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STIMULATION PAR LES CYTOKININES DE L’ACCUMULATION ALCALOIDIQUE

DANS DES SUSPENSIONS CELLULAIRES:

IMPLICATION DE L’ETHYLENE COMME SECOND MESSAGER ?

Résumé

Dans ce travail, nous avons cherché a savoir si I'éthyléne pouvait étre impliquée lors de
la stimulation de la production alcaloidique par les cytokinines dans les suspensions
cellulaires de Catharanthus roseus. La stratégie expérimentale a été double: 1) modifier les
teneurs en éthylene endogéne en ftraitant les cellules par différents agonistes ou
antagonistes de la voie de biosynthése de I'éthyléne, 2) soumettre les cellules a des apports
exogéne d’éthyléne.

Les résultats obtenus montrent que les inhibiteurs de I'éthylene AVG, Co*? bloquent
partiellement la stimulation alcaloidique dans les cellules traitées par les cytokinines alors
que le précurseur de I'éthylene ACC n’a pas d’effet sur la production alcaloidique dans les
cellules non traitées par les cytokinines. En revanche, lorsque I'éthylene est apporté de
maniére exogéne (traitement par I'éthephon), la production alcaloidique est multipliée par
quatre.

Mots clés : C.roseus. éthyléne, cytokinine, alcaloides indoliques.

Abstract

In this work, we have investigated to know if the ethylene could be implied during the
stimulation of the alkaloid production by cytokinins in cellulars suspensions of Catharanthus
roseus. The experimental strategy has been double: 1) to modify contents in ethylene
endogene by processing cells by different agonists or antagonists of ethylene biosynthesis
way, 2) to submit cells to contributions exogene of ethylene.

The obtained results show that the inhibiteurs of the ethylene AVG, Co*? block partially
the stimulation alkaloid in cells processed by the cytokinins while the precurceur of the
ethylene ACC has no effect on the alkaloid production in cells not processed by the
is brought manner exogene (treated by the
ethephon), the alkaloid production is multiplied by four.

cytokinins. On the other hand the ethylene

Key words: Catharanthus roseus, cytokinin, ethylene, alcaloides indolic.
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Les cytokinines contrélent de nombreux aspects de la croissance et
de la différenciation des végétaux et certains effets des
différenciation des végétaux et certains effets des cytokinines sont
comparables au effets de 1’éthyléne [1]; de plus, on sait que les
cytokinines peuvent stimuler la production d’éthyléne [2].

Depuis plusieurs années, notre équipe étudie les mécanismes qui
contrdlent la production des alcaloides indoliques dans des
suspensions cellulaires de Catharanthus roseus.

Nous avons pu montré que:

1/ Les cytokinines déclenchent la production alcaloidique dans des
souches non-productrices.

2/ la voie des terpénes est limitante pour les souches non-productrices
[3,4].

Le role de I’éthyléne dans la stimulation de la biosynthése de
terpenes est bien connu, particuliérement au cours du mirissement de
fruits, et cette hormone intervient également dans la production de
phytoalexines terpéniques (phytubérine, phytubérol, capsidiol) dans
des cultures de tabac soumise a divers stress [5, 6].

Dans ce travail, nous avons utilisé une double stratégie:

1/ modifier les teneurs en éthyléne endogéne en traitant les cellules
par différents agonistes ou antagonistes de la voie de biosynthese de
1”¢éthyléne.
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2/ soumettre les cellules a des apports d’éthyléne exogéne
(sous forme d’éthéphon) afin de comparer les effets des CK
et de I’éthyléne exogene sur I’accumulation des alcaloides.

Notre objectif était de rechercher une implication de
I’éthyléne lors de la stimulation de la production
alcaloidique par les cytokinines dans les suspensions
cellulaires de C. roseus.

MATERIEL ET METHODES

Voie de biosynthése de I’éthyléne
et différents réactifs utilisés

Méthionine —» S.A.M.——A.C.C.—— Ethyléne

i T

Agonistes:

A.CC: 1-aminocyclopropane
précurseur de 1’éthyléne
- Ethéphon : 2-chloroéthyphosphonic acid, en solution
dégage spontanément de 1’éthyléne

Antagonistes:
- A.V.G : aminoéthoxyvinylglycine, inhibiteur de I’A.C.C
synthétase
L ions Co*? : inhibiteurs de I’A.C.C oxydase ( E.F.E).

L -1-carboxlic acid

MATERIEL VEGETAL

1/ Souche C20D (2,4 - D dépendant) de C. roseus (L) G.
Don, Apocynacées [7].

2/ Milieu de culture : Milieu B5 [ 8].

3/ Repiquage du 1/10 éme dans des fioles de 250 ml a
I’obscurité sous 24°C; agitation continue & 100 rpm.

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

1/ Les cellules ont été repiquées au temps t =0, dans un
milieu sans 2,4 -D.

2/ Les cellules ont été traitées par les différents réactifs au
temps t = +3 jours.

3/ Les cellules ont été récoltées au temps t = +7 jours;
elles ont été pesée, puis lyophilisées.

DETERMINATIOTION DES TENEURS EN
ALCALOIDES

L’ajmalicine produite majoritairement a été choisie
comme marqueur de I’accumulation alcaloidique.

Les teneurs en ajmalicine sont déterminées par
spectrofluorodensitométrie aprés chromatographie d’un
extrait méthanolique de poudre séche sur couche mince de
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gel de silice. Les plaques sont révélées par pulvérisation de
C.A.S., séchées a I’étuve a 60°C pendant 30 min, avant
d’étre analysées ( Scanner CS920 , Shimadzu).

RESULTATS

Effets de différentes concentration en A.V.G.
sur la croissance et l'accumulation de
L’ajmalicine dans la souche C3D (Fig.1)

Les cellules repiquées, a t = 0 dans un milieu sans 2,4-D
ont été traitées a t = +3 jours, avec I’A.V.G. a différentes
concentrations (5, 10, 25 uM), en présence ou non de
benzyladénine (B.A) a 5 uM. Les cultures sont arrétées a
t=+7 jours. Les résultats concernant la croissance
représentent la biomasse par fiole. Les données numériques
correspondent a la moyenne de trois échantillons écart type.

Des essais ont été dupliqués.
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Effets des ions Co*? sur la croissance et
I’accumulation de I'ajmalicine dans la souche
C20D (Fig. 2)

les cellules ont été traitées selon le méme protocole que
celui utilisé pour I’A.V.G. Les résultats sont exprimés en

pourcentage par rapport au témoin. Les données
représentent la moyenne de trois expériences.
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Effets de I’A.C.C sur la croissance et
I’accumulation de I'ajmalicine dans la souche
C20D (Fig. 3)

Les cellules ont été traitées comme précédemment. Les
résultats exprimés en pourcentage par rapport au témoin
correspondent a deux expériences indépendantes. La
concentration en A.C.C. en 10uM, déterminée lors
d’expériences ultérieures, est la concentration optimale qui
n’a pas d’effet sur la croissance des cellules.
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Effets de différentes concentration en
éthéphon sur la croissance et I’'accumulation
de I’ajmalicine dans la souche C2D (Fig 4.)

Les cellules ont été repiquées a t = 0 dans un milieu sans
2,4-D puis traitées a t +3 jours avec différentes
concentration, en éthéphon en présence ou non de B.A a5
pM. Les cultures ont été arrétées a t = +7 jours. Nous
avons vérifié dans des fioles témoins que la formation
d’acide phosphorique qui a lieu au cours de la réaction
libérant 1’éthyléne ne modifiait pas de maniére importante
le pH du milieu (pH= 0.2 unité).
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Cinétique d’action de I'éthéphon (500 uM) sur
des cellules de la souche C2D cultivées avec
ou sans BA (5 uM) (Fig.5)

Les cellules repiquées dans un milieu sans 2,4-D ont été

traitées ou non avec la BA a t =+ 3 jours . L’éthéphon a été
ajouté stérilement dans les fioles respectivement 48h, 24h,

et 6h avant I’arrét des cultures .
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Figure 5.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les expériences réa lisées ici avec des réactifs connus
pour leurs actions antagonistes vis-a-vis de la biosynthése
de I’éthyléne (A.V.G., Co*?) montrent que ’on peut bloquer
partiellement I’accumulation des alcaloides indoliques
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induite par les cytokinines. Il faut remarquer que certains de
ces réactifs peuvent présenter des effets non spécifiques sur
I’accumulation alcaloidique, sans affecter la croissance des
cellules. Par exemple, les ions Co™ entre 1 et 100 uM
modifient peu la croissance; par contre, une concentration
de 1 puM est déja inhibitrice vis-a-vis de 1’accumulation
alcaloidique dans les cellules témoins.

L’action de I’A.V.G. est plus nette. A la dose de 5 uM,
I’accumulation alcaloidique induite par la BA est réduite de
plus de 50% sans effet notable sur la croissance des cellules
et sur ’accumulation alcaloidique dans les cellules témoins.

Cependant, deux expériences successives réalisées avec
I’A.C.C., le précurseur de I’éthyléne, ont donné des
résultats contradictoires qui ne permettent pas de montrer
un effet significatif de ce composé sur les cellules cultivées
sans BA par rapport a celles induites par la BA [9, 10, 11].

Dans 1’état actuel de nos travaux, il semble difficile
d’affirmer que la stimulation de 1’accumulation
alcaloidique induite par les cytokinines dans la souche CyoD
de C. roseus soit due a la production d’éthyléne endogéne
par les cellules [1].

En revanche, les expériences consistant & soumettre les
cellules a des apports d’éthylene exogeéne ont donné des
résultats plus nets, en particulier avec 1’éthéphon. Ce
composé stimule trés nettement la production des alcaloides
indoliques dans les cellules CyD et cet effet est plus
marqué en absence de BA. La dose optimale qui n’affecte
pas la croissance des cellules se situe vers 500 uM. Dans
ces conditions, la production alcaloidique est multipliée par
quatre par rapport aux cellules témoin [12].

De plus, ce composé agit rapidement puisque son effet
est significatif aprés seulement un temps d’action de 6
heures, ce qui confirme le découplage entre I’éthyléne et les
cytokinines dans notre modéle. En effet, nous avons montré
par ailleurs que le temps d’action minimale pour les
cytokinines était d’environ 48h.

Nous n’avons toutefois pas pu retrouver cet effet en
soumettant les cellules a I’action de I’éthyléne gazeux. En
effet, ce type d’expérience nécessite la culture des cellules
dans une ambiance confinée qui inhibe totalement les
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capacités de biosynthése des alcaloides chez C. roseus,
certainement a cause d’une trop forte hypoxie [13].

Nos travaux s’orientent actuellement vers 1’étude des
effets de 1’éthyléne au niveau de la voie des terpénes qui est
la voie limitante pour la biosynthése des alcaloides
indoliques chez C. roseus.

Abréviations

AVG: aminoethoxyvinylglycine,

ACC :1-amino cyclopropane-1carboxylic acid
Ethéphon : 2- Chloroethylephosphonic acid.
CAS : cérium ammonium sulfate.
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