut aussi qu'elles soient entrainées en meme temps
que les produits hydrosolubles et qu'elles soient éliminées au cours de la
phase de purification de l'agar. Si le broyage des tissus et lutilisation de
température élevées paraissent faciliter l'extraction de la substance
matricielle, ils n'ont pas d'influence sur le rendement final en colloide pur. 1l
semble donc que les deux techniques permettent de mobiliser tous les

polysaccharides hydrosolubles.

Au niveau du plasmalemme, 1'émission des vésicules périplasmiques
ressemble parfois 4 la formation de plasmalemmasomes comme il est observé
chez les végétaux supérieurs. Cependant, il ne s'agit pas du meme
phénoméne car, chez la Gracilaire, ces vésicules persistent dans toute
1'épaisseur de la paroi sensu stricto. Elles sont plus abondantes dans les
parois des cellules externes que dans celles des cellules médullaires et
présentent un aspect trés caractéristique (Pl.I1II, Fig.9) surtout dans les
parois des cellules jeunes. Leur role a été peu étudié. COTTLER (1971) chez
Chondrus crispus, émet lhypothése que ces véritables évaginations
cytoplasmiques qu'il propose de nommer "plasmalemmavillii" sont 4 l'origine
du dépot des carraghénanes dans les parois. Cependant, chez Gracilaria
verrucosa, leur coloration est toujours difféerente de celle de la matrice, leur
contenu n'est pas extrait en meme temi)s que l'agar et le fait qu'elles
demeurent sous forme d'amas denses dans les parois agées parait en
contradiction avec 1'ypothése de COTTLER. YOUNG (1980) observe chez
Antithamnion l'accumulation de "canaux" émis par le plasmalemme et qui
convergent vers la paroi. Cet auteur interpréte ce phénoméne comme une

possibilité de secondarisation de la paroi.

La nature des fibrilles squelettiques n'est pas clairement élucidée chez
les algues rouges. Si plusieurs auteurs ont démontré la présence dans la
paroi de faibles quantité de cellulose, NAYLOR et RUSSEL-WELLS (1934),
ROSS (1953), YOUNG (1966), d'autres tels McCANDLESS et al. (1977)



mettent en doute son existence dans les fibrilles chez les memes espéces. 1l
est 4 souligner que la quantité de cellulose, lorsqu'elle existe, est faible et
ne permet pas une réaction colorée nette par l'action du chlorure de zinc iodé
ou par l'acide sulfurique et ode. Bien que l'aspect ultrastructural des
fibrilles ressemble beaucoup a celui des plantes supérieures, il n'est pas
possible d'affirmer qu'il s'agit de cellulose. En effet, certaines Rhodophytes
possédent des xylanes susceptibles de former des microfibrilles (GRETZ et
al.1982). Seule une analyse chimique trés fine des composés restant en place
aprés dissolution de la matrice permettra de connaitre la nature des

microfibrilles.

Chez les algues rouges, les fibrilles sont généralement disposées en
filet réticulée (CRONSHAW et al. 1958, MYERS et PRESTON 1959b, DAWES et
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al. 1961, McCANDLESS et al. 1973). Selon DAWES et al.(1961), le modéle

microfibrillaire général chez les Rhodophytes pour la paroi proprement dite
est formé d'une strate externe de matériel mucilagineux et d'une strate

interne de microfibrilles arrangées en filet et enveloppées dans la matrice

amorphe. Or, chez Gracilaria verrucosa, la disposition générale est

inversée. La partie interne de la paroi est constituée essentiellement de
mucilage enrobant une structure fibrillaire en filet trés lache, alors que la
partie externe de la paroi est organisée en strates de fibrilles réticulées mais

trés denses, tassées en strates paralléeles. Des images comparables sont

obtenues chez Chondrus crispus (McCANDLESS et al., 1977). KLOAREG

(1984) classe les Rhodophytes dans le type Il : microfibrilles disposées en
lamelles tangentiellement & la surface de la cellule et, a liintérieur de chaque
lamelle, microfibrilles disposées sans direction préférentielle par opposition
au type I (polyosides cristallins non organisés en microfibrilles) et au type
IT (microfibrilles sans orientations préférentielle, y compris par rapport i la

surface de la cellule).

La zone circulaire qui enveloppe le thalle s'avére la partie la plus

résistante de la paroi (Pl.IV, Fig.16). Elle n'est pas dénaturée par

I'extraction de l'agar et elle ne présente pas de réaction positive aux tests de
mise en évidence des polysaccharides. HANIC et CRAIGIE (1969) ont montré
chez toutes les espéces qu'ils ont examinées qu'il s'agit d'une couche de moins

de lum d'épaisseur renfermant environ 80% de protéines.

En conclusion, l'emploi paralléle de deux méthodes d'extraction de
l'agar permet de mettre en évidence d'importantes différences dans l'aspect

ultrastructural de la paroi et ce en dépit de la similitude des rendements
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d'extraction du colloide purifié. Une grande partie du surcroit de
constituant arrachée a4 la paroi par le technique la plus drastique est
probablement perdue au cours de la phase de purification. L'égalité des
rendements en agar purifié montre bien que la totalité du colloide extractible
a été recueillie quelle que soit la procédure utilisée. La méthode du
laboratoire (CHRISTIAEN 1981) respecte davantage la structure fibrillaire
de la paroi et, de ce fait, elle présente moins de risques de contamination de
l'agar par des fragments polysaccharidiques aprés 1'étape de purification. En
outre, la comparaison de ces résultats avec ceux obtenus par McCANDLESS
et al.(1977) chez Chondrus crispus, chez qui la partie hydrosoluble de la
matrice est constituée \par des carraghénanes, permet d'affirmer que
l'organisation générale de la paroi des algues rouges ne varie guére, quelle
que soit la nature chimique du collo'ide qui forme l'essentiel de la matrice
pariétale.(Fi g.7)

II - INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE SUR L'ETAT STRUCTUREL
DU CYTOPLASME ET DE LA PAROI.

A-Le cytoplasme (Planche V).

Un échantillon témoin, cultivé 8 jours en lumiére atténuée présente,
dun point de vue cytologiciue, un cytoplasme trés vacuolisé et pratiquement
dépourvu d'amidon (P1.V, Fig.17). En condition de croissance, de nombreux
grains d'amidon occupent l'essentiel du cytoplasme (Pl.V, Fig.18). Les
chloroplastes se répartissent prés de la membrane plasmique et sont
concentrés vers llintérieur du thalle. L'activité du plasmalemme se traduit

par l'intensité de 1'émission de vésicules & contenu polysaccharidique.

Les parois des tissus jeunes, tels que les apex des ramifications,

présentent un aspect 1ache, peu contrasté et peu organisé.

En condition de non prolifération, les cellules observées en
microscopie é&lectronique permettent de remarquer la migration des
chloroplastes 4 la périphérie des cellules vers l'extérieur du thalle (P1.V,
Fig.18). Le cytoplasme ne présente plus de réserve d'amidon aussi
abondante qu'en période de fort éclairement (P1.V, Fig.19). 11 semble
néanmoins qu'une adaptation photosynthétique déji mentionnée a propos de
pigments photorécepteurs relais, apparaisse en fin de culture, permettant la
reconstitution de grains d'amidon.(P1.V, Fig.20).
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PLANCHE V



58

PLANCHE V - INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE SUR L'ETAT
DU CYTOPLASME ET DE LA PAROI.

Fig. 17. - Prélévement effectué aprés 8 jours de culture en
lumiére atténuée. Le cytoplasme est trés vacuolisé et prati-
quement dépourvu d'amidon. x 20000.

Fig. 18. - Prélévement aprés 39 jours de culture dans les conditions
de croissance. Les chloroplastes sont riches en plastoglobules
lipidiques ; les grains d'amidon sont nombreux et de grande taille ;
le cytoplasme renferme en outre des polysaccharides fibrillaires.

x 20000.

Fig. 19. - Prélévement aprés 53 jours de culture (39 jours en condi-
tions de non-prolifération. Le cytoplasme présente peu d'amidon
et de nombreuses vésicules probablement d'origine golgienne.
x 28000.

Fig. 20. - Prélévement aprés 67 jours de culture (39 jours en conditions
de croissance suivis de 28 jours en conditions de non-prolifération.

L'amidon est de nouveau abondant, de méme que les vésicules cytoplas-
‘miques & contenu polysaccharidique fibrillaire. x 58000.

Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.
Abréviations : A, amidon ; p, plasmalemme ; P, paroi ; Pl, plaste ;

v, vésicule & contenu polysaccharidique.

Echelle : 0.5 um
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L'activité des vésicules & contenu polysaccharidique persiste,
assurant, semble-t-il, un lien biosynthétique entre l'amidon et la paroi,
comme en témoigne la présence de certaines d'entre elles au contact des
grains d'amidon puis au niveau du plasmalemme (Pl.V, Fig.20). De fait, la

paroi parait plus épaisse et plus contrastée qu'en période de croissance.

B- Isolement de paroi

Des thalles de Gracilaria verrucosa sont cultivés en condition de
croissance ou en phase stationnaire pendant un mois. Les parois des cellules
des thalles en fin de culture sont isolées selon le protocole de KLOAREG
(1984), modifié par STADLER (1984) et décrit dans le chapitre Matériel et
Méthodes.

Les poids de matiére séche de parois isolées différent peu suivant les
conditions de culture (5,02 g pour 100g frais cultivés en condition de
croissance contre 4,7g en phase stationnaire).(Tab.2). Les erreurs
inhérentes aux nombreuses manipulations et transferts qu'exige cette

technique ne permettent pas de dégager de différence significative.

Par contre, l'analyse des rendements en agar apporte de précieux
renseignements. Les teneurs sont de 69% pour des parois isolées 8 partir de
thalles cultivés en phase stationnaire contre 51% pour des parois obtenues a
partir de thalles en croissance (Tab.2). La composition chimique de la parci
varie donc entre les deux types de conditions de culture : lorsque les
conditions de culture sont défavorables 3 la croissance, il y a plus d'agarose

proportionnellement & la matiére séche des parois.

Quelques réserves doivent cependant etre émises. En effet, les
quantités totales d'agar, obtenues & partir des parois et rapportées 8 100 g
de poids frais, sont inférieures aux valeurs obtenues par une extraction
directe de l'agar sur la matiére séche. Cette différence peut ®etre attribuée a
la perte d'une partie des sucres solubles qui sont éliminés dans le
surnageant. Cette perte peut etre accentuée par les traitements successifs

aux ultrasons.

La présence d'amidon dans les thalles doit etre également soulignée
car elle pourrait avoir une importance dans les expériences & venir. Des
préparations en microscopie optique de surnageants, prélevés au cours des
différentes &tapes d'isolement de parois, révélent de nomb eux grains

d'amidon colorés en bleu sombre par le lugol. Ce phénoméne est beaucoup
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TABLEAU. 2

VARIATION DES RENDEMENTS EN AGAR EXTRAIT DE PAROIS
ISOLEES, EN FONCTION DES GONDITIONS DE CULTURE
N=3

GRACILARIA VERRUCOSA

culture & 5°C,

sclairement = 5 x 1075 ergs.cm-z.

pendant 4 semaines

Poids Frais
100 ¢

|

Lyophilisation

14.7 g de matiére s&che

|

[SOLEMENT
0E
PARQIS

|

32 %+ 1.5 % du poids
de matiére séche
soit 4.7 ¢+ .22 de parois

culture 3 18°C,

sclairement = 17 x 107° ergs.cm'T. -

pendant 4 semaines

Poids Frais
100 ¢

Lyophilisatien

15.5 g de matiére séche

ISOLEMENT
DE
PARODIS

|

EXTRACTION
AGAR

|

RENDEMENT
63 % + 2.1

32.5 % £ 1.75 % du poids
de matiére séche
soit 5.02 g +.27 de parois

|

EXTRACTICON

AGAR
"RENDEMENT
51 % +0.8
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plus marqué dans les thalles en condition de croissance. Cet amidon pourrait
done jouer un role important dans les variations de matiére séche relevées au

cours de l'année et expliquer que des teneurs plus importantes de matiére
séche soient notées en croissance qu'en phase stationnaire en culture in

vitro (15,45 % contre 14,7% dans notre expérience).

I11 - VARIATIONS DE LA PRODUCTION D'AGAR AVEC LA PHYSIOLOGIE DU
DEVELOPPEMENT DU THALLE.

A-L'agar en phase de croissance des thalles.

1. La eroissance
Des thalles de Gracilaria verrucosa cultivés dans une eau de mer
tempérée 4 18-20°C sont dans des conditions favorables i la croissance. De
m‘erhe, les photopériodes "jour long" qui correspondent & un éclairement de
16h par 24h, et les énergies lumineuses incidentes de l'IW/m2 permettent
l'augmentation de la biomasse. Celle c¢i croit de 43,7% en 39 jours.(Tab.3).
Elle est caractérisée par une synthése de matiére séche qui représente 38% du

gain de poids frais total et une entrée d'eau pour les 62% complémentaires.

Sur le plan anatomique, de nombreuses ramifications apparaissent sur
le thalle. Elles participent pour moitié & l'accroissement de biomasse, mais
seulement pour 25% au gain de mati€ére séche. Elles contiennent, par contre,
jusqu'd 84,5% de l'eau du thalle. (Tab.4). Inversement les axes primaires
accumulent la majeure partie de la matidre séche synthétisée (67%).
Proportionnellement, l'entrée d'eau est moins forte que dans les parties

jeunes.(Tab.5).

2. L'agar. '

La quantité d'agar extraite, rapportée au poids de matidre séche
diminue entre le début et la fin de la culture ; elle chute ae 30 a 23% en 31
jours de culture (Tab.6). Cette mesure exprime le rendement en agar.
Néanmoins, la comparaison entre l'augmentation nette de matidre séche et la
variation nette des masses d'agar extrait (Tab.7) indique une synthése
continue de polyméres pariétaux, puisqu*l y a un gain net de 1,61 g par
rapport aux 5,13 g existants au début de l'expérimentation. Celle-ci est
masquée par l'accumulation des réserves amyliféres observée en microscopie

électronique (P1.V, Fig.18).



TABLEAU 3

VARIATIONS DE LA BIOMASSE ET DE LA MATIERE SECHE.

DES AXES PRIMAIRES ET DES RAMIFICATIONS EN

CONDITIONS DE CROISSANCE (1).

Masse de matiére séche

JOURS devizlgzézzzse
Axes Primaires Ramifizations
Grammes % %\
+
0 100 17,27 - 0,24 -
+ +
12 110,80 18,76 - 0,06 13,45 - 0,10
+ +
25 120,12 21,88 - 0,13 16,99 - 0,14
39 143,72 24,30 - 0,38 18,25 M 0,21
(1) 17 w/m2, 18 °C,16 S
(&
/e

62



TABLEAU 4

VARIATIONS NETTES DE LA MASSE DE MATIERE FRAICHE,
DE LA MASSE DE MATIERE SECHE ET DES QUANTITES
D'EAU DES RAMIFICATIONS DE THALLES CULTIVES

EN CONDITION DE CROISSANCE(1).

Durée Masse de matiére Masse de matiére Masse de matiére Masse d’'eau
de fraiche fraiche des séche des des
culture totale(2) ramifications(2) ramifications(2) ramifications
Témoin 100 0 0 0
12 + 10.80 + 4.32 + 0.54 + 0.58 + 3.74
25 + 20.12 + 9.89 + 0.36 + 1.68 + 8.21
39 + 43.70 + 21.55+ 0.70 + 3.93 + 17.62

(0
(2)

. , -2 ) .
éclairement = 17 W.m température : 18°C, 16:E
en grammes
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TABLEAU 5

VARIATIONS NETTE DE LA MASSE DE MATIERE FRAICHE,
DE LA MASSE DE MATIERE SECHE ET DES QUANTITES
D'EAU DES AXES PRIMAIRES DE THALLES CULTIVES

EN CONDITION DE CROISSANCE(1).

Masse de matiére Masse de matiére Masse de matiédre Masse d'eau
JOURS fraiche totale fraiche des axes séche des des axes
(2) des thalles primaires (2) axes primaires (2) primaires (2)
Témoin 100 100 17,27 82,73
12 + 10.80 + 6.48 + 0.54 + 2.71 + 3.77
25 + 20.12 + 10.33 + 0.36 + 6.87 + 3.46
39 + 43.70 + 22.15 + 0.70 + 12.41 + 9.74

(1) = éclairement : 17 W.m~2, températufe = 18°C, 16:8
27D\
2
(2) = en grammes Chi/,
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TABLEAU 6

VARIATIONS DES RENDEMENTS EN AGAR
ET DE SA QUALITE BIOCHIMIQUE EN

CONDITION DE CROISSANCE DES THALLES (1) .

Agar OsesAtotaux 3.6-anhyd;ogalactose éég
Jours

3 (2) s (3) % (3)
0 29.70 + .97 100.0 + 0.2 48.5 + 0.15 ) 1.06
12 22.40 + .56 96.4 + 0.2 46.8 + 1.30 1.06
25 25.90 + .42 93.4 + 0.1 39.5 + 0.60 1.36
39 22.96 + .22 91.3 + 3.1 36.2 + 0.30 1.52
(1) = éclairement = 17 W.m_z, température = 18°C, 16:8.
(2) = exprimé en % de matiére séche
(3) = exprimé en % agar

4f9{"‘



TABLEAU 7

VARIATIONS NETTES DES QUANTITES DE MATIERE SECHE, D'AGAR

DE SUC

RES TOTAUX ET DE 3.6-ANHYDROGALACTOSE

DE THALLES EN CROISSANCE (1).

Matiére

s&che Agar Oses totaux 3.6~anhydrogalactose A-B
A B B
Jours
grammes grammes grammes grammes
Témoin 17.27 5.13 5.13 2.49 1.06
12 + 2.71 - 0.73 - 0.89 ~ 0.43 1.06
25 + 6.87 + 0.93 + 0.53 - 0.09 1.36
3% + 12.41 + 1.61 + 1.02 - = 0.05 1.52
(1) = éclairement = 17 W-m_z, température = 18°C, 16:38
4y
.Qk(
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Dans le détail, la production d'agar est deux fois plus faible dans les
ramifications (Tab.8) que dans les axes primaires (Tab.9). Elle ne
représente que 10 4 15% du gain de matiére séche des ramifications. Elie est,
par contre, de 25 & 30%, dans les axes primaires. En outre, la variation des
quantités d'agar exprimée par rapport 3 la variation de la quantité de matiére
séche, qui représente la vitesse de synthése de l'agar, est stable dans les
ramifications, mais diminue de moitié dans les axes primaires (Tab.8 et 9).
Ce résultat traduit bien llactivité des jeunes tissus qui doivent assurer la
construction des parois des nouvelles cellules, dans lesquelles les voies de
biosynthése s'équilibrent. Dans les tissus plus agés, le métabolisme est

plutot orienté vers la constitution de réserves.

Sur le plan biochimique, la composition osidigue des extraits subit des
réarrangements qualitatifs (Tab.6 et 7). Globalement la teneur en
3,6-anhydrogalactose demeure constante, mais la quantité de galactose
croit, diminuant le rapport entre les deux sucres, guotient qui peut etre

utilisé comme param@etre d'@valuation de l'agarose.

B-L'agar en condition de non-prolifération

1. La phase stationnaire de croissance
La croissance des thalles de Gracilaria verrucosa est arretée pour des
températures de l'eau de mer inférieures 4 5°C. De meme, les photopériodes
"jour court" qui n'offrent que 8h de lumiére par 24h et les faibles éclairages

(TW/m? ) limitent le développement pondéral de ces algues.

En effet, dans ces conditions, le poids frais diminue de plus de 7% sur
la période d'analyse, tandis que le poids de matidre sdche reste constant
(Tab.10). La perte de biomasse est donc due essentiellement & un départ
d'eau qui affecte particuliérement les axes primaires (9,51g en fin de
culture)(Tab.11 et 12).

Aucune ramification nouvelle n'apparait sur le thalle. Celles
présentent en début de culture maintiennent leur rapport poids frais/ poids
sec observé en condition de croissance (Tab.10). Le thalle devient plus
rigide et de couleur plus sombre. Des mesure de teneur en phycoérythrines,
réalisées par STADLER (1984) indiquent en effet une concentration de ces
pigments en condition de lumiére limitante.



TABLEAU 8

PRODUCTION D'AGAR ET DE MATIERE SECHE DANS LES RAMIFICATIONS
EN FONCTION DU TEMPS EN CONDITION DE CROISSANCE.

(pour 100 g de thalles frais au départ)

(1)Agar
Mas?e totale (1)Agar (2)Matiére séche g
- d'agar ——
Dureée de - -
(2)Matiére séche
culture
grammes grammes grammes
25 jours 0.27 0.27 1.68 0.16
39 jours 0.50 0.23 2.25 0.14
(1) agar = Variation de la masse d'agar entre deux prélévements

Variation de la masse de matiére séche entre deux
prélévements.

1

(2)Matiére séche

4
/,/(400



TABLEAU 9

PRODUCTION D'AGAR ET DE MATIERE SECHE DANS LES AXES PRIMAIRES

EN FONCTION DU TEMPS "EN ° CONDITION. DE CROISSANCE.

(pour 100 g de thalles frais au départ)

f a

Dazfzgzztale (1) Agar (2)Matiére séche (1)Agar
Purée de Matiére séche(2)
culture

grammes grammes grammes

25 jours 0.93 0.93 2.71 T 0.34
39 jours 1.61 0.68 4.16 0.16
(1) Agar = Variation de la masse d'agar entre deux prélévements

Variation de la masse de matiére sé&che entre deux

]

(2) Matiére séche
prélévements.




TABLEAU 10

VARIATIONS DE LA BIOMASSE ET DE LA MATIERE SECHE

DES AXES PRIMAIRES ET DES RAMIFICATIONS EN

CONDITIONS DE NON PROLIFERATION (1).

Masse de matiére séche

gouRs 4 I e
Axes Primaires Ramifications
Grammes % %
14 93.3 25.05 + .20 18.63 + .15
28 92.7 : 26.56 + .07 19.00 + .14
(1) = &clairement = 5 W.m “, température = 5°C, 8:16

Témoin = 100

70



TABLEAU 11

VARIATIONS NETTES DE LA MASSE DE MATIERE FRAICHE,
DE LA MASSE DE MATIERE SECHE ET DES QUANTITES
D'EAU DES AXES PRIMAIRES DE THALLES CULTIVES

EN CONDITION DE NON PROLIFERATION (1).

71

Masse de matiére Masse de matiére wmzgge de matiére

Masse d'eau

JOURS fraiche totale fraiche des axes séche des des axes
(2) des thalles primaires (2) axes primaires (2) primaires (2)
Témoin 100 100 17.27 82.73
14 - 6.70 - 7.19 + 2.38 - 0.89 - 6.30
28 - 7.30 - 9.69 + 0.54 + 0.18 - 9.51

(1) éclairement = 5 W.m'z, température = 5°C, 8:16

(2) en grammes




TABLEAU 12

VARIATIONS NETTES DE LA MASSE DE MATIERE FRAICHE,
DE LA MASSE DE MATIERE SECHE ET DES QUANTITES
D'EAU DES RAMIFICATIONS DE THALLES CULTIVES

~ EN CONDITION DE NON PROLIFERPATION (1).

Durée Masse de matiére Masse de matiére Masse de matiére Masse d'eau
de fraiche fraiche des séche des des
culture totale (2) ramifications (2) ramifications(2) ramifications
Témoin 100
14 - 6.70 - 1.19 + 0.31 0.88
28 - 7.30 - 2.39 + 0.62 1.77
(1) = 5wW.m™2, température = 5°C, 8:T%

(2)

en grammes AN
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2. L'agar. ‘

Les rendements en agar en fin de culture sont plus élevés (28,75%)
(Tab.13) que ceux obtenus lorsque l'algue est en croissance (22,9%)
(Tab.6). L'accroissement net pondéral est de 3,29g. La production d'agar
dans les axes primaires devient prépondérante par rapport aux autres
synthéses puisqu'elle est prés de 2 fois supérieure a la production totale de
matiére séche (agar inclus), ce qui suggére une mobilisation des réserves
(Tab.14).

Dans les ramifications, la production d'agar est deux fois plus faible
qu'en condition de croissance, mais elle représente alors 50% de la

production de la matiére séche des jeunes pousses. (Tab.15).

Globalement, les rendements en agar s'accroissent lorsque les
conditions de culture limitent la croissance des thalles. La part de l'lagar
dans la matiére séche a tendance i évoluer, tandis que l'amidon disparait

significativement du cytoplasme.

Sur le plan chimique, l'incorporation de précurseurs de l'agarose,
transférés du cytoplasme en meme temps que s'élimine l'amidon, modifie le
rapport entre les deui sucres constitutifs de l'agarose qui évolue en
augmentant la proportion de galactose, le 3,6-anhydro-galactose restant
constant alors qu'en conditions de croissance ce résidu avait tendance a
disparaitre (Tab.16). Les antécédents cytoplasmiques, en particulier la
richesse en réserve carbonnée, influent, par conséquent sur la qualité de

l'agar synthétisé.

C- Facteurs limitants l1a synthésed'agar

L'apparente relation entre croissance et synthése de phycocolloiide est
insuffisante pour expliquer ce dualisme. La température comme effecteur
enzymatique et 1'8clairement (&nergie et photopériode) comme effecteur
photosynthétique sont deux facteurs susceptibles d'intervenir, de prés ou

de loin sur le métabolisme de l'agar. =

Des essais ont été effectués en fixant tour i tour les param@etres de

culture. L'influence sur le sens des synthéses pariétales est étudié.

1. Influence de la température
Pour une meme énergie lumineuse (17W/m?) et une meme photopériode
(12h de jour par 24h), la température de culture influence grandement

l'évolution de la biomasse et des rendements en agar (Tab.17).



TABLEAU 13

VARIATIONS DES RENDEMENTS EN AGAR
ET DE SA QUALITE BIOCHIMIQUE EN

CONDITION DE NON PROLIFERATION (1).

Agar Oses totaux 3.6-anhydrogalactose A - B
A B
B

Jours

% (2) % (3) % (3)
14 28.60 + .65 83.1 + 1.0 30.1 + 2.00 1.76
28 28.75 + .50 82.1 + 1.0 29.2 + 0.60 1.81
(1) = éclairement = 17 W.m—zl température = 18°C, 16:8
(2) = exprimé en % de matiére séche

(3)

]

exprimé en % agar
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TABLEAU 14

PRODUCTION D'AGAR ET DE MATIERE SECHE DANS LES AXES PRIMAIRES
EN FONCTION DU TEMPS EN CONDITION. DE NON PROLIFERATION

(pour 100 g de thalles fraisau départ)

Masse totale

' (1)Agar  (2)Matiére séche (1) Agar
Temps de d'agar -
g Matiéxe séche
culture “ '
grammes grammes grammes
14 jours 2.98 1.37 - -
24 jours 3.25 0.37 0.18 2.06"

(1) Agar

1t

Variation de la masse d'agar entre deux prélévements

(2) Matiére séche

[}

Variation de la masse de matiére sé&che entre deux
prélévements.
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TABLEAU 15

PRODUCTION D'AGAR ET DE MATIERE SECHE DANS LES RAMIFICATIONS
EN FONCTION DU TEMPS EN CONDITION DE NON PROLIFERATION

(pour 100 gde thalles frais au départ)

Masse totale

. (1)Aagar (2)Matiére séche (1)agar
Temps de d'agar —
P Matiére fraiche
culture
grammes grammes grammes
14 jours 0.75 0.16 0.31 0.52
(1)Aagar = Variation de

la masse d'agar entre deux prélévements

(2)Matiére séche

Variation de la

masse de matiére séche entre deux
prélévements.
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TABLEAU 16

VARIATIONS NETTES DES QUANTITES DE MATIERE SECHE, D'AGAR:s
DE SUCRES TOTAUX ET DE 3.6-ANHYDROGALACTOSE DE THALLES

EN CONDITION DE NON PROLIFERATION (1).

Matiére . Oses totaux 3.6~anhydrogalactose A-B
- Agar —
séche A B
B
Jours
grammes grammes grammes grammes
Témoin 17.27 5.13 5.13 2.49 1.06
14 + 11.52 + 2.98 + 1.61 - 0.04 1.75
24 + 12.59 + 3.35 + 1.83 - - 0.02 1.81
(1) = éclairement = 5 w.m_z, température = 5°C, 2:T6

g
S
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TABLEAU 17

VARIATIONS DE LA BIOMASSE, DE LA MATIERE SECHE, DES RENDEMENTS EN AGAR
ET DE LA QUALITE BIOCHIMIQUE DE CELUI-CI EN FONCTION DE LA TEMPERATURE
DE CULTURE DE Gracilaria verrucosa ( 19 ECHANTILLONS)

Température de la culture 18°cC 5°cC

vVariation de la masse

de matiére séche % +41.0 -13.4

Masse de matiére séche mg.g‘

290% 18 277% 31
(1) :

Rendement en agar % 14.6t 2.9 35.7t 5.9
-1 + +
Sucres totaux mg.g 919~ 29 694~ 39
(2)
-1 + +
3,6 anhydro-galactose mg.g 272- 5 : 396~ 10
(2)
oses totaux - 3,6 anhydro-gal 2.40 0.75

3,6 anhydro- Gal

(1) 'exprimé en mg.c;,r_l de matiére fraiche

(2) exprimé en mq.g-'1 d;agar sec
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Ces derniers sont plus élevés (35,7%) quand l'algue est cultivée & 5°C que
lorsqu'elle est placée 3 18°C (14,6%). Dans les memes conditions, le poids de

matiére fraiche, respectivement, diminue de 13,4% et augmente de 41%.

En valeur relative, le poids de matiére séche apparait constant (280
mg .g-l) , or il @volue en valeur absolue, selon le régime de température (2,4
g 4 5°C contre 4,1 g 4 18°C pour 10 g d'algues fraiches ensemencées.
(Fig.8). L'algue synthétise donc de la matiére séche a 18°C. Cette derniére
conserve, d'une part son rapport i la matiére fraiche et, d'autre part, entre
pour partie dans la composition des parois nouvellement formées. Le reste

constitue, pour l'essentiel, les assimilats photosynthétiques.

2. Influence de la lumiére.
Les courbes de croissance (Fig.9) établies en mesurant la biomasse au
cours du temps sous différentes conditions de lumiére, traduisent des

-comportements physiologiques contrastés.

Llinfluence négative des basses températures sur la croissance se
retrouve chez les &chantillons faiblement &clairés (508E, 516N, 508N)
(Tab.18). La perte de poids frais est sensible dés le début de
l'expérimentation. L'algue rdéagit en perdant de l'eau, puis trouve un
équilibre qui la maintient & poids constant jusqu'a la fin de la

culture.(Fig.9).

Par contre, 1'éclairement intense renverse la tendance précédemment
décrite, puisque meme 8 5°C (516E), la biomasse, aprés un temps de latence,

croit de fagon continue tout au long de la période d'étude.(Fig.9)

Les témoins, 1812E et 20128 cultivés respectivement 4 18°C et 20°C,
Sous des photopériodes 12 : 12 ne présentent pas de retard de croissance au
début de culture, mais la courbe d'évolution du poids de matiére fraiche
s'infléchit au cours du temps, et ce d'autant plus tot que la température de

culture est élevée.(Fig.9).

Les fortes intensités lumineuses (17W/m2) peuvent donc “etre
considérées comme activant la photosynthése favorisant ainsi la croissance
de l'algue et de la matiére séche (de +11 & +27,5%)(Tab.18). Dans ce cas, une
température basse (5°C) associ@e 4 un éclairement intense et long n'est pas
un facteur limitant. Parallélement, les rendements en agar sont relativement
faibles (de 23 4 27%) (Tab.19), bien que la quantité de colloide augmente en
valeur absolue (Tab.20). La synthése d'agar est moins importante que

l'accumulation de l'amidon, mais elle ne peut ®etre négligée.
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TABLEAU 18

VARIATIONS DE LA BIOMASSE, DE LA MATIERE SECHE ET DES RENDEMENTS
EN AGAR EN FONCTION DES CONDITIONS DE CULTURE

Variation du poids Poids de Rendement
Conditions de matiére fraiche matiére séche en agar
de culture -1
% mg.g (1) %

5/16 E + 27.5 191.3 + 8.5 27.0 + 1.17
18/12 & + 14.2 201.3 +# 13.5 25.6 + 1.52
20/12 S + 11.0 215.0 + 12.6 23.6 + 1.38

5/08 E - 7.8 207.0 + 3.7 27.4 + 1.10

5/16 N - 17.0 180.0 + 4.7 31.9 £ 0.%8

5/08 N - 17.5 180.6 + 6.9 31.4 + 1.94

£ =17 w.m?

N = 6 wm 2

(1) = exprimé en mg.g-1 de matiére fraiche

S = Tumiére solaire

Température : 5 = 5°C 6) 4:
18 = 18°C  4g,(>,
20 = 20°cC N

Photopériode : 16 = 16: 8
08 = 8:16
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TABLEAU 19

VARIATIONS DES RENDEMENTS EN AGAR ET DE LA QUALITE BIOCHIMIQUE
DE CELUI-CI EN FONCTION DES CONDITIONS DE CULTURE DE GRACILARIA VERRUCOSA

Rendement ‘ 3.6-anhydro
S tot
Conditions en agar ucres totaux galactose oses Eotaux
. 3.6-anhydrogalactose/
de culture
g mg.g-l(l) mg.g'l(Z) 3.6-anhydrogalactose
5/16 £ 27.0 £ 1.17 860 313 1.75
18/12 £ 25.6 + 1.52 789 337 1.34
20/12 £ | 23.6 £+ 1.38 330 346 ‘ 1.69
5/08 £ 27.4 £ 1.10 833 319 1.60
5/16 N 31.9 + 0.98 842 343 _ 1.46
5/08 N 31.4 + 1.94 807 334 1.41

(1) = exprimé en mg.g'1 de matiére fraiche
(2) = exprimé en mg.g'1 d'agar sec

S = Tumiére solaire
‘Température : 5 =5°C
18 = 18°C
Photopériode : 16 = 16:8
08 = 8:16
Energie Lumineuse : E = 17 w.m_'2
-2
N = 7 w.nm



84

TABLEAU 20

VARIATIONS EN VALEUR ABSOLUE DE LA MATIERE SECHE ET DE L'AGAR EN
FONCTION DES CONDITIONS DE CULTURE DE GRACTLARIA VERRUCOSA

Variation du poids Poids de

. 1
de matiére fraiche matiére séche Poids d'agar

Conditions

de culture o

A en grammes({l) en grammes(2)
5/16 E + 27.5 24.4 6.58
18/12 € v 182 23.0 5.89
20/12 S + 11.0 23.9 5.41
5/08 E - 7.8 18.5 5.07
5/16 N - 17.0 14.9 4,76
5/08 N - 17.5 14.3 4.64

(1) Poids de matiére séche : {100 g de départ + (100 g x % de
croissance)} x % de matidre séche. -

(2) Poids d'agar = poids de matiére sdche en valeur absolue x

% d'agar.
Température : 5 = 5°C
18 = 18°C
e — [r
Photopériode : 16 = 16:8 Vo, &
08 = 8:16 N6
Energie Lumineuse : E = 17 w.m_2
~2
N= 7 w.m
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Dans des conditions d'éclairement faible (TW/m2) la photopériode
n'influence plus la production de matiére séche ou de colloide (180 mg .g"l de
matiére séche pour 31,9% d'agar contre 180 mg.g'1 pour 31,4%)(Tab.20),
mais modifie sa qualité Dbiochimique en ramenant le rapport
galactose/3,6-anhydrogalactose prés de 1.(Tab.19).

D- Cycle de croissance - production.

) Les résultats présentés jusqu'a présent décrivent deux évolutions
différentes de thalles cultivés en condition de croisssance ou non. De
maniére & relier les phénoménes observés a propos du métabolisme de la
phase matricielle de la paroi de Gracilaria verrucosa, les memes échantillons
ont été cultivés alternativement et de fagdn croisée selon les deux modes de

culture.

1. La croissance.

L'étude de l'influence du régime de culture sur 1'évolution de la
biomasse des algues et de la matiére séche n'a été envisagée, pour les memes
échantillons, que dans le cas de la succession, condition de croissance
(1s8°c, 17W/m2 , 16:8) suivie de condition de production d'agar (5°C, TW/m? ,
8:18).

Sur les 39 jours de croissance, l'augmentation de la biomasse suit une
progression géométrique puisqu'elle double entre deux prélévements
(Fig.10). La meme loi est applicable & l'accroissement du poids de matiére

séche.

Le passage aux conditions opposées, conduit, dés les premiers jours
de culture, & une diminution sensible du poids de matiére fraiche qui
demeure ensuife constant. Cette chute de biomasse brusque est due, pour
l'essentiel, & un départ massif d'eau, comme il a été décrit plus haut. En
effet, le poids de matiére séche se stabilise autour des valeurs relevées en

fin de premiére période.(Fig.10)

2. Production d'agar.

Les rendements en agar diminuent réguliérement pendant toute la
durée de la premiére phase et augmentent notablement dés le début de la
deuxiéme pour se stabiliser jusqu'd la fin de l'expérimentation & un niveau
élevé (29%).(Fig.11).

En valeur absolue, la quantité d'agar extrait baisse par rapport au

témoin au tout début de l'expérience puis la synthése reprend
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progressivement pour s'accélérer aprés la fin de la période de croissance des
thalles alors que dans le meme temps, la quantité de matiére séche stagne. La
biosynthése de l'agar s'effectue donc aux dépens des réserves accumulées en

phase de croissance (Fig.11).

L'examen des dosages des oses révéle un parallélisme entre la
production d'agar et la quantité de sucres totaux des extraits. La
progression des deux mesures est quasi proportionnelle. Le
3,6-anhydrogalactose est le résidu glucidique le plus affecté par la culture,
puisque sa teneur diminue tout au long de l'expérience, mais cette chute se

redresse sensiblement aprés la phase de croissance des algues. lab.21

Dans une deuxiéme expérience, des extractions d'agar ont été
effectuées sur des thalles dont les conditions de culture ont é&té
interchangées a4 mi-période (1 mois). Des prélévements ont &té réalisés a
différents moments et les quantités d'agar obtenues sont reportées sur les

histogrammes de la Fig .12

L'augmentation des rendements, & chaque prélévement apparait
nettement en conditions de non-prolifération des thalles. Passés en

condition de croissance ceux-ci libérent alors de moins en moins de colloide.

Si les thalles sont d'abord placés en condition de croissance, les
rendements ont tendance & diminuer au cours du temps. Remises en
condition de non-prolifération, les algues libérent de plus en plus d'agar a

'extraction.

La question est donc de savoir si c'est l'accessiblité du colloide qui
varie selon son métabolisme ou s'il est synthétisé et dégradé selon les

conditions physiologiques du développement de l'algue.

Conclusion

I1 est maintenant possible de définir la suite physiologique qui sboutit,
pour la cellule, & accumuler de l'agar riche en agarose dans la paroi. La

Figure 13 schématise le processus :

- Lorsque les conditions sont favorables i la croissance, le poids de
matiére fraiche augmente. Il se caractérise par une entrée dleau, d'autant
plus importante que le tissu est jeune, et une augmentation de la matiére
séche. Celle ci est représentée par l'accumulation d'assimilats

photosynthétiques qui masque la synthése d'agar. Cette derniére apparait
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TABLEAU 21

VARIATIONS DES RENDEMENTS EN AGAR ET DE LA QUALITE
BIOCHIMIQUE DE CELUI-CI EN FONCTION DU
TEMPS ET DES CONDITIONS DE CULTURE

A-B
Agar Oses totaux 3.6-anhydrogalactose
A B B
Jaurs
% (1) % (2) % (2)

0 (3) 29.70 £+ .97 100.0 + 0.2 48.5 £ 0.15 1.06
12 (3) 22.40 + .56 96.4 £ 0.2 46.8 + 1.30 1.06
25 (3) 25.90 + .42 93.4 + 0.1 39.5 + 0.60 1.36
39 (3) 22.96 + .22 91.3 + 3.1 36.2 + 0.30 1.52
53 (4) 28.60 t .65 83.1 + 1.0 30.1 + 2.00 1.76
67 (4) 28.75 ¢ .50 82.1 £ 1.0 29.2 + 0.60 1.81
(1) exprimé en % de matiére séche

©|

(3 17 W.m—z, température = 16:

(4

éclairement

"

)

(2) exprimé en % d'agar
)
) 5 W.m-‘, température - 8:16

gclairement
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plus nettement quand les réserves en amidon saturent le cytoplasme. De
nombreuses vésicules & contenu polysaccharidique migrent alors vers la
paroi dans laquelle elles sfintégrent. Ces polysaccharides peuvent etre
considérés comme des polyméres précurseurs d'agarose. Ils sont moins
riches en 3,6-anhydrogalactose et contribuent a& augmenter le rapport

Galactose/3,6-anhydrogalactose. (Fig.13).

- En phase stationnaire, le poids frais diminue puis se stabilise. La
synthése d'agar s'intensifie et en raison de 1'épuisement de l'amidon, les
rendements des extractions croissent. Parallélement, la transformation des
précurseurs incorporés augmente les teneurs en 3,6-anhydrogalactose.

L'extraction libére alors d'avantage d'agarose. (Fig.13).

Les données de la littérature laissaient croire 4 un antagonisme entre la
croissance pondérale et la production de colloide. En fait, et conformément
aux hypothéses de départ, ce phénoméne peut etre interprété comme une

difféerence de vitesse de synthése.
Cette différence explique le décalage des courbes de la figure 5 :

- d'une part, l'accroissement de la biomasse est sensible aux
conditions du milieu : température, &clairement et nutrition azotée.
L'augmentation du poids de matiére fraiche résuite d'une entrée dleau et
d'une synthése de matiére séche qui est probablement représentée en majeure

partie par de l'amidon floridéen. (Fig.14).

- d'autre part, cette phase préliminaire de constitution de réserves
amyliféres est suivie d'un accroissement des quantités d'agar. La synthése
du colloiide est plus importante que la synthése de mati€ére séche aprés la
phase de prolifération du thalle, lorsque les conditions de température, de
lumiére et d'éclairement sont défavorables & la croissance. Il apparafit alors
clairement qu'une redistribution de la matiére séche se produit en direction
des colloides pariétaux. Ce phénoméne est généralement masqué par
l'expression des résultats en valeurs relatives. Le raisonnement en valeurs

absolues a permis de lever certaines incertitudes. (Fig.14).

Tout se passe donc comme si les constituants de la paroi évoluaient en
fonction des conditions de développement de la cellule : la croissance ou la
différenciation. Ainsi, la composition chimique des polyosides matriciels de
la paroi se modifierait au cours du temps de maniére 4 permettre, sous une

forme encore & définir, 1'élongation cellulaire. Puis, la secondarisation qui
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suit, avec les réserves émises plus haut, favoriserait le retour 4 un état

d'équilibre physiologique compatible avec la perennisation de la plante.

Un regard plus finaliste sur 1'évolution du phycocolloide et son incidence
sur les structures pariétales, améne a considérer 1'éthologie de cette algue

rouge.

En effet, les propriétés physiques des gels obtenus par la remise en
solution des extraits sont influencées, en particulier, par les teneurs en
3,6-anhydrogalactose et en sulfate. L'augmentation de la force de gel
observée avec les proportions élevées en agarose doit retentir sur les
propriétés mécaniques de la cellule et par extension sur celles de l'ensemble
du thalle.

De fait, a l'observation macroscopique, les échantillons cultivés en
condition de non-prolifération paraissent plus rigides et cassants que ceux
en phase de croissance, plus souples et &lastiques. Cela semble
correspondre aux observations faites dans la nature, ol, en hiver les
Gracilaria présentent l'aspect des échantillons cultivés en conditions de
non-prolifération, et prennent la forme de touffes courtes et trapues. En
outre, une coupe tranversale dlune des frondes montre que les cellules
corticales, petites et aux parois épaisses, occupent la majeure partie de
l'espace et ce, d'autant plus que la section s'approche du disque basal oi
elles occupent l'ensemble des assises cellulaires (GODIN 1984, comm.

pers.).

Par contre en &té, les thalles s'allongent en longues frondes souples. Les
cellules corticales sont repoussées i la périphérie et le centre est occupé par
de grandes cellules médullaires gorgées d'eau, aux parois fines. Les organes
sexuels s'organiseront le long des thalles, et, en particulier, les tétraspores
libérées, laisseront autant de cicatrices fragilisant les tissus qui
disparaitront pour laisser la place 4 des fragments dont la différenciation
décrite ci-dessus et le renforcement des structures pariétales permettront a

l'algue de passer la mauvaise saison.
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Hypothése

L'analyse quantitative et qualitative des résultats obtenus sur l'agar
extrait de thalles en conditions de croissance ou en phase stationnaire,

suggére une évolution chimique des polysaccharides de la matrice pariétale.

La phase de croissance se caractérise par une accumulation de matiére
séche représentée essentiellement par de l'amidon. Le devenir de ces
réserves peut ‘etre assimilé, au moins en partie, & la construction de la
paroi. La différenciation de celle~ci consisterait alors a4 transformer les
précurseurs, incorporés progressivement dans la paroi, en composés de

plus en plus associés a la phase squelettique.

Si tel est le cas, des fractions polysaccharidiques originales doivent
marquer chacune des étapes du métabolisme pariétal. Cette hypothése doit
d'abord ‘etre vérifiée sur des échantillons récoltés dans la nature de maniére
d relier le développement de la paroi 3 1'écophysiologie de l'algue. Des
cultures controlées permettront ensuite d'étayer les réflexions tirées des
cycles saisonniers de production d'agar, en analysant sur le plan
biochimique, les produits obtenus dans chaque condition et isolés selon

leurs caractéristiques physico-chimiques.

I - RAPPEL DES FAITS

A-Variations saisonniéres

Des relevés trimestriels dans la nature ont permis de dresser les
courbes des variations saisonniéres du poids de matiére séche et des
rendements en agar. (CHRISTIAEN 1981).

L'avolution des valeurs des poids de matiére séche passe par un
minimum durant les mois d'été (de juin 4 septembre) pour atteindre un
maximum en hiver (Fig.15) alors que les rendements en agar les plus élevés
apparaissent en automne, c'est-d-dire aprés la période de pleine croissance
de l'algue. Pour comprendre ce phénomeéne, il faut rapprocher ces résultats
de ceux de NEISH et SCHACKLOCH (1971) obtenus en culture industrielle.
Ces auteurs ont remarqué qu'aprés ernrichissement en azote favorisant la
croissance des algues, le métabolisme s'orientait vers la production de

collo'ide dés que cet apport cessait. Les résultats de NEISH et



Poids de matiére séche (% Pt)

o T

-4

) S
b T T R

0 a1 70

Fig. 15 — Variations sa

agar chez Gracilaria verrucosa. —,

Aoﬁ‘t 79 Nov..79

Fev 80

Mai 80

(™ Ps) .-

en agar

Rendement

isonni¢res des poids de matiere séche et des rendements en

4
%

sucres

OF

80t

701

T

60
50}

40

3]

30¢

20

05

Mai‘79

Fig. 16 — variations saisonniéres

Gracilaria verrucosa. A, sucres

ch pourcentage par rapport a la quantité

galactose/3,6-anhydrogalactose.

Aoul‘ 79

Now.79

Fe'v.. 80

¥ai 80

de la composition biochimique de I'agar chez

neutres ; B, 3,6-anhydrogalactose (ces valeurs sont exprimeécs

d’agar sec et selon les mois de récolte}. C, rapport

poids de matiere séche. ---, rendements en agar.

l/[“:

97



98

SCHACKLOCH, en culture, permettent d'expliquer ce qui est constaté dans
la nature : les facteurs de croissance affectent négativement l'accumulation

d'agar dans les parois.

E fait, les rendements en agar et les poids de matiére séche suivent
des cycles décalés dans le temps. Le meme phénoméne est remarqué par
WHYTE et al. (1981), mais la courte période d'analyse (5 mois) empeche les
auteurs d'observer la périodicité annuelle des variations. Vers la fin de
Ihiver (février), la courbe des rendements en agar s'infléchit, traduisant
une dégradation du colloide compatible avec l'augmentation de 1'¢lasticité de
la paroi, favorable i l'€longation cellulaire. Au cours de 1'été, tout en
poursuivant 1égérement sa croissance, l'algue reprendrait la biosynthése de
l'agar jusqu'a la fin de l'automne ol les rendements seraient plus élevés, ce
qui se traduirait également par une augmentation globale du poids de matiére
séche. Dés lors, l'algue pourrsait affronter les rigueurs de l'hiver, protégée
par le colloide de ses parois (BOOTH 1953). Un autre cycle débutera par une

nouvelle mobilisation des polysaccharides pariétaux.

Sur le plan biochimique, les périodes printaniére et estivale ne
semblent pas ‘etre favorables i la biosynthése d'un colloide de qualité.
(Fig.16). La teneur en galactose augmente au détriment de celle en
3,6-anhydrogalactose. Une relation inverse se retrouve en saison hivernale
ol la part relative du galactose diminue au profit du 3,6-anhydrogalactose.
Ainsi, le rapport entre le galactose et le 3,6-anhydrogalactose n'est pas

constant et témoigne d'une variation compensée entre ces deux résidus.

Les teneurs en sulfate varient peu en regard des autres composés

bien que les quantités triplent entre novembre et juin (2,5 & 7,5%)
(Tab.22).

Les forces de gel mesurées sur des agars remis en solution (1%,p/v)
traduisent une proportionalité avec les effets combinés de l'augmentation du
3,6-anhydrogalactose et la diminution du taux de sulfate dans les
échantillons (Fig.17). WHYTE et al. (1981) observent la meme convergence

de linfluence de la teneur en ces deux composés et la force de gel.

Il existerait donc une cinétique continue dans la biosynthése de l'agar
4 partir du galactose, lequel se trasformerait en 3,6-anhydrogalactose au

cours du temps, selon des conditions qui restent a préciser. Cette idée peut



TABLEAU 22

TENEURS EN ESTERS SULFATES, EN ACIDES URONIQUES,
EN 3.6-ANHYDROGALACTOSE DE L'AGAR

EN FONCTION DES SAISONS

Prélévements Teneur (mg.g_1 Agar .sec)
29—
Date SO4 GlcAu 3.6 AG
Mai 79 13 26 388
Aolit 79 8 4 339
Novembre 79 25 25 424
Février 80 14 52 468

(Les esters sulfates sont mesurés sous forme de SO 2- par le
rhodizonate de sodium, les acides uroniques (GchU? par le
carbazole et le 3,6 G par le résorcinol. Les résultats sont
exprimés en mg.g— MS d'agar).
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Fig. 17 : Comparaison de la teneur en 3.6 anhydrogalactose et de
celle en sulfate avec la force de gels d'agar, extraits
de thalles récoltés dans la nature.
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constituer une interprétation de l’éffet "NEISH" d'une part, et une
explication de I'hétérogénéité de l'agar (DUCKWORTH et YAPHE 1971, I1ZUMI
1972) d'autre part. Les résultats publiés par ces auteurs traduisent en
quelque sorte, un modéle instantané de la molécule, variable selon la
période, ce qui constitue un argument en faveur d'une cinétique de synthése
de l'agar. Cette nouvelle conception de la molécule d'agar va & l'encontre des
modéles statiques proposés jusquiici et suggére un modéle évolutif 1ié aux
conditions de milieu de vie de l'algue (conditions climatiques, géographiques
ou écologiques). Par ailleurs, ARAKI (1966) pensé que le sulfate en C6 du
galactose est le précurseur du pont 3,6-anhydrogalactose. TAGAWA et al.
(1963), DUCKWORTH et al. (1971) ont vérifié ce point en notant
l'augmentation du 3,6-anhydrogalactose aprés un traitement alcalin. Depuis,
CRAIGIE et WONG (1978) ont mis en é&vidence une sulfohydrolase
responsable de la formation, aprés désulfatation, du pont anhydro chez les
carraghénophytes. Néanmoins, une faible proportion d'esters sulfates et
leur faible variation dans le temps caractérisent Gracilaria verrucosa. Bien
que ASARE (1980) ait constaté des fluctuations plus importantes du taux de
sulfate de l'agar de Gracilaria tikvahiae, l'ampleur reste en dec¢d des
synthéses de 3,6-anhydrogalactose. Il faut donc imaginer un processus
d'incorporation progressif de polyméres précurseurs au sein de la paroi &
partir du cytoplasme. En amont, l'augmentation des teneurs en amidon n'est
peut-etre pas étrangére & lapparition de tels précurseurs ainsi que le
montre JOSELEAU (1984) pour Hevea pour lequel il note l'existence d'une
relation entre la diminution des quantités d'amidon, en réponse & une
importante activité amylasique, et la synthése de gommes. Tout se passerait
donc comme si une partie de l'amidon, stocké pendant la phase de

croissance, intervenait dans les synthéses de colloides pariétaux.

B - Séparations biochimiques

L'hypothése d'un continuum biosynthétique trouve des arguments
dans le fractionnement de l'agar sur une colonne échangeuse d'anions (DEAE
séphadex A 50). Les polyméres de l'agar sont, dans ce cas, retenus plus ou
moins fortement sur le gel de chromatographie, et seront déplacés par le
passage de solutions de force ionique croissante. Le profil d'élution obtenu
traduit alors la distribution des polymeéres selon leur charge. Les galactanes

sulfates, considérés comme les précurseurs de l'agarose sont ainsi &lués
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avec les tampons de concentration molaire élevée. Inversement, la fraction

non retenue sur la colonne correspond 4 l'agarose.

Ce fractionnement, effectué sur des échantillons extraits de thalles
récoltés dans la nature a différentes périodes de l'année, présente un profil
d'@lution qui caractérise 1'état biochimique de la phase matricielle extractible

de la paroi de Gracilaria verrucosa.

En effet, les fractions chargées sont particuliérement abondantes
pour les polyméres obtenus depuis la fin de lthiver jusqu'au début de
l'automne suivant, correspondant & la période de croissance du thalle
(février 4 septembre). A llinverse, l'agarose est le composé majeur des agars
extraits en hiver (novembre).(Fig.18).

Dans le détail, l'analyse biochimique, d'une part, confirme la présence
d'agarose dans les fractions éluées par l'eau distillée (Gal/3,6 AG=1l) et
traduit, d'autre part, une diminution des proportions relatives du
3,6-anhydrogalactose par rapport au galactose, avec 1'élévation de la force
ionique d'élution. (Fig.19). Par ailleurs, selon la date de prélévement, la
répartition du 3,6-anhydrogalactose avec le fractionnement présente une
distribution plus ou moins homogéne. En fait, en hiver la quantité de ce
résidu est importante quelque soit la fraction, alors qu'elle se distribue
inégalement eh période de croissance. Cette apparente dispersion semble
confirmer l'apparition du composé & partir d'une désulfatation progressive

du galactose-6-sulfate.

I1 - COLTURES CONTROLEES

A - Fractionnement sur DEAE Séphadex A50.

Les échantillons d'agar extraits de thalles cultivés en conditions
controlées de température et de lumiére ont été fractionnés sur DEAE
séphadex A 50. Comme précédemment la distribution des pics d'élution
différe selon le régime de culture. (Fig.20).

La part relative de l'agarose (fraction éluée a l'eau distillée) a
l'agaropectine (autres fractions) sfinverse selon que les thalles, dont l'agar
est extrait, ont €té cultivés en condition de croissance ou non (37 mg
d'agarose pour 51 mg d'agaropectine en phase de croissance, contre

respectivement 53 et 34 mg en phase stationnaire).(Tab.23).
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Fig. 19 : Quantité de sucres totaux de 3.6-Anhydro- LILLE
galactose et d'acides uronigques, des éluats
d'agars chromatographies sur DEAE SEPHADEX A50
issus de thalles récoltés dans la nature a
différentes époques de l'année.
Dosages : Hexoses totaux : Orcinol sulfurigue
3.6~Anhydro~galactose : Résorcinol
Acides Uroniques : Carbazol

Fractions : Eau distillée (1), 0.1 M Nacl (2), 0.2 M Nacl (3),
0.5 M Nacl (4), 1 M Nacl (5), 2 M Nacl (6),
3 M Nacl (7).
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FRACTIONNEMENT D'AGARS EXTRAITS DE THALLES CULTIVES
DANS DIFFERENTES CONDITIONS, SUR DEAER SEPHADEX A 50.

QUANTITE RECUEILLIE APRES CHAQU

TABLEAU 23

e 4
R U

UTION (EN mg).

106

Conditions de culture

Elution 51 516N S08E {812E
Nacl (M.L71)

U 35 4C 34
0.1 7 7 11
0.2 4 6 6
0.5 3 5 3 S
1 13 18 13
2 20 8 .9
3 6 4 5

Température 5
Photopériode g_
16
. . -2
Energie Lumineuse : B = 17 w.m«2

7 w.m



107

En particulier, il semble que les courtes photopériodes favorisent
I'accumulation relative d'agarose et ce, d'autant plus que 1'énergie incidente
est faible (Fig.21). Ainsi, quand les trois conditions réduisant le
développement de la biomasse algale (5°C, 8:16, 7W.m_2) sont réunies, la
fraction neutre représente plus de 60,9% de l'agar extrait. Dés que
1'éclairement des cultures augmente, la part des fractions chargées croit. 1l
semble donc que la lumiére soit le facteur déterminant pour la synthése
d'agarose. En effet, dés que cet effecteur n'est plus limitant, soit par
élevation de l'éenergie, soit par allongement de la photopériode, des
molécules chargées apparaissent dont l'abondance relative croit avec
I'intensité de l'éclairement. A 1'@vidence, une relation entre lactivité
photosynthétique et l'accumulation des polysaccharides pariétaux solubles,
semble pouvoir s'établir. Les vésicules migrant depuis les grains d'amidon
du cytoplasme jusqu'd la paroi pourraient contenir des produits de la

photosynthése, précurseurs chargés de l'agarose.

Dés que cesse la stimulation lumineuse, ces précurseurs poursuivent
leur métabolisme, dont le terme semble ‘etre llagarose. Ces composés
disparaissent donc peu d peu au profit de la fraction neutre qui prédomine
en effet dans les extraits de thalles cultivés en condition de lumiére

limitante.

Les dosages des oses de chacun des éluats confirment que la fraction
neutre représente lagarose. En effet, le rapport entre galactose et
3,6-anhydrogalactose est toujours voisin de 1'unité (le galactose est exprimé
comme la différence entre oses totaux dosés par l'orcinol sulfurique et le

3,6-anhydrogalactose dosé par le résorcinol).

En condition de lumiére limitante, le 3,6-anhydrogalactose est peu ou
pas représenté dans les fractions chargées. Si ie L—galactose-(i-sulfate.
peut-®etre considéré comme le précurseur du 3,6-anhydrogalactose, la
distribution qualitative des oses dans les éluats plaide en faveur de
lIhypothése selon laquelle l'agarose est le terme ultime de 1a biosynthése du
phycocolloiide. Ainsi, les assimilats photosynthétiques passés dans la paroi,

grace aux vésicules, ont déja quasiment été transformés en agarose.

A llinverse, en condition de croissance les thalles libérent un agar ot

le 3,6-anhydrogalactose se répartit sur les fractions &luées aux faibles
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forces ioniques. Parallélement, les oses chargés sont plus abondants et leur
proportion par rapport au 3,6-anhydrogalactose croit avec la force ionique

d'élution.

Ainsi, les oses chargés semblent représenter les précurseurs
biosynthétiques pendant la phase de croissance des algues. Ils sont
métabolisés progresssivement en agarose qui devient le polymére dominant
quand l'apport en provenance du cytoplasme cesse et que la transformation

du galactose sulfate est achevée.

B - RMN du carbonne 13

La résonnance magnétique nucléaire du carbone 13 est une méthode
d'investigation spectroscopique qui a été appliquée par USOV et al. (1983)
aux polysaccharides pariétaux mucilagineux des algues marines. Cette
technique, trés performante, permet de reconstituer la structure chimique
des polyméres organiques, dans la mesure ol chaque carbone de la molécule
peut etre repéré spécifiquement selon sa fréguence de résonnance dans un
champ magnétique puissant. Les différences observées sur le spectre, d'un
atome &a l'autre, sont dues a l'environnement nucléaire de l'atome considéré.
Ainsi, selon le substituant, ou l'influence de ce'ui-ci sur les atomes voisins,

le pic de résonnance se déplace vers les hautes ou les basses énérgies.

Dans le cas des polysaccharides, et précisément celui de l'agarose,
l'agarobiose qui représente anité disaccharidique de répétition, appara’it,
sur le plan spectroscopique, avec douze pics de taille équivalente pour les
douzes carbones de la molécule. YAPHE et LAHAYE (1984) ont ainsi décrit

les agars d'espéces diverses qu'ils ont pu caractériser par cette méthode.

Les échantillons d'agar préparés a partir de thalles cultivés en

conditions contrlées ont été analysés avec cette technique.

L'agar de Gracilaria verrucosa donne un spectre RMN du 13¢ 3 douze
pics, correspondant & chacun des carbones du disaccharide. Leur
attribution a été déterminée par rapport & ceux décrits dans la littérature
(USOV 1983, LAHAYE et YAPHE 1985). (Tab.24). Un pic supplémentaire &
59.6 ppm révéle, en outre, la présence d'un ether méthyl. La présence de
pics en surnombre, plus petits 4 69.08 ppm pourle G'4, 71.9 pourle G'6 et &
73.69 pour le G'5, correspondant aux déplacements des carbones homologues
du D-galactose, permettent de situer le méthy! sur le carbone 6 du .

D-galactose.(Fig.22).
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Fig. 22 : Spectres RMN

Température : 5 = 5° Photopériode : 16 = 16 : T
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Lumiére- : E =17 w.m™2
N = 7 w.m=2



TABLEAU 24

Attribution des signaux RMN

des spectres d'agar d'aprés

13

C

Usov (1983).
¢1 c2 c3 C4 c5 C6 Me

D-Gal 102.4 70.2 82.2 68.4  75.3 61.4
Me-D-Gal 102.4 70.1 82.2 68.6 73.6 71.8 59.1
804—D—Gal 102.6 70.1 82.2 68.4 73 67.5
3,6-aG! 98.4 69.8 80.1 77.4 75.6 69.3
D-Gal 2 193.7  70.5  81.1  69.1 " 75.9  61.8
804-L-Gal 101.2 69.8 71 69.1 67.7 67.5

1 : AG = Anhydrogalactose

2 : Galactose du polymére sulfatcé
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Cependant, llintensité de ce pic varie selon l'origine des échantillons.
Les thalles cultivés en condition de croissance ont un taux de méthylation

estimé 4 deux fois celui observé pour des thalles en phase stationnaire. En
effet, le rapport entre les intensités des pics 4 59.6 et celui du Cl du
D-galactose & 102.4 ppm, peu influencé par les perturbations dues au
méthyl, permet d'apprécier les proportions relatives de la méthylation selon
les différentes conditions de culture . (C6/Cl =0,33 en condition de non

proliféeration et 0,56 en condition de croissance.).

Ainsi, suite aux résultats obtenus par fractionnement, ou il avait pu
etre fait état d'une désulfatation progressive, pour aboutir 4 la formation
d'agarose, la RMN révéle une méthylation qui serait présente sur l'agarose

en phase de croissance des thalles.

IIT - EXTRACTIONS FRACTIONNEES

Les étapes du développement des thalles de Gracilaria verrucosa sont
caractérisées par des états chimiqueé particuliers de la phase matricielle de
la paroi cellulaire. Il doit donc ‘etre possible dfisoler des fractions originales,
caractéristiques de 1'8tat physiologique de la paroi. En effet, selon le degré
et le type de substitution de la molécule le caractére hydrophyle de l'agar
doit etre plus ou moins marqué. En conségquence, leur solubilté dans l'eau
peut varier selon la température d'extraction (20, 40, 60, 80, 100 et 120°C).

Il est ainsi possible d'établir un profil d'extraction propre & chaque type

d'agar et d'isoler des fractions marquantes du métabolisme pariétal.

A - Variations quantitatives

Les profils d'extraction (Fig.23) a différentes températures de
solubilisation font apparaitre principalement des fractions mobilisables 4 des
températures plus élevées (100°C et 120°C) en condition défavorable & la
croissance, que dans le régime inverse, puisque la majorité de l'extraction,

dans ce cas, est obtenue a 80°C.

Ces variations de rendements peuvent etre reliées & 1'@volution
qualitative de certains polyméres précurseurs de l'agarose que leur taille,
leur charge ou leurs substitutions rendent plus ou moins mobiles &

l'extraction.
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B -Variations qualitatives

La spectroscopie infrarouge ne permet pas la mise en évidence de
différence entre les échantillons provenant des différentes cultures. Les
pics caractéristiques de l'agar (1070, 930 et 870 cm'l, CHRISTIAEN et
BODARD 1981) apparaissent, en se renforgant i partir des extraits &
40°C.(Fig.24).

Contrairement 8 ce qu'observe LAHAYE et al. (1985), les
précurseurs de l'agarose n'apparaissent donc pas de facon caractéristique a
20°C mais 3 40°C. L'extraction plus douce, réalisée sans broyage préalable
des échantillons, dans cette manipulation en est vraisemblablement la cause.
La chromatographie sur couche mince des produits obtenus en fin de période
de croissance ou de phase stationnaire, laisse apparaitre des composés qui
migrent avec le front du solvant, ce qui les apparentent & des mono ou
diméres. Ceux-ci sont essentiellement présents dans les fractions 4 20°C ou
40°C, quelles que soient les conditions de culture. Né&anmoins, une
croissance rapide favorise l'apparition de composés légers dans les extraits.
Le changement de conditions de culture affecte assez peu la composition du
mélange des fractions 1égéres ou lourdes. Cependant, 1' arr®et de la
croissance des thalles fait disparaitre les fractions légéres, comme si ces
derniéres s'étaient incorporées dans les polyméres de plus haut poids
moléculaire. A l'inverse, le transfert des thalles en phase stationnaire dans
des conditions favorables i la croissance semble permettre la libération de
fractions plus légéres, notemment & 20 et 40°C (Fig.25). En effet, le
fractionnement des produits solubles & 20°C sur couche mince et par
filtration sur gel (Fig.26) mobilise une fraction légére majeure,
monosaccharidique, et une fraction lourde moins abondante. Le rapport
quantitatif s'inverse pour la meme séparation des échantillons mobilisés &
40°C.(Fig.27). Les températures d'extraction plus élevées ne libérent que

des fractions lourdes.

La fraction légére a &té isolée par tamisage moléculaire sur une
colonne de séphadex G25. Une ambigu'ité sur lidentification de certains
composés nécessitait de faire l'analyse en chromatographie en phase
gazeuse. Sans hydrolyse, peu de produits sont identifiés.(Fig.28). Par
contre, aprés action de l'acide trifluoroacétique (4N, 4H, 100°C), du

mannose peut ‘etre mis en évidence, avec un peu de galactose et de
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glucose. (Fig.28) Des traces de pentoses (xylose, arabinose) sont
également libérés ; ils sont plut®t apparentés aux polyméres de la paroi
fibrillaire.

La fraction légére est donc représentée par des oligoméres de
galactose, dont l'appartenance aux précurseurs de l'agar est plausible. Le
glucose est vraisemblablement une contamination par l'amidon du
cytoplasme, dont le faible poids moléculaire a favorisé la diffusion dans le
milieu d'extraction. Le mannose, dont llorigine est encore incertaine,
pourrait ne pas etre étranger aux mannoglycérates, proches de l'amidon

floridéen, décrits dans la littérature . (Fig.28 ).

La fraction lourde hydrolysée, libére principalement du galactose et
du glucose. (Fig.28). Ce dernier, comme précédemment, a
vraisemblablement pour origine l'amidon, libéré sous forme d'oligoméres de
taille intermédiaire, suffisante pour qu'ls ne soient pas entrainés par le
solvant de migration sur couche mince. Cette fraction, plus riche en
galactoses chargés (€lués par NaCL 3M sur DEAE sephadex A50) peut etre
considérée comme précurseur de l'agarose (Fig.29); elle n'est cependant pas

en quantité suffisante pour ®etre caractérisée comme tel.

A partir des extraits 3 40°C et jusqu'd ceux 3 80°C, les charges qui
les retiennent sur des échangeurs d'anions plaident en faveur de la présence
des polyméres précurseurs d'agarose. Leur abondance relative dans les
fractions mobiles & 80°C, caractéristique des échantillons cultivés en été,
s'accorde avec les hypothéses de leur incorporation lors des phénoménes de

croissance cellulaire.

La spectroscopie RMN du carbone 13 confirme l'absence de composés
assimilables & l'agar dans les extraits recueillis 8 température inférieure a
40°C. Des pics en surnombre sont visibles 4 103.6 : G'1 ; 69.6 : G'2 ; 84.9 :

'3;69.0: G4 ;75.8:G"% ;6Ll.Tetdal0l.l : A'l;69.2:A2;70.9: A4 ;
78.9 : A4 ; 70.0 : A'S ; 67.7 : A'6.(Fig.30) La méthylation du carbone 6 du
D-galactose est quasi permanente, mais semble se démasqguer de plus en plus
avec l'élévation de la température dlextraction. (Fig.31). Néanmoins, aprés
fractionnement par 1'¢thanol 50% par la méthode décrite par LAHAYE et al.
(1986), les extraits & 100°C de thalles en non-prolifération ne présentent
pas de pics assimilables au C6-O-Me-galactose, alors qu'ils s'observent dans

les memes extraits de thalles en croissance.(Fig.32). En condition de
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Echantillons 100°C, Fractions solubles dans l'éthanol 50 %.
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temps d'acquisition 0,655 s.)

B. Agar de thalles en croissance (enregistrement a 60°C,
10 546 balayages, largeur spectrale 25 000, temps
d'acquisition 0,655 s.)
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croissance, l'abondance de précurseurs est sensible jusqu'aux extraits
obtenus a4 80°C, contrairement 4 ce qui est obtenu en condition de non
prolifération puisque dans ce cas, les spectres sont débarassés des pics

supplémentaires. (Fig.33).

Un tel mélange de polyméres chargés dans les thalles en croissance
peut expliquer leur plus forte hydrophilie et par conséquent leur plus
grande extractibilité. A ce titre, ces polyméres sulfatés constituent une
étape particuliére de l'anabolisme de la phase matricielle de la paroi de

Gracilaria en phase de croissance.

Tout se passe donc comme si, en phase de croissance, la matrice
pariétale était plutot constituée de polyméres solubles et mobiles, autorisant
les :réarrangements imposés par l'élongation cellulaire, précurseurs de
polyméres plus hydrophobes et donc plus liés & la paroi squelettique quand
la cellule cesse son étirement. Les propriétés physiques du gel conférent
alors a la cellule des propriétés mécaniques susceptibles de constituer une

barriére protectrice face aux contraintes extérieures.

C - Conséquences ultrastructurales

La paroi cellulaire des thalles cultivés pendant un mois en condition de
croissance, observée en microscopie électronique, présente une structure
assez lache et peu dense sans discontinuité nette entre les cellules
(P1.VI,Fig.21.). Cette électronographie constitue le témoin auquel seront
comparées les parois aprés extraction de l'agar par solubilisaton a
différentes températures. Le meme échantillon est étudié tout au long de la
série de manipulations. Les algues ayant &té lyophilisées, ce sont donc des
cytoplasmes réhydratés qui ont &té observés, ce qui explique leur aspect

compact. Les grains d'amidon abondent autour des chloroplastes.

Apreés 12 heures de macération dans l'eau distillée a la température du
laboratoire, la zone interne de la paroi se gonfle jusqu'da doubler de volume
par rapport au témoin (Pl.VI,Fig.22). Des séparations dans la partie
médiane de la zone fibrillaire apparaissent, tendant & désolidariser les
cellules entre elles. Quelques grains d'amidon montrent des plages
d'hydrolyse, ce qui explique la présence de glucose dans l'analyse des
extraits obtenus & 20°C.(P1.VI, Fig.23).
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Fig. 33 : Spectre RMN 3C d'échantillon d'agar extrait & 80°C
de thalles cultivés en condition de croissance (A)
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 PLANCHE VI - EXTRACTIONS FRACTIONNEES DE L'AGAR,
CONDITIONS DE CROISSANCE,

Fig. 21. - Témoin : zone externe de la paroi & structure la&chement
fibrillaire et renfermant de nombreuses vésicules et amas
denses. x 28000.

Pig. 22. - Extraction de l'agar & froid. On observe le gonflement
de la zone interne de la paroi et le début de la séparation
de deux cellules adjacentes. x 40000.

Pig. 23. - Extraction de l'agar & froid. Quelques grains d'amidon
présentent un début d'hydrolyse. x 40000.

Fig. 24. -~ Extraction de l'agar & 40°C. L'amidon trés fortement
dégradé est déjd en partie solubilisé. Les cellules se
séparent nettement au niveau de la zone intercellulaire.
x 15000.

Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.

Abréviations : A, amidon ; cy, cytoplasme ; P, paroi ; S, séparation
entre deux cellules ; Zp, zone périplasmique.

Echelle : 0.5 um.



Aprés extraction & 40°C, les cellules se séparent franchement au
niveau des espaces intercellulaires. La zone interne parait gonfler encore ;

peu i peu les fibrilles squelettiques des zones interne et moyenne sont
démasquées, pour apparaitre clairement dds 60°C. L'amidon est trés dégradé
et en grande partie solubilisé. Aprds le traitement & 60°C, il a totalement
disparu.(P1.VI,Fig.24).

Le chauffage 4 80° C modifie profondément la structure ibrillaire. Les
zones intercellulaires qui se présentent normalement en réseau régulier sont
désorganisées. Les fibrilles prennent un aspect lachement ondulé, souple,
se tassent les unes contre les autres par endroits, s'@cartant
ailleurs.(P1.VIII, Fig.29).

Ce phénoméne se poursuit 4 100°C pour aboutir i la formation de
paquets de fibrilles courtes, trés séparés et fragmentés i l'intérieur d'une

zone devenue complétement claire, 4 120°C.(P1.VIII, Fig.30).

Les parois de cellules de thalles cultivés en phase stationnaire se
caractérisent par des fibrilles trés serrées. En outre, la condensation de la
substance matricielle contribue 4 l'aspect trés dense de la paroi observée en

microscopie électronique.(P1.VII, Fig.25).

Le cytoplasme doit son apparence opaque aux électrons aux grands
chloroplastes. Les grains d'amidon sont abondants. Le régime d'éclairement
faible n'a, par conséquent, pas inhibé la photosynthése, & moins que
l'origine des échantillons, récoltés au printemps, donc déjd riches en

réserves glucidiques, et soumis & des faibles températures, ait réduit leur

catabolisme. STADLER (1984) a noté, cependant, qu'en régime de lumiére

limitante, des pigménts relais (phycoérythrine) apparaissent. De plus, la
limitation de 1'¢nergie lumineuse semble compensée, en partie, par

'abondance des plastes.

L'extraction & l'eau froide (20°C), contrairement & ce qui a &té
observé précédemment, n'affecte que trés peu la paroci. En particulier, le
gonflement est plus réduit et les cellules ne se séparent pas. Cependant,
l'amidon commence & se dégrader.(P1.VII, Fig.26).

A 40°C, la dégradation de l'amidon s'accentue nettement. La zone

interne de la paroi se gonfle. Ce phénoméne est particulidrement visible sur
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PLANCHE VII - EXTRACTIONS FRACTIONNEES DE L’AGAR.
PHASE STATIONNAIRE DE CROISSANCE.

Fig. 25. - Témoin : toute l'épaisseur de la paroi est opaque
aux électrons. x 30000.

Fig. 26. -~ Extraction de l'agar & froid. Les grains d'amidon
sont légérement hydrolysés. x 28000.

Fig. 27. - Extraction de l'agar & 40°C. La dégradation et la
dissolution de l'amidon sont trés avancées. On observe
le gonflement de la zone interne de la paroi. x 28000.

Fig. 28. - Extraction de l'agar a 60°C. Les cellules sé séparent

au niveau de la zone intercellulaire par rupture de fais-
ceaux de fibrilles. x 28000.

Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.

Abréviations : A, amidon ; cy, cytoplasme ; P, paroi ; S, séparation

entre deux cellules.

Echelle : 0.5 um.
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PLANCHE VIII - EXTRACTIONS FRACTIONNEES DE L'AGAR.
HAUTES TEMPERATURES.

Fig. 29 et 30 : Conditions de croissance.

Fig. 29. - Extraction de l'agar & 80°C. Les fibrilles des zones
intercellulaire et moyenne de la paroi deviennent souples
et malléables. x 20000.

Fig. 30. - Extraction de l'agar & 120°C. La matrice a &té
complétement extraite. Les fibrilles désorganisées
et cassées sont groupées en amas irréguliers. x 40000.

Fig. 31. - Phase stationnaire de croissance. Extraction de l'agar
a 100°C. Les cellules se séparent nettement les unes des
autres. On observe la rupture des fibrilles en trés courts

fragments. x 8000.
Contrastant : acétate d'uranyle et citrate de plomb.
Abréviations : C, zone cuticulaire ; cy, cytoplasme ; P, paroi ;
S, séparation entre deux cellules ; ZI, zone

intercellulaire ; ZP, zone périplasmique.

Echelle : 0.5 um.



la P1.VII, Fig.27 car, consécutivemment 3 la prise de volume de cette zone,
la zone fibrillaire fnoyenne se trouve comprimée contre la zone
intercellulaire.(P1.VII, Fig.27).

Aprés le passage 4 60°C, la zone intercellulaire se rompt. La
séparation des cellules intervient donc plus tardivement que précédemment.
De plus, cette rupture est due a des cassures nettes au niveaﬁ des fibrilles,
ce qui n'a pas été observé lorsque les thalles ont été cultivés en condition de

croissance.(P1.VII, Fig.28).

Les cassures pariétales se poursuivent 4 80°C et aboutissent i
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l'isolement des cellules qui s'observe bien 4 100°C.(P1.VIII, Fig.31). Elles

sont entourées par les fibrilles fragmentées. Celles-ci prendront , 4 120°C,

I'allure déja décrite dans la série précédente.

L'examen des micrographies, confirme largement et permet de mieux
comprendre les résultats obtenus sur le plan biochimique. En effet,
l'extraction des polysaccharides matriciels demande plus d'énergie quand les
parois proviennent de thalles cultivés en phase stationnaire. 0r, la zone
interne de la paroi semble effectivement moins hydrophile, dans ce cas,

puisqu'elle n'augmente pratiquement pas de volume au début de.l'extraction.

De plus, la séparation des cellules et la dégradation des fibrilles

interviennent plus tardivement.

Les différences qualitatives des agars extraits dans chacune des
séries, semblent donc li€es aux propriétés physiques de la phase matricielle
assurant une résistance et une rigidité plus grandes des parois des cellules
de thalles cultivés en phase stationnaire. La rupture des structures plus

nette dans ce cas, plaide également en faveur de cette interprétation.

A linverse, le caractére hydrophile de la zone interne de la paroi
apparait dés le début de l'extraction. Les polysaccharides sont ainsi plus
solubles (les polyméres sont plus sulfatés et moins méthylés), ce qui
explique que le maximum de produits d'extraction scit recueilli & 80°C. Les
propriétés mécaniques qui en découlent apparaissent dans la souplesse et
1'élasticité des structures pari€tales au cours de leur désorganisation

progressive chez les thalles cultivés en condition de croissance.



La filiation entre les polyméres sulfatés et l'agarose au sein de la phase
matricielle de la paroi correspond & 1%@volution des différents é&tats

physiologiques du développement de Gracilaria Verrucosa.

En phase de croissance, la zone interne de la paroi semble plus
hydrophile. En microscopie électronique, elle parait, en effet, gonflée et
gorgée d'eau. A l'extraction, les polysaccharides solubles qui la constituent
sont facilement déplacés. Ces polyméres représentent la fraction majeure de
l'agar. Néanmoins, la teneur en sulfate des polyméres reste toujours
relativement faible. Il semble donc que les galactanes sulfates sont intégrés
progressivement dans la paroi ol ils sont ensuite transformés en continu en
agarose. Les produits obtenus sous différents régimes d'8clairement
permettent de donner une explication au phénoméne. Les fortes intensités
lumineuses et les longues photopériodes favorisent l'accumulation de grains
d'amidon. La vitesse de synthése de ces réserves glucidiques est alors plus
grande que lanabolisme de l'agar. Le nombre de vésicules & contenu
polysaccharidique et l'activité intense du plasmalemme en direction de la
paroi, témoignent de lincorporation de précurseurs d'agarose dans la
matrice pariétale. L'abondance de ces polyméres dans les extraits se trouve
ainsi expliquée. Par contre, quand les conditions d'éclairement
s'affaiblissent soit par la diminution de llintensité lumineuse, scit par le
raccourcissement de la photopériode, un équilibre entre les vitesses de
synthéses d'amidon et 'd’agar s'observe, et dans ce cas, les quantités de
3.6-anhydrogalactose formées, sont relativement plus importantes et le fait
de retrouver ce résidu glucidique neutre, retenu sur DEAE avec les
fractions chargées, témoigne de son association au sein dun polymére
sulfaté. La désulfatation progressive forme de plus en plus de
3.6-anhydrogalactose et explique le déplacement des fractions
chromatographiques sur &changeurs d'anions, vers celle éluée dans l'eau

distillée, quand la photosynthése est réduite.

En hiver, les conditions de synthése d'amidon sont limitées.
L'accumulation d'agarose se pergoit, en microscopie électronique, par
l'aspect plus dense aux électrons de la paroi, comme si le réseau matriciel
était plus serré, plus hydrophobe et plus associé aux fibres squelettiques.
L'agar est alors moins mobile d l'extraction, bien que tout peut ®&tre extrait,
comme en témoigne l'augmentation des rendements et les figures en

microscopie.
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La RMN du carbone confirme les interprétations données & propos de
la cinétique du métabolisme de l'agar, en mettant en é&vidence des
précurseurs dans les fractions solubles dans l'eau tiéde et de lagarose
déplacé dans l'eau bouillante. Cette technique d'analyse apporte une
précision supplémentaire en faisant apparaitre une méthylation sur le C6 du
D-galactose plus importante sur les polyméres extraits de thalle en
croissance. Il semble que ce soit une différenciation particuliére aux parois
de cellule en élongation qui pourrait affecter certaines propriétés physiques

des colloides matriciels.

En résumé, la zone interne de la paroi intégre, via le eytoplasme, des
polyméres sulfatés consécutivement & une synthése importante d'amidon, qui
caractérise la phase de croissance de lalgue. Dans le meme temps, ces
précurseurs s'enrichissent en 3.6-anhydrogalactose et forment ainsi de plus
en plus d'agarose. Quand les conditions du milieq deviennent défavorables
au développement des algues, l'accumulation d'agarose se poursuit et
celui-ci devient le composé majeur. Une gangue épaisse et compacte entoure
alors les cellules qui prennent toutes l'aspect de cellules de type cortical, au
moment de la mauvaise saison.

Les propriétés physiques des gels qui découlent des transformaticns
moléculaires retentissent vraisemblablement sur les propriétés mécaniques
des thalles.
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Le mécanisme de gélification de l'agarose met en jeu les propriétés de la
structure secondaire des polysaccharides (REES 1969). YAPHE et
DUCKWORTH (1972) signalent llinterférence des substituants de la molécule

dans la cohésion du réseau tridimentionnel du gel.

L'évolution de la molécule, lors du développement du thalle, doit donc
avoir des conséquences sur les propriétés physicochimiques de la parci. En
particulier, la force de gel et la viscosité des polyosides matriciels sont des
propriétés susceptibles d'intervenir dans les processus de pérennisation ou
de croissance du thalle. En effet, un gel dur renforcera les propriétés
mécaniques de la paroi, qui, allié 8 une différenciation du thalle en cellules
de type "corticale" (GODIN 1985, comm. pers.), petites, & parois épaisses,
assurera une protection accrue du thalle. D'un autre coté, la diminution de
la viscosité de l'agar offrira une phase aux propriétés physiques compatibles
avec les réaménagements pariétaux qui ont lieu lors de la croissance

cellulaire.

En outre, la prise en gel de l'lagar se fait en pré@sence de grandes
quantités d'eau, par rapport & la masse séche de polysaccharides. Les
phénoménes d'échanges hydriques et ioniques empruntent peut ®etre cette
propriété pour réguler les variations de potentiels hydriques et ioniques et

la pression osmotique.

Il est relativement aisé de mesurer la force d'un gel d'agar, son taux de
gonflement et son comportement rhéologique, une fois le coll'dide extrait et
remis en solution. Ces méthodes se heurtent néanmoins au fait que les
interprétations, au niveau physiologique, sont limités par la concentration
de l'échantillon ou les température de mesures. Les résultats obtenus ne
considérent, par conséquent, que les différences observées entre les
produits ainsi que les comportements apparents qu'ils exhibent dans les

conditions expérimentales.

Cette étude est complétée par une observation en microscopie
électronique de 1'état qu'adoptent les parois faces aux contraintes qui leurs

sont imposées.
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I - VARIATION DE LA FORCE DE GEL

Les forces de gels d'agar obtenus par la resolubilisation dans l'eau des
extraits (1g/100ml) recueillis & partir de thalles cultivés en conditions

controlées, ont &té mesurées.

Les algues en croissance libérent un gel dont la résistance i la

2 st nettement plus faible (300g[cm2) que

pénétration d'une section d'l em
celle d'un agar dune algue en phase stationnaire (600g/cm2) (Tab.25). Le
‘ phénoméne avait déja été décrit pour des échantillons récoltésvdaﬁs la nature
(cf.Part. 1 ) pour lesquels une relation avec la teneur en sulfate et en
3,6-anhydrogalactose semblait pouvoir etre établie (Fig.17). Considérant le
galactose-6-sulfate comme un précurseur dans la série métabolique
conduisant a la formation d'agarose, sa modification, en milieu alcalin, doit
donc améliorer la force de gel. En effet, aprés traitement sodique (NaOH,
1,5%, 90°C, 3h) de l'agar extrait de thalles en croissance, les gels obtenus
offrent des résistances comparables 4 celles mesurées sur les solutions

d'agar de thalles en phase stationnaire. (Tab.25).

La phase matricielle de la paroi de Gracilaria verrucosa acquiert ainsi,

lors des conditions de non prolifération des propriétés mécaniques qui

renforcent la résistance des cellules aux déformations.

La différenciation des thalles par la multiplication des cellules de type
cortical, & parois épaisses, notamment a la partie basale des frondes, est
accompagnée d'une rigidité acerue des structures pariétales. Cette
convergence qualitative contribue apparemment a assurer des conditions de
vie pérenne lors de la mauvaise saison. Des fragments courts et rigides,
plus ou moins ensablés dans les cuvettes littorales, ont remplacé les frondes
longues et souples du printemps et de 1'été. Les cryptes gamétophytiques,
les verrues gonimoblastiques et les cicatrices des tétrasporocystes, ont été
autant de points de rupture du thalle, et seule la partie basale subsiste pour

la saison suivante.

II - VISCOSIMETRIE.

Le mot "rhéologie" a &té proposé par E.C. BINGHAM (1928) pour
désigner "a science qui 8tudie les déformations et 1'écoulement de la
matiére”. Plus exsctement, l'objet de la rhéologie est 1'6tude du

comportement mécanique, c'est-d-dire des relations entre les déformations et

136



TABLEAU 25

FORCES DE GELS D'AGAR EXTRAIT DE
THALLES CULTIVES SOUS DIFFERENTES
CONDITIONS DE CROISSANCE

(Sol 1 % p/v dans eau distillée)

Conditions de culture Croissance Non prolifération
a/ Avant traitement alcalin 250 g/cm2 660 g/cm2
a/ Aprés traitement alcalin (1) 680 g/cm2 630 g/cm2

3

(1) Traitement alcalin (NaOH 1.5 %, 3 h. & 90°C en présence de BH4Na).
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les contraintes de la matiére. En s'appuyant sur la connaissance de ce
comportement, la répartition non uniforme des contraintes et des
déformations dans un corps sous lleffet des forces extérieures peut etre

calculée grace 3 la mécanique des milieux continus.

Cette méthode offre donc le moyen de mesurer et de décrire les réponses
du comportement d'un gel d'agar soumis 4 une contrainte extérieure (ici un

cisaillement) en fonction de sa qualité biochimique.

Le comportement rhéolgique des solutions est voisin : la viscosité
apparente diminue avec le gradiant de cisaillement (Fig.34) et suit assez
bien une 1loi en puissance et les indices de structures sont
proches.(Fig.35). Ils manifestent de la visco-é&lacticité. Ils sont

rhéofluidisants.

En condition de croisannce cette loi en puissance donne :
n app - 0,066 "Y‘ 0 ,0850 ou T= 0 ,066 -Y 0 ,915

et en condition de non prolifération :~
napp = 0,1108." 00795 oyt =0,1108.70,92

ol n app = viscosité apparente en poise
v = gradiant de vitesse cisaillement en s-1

et exposant = indice de structure

Par contre, les viscosités apparentes pour un meme gradiant de
cisaillement vont sensiblement du simple au double entre les é&chantilons
extraits de thalles en condition de croissance et ceux extraits de thalles en

phase de non prolifération.

Les expériences menées avec le viscosimetre CARIMED, i 20°C, sur des
solutions d'agar 4 1% (p/v), donc sur des gels voisins de 'état de la matrice
pariétale in vivo donnent d'autres types d'informations. Dans ces
conditions, en effet, il n'y a pas d'écoulement mais rupture brutale et
irréversible du gel. La reproductibilité de la mesure permet d'exclure
I'eventualité de glissements relatifs du produit par rapport & la parci du

corps de mesure.

Les individus cultivés en condition de non prolifération produisent un gel

2

qui se rompt pour des tensions supérieures a4 4300 dyn/cm“, tandis que ceux

issus de thalles en croissance ne résistent pas au-dela de 2400 dyn/cm2 . La
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4 60°C extraits de thalles cultivés en conditions

contrdlées.

Systéme cylindres co-axiaux.



1
-]
- 00,1936
0 = 0,1663.8
O
o
. 0
' O
a
~ a
58]
o )
@] g
o. RN
o o
&)
2] ]
2 Qo
e
&
° L
¥ 1 LY
2,0- 2,5 30
LOG 10 IGRAD)
Fig. 35 : Viscosité apparente représentée en coordonnées

logarythmiques d'un gel d'agar 4 1 % (p/v) &
60°C extrait d'un thalle en croissance.

140



1

matrice pariétale est donc plus fragile en condition de croissance cellulaire.
Cette propriété autorise les réarangements pariétaux en période

d'élongation.

Bien que les conditions d'@tude "in vitro", ne reproduisent pas les
conditions "in vivo", pour des raisons de concentration et de température,
les résultats obtenus permettent d'imaginer les conséquences dans la paroi

des propriétés viscométriques observées.

Pour interpréter, d'un point de vue physiologique, les mesures
obtenues, le comportement bien connu des polyméres cytosquelettiques du
cytoplasme constitue un modéle intéressant et au moins un terme de
comparaison. Lors des processus de division cellulaire, la dispersion des
microtubules en macromolécules solubles ont tendance & augmenterer la
viscosité du milieu. Lors de la reconstitution du cytosquelette, 1la
concentration relative de la solution a tendance a diminuer influengcant dans

le meme sens la viscosité.

Dans le cas de la paroi, la concentration de la phase matricielle augmente
en condition de croissance, par lincorporation des précurseurs. Leur
intégration dans les polyméres en place, lors du retour aux conditions de
non prolifération, diminue la concentration en colloides libres, comme décrit
précédemment. Cependant, le nombre d' hydroxyles non substitués croit,
favorisant la formation de ponts hydrogénes inter-chaines et la viscosité

apparente du systéme augmente avec la structuration du gel.

L'état d'agrégation des polysaccharides n'est évidemment pas le seul
paramétre en jeu. Pour décrire de fagcon plus compléte le phénoméne, il
faudrait tenir compte des liaisons avec les fibrilles squelettiques,

elles-memes évoluant lors des processus d'élongation.

Il n'en demeure pas moins que l'ensemble des résultats décrits converge
pour attribuer un role non négligeable & l'agar dans la physiologie de la

paroci de Gracilaria verrucosa.

II1 - TAUX DE GONFLEMENT

Des poudres d'agar mises en solutions par dispersion dans l'eau
bouillante ont €té, aprés refroidissement, congelées puis décongelées. Dans
ce processus l'eau libre du gel est libérée. Il reste alors de l'eau plus ou

moins li€e au colloide qui sera considérée comme l'eau de gonflement.
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Un agar du commerce (DIFCO), solubilisé dans des solutions salines de
concentrations différentes, a un taux de gonflement plus élevé dans l'eau
distilée que dans de l'eau contenant du NaCl 2M. (Tab.26). Dans ce cas, le
polysaccharide libére deux fois moins d'eau. Dans les conditions

intermédiaires, les différences sont moins significatives.

Des agars extraits de Gracilaria verrucosa en condition de croissance ou
de non prolifération, exprime un taux de gonflement beaucoup moins marqué
que celui de l'agar du commerce. (Tab.26). Il n'y a pas, en outre, de
différence significative, entre les colloides extraits de thalles en croissance

ou non.

Néanmoins, sur le plan physiologique, cette propriété de l'agar permet de
proposer un mécanisme de lutte contre les variations de pressions
osmotiques..Dans le cas d'une forte dilution du milieu, les colloides auront
tendance 4 absorber un maximum d'eau contribuant & freiner le flux
hydrique vers la cellule. Dans le cas inverse, d'une part la matrice
s'opposera a l'entrée d'eau salée du milieu entre ses mailles par manqﬁe
d'affinité pour ce type de solution, et d'autre part i limiter 1'évasion d'eau du
cytoplasme en gonflant au contact du plasmalemme. Ce systéme & deux faces
constitue, en outre, un gradiant continu entre le milieu extérieur et la
cellule contribuant & tamponner la solution du compartiment pariétal de

maniére 4 amortir les variations de pression osmotique.

IV - ROLE DE LA PAROI DANS LA REGULATION DE LA PRESSION
OSMOTIQUE '

L'étude des constituants chimiques de la phase matricelle de la paroi de
Gracilaria verrucosa fait état de l'é@volution des rapports quantitatifs et
qualitatifs des diférents composés en liaison avec la physiologie du
développement de l'algue. Il s'agit de variations sur des cycles longs, alors
que celles sur des alternances plus courtes n'ont pas encore &té étudiées.
Or, les espéces marines qui se développent dans la zone de balancement des

marées, sont soumises i des contraintes du mileu extérieur trés contrastédes.

La présence de polyélectrolytes forts dans les parcis est décrite chez les
végétaux peuplant la zone intertidale. Ce sont des polysaccharides
sulfurylés, non seulement chez les phéophycées (fucoidanes), les

chlorophycées (galacto-arabino-xylanes et galacto-xylo-rhamnanes), et les
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TABLEAU 26

TAUX DE GONFLEMENTS DE

POUDRES SECHES D'AGAR MISES

EN SOLUTION DANS DES MILIEUX DE

CONCENTRATIONS SALINES DIFFERENTES.

Milieu de Eau distillée Eau de Mer Eau de Mer 1M 2M
glonflement diluée (1/2) Nacl Nacl
Agar (DIFCO) 27.35 21.85 g 24.25 g 17.95 g 15.55 g

Agar de thalles
en croissance 24.05 - 22.10 g - 20.00 g

Agar de thalles
en non prolifé-
ration 24.20 - 22.3C0 g - 21.00 g

a - exprimé en quantité d'eau retenue (g).



rhodophycées (porphyranes, carraghénanes), mais aussi chez les
angiospermes marines Zoostera et Posidonia (pectines sulfurylées) MACKIE
et PRESTON (1972).

L'agar des gigartinales échappe & cette régie. La répartition
écophysiologique de ces espéces, au niveau de cuvettes qui ne laissent que
rarement émerger les thalies de Gracilaire, explique que l'ampleur des chocs
osmotiques soit moins important que chez certaines espéces largement
découvertes a8 marée basse. Néanmoins, une adaptation particuliére doit

permettre de répondre aux variations de salinité du milieu.

Des thalles de Gracilaria, préalablement cultivés, pendant un mois, en
condition de croissance ou en phase stationnaire , ont &té plongés 6 heures
ou une semaine dans des milieux eau de mer plus ou moins concentrés en Na
Cl. Ces deux périodes ont été choisies, la premiére parce qu'elle correspond
a llintervalle des marées, la seconde pour noter 1'é@ventualité d'une

adaptation 4 plus long terme.

A - Suivi ultrastructural.

A régime de salinité égal, les séries cultivées en condition de
croissance ne différent pas de celles en phase de non-prolifération. De
meme, globalement, les courtes ou longues périodes de traitement ne

permettent pas de distinguer de différences significatives.

I1 semble donc que les propriétés des polysaccharides matriciels ne
dépendent pas de fagon absolue, pour leur adaptation aux variations de
pression osmotique, de la constitution chimique qui caractérise l'état de

développement de la paroi.

En outre, quel que soit le cas de figure observé, la cellule est
toujours plus ou moins plasmolysée. Par contre, aucun espace périplasmique
"vide" ne peut etre décrit. En effet, indépendamment du sens dans lequel
s'exerce la pression osmotique, ce sont toujours les colloides de la phase

matricielle qui retiennent l'eau.

Ainsi, en milieu hypotonique (0,3M) par rapport i l'eau de mer, le
cytoplasme est déja plasmolysé (Pl.IX, Fig.32). La paroci, dans sa zone
interne, semble combler le vide qui devrait entourer le plasmalemme. Quand

le traitement est prolongé sur 6 jours, la paroi antérieurement formée
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PLANCHE IX - ACTION DE LA PRESSION OSMOTIQUE,

32. - Concentration du milieu de culture en NaCl 0.3M,
conditions de croissance, 6 heures de culture. On observe
le gonflement de la partie interne de la paroi. Le cyto-
plasme comprimé prend un aspect plasmolysé. x 15000.

33. - Mémes conditions de culture que précédemment, 6 Jjours
de culture.
La zone interne de la parci est fortement dilatée. On y
remarque l'inclusion de fragments cytoplasmiques. La
disposition des groupes de fibrilles lui confére un aspect
alvéolaire. Le plasmalemme est discontinu et difficile &
localiser en certains endroit, cet aspect traduisant le
mauvais état physiologique du thalle. x 15000.

34. - Concentration du milieu de culture en NaCl 2M,
conditions de non prolifération, 6 heures de culture.
La partie centrale des grains d'amidon a été hydrolysée
et a disparue. x 40000.

35. - Concentration du milieu de culture en NaCl 2M, condi-
tions de croissance, 6 jours de culture. Rétention de
fragments cytoplasmiques dans la matrice de la zone
interne de la paroi. x 40000.

32, 33 et 35 : Contrastant acétate d'uranyle et citrate de
plomb.

34. - PATAg.

Abréviations : a, amas dense ; A, amidon ; cy, cytoplasme ; P, paroi ;

ZP, zone périplasmique.

Echelle : 0.5 um.
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présente une structure normale (P1.1X, Fig.33). Par contre, la zone interne
forme des alvéoles avec de longues travées cytoplasmiques. De nombreux

amas denses y sont également inclus.,

En milieu hypertonique, (1M, 2M), des fragments cytoplasmiques
ainsi que des vésicules, sont prisonniers dans la paroi (P1.IX, Fig.35).
Quand la salinité augmente, l'amidon se dégrade, surtout dans les cellules
médullaires (P1.1X, Fig.34).

.

Dans toutes les conditions donc, meme en milieux trés dilués, les
cellules ne sont jamais franchement turgescentes, au moins au sens oil il est
entendu chez les phanérogames. La limite de la paroi est toujours trés floue.
L'espace périplasmique parait constitué d'agar i faible concentration dans
l'eau, ce qui permet une dispersion homogéne des fibrilles et une élasticité

de la paroi.

Cultivé dans l'eau de mer & concentration saline normale (30 4 35g/1),
le cytoplasme a également toujours l'aspect plasmolysé. Le gonflement et
l'accumulation d'eau dans la paroi, particuliérement dans la zone interne,
compensent apparemment la turgescence constatée habituellement chez

d'autres végétaux.

Les mouvements d'ampleur plus ou moins importante que subit alors la
paroi, emprisonneraient des fragments de cytoplasme, responsables des

figures observées.

L'agar par son caractére hydrophile jouerait donc un role tampon dans
les régulations des flux hydriques responsables du rééquilibrage des
pressions osmotiques. Le maintien d'une pression osmotique interne élevée
pourrait assurer la régulation des flux ioniques en l'absence de composés
polyélectrolytes échangeurs d4ions dans la paroci. L'hydrolyse des réserves
carbonées en conditions extremes (2M) compenserait les débordements
éventuels de la barridre physique que constituent les colloides de la matrice

pariétale.

B-Influence sur les rendements d'extraction.

Peu d'informations sont tirées de l'analyse des rendements
d'extraction d'agar des thalles cultivés en conditions de croissance ou de non

prolifération et dans des milieux de forces osmotiques variées.(Fig.36).
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Les différences dues aux facteurs de croissance sur la production
d'agar sont semblables & celles déjad observées par ailleurs. (Fig.l2).
Néanmoins, il semble que les concentrations salines élevées (2M) augmentent
les quantités de résidus secs extraits, et ce, d'autant plus que le temps
d'application du traitement est plus long (8 jours). Or, lhydrolyse de
l'amidon, observé en microscopie libére du glucose qui surévalue les
rendements obtenus dans ce cas. Apparemment, ce monosaccharide participe
plus 4 1'¢élévation de la pression osmotique interne, pour compenser celle .du
milieu externe, qu'd une intégration au métabolisme de la phase matricielle de

la paroi.

En conséquence, la réaction aux variations de pression osmotique des
colloides pariétaux semble se limiter & une régulation des flux hydriques liée
aux propriétés hydrophiles des polysaccharides. La qualité de ceux-ci
n'affecte pas notablement le pouvoir hydroscopique de la paroi.

Cette étude montre donc que la paroi de Gracilaria verrucosa réagit
aux variations de salinité du milieu, en piégeant l'eau au sein de la phase
matricielle. En conséquence, les figures de plasmolyse observées en
microscopie électronique, différent de celles décrites chez les végétaux
supérieurs ou la contraction du cytoplasme ménage un "vide" entre la paroi
squelettique et le plasmalemme. Chez cette algue, le "vide" est occupé par le
mucilage gonflé d'eau. La zone interne de la paroi se comporte & la maniére
d'une éponge dont les alvéoles se gorgent d'eau, puis la restitue en

conservant leur structure sous l'effet d'une pression externe.

La paroi constitue donc un compartiment qui fonctionne comme une
chambre de compensation, en "&clusant" les variations de flux hydriques.
Limage du mileu extérieur vu par le cytoplasme est par conséquent pergcu a

travers l'8cran tamponné de la paroi.

CONCLUSION.

Globalement les propriétés physico-chimiques de l'agar en solution sont
compatibles avec les hypothéses formulées & propos du role de la matrice

pariétale dans les phénoménes de pérennisation ou de croissance.

En effet, aux gels forts de la phase de non prolifération succédent des

solutions colloidales dont la viscosité basse peut autoriser les



remaniements, les étirements et les coulissements des fibrilles

squelettiques, lors de l'élongation cellulaire.

Le 3,6-anhydrogalactose, par la torsion de 1hétérocycle du pont 3,6,
favorise l'aggrégation des hélices polysaccharidiques nécessaire 4 1la
formation du gel. (REES 1969). Le sulfate interfére par répulsion
8lectrostatique et encombrement stérique sur l'association des chaines.
L'agarose neutre, riche en hydroxyls libres, offre de nombreuses
possibilités de ponts hydrogénes interchaine qui renforcent la cohésion du
réseau. Ainsi la disparition du sulfate et l'apparition du pont 3,6

consécutive, combinent leurs effets pour augmenter la force de gel.

A linverse, les précurseurs de l'agarose, polyméres de galactoses
sulfatés, diminuent la force de gel et la viscosité. L'augmentation de la
teneur en méthyls, sur la fraction neutre de l'agar, a pour conséquence de
réduire le nombre de liaisons ponts-hydrogénes. Ce fait & pour conséquence

de faire chuter la viscosité de la solution colloiidale.

Les échanges hydriques et ioniques subissent é&galement les
conséquences des changements qualitatifs et structuraux des polyméres du
gel. Le relachement ou le ressérement du réseau matriciel favorise ou non les
flux d'eau et de substances nutritives, un peu & la maniére d'un tamis

moléculaire.

Il est ainsi possible dimaginer que 1'épaississement de la paroi, du a
l'accumulation d'agarose dans la phase mgtricielle augmente la réticulation du
systéme et limite, de cette maniére, l'accessibilité du cytoplasme aux
solutions du milieux extérieur. La dispersion du réseau, encore i

démontrer, favoriserait le phénoméne inverse.
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L'idée qui a motivé cette recherche est de considérer l'agar, composé
majeur de la phase matricielle de la parci de Gracilaria verrucosa, comme un
marqueur biochimique des états physiologiques du développement de cette
algue marine.

Les variations quantitatives et qualitatives de ce colloide extrait
d'agarophytes diverses, dans la nature ou en culture intensive, justifie la
vérification de cette hypothése de travail. En effet, la fraction soluble de la
matrice pariétale est en fait un mélange de macromolécules qui n'est pas
parfaitement défini. La question est donc de savoir si l'ensemble des
polyméres constitutifs obéit aux memes fluctuations et, deld, si chacun de
ces composés ne représente pas une étape de la biosynthése de l'agar. En
outre, les modifications qualitatives, dues 3 l'apparition ou 8 la disparition
de certains substituants ont-elles des conséquences sur les propriétés

physico-chimiques des molécules?

La cohérence des données expérimentales permet-elle alors de
comprendre la physiologie de la paroi, a travers le comportement d'un de ses
constituants majeurs, c'est & dire, les remarquables propriétés d'adaptation
aux variations périodiques des conditions de l'environnement (& court terme

comme & long terme) et de 1d justifier sa répartition écophysiologique?

Pour répondre i ces questions, la stratégie d'investigation consiste &
controler successivement les param’etres de développement du thalle de
Gracilaria verrucosa et de noter leurs incidences sur le colloide par rapport

d 1'8volution biologique de 1'8chantillon.

Les conditions de culture des thalles sont ainsi sélectionnées par rapport
a4 l'induction qu'elles donnent au métabolisme pariétal. L'influence de la
température, de l'intensité lumineuse et de la photopériode sont mesurés.
Parallélement, un suivi ultrastructural du cytoplasme et de la paroi témoigne

de I'évolution et de l'adaptation de la cellule dans son ensemble.

Le choix des techniques employées pour extraire l'agar est guidé par le
souci de préserver lintégrité du matériel et celui de récupérer l'ensemble
des fractions, soit sur des thalles entiers, en fonction des types et de 1"age

des tissus, soit 4 partir de parois isolées.
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Il reste alors 4 séparer les différents constituants du mélange extrait et a
les caractériser par des méthodes biochimiques adaptées. Puisque la
composition des polyméres varie depuis un galactane chargé jusqu'a l'agarose
neutre, le fractionnement par échange dYions se justifie. Cependant,
I'hybridation possible des deux types de molécules dans un meme polymére
nécessite l'intervention de techniques plus discriminantes. La RMN permet
cette reconnaissance, mais pour etre performante la purification des espéces

chimigues en mélange est indispensable.

Aucune méthodologie fiable ne permet l'lanalyse des caractéristiques
physico-chimiques du colloide "in vivo". L'analyse de ces propriétés
effectuée en solution donne néanmoins des arguments 8 une interprétation
modélisée du comportement des polysaccharides de la phase matricielle dans

des conditions définies de milieu et d'état physiologigue des cellules.

A partir de ces hypothéses de travail et avec llaide de la stratégie
méthodologique qui viennent d'etre rappelées, il est possible d'établir une
relation entre le contenu polysaccharidique de la phase extractible de la
matrice pariétale et 1'€tat de croissance ou non du thalle de Gracilaria

verrucosa.

La mise en culture dans des conditions contr©lées permet de dégager le
concept que les résultats acquis dans la nature figurent des instantannés
d'un métabolisme permanent de la molécule d'agar, débutant par la
biosynthése de polyméres chargés qui évoluent progressivement en agarose,
considéré comme le produit terminal. Les conditions imposées se traduisent
done, & la fois sur la réponse physiologique de Talgue, en terme de
croissance, et sur le métabolisme des composés pariétaux, ces deux aspects

interférant constamment et conférant i 1'algue son pouvoir d'adaptation.

La synthése d'agar semble liée 4 la constitution de réserves carbonées
qui interviennent pendant la période de croissance de l'algue. Cette phase
de développement rapide de l'algue, conditionnée par les paramétres de
culture, est suivie d'une phase de maturation caractérisée par l'accumulation

d'agar, lors du retour 4 des conditions moins favorables 4 la croissance.

La phase matricielle de la paroi de Gracilaria verrucosa évolue donc de
maniére & favoriser l'expansion cellulaire, en déterminant des propriétés
physico-chimiques propres a autoriser les réarrangements pariétaux. La

qualité biochimique de l'agar extrait des parties jeunes du thalle (les
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ramifications secondaires) plaide en faveur de cette interprétation.
Inversement, 1la proportion croissante d'agar riche en
3,6-anhydrogalactose, va dans le sens d'un renforcement des propriétés
mécaniques du gel, de maniére & ce que lespéce, ainsi protégée, se

pérennise en attendant le retour de conditions favorables & la croissance.

En effet, l'abondance de polyméres chargés affaiblit les propriétés
mécaniques de la paroi (force de gel) et améliore la viscosité du systéme,
propice a 1'étirement des fibres squelettiques. De meme, 1'hydrophilie de la
matrice augmente et favorise la formation dtun gradient hydrique dans le
sens milieu-cellule, responsable de l'8lévation du potentiel hydrique
nécessaire & 1'"¢longation cellulaire. LYincorporation des polysaccharides

précurseurs de l'agarose compense l'accroissement des surfaces pariétales.

La transformation progressive du colloide en agarose, conduit
ultérieurement au renforcement de la parci qui s'épaissit. En effet, le
L-galactose se désulfate réguliérement et laisse la place & des guantités
croissantes de 3,6-anhydrogalactose. Ce composé intervient sur la
structure secondaire de la macromolécule en augmentant le pas de 1'hélice en
meme temps que lhydrophobie de l'ensemble. La cohérence entre les deux

phases de la paroi se renforce et accentue la résistance du thalle.

De cette maniére, toutes les conditions favorables & la croissance de
l'algue (température, lumiére, engrais) contribuent & augmenter les teneurs
relatives en composés chargés. Corrélativement, les propriétés physiques
du colloide évoluent de maniére & autoriser les réaménagements pariétaux
consécutifs. Les différences entre parties jeunes en croisssance
(ramifications) et parties matures du thalle, déja différenciées, s'expliquent
de la meme facon. La teneur en eau plus élevée des axes secondaires par
rapport aux axes primaires est due a leur richesse en molécules chargées,

particuliérement hydrophiles, nécessaires a 1'elongation.

L'intervention du collo'ide dans les échanges hydriques entre la cellule et
le milieu extérieur est désormais un peu mieux comprise. Cette activité est
essentiellement due aux propriétés hydrophiles remarquables de l'agar (taux
de gonflement). Ce caractére fortement hygroscopique est sans doute a
l'origine de l'adaptibilité de l'espéce 3 de fortes variations de concentration

du milieu, et peut expliquer la valence écologique de l'espéce.
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La rétention d'eau, importante dans la zone moyenne de la paroi, permet
de créer un compartiment tampon, véritable écluse qui rééquilibre les
niveaux d'eau entre la cellule et le milieu extérieur, contrariant les flux

hydriques dus aux variations de pressions osmotiques.

Ainsi, quelle que soit la concentration du milieu extérieur, le cytoplasme
parait toujours en légére plasmolyse, tandis que la matrice pariétale se

gonfle selon les caractéristiques des solutions en contact avec la cellule.

La structure du réseau de la matrice pari€tale, plus ou moins serrée
selon 1'é¢tat physiologique du thalle, favorise le maintien de llintégrité des
tissus lors de la mauvaise saison grace & un gel fort, ou l'8tirement des
fibres squelettiques en augmentant la fluidité du systéme lors de la

croissance cellulaire.

Bien que les définitions se rapportant a l'lagar aient beaucoup &volué
depuis que les techniques dinvestigations, notamment la RMN, ont modifié
l'approche structurale de ce polysaccharide, seul l'agarose répond
strictement 3 la polymérisation du dimére : -3,6-anhydrogalactose -(1-3)=8
-D-galactose. Les autres composés qui apparaissent dans ’les extraits
peuvent ‘etre attribués a ce que l'on appelle agar, mais leurs structures
dépendront du mode d'extraction, de la qualité de celle ci, de l'espéce
agarophyte, de la période de l'analyse ou des conditions de culture de
I'algue. Cela signifie que les résultats obtenus pour une espéce donnée i un
moment donné, ne sont pas généralisables, non seulement aux autres
espéces, mais également au sein de la meme espéce. Ils sont différents selon
la variété, le lieu et le moment de la récolte, 1'age et la nature des tissus dont

l'agar est e;ctrait.

Le métabolisme de l'agar est donc en étroite relation avec la physiologie
du développement du thalle. Une variabilité "phénotypique" ou
"génotypique" peut apparaitre a travers le type de collo'ide présent dans la
paroi cellulaire, en ce sens que, suivant la nature des substituants de la
molécule et le devenir métabolique de celle-ci, les thallés peuvent s'adapter
aux conditions é&cophysiologiques qui caractérisent le lieu de leur
prolifération. Ainsi, 1'é¢tendue de la diversité morphologique de Gracilaria
verrucosa peut etre le reflet de son adaptation aux phénoménes mécaniques,
en opposant aux contraintes du milieu une souplesse ou une rigidité du

thalle due, en grande partie, 4 la nature chimique des
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polysaccharides pariétaux de la phase matricielle, et aux propriétés

physiques qui en découlent.

Ces réflexions conduisent a reconsidérer la famille de composés extraits
des algues agarophytes et & proposer, a llinstar des carraghénanes, un
terme générique pour désigner l'agar. La nomenclature scientifique justifie
l'emploi d'agarane pour dénommer les macromolécules constituées de la
succession de D et L-galactose. Des classes de produits pourraient alors
etre définies, selon la substitution en résidu sulfate, pyruvate ou méthyl,

voire certanes ramifications de la chaine de galactane.

Ainsi, la molécule d'agar, selon le degré et le type de substitution qui la
caractérise au moment de son extraction, peut etre considérée non seulement
comme un marqueur de 1'é¢tat physiologique de l'algue et/ou de l'activité

pariétale mais également comme un élément de classification taxonomique.

Cette étude d donc permis d'associer lhétérogé-néité de l'agar a une suite
biosynthétique. Il convient maintenant de préciser la chronologie et le sens
de ce métabolisme. Pour cela, limagerie moléculaire qui marque les étapes
physiologique du développement du thalle doit ‘etre précisée. Il est donc
nécessaire d'améliorer les techniques dinvestigations biochimiques. Des
méthodes spectroscopiques telles que l'infrarouge de diffusion & transformée
de FOURRIER ou le RAMAN laser, alliée a8 la RMN, sont susceptibles, aprés
des premiers essais prometteurs, d'offrir de nouvelles résolutions des

structures polysaccharidiques.

L'appréhension des voies de synthése de l'agar nécessite, dans un
premier temps, de vérifier la-dépendance vis 3 vis de l'amidon et de la
photosynthése. Si la présence de réserve carbonéde est nécessaire pour qufl
y ait synthése de collo'ide dans la paroi, l'amidon pourrait etre le premier
précurseur de l'agar. La convergence ‘de vésicules & contenu
polysaccharidique au contact des grains d'amidon vers la paroi, plaide en
faveur de cette hypothése. Il devrait donc ®tre possible d'identifier dans le
cytoplasme des polyméres qui, aprés transformation dans la paroi sont &

l'origine de l'agarose , dont les activités enzymatiques restent i définir

Les protoplastes de Gracilaria Verrucosa, mis au point au laboratoire,
offrent a4 cette &tude un matériel de choix pour décrire les premiers

événements de la reconstitution de la paroi.
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La recherche d'enzymes agarolytiques entreprise par ailleurs, constitue
autant d'outils d'investigation pour repérer de telles molécules in situ, par

marquages spécifiques en microscopie électronique.

Les propriétés physico-chimiques n'ont été qu'abordées dans cette
recherche et méritent d"etre approfondies. En particulier, les mécanismes de
régulation ionique doivent %tre précisés. I1 est évident que l'agarose
constitue un modéle extréme, fonctionnant vraisemblablement comme un tamis
moléculaire, et que le mélange de polyméres interfére sUurement sur les

échanges cellule-milieu.

Il reste enfin que llinitialisation de la croissance cellulaire, a linstar des
"oligosaccharines" 4'ALBERSHEIM (1985), peut ‘etre due &galement 3 des
oligoméres intégrés dans la molécule d'agar sous forme d'hybrides, au sens
ol l'entend BELLION et al. (1983) et libérés & des moments privilégiés de la
vie de la paroi de maniére 4 véhiculer une information spécifique jusqu'au

génome de la cellule.

Le fait de disposer d'une suspension cellulaire cuvre des possibilités
dinvestigations susceptibles de répondre aux questions qui viennent d'etre
formulées. Le contr®le de la biosynthése de l'agarose dans un systéme
biotechnologique de production de colloide gélifiant, est, de plus, lun des

termes qui conditionne le succés de cette entreprise.
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