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LEXIQUE

Abiotigque : Se dit d'un mulieu ot la vie est impossible. En écologie, l'expression "facteurs
abiotiques” désigne des éléments du milieu (climat, sol, topographie...} qui influencent la vie
des étres vivants.

Alleles : Formes possibles d'un méme géne*. Dans la cellule diploide, chacun des deux alléles
est porté par l'un des deux chromosomes appariés,

Allélopathie : Capacité de certains végétaux d'empécher, par l'émission de substances
toxiques, le développement d'espéces voisines,

Annuetle : Plante qui meurt apres avoir fructifié au cours de l'année pendant laguelle elle a
germé.

Autochargeuse : Machine de récolte mobile, mactée ou semi-portée, qui permet le ramassage
de récoltes en vrac ou en balles, laissées au sol, puis le chargement de ces récoltes directement
dans une remorque ou la benne d'un tracteur.

Autocompatibilité : Phénomene observé chez une plante dont le pollen est capable de
féconder ovule,

Biotique : Relatif a 1a vie ou permettant le développement de la vie. En écologie, I'expression
"facteur biotique” désigne le rapport entre les éwes vivants susceptibles d'influencer un milieu
£cologique donné.

Bisannuelle : Plante qui meurt, apreés avoir dispersé ses graines, au cours de 'année suivant
celle pendant laquelle elle a germé.

Chimiotype : Lignée ou vuriété d'une espéce végéuale donnée, caractérisée par une
composition chimique particuliere,

Coumarines : Somme des dérivés coumariniques*® et de la coumarine libre exprimée en
coumarine libre.

Démariage : Opération d'éclaircissage consistant & enlever les jeunes plantules en surnombre.

Dérivés coumariniques : Somme des glucosides de l'acide ortho hydroxycinnamique
formes trans et ¢is exprimée en coumarine libre.

Dormance : Etat physiologique d'un embryon ou d'une semence qui, blen que placé(e) dans
des conditions favorables & sa germination, est incapable de germer.

Ecophysiologie : Etude de la physiologie des plantes en peuplements.
Effecteur : Composé de faible poids moléculaire pouvant réguler des enzymes.
Effet bordure : Influence du milieu environnant sur les plantes situées au bord des parcelles.

Eliciteur : Substance activant le systéme de défense de la plante lors d'une infection ou d'un
stress, c'est-a-dire induisant la synthése de phytoalexines®.

Ensileuse : Récolteuse. hacheuse, chargeuse.
Epistasie : Terme désignant la dominance d'un géne* sur tout autre géne non allele.

F1 : Premiére génération.



Génotype : Ensemble des genes* et de leurs associations, c'est-d-dire ensemble des
caracteres héréditaires ransmis de génération en génération.

Geéne : Unité de matériel génétique située sur un chromosome et contenant l'information
nécessaire & la réalisation d'un caractére génétique spécifique.

Introgression : Incorporation graduelle de caraciéres génétiques étrangers au génome d'une
espeéce, a la suite d'hybridations naturelles répétées avec une autre espece.

Itinéraire technique : Suite logique et ordonnée des techniques culturales appliquées 4 une
espece végétale cultivée depuis le semis jusqu'd la récolte.

Loct {pluriel de locus) : Position d'un géne donné sur un chromosome.
Morphogéneése : Développement des formes et des structures des organismes.
Ontogénese : Histoire du développement d'un individu.

Panmixie : Terme génétique désignant une population dont les individus échangent librement
leurs génes.

Pharmacognosie (de gnosis connaissance et pharmacon poison ou médicament suivant la
dose) : Discipline scientifique €tudiant les produits naturels comme source potentielle de
médicaments.

Phénotype : Manifestation externe ou apparente des caractéres héréditaires contrdlés par les
geénes*. Il ne faut pas confondre le phénotype avec le génotype* qui correspond a l'ensembie
des génes du pawimoine héréditaire.

Phloeme (de phloios : écorce d'un arbre) ¢ Organe qui véhicule la seve €laborée constitué de
tubes criblés*.

Photomorphogéneése : Conmdle par la qualité de la lumiere de la croissance et du
développement des plantes indépendamment de la photosynthése.

Photopériode : Alternance de périodes lumineuses et de périodes obscures.

Phytochrome : Pigment photorécepteur végétal conwmdlant de nombreux phénomenes
biologiques (germination de certaines semences, photopériodisme floral, synthese
d'enzymes...).

Phytoalexine (de alexein : défendre) : Substance produite par les plantes en réponse a un
agent pathogéne.

Plantes en C, : Mémbolisme des végétaux fixant initialement le CO, a la lumieére sur le
ribulose-diphosphate, avec formaton de phosphoglycérate.

Plantes en C, : Méwbolisme des végétaux fixant initialement le CO, a la lumiere par 8-
carboxylation du phosphoénolpyruvate, avec formation d'oxaloacétate.

Pléiotropie : Terme de génétique désignant la production d'effets multiples et apparemment
sans relation d'un géne au niveau du phénotype. C'est une manifestation du métabolisme
cellulaire.

Polyploide : Plante dans laquelle les cellules contiennent plus de deux génomes homologues :
elles peuvent contenir 3N  chromosomes (triploides) ou 4N (témaploides).



Rétrocroisements : Terme désignant l'introgression® généuque a ['intérieur d'une espéce
pour un ou quelques géne(s). Le caractere favorable recherché est introduit par croisement de la
variété a améliorer par la variété donneuse, puis une série de croisements en retour permet de
retrouver le génotype initial ayant incorporé le ou les géne(s) correcteur(s).

Thylakoides : Systémes de membranes qui se trouvent libres dans le cytosol (dans les
bactéries photomorphes, les cyanobactéries), ou sont arrangés a l'intérieur des chromatophores
ou des chloroplastes (dans les algues, les plantes supérieures).

Transcription : Processus par lequel la séquence d'un géne est copiée en ARN.

Transformé : Se dit d'un éwme vivant ayant subi une transformation c'est-a-dire une
modification du patrimoine génétique d'un individu par apport artificiel d'ADN d'un autre.

Tubes criblés : Eléments conducteurs de la séve élaborée situés au niveau du phloéme et
constitués de files de cellules vivantes, étroites, allongées, dont les parois contigué€s sont
percées d'ouvertures laissant passer le flux de seve.

Turnover : Processus de synthése et de dégradation de molécules dans les cellules.

Unité fertilisante : Unité utilisée en fertilisation qui permet d'exprimer la quantité d'élément
fertilisant (N, P, K, Mg,...) contenu dans un engrais Exemple 100 Kg d'ammonitrate
contiennent 33 Kg d'azote ou 33 unités fertilisantes de N {33N).

Zéro végétatif : Temnpérature a laquelle une espéce ne se développe plus.
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Pres de 80 % de la population mondiale utlise uniquement des plantes médicinales pour

se soigner (SEVENET, 1994). Actuellement, les subsiances naturelles d'origine végétale
représentent prés de 40 % des médicaments, les 60 % restants €tant issus de synthése. Ces
derniers sont souvent nés de modifications chimiques de molécules naturelles ou de parties de
ces molécules.
Ces constatations justifient les importants programmes nationaux et internatonaux menés pour
recenser les plantes et leurs usages médicinaux dans différentes régions du monde
(WUESEKERA, 1991). Par ailleurs, l'attrait des populatons occidentales pour les produits dits
"naturels” a eu pour conséquence un regain d'intérét pour les plantes médicinales i partir
du milieu des années 70. Le développement de leur producton dans l'industrie pharmaceutique
passe par une bonne connaissance et une bonne maitrise de leur qualité. C'est pourquoi, le
Ministére de la Santé francais et les laboratoires pharmaceutiques font de gros efforts pour
codifier et faire respecter :

-la q.ualite’ de la matiére premiére,

- les normes de qualité des produits utilisés en phytotheérapie.

L'efficacité thérapeutique d'une drogue végétale dépend de ses principes actifs dont la
teneur dans a plante peut varier notamment selon :

o le biotope,

s le choix de chimiotypes* |,

o les techniques culturales,

o les techniques postrécolte.
De plus, les potendalités pharmacologiques d'une drogue végétale peuvent plus ou moins

s'exprimer suivant les techniques d'extraction utilisées (MORTIER, 1990).

Le travail engagé depuis 1990 par l'équipe "Plantes Médicinales" de 'TNRA de Colmar vise :

- d'un point de vue fondamental,
* 3 rechercher et maitriser les principaux facteurs influant sur la synthese des métabolites

secondaires correspondant aux principes acdfs de plantes médicinales ;

- d'un point de vue appliqué,
% 3 permertre la producdon en France de plantes médicinales de qualité, c'est-a-dire ayant

une forte teneur en principes actifs ;
*# 3 contribuer ponctuellement 2 la diversification de la production agricole et 1 1a

valorisation des jacheres.

P« Voir tu définition dans e lexique
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Figure 1 : Démarche générale entreprise en vue d'améliorer la qualité d'une
plante médicinale



L'intérét scientfique du travail développé par cette équipe réside dans la mise au point
d'une démarche de recherche, éventuellement généralisable, visant & produire une drogue
de qualité.

Plusieurs voies de recherche sont impliquées dans ce travail (Figure 1):
- la voie génélique,
- la voie agronomique,

- la voie technologique.

Le choix des plantes faisant 'objet de ces travaux est principalement li€ :
- aux besoins des industriels,
- 3 1a connaissance précise des molécules recherchées,
- aux possibilités de dosage des principes actifs,

- aux connaissances déja acquises, notamment sur les voies de biosynthese.

C'est dans ce cadre que le programme de recherche sur le mélilot a ét€ mis en place en
1990. I a pour objectif d'améliorer les teneurs et les rendements en dérivés coumariniques et en

coumarine libre de Melilotus officinalis L., (Fabaceae) en vue d'une utilisation pharmaceutique,

Le principe actif du mélilot est la coumarine libre particulierement utilisée en tant que
veinotonigue. Cependant, cette molécule n'existe pas en tant que telle dans le mélilot frais.
Elle se trouve sous forme de glucosides d'acide ortho hydroxycinnamique (GOHCA)
trans et cis. Nous désignerons, dans le cadre de ce tavail et lorsqu'il s'agira du melilot, les
termes :

- dérivés coumariniques comme étant la somme de ces deux glucosides, exprimée en
coumarine libre ;
- coumarines comme la somme des dérivés coumnariniques et de la coumarine libre.

Le principal objectif a donc été d'améliorer la qualité du matériel végétal produit, A savoir
sa temeur en coumarine libre. Bien qu'une monographie sur le mélilot existe dans la
pharmacopée frangaise de 1989, celle-ci ne définit pas la teneur minimale en coumayine libre
contenue dans le matériel végétal (Annexe 1). Au vu d'études préalables. la teneur minimale a

été fixée 2 0,7% par l'industriel, qui a conclu un contrat de recherche, en accord avec I'TNRA.

La "filiére du mélilot" conceme essentiellement trois grands secteurs dans lesquels la
notion de qualité s'exprime différemment :
- le producteur : il doit répondre au cahier des charges de la pharmacopée, c'est-i-dire
produire du matériel végéral constitué uniquement des parties acriennes de Melilons

officinalis L. récolté 2 la floraison et s€che.

it




Généralement payé au kilogramme de matériel sec, son objectif visera l'augmentation des
rendements en matiére séche/hectare. Il n'avait jusqu'en 1994 aucune contrainte quant i la
teneur en coumarine libre de la plante ;
- I'industrie d'extraction : elle se doit de produire un extrait (généralement hydro-
alcooligue ou sec) de Melilotus officinalis L. & teneur définie en coumarine libre (jusqu'a
20%), indemne de composés toxiques comume les pesticides ou les métaux lourds ;
- I'industrie pharmaceutique qui produit un médicament ayant fait l'objet d'une
autorisation de mise sur le marché (document confidentiel dans lequel sont définies la
technique de production du médicament, la teneur en coumarine libre, la qualité
bactériologique...).
Les contraintes techniques, les intéréts divergents et le manque de communication ente les
différents partenaires de la filidre expliquent la mauvaise maitrise de la qualité du mélilot.
Devant I'hétérogénéité du matériel importé ou produit en France, lindustrie d'extraction
recherche du mélilot de qualité homogene et définie. Le matériel végétal actuellement
fourni a Uindustrie présente des teneurs variables et faibles, pratiquement
toujours inférieures a 0,3% de coumarine libre. Les fabricants d'exwait cherchent &
obtenir des producteurs du matériel végétal & plus forte teneur en coumarine libre.
Aussi, cette étude vise-t-elle 2 intégrer les diverses contraintes imposées & chacun de ces
secteurs de production tout en gardant pour principal objectif la production d'extrait a forte

teneur en coumarine libre.
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['étendue et la diversité des domaines de recherche abordés dans ce travail nous amenent dans
un premier temps 2 faire le point sur certains aspects généraux du métabolisme primaire et
secondaire des végétaux. Ceci afin de pouvoir disposer dans un second temps des €éléments de
connaissances nécessaires a une présentation démillée de la plante étudiée et de son principe

actif.

2.1 METABOLITES PRIMAIRES ET SECONDAIRES DANS LA
PLANTE

La plupart des principes actifs des plantes médicinales sont des métabolites secondaires.
Le métabolisme secondaire est beaucoup moins bien connu que le métabolisme primaire.
Cependant, une bonne muaitrise de la production de molécules natureiles d'intérét
pharmaceutique implique d'approfondir cette connaissance par des recherches faisant intervenir
plusieurs disciplines scientifiques et différents niveaux d'organisation :
- le niveau moléculaire, lorsqu'il s'agit d'étudier les molécules mises en oeuvre dans les
voies de biosynthese des principes actifs ;
- le niveau enzymatique, afin d'étudier les éapes concernant la biosynthese de ces
composés ;
- le niveau génomique, dans le cas d'études fines sur le déterminisme de la synthése et
]a régulation de la production de ces molécules ;
- les niveaux cellulaire et histologique, en ce qui concerne la recherche des lieux de
synthese et de répartition des métabolites secondaires dans la plante au cours de son
développement ;
- la plante ou son peuplement, pour pouvoir étudier la production des métabolites

secondaires et les interactions entre leur synthése et les facteurs du milieuw.

Nous n'’avons pas ici 'ambition de présenter de maniére approfondie le
métabolisme secondaire dans ses différents niveaux d'organisation mais de
donner des éléments de réflexion permettant une meilleure compréhension de ce

métabolisme, de facon "intégrée'’.

2.1.1 GENERALITES

Les lens étroits existant entre le métabolisme primaire et le métabolisme secondaire ainsi que le
manque de connaissances sur la localisation des métabolites secondaires dans la plante au cours
de son développement, nous ont conduits & présenter certaines caractéristiques de ces deux
voies métaboliques, dans le but de pouvoir comparer ponctuellement leur fonctionnement.

Les métabolites primaires existent dans tous les orgamsmes. Indispensables & la vie de la

plante, ils sont présents dans chaque cellule pouvant se diviser.
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Ce sont .
- les glucides et leurs dérivés, représentant principalement :
- des éléments de soutien participant i la structure des organismes (cellulose,
polysaccharides ...),
- des réserves énergétiques (armdon) ;
- les acides aminés, peptides et protéines. Les acides aminés sont les éléments
constitutifs des protéines structurales et enzymatiques. lls donnent également naissance 2
une large gamme de métabolites secondaires ;
- les acides nucléigues. 1ls sont constitués de nucléotides formés de I'union d'une base
purique et pyrimidique avec un ose et de l'acide phosphorique ;
- les lipides qui sont les constituants des structures cellulaires comme les phospho- et les
glyco-lipides membranaires ou des €léments de revétement comme les cires ou des

substances de réserve.

La distinction entre métabolites primaires et métabolites secondaires a été introcduite par
CZAPEK (1913-1921). Par la suite, plusicurs auteurs ont tent¢ de définir de facon plus fine
cette notion (PAECH, 1950 ; ZENK, 1967 ; GEISSMAN et CROUT, 1969 ; LUCKNER,
1969).

Les métabolites secondaires sont ainsi qualifiés car ils ne semblent pas rigoureusement
indispensables a la croissance et au développement des individus qui les
produisent. s sont définis par epposition aux métabolites primaires et sont

synthétisés & partir de molécules issues de ce métabolisme.
2.1.2 LE METABOLISME PRIMAIRE

Durant tout le développement de la plante, les mécanismes de gestion du carbone et de l'azote
sont des facteurs déterminants pour la productivité des végétaux. Les molécules issues de la
photosynthese sont véhiculées et distribues aux différentes parties de la plante pour assurer
leur croissance ou pour étre stockées sous forme de réserves. Le transport de ces molécules sur
de longues distances n'est encore pas totalement élucidé (KOMOR, 1983).
Les organes de la plante producteurs d'assimilats sont appelés source alors que les organes
récepteurs sont appelés puits.
Les relations source - puits sont fondamentales en écophysiologie car elles déterminent
a la fois la production en matiére seéche d'un organe donné de la plame et la qualié de cene
matiere séche, tout particulierement lorsqu'il s'agit d'organes de réserve.
Nous présenterons ici succinctement des €léments de compréhension du métabolisme du
carbone et de I'azote qui nous paraissent importants. Ce choix repose sur deux constatations :

- d'une part, ces deux grandes voies métaboliques offrent des caractéristiques spécifiques

actuellernent bien connues (contrairement aux mécanismes impliqués dans la gestion des

métabolites secondaires) ;




- d'autre part, la synthése des métabolites secondaires découle de ces deux voies
métaboliques. II pourrait donc exister des similitudes quant a4 leur mode de

fonctionnement.

2.1.2.1 METABOLISME DU CARBONE

Chez les plantes supérieures, les dérivés photosynthétiques sont généralement transportés
dans le phloéme* sous la forme de sucres par des cellules spécialisées (tubes criblés*)
vers les apex en croissance ou les organes de réserve. L'activité photosynthétique des plantes
est sous l'influence de facteurs du milieu (lumiére, température, vent, eau, etc.) mais elle est
également régie par des facteurs internes liés & la physiologie de la plante.

De nombreuses €tudes ont €€ menées sur ce sujet en général par apport et suivi de molécules

marquées ou réduction ou suppression des puits. Elles ont mis en évidence que :

- Pactivité photosynthétique d'une feuille est en partie contrélée par la
demande des organes en croissance (puils) ; cela se traduit par un appel
d'assimilats en provenance de la source vers le puits. Ainsi, chez le mais, les organes de
la partie supérieure de la plante en croissance renouvelleront plus leur carbone que les
organes de la base qui ont fini de se développer (CLIQUET, 1990), alors que chez le
trefle, c'est le stolon qui constitue 1'organe puits le plus important (HARVEY, 1970). Il
régit le flux d'assimilats vers l'apex et les nodosités (ROBIN, 1987} ;

- la capacité photosynthétique des feuilles (source) change durant le
développement de la plante. Les feuilles les plus dgées contribuent moins au gain en
carbone de l'ensemble de la plante en raison de la réduction de leurs capacités
photosynthétiques et/ou a cause de leurs positions dans le couvert (pour le mais
GIRARDIN et al., 1985 ; pour le tréfle, ROBIN, 1987) ;

- la force d'un organe puits est variable durant la croissance de la plante
(SCHULZ, 1993) ; elle est influencée par des facteurs environnementaux. Chez
le mafs, la vitesse de migration des assimilats double 2 la lumiére et dépend de la durée de
la période obscure précédente. Chez la tomate, la vitesse de migration est réduite de 152
30% lorsque les fruits sont enlevés ou lorsqu'il y a un refroidissement de 26°C a 10°C
(MOORBY, 1974) ;

- la vitesse de migration des métabolites primaires de la source vers le
puits peut expliquer une partie des différences variétales comme l'ont montré
LIU (1973) chez le haricot, PONELEIT et EGLI (1979) et CAPITANIO ez al. (1933)

chez le mais.
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Figuré 2 : Pourcentage d'azote dans les parties aériennes de luzerne en
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Figure 3 : Pourcentage d'azote dans les parties aériennes de luzerne en
fonction de la hauteur dans le couvert (LEMAIRE, 1991)



2.1.2.2 METABOLISME DE L'AZOTE

De nombreuses études ont également €t menées sur la répartition et le stockage de l'azote dans
la plante. L'accumulation d'azote est liée & la production de matiére seche (JULIER, 1993). En
effet, la photosynthése qui permet la formation de biomasse est aussi une source de pouvoir
réducteur et de chaines carbonées pour l'assimilation de l'azote minéral N,, NO, et NH,,
(CHAMPIGNY, 1982).

Dans les premiers stades de développement des plantes, la répartition de l'azote
est considérée comme homogéne. Puis, elle n'est plus uniforme dans les parties
aériennes mais en relation avec le niveau de l'organe dans le couvert végétal
(LEMAIRE, 1991).

De plus, le pourcentage d'azote diminue avec l'augmentation du poids sec (Figure 2) (pour le
mais GIRARDIN er al., 1985 ; pour la luzerne, GREENWOOD, 1990). GREENWOOD
(1990) montre que cette relation est différente pour les plantes en C,* et les plantes en C *.
LEMAIRE (1991) corréle la diminution de teneur dans les feuilles avec l'intensité lumineuse
(Figure 3). Elle est parall¢le a la distribution verticale de 1a lumi¢re au sein du couvert. L'azote
est plus concentré dans les feuilles positionnées & la surface du couvert ol l'mtensité lumineuse
est maximale et diminue avec celle-ci. La plante semble distribuer 1'azote au sein du couvert de
fagon & maximiser l'efficacité de la photosynthese.

Cependant, la teneur en azote diminue aussi avec ['dge dans le cas de feuilles
éclairées. Il est donc difficile de séparer 'l'effet lumiére’ de '"l'effer dge"
(GREENWOOD, 1990 ; LEMAIRE, 1991).

L'activité du métabolisme primaire (carbone et azote) défermine la
croissance de la plante. Sous l'influence de facteurs internes et externes, les
différentes molécules produites par la photosynthése ou assimilées sous forme
minérale ou organique sont dégradées, véhiculées etlou stockées. Le transport
d'assimilats des organes source vers les organes puits dépend notamment de

l'intensité lumineuse et de l'dge de la plante.

Le métabolisme secondaire étant directement lié au métabolisme primaire, les parametres
régulant ou medifiant ce demier peuvent se répercuter sur la production. le transport, le

stockage des métabolites secondaires.




Nombre de et . fox s
molécules Distribution Caractéristiques.

. connues au sein rincipales
Classes (approx,) - du régne Végét?ﬂ p P
- dans la plante

COMPOSES AZOTES

Alcaloides 7 000 Courants chez les La plupart toxiques, &
Angiospermes. gofit amer
Surtout dans les racines, les
feuilles et les fruits

Amines 100 Courants chez les Odeur désagréable
Angiospermes. Certains
Souvent dans les fleurs hallucinogénes

Acides aminés 400 Surtout dans les semences  La plupart toxiques

(non protéiques) des Fabacées mais
relativement répandus

Glucosides cyanogéniques 30 Sporadiques, surtout dans  Toxiques
les fruits et les feuitles

Glucosinates 100 Chez les Brassicacées (et Acres et amers
dix autres familles) (comme les

isothiocyanates)

TERPENES

Monoterpenes 1000 Courants dans les huiles Odeur agréable
essentielles

Sesquiterpenes lactones 600 Principalement dans les Certains amers et
Astéracées mais aussi dans  toxiques, également
les Angiospermes allergéniques

Diterpénoides 1000 Surtout dans le latex et les  Certains toxiques
résines

Saponines 500 Dans enaviron 70 familles Pouvoir hémolytique,
végétales tensioactif

Limonoides 100 Principalement dans les Gofit amer
Rutacées, Méliacées et
Simaroubacées

Cucubitacines 50 Principalement chez les Golt amer, toxiques
Cucurbitacées

Cardénolides 150 Surtouf comumuns aux Cardiotoniques

: Apocynacées,

Asclépiadacées et
Scrophulariacées

COMPOSES

PHENOLIQUES

Phénols simples 200 Toujours dans les feuilles, ~ Antibactériens
souvent dans les autres
tissus

Flavonoides 1000 Toujours chez les Souvent colorants
Angiopermes,
Gymnospermes et Fougeres

QQuinones 350 Courants chez les Colorants
Rhamnacées

AUTRES

Polyacétylenes 650 Principalement chez les Certains toxiques
Astéracées

Tableau 1 : Les principales classes de métabolites secondaires des végétaux
(HARBORNE, 1982)




2.1.3 LE METABOLISME SECONDAIRE
2.1.3.1 GENERALITES
2.1.3.1.1 Introduction

L'¢tude du métabolisme secondaire des plantes supérieures a prés de 200 ans d'histoire.
Cependant, ce n'est que depuis 30 a 40 ans que sa connaissance a pu éwre approfondie du fait
de l'apparition de nouvelles techniques d'analyse et d'identification (chromatographies en phase
liquide, en phase gazeuse, de masse, résonance magnétique nucléaire, etc.).

Chagque jour, 5 & 7 nouveaux métabolites secondaires sont découverts dans le monde alors que
le nombre d'espéces de plantes dont ils sont issus n'excéde pas les 10 & 15 % du nombre total
d'espéces connues (environ 30 000) (NOSOV, 1994),

Les principales classes de métabolites secondaires sont présentées Tablean 1.

Ces molécules peuvent avoir des structures trés différentes et souvent complexes. La
classification des métabolites secondaires s'effectue en général en fonction de leurs structures
chimiques :

* les alcaloides. Ce terme a ét¢ introduit par MEISNER au début du XIX® sigcle pour
désigner des substances naturelles agissant comme des bases, les alcalis. Il n'existe pas
de définition simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer les
frontieres qui séparent les alcaloides des autres métabolites naturels. Inidalement définis
comune des substances azotées basiques, d'origine naturelle et de distribution
restreinte, les alcaloides peuvent avoir une séructure complexe. Leur atome d'azote est
inclus dans une structure hétérocyclique. Ils existent 2 l'état de sels et sont
biosynthétiqguement formés & partir d'un acide aminé.

s posseédent souvent une activité pharmacologique importante. 1a connaissance
de la toxicit€ et des propriétés des plantes et des drogues 4 alcaloides est trés ancienne :
opium, coca, aconit, belladone, colchique... aussi bien que quinquina, ipéca ou curares
sont employés depuis plusiewrs siécles voire pour certaines depuis des millénaires
(BRUNETON, 1993).

* les terpénoides et les stéroides. Ils sont tous formés par l'assemblage d'un
nombre entier d'unités pentacarbonées, ramifiées, dérivées du 2-méthylbutadieéne. La
grande majorité des terpénes est spécifique du régne végétal mais il est possible d'en
rencontrer chez les animaux : phéromones ou hormones juvéniles par exemple. Ce sont
généralement des molécules colorantes ou ayant une forte odeur comme le camphre ou le
géraniol. Les stéroides végétaux comme les triterpenes sont issus - via le squalene - du
mévalonate. Leur structure "signe" souvent leur spécificité végewle : cardénolides
cardiotoniques, alcamines stéroidiques, saponosides, phytostérols... (BRUNETON,
1993).
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* les composés phénoliques ou phénylpropanoides. Lélément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un noyau benzénique auquel est
directement Lié au moins un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester, hétéroside. Les composés phénoliques des végétaux sont issus de
deux grandes voies d'aromagénese :
- la plus courante conduit & partir de l'acide shikimique aux 0ses €t aux acides
aromatiques (phénylalanine, tyrosine) puis, par désamination de ces derniers, aux
acides cinnamiques et & leurs tr®s nombreux dérivés : acides benzoiques,
acétophénones, lignanes, coumarines.... (Figure 4)
- l'autre voie part de l'acétate et conduit & des poly-B-cétoesters de longueur
variable, les polyacétates, qui engendrent par cyclisation des composés a

plusieurs cycles : chromones, isocoumarines, xanthones, quinones...

Les métabolites secondaires ont tendance 2 étre synthétisés une fois la croissance active arrétée,
souvent au moment on les caractéres morphologiques spécifiques deviennent apparents (phases
de différenciation) (BENETT, 1995). La production de ces molécules peut e plus ou moins
active suivant les conditions d'alimentation carbonée et l'état physiologique des plantes
(WIERMANN, 1981).

Certains de ces métabolites secondaires sont toxiques, & forte concentration, pour 1a plante ou
les cellules qui les synthétise(nt). C'est pourguoi ces plantes accumulent ces produits dans les
vacuoles, des cavités cellulaires ou bien les excrétent dans des poils glandulaires et/ou a la
surface de la cuticule des feuilles ou des jeunes tiges (SCHNEPF, 1969). Un autre moyen pour

la plante de détoxifier ces molécules est de les lier 2 an métabolite primaire (sucre,...).

2.1.3.1.2 Roles

Les métabolites secondaires ne semblent pas jouer un rdle essentiel dans les végetaux qui les
produisent. Plusieurs hypothéses ont cependant été émises :
% ces molécules seraient les déchets du métabolisme primaire et correspondraient & des
molécules de fin de voies de biosynthése. Ce concept est basé sur l'accumuiation et le
stockage de ces composés dans les vacuoles et leur excrédon par les plantes (MORITZ et
FROHNE, 1967).
# les métabolites secondaires seraient produits en tant qu'alternative au mé tabolisme
primaire. Cette hypothése est liée au nombre important des voies métaboliques
impliquées dans le cadre du métabolisme primaire (exemple la respiration) et explique 1a
formation de métabolites secondaires par la faible efficaciié de certaines de ces voles
(MOTHES, 1980). Le métabolisme secondaire correspondrait alors en quelque sorte au

prix & payer par la plante pour sa stabilité.
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* le métabolisme secondaire aurait pour objectif de détoxifier les métabolites
primaires, par exemple détoxifier les acides aminés toxiques dans leurs premiers stades
en alcaloides (LOVKOVA, 1981).

* les métabolites secondaires seraient impliqués dans le stockage et/ou le transport
de molécules. Les alcaloides et les glucosides serviraient respectivement de stockage de
I'azote et de sucres, ce qui implique une métabolisation ultérieure.

* les métabolites secondaires posséderaient une signification biologique et
interviendraient dans ['adaptation des plantes a leur environnement
(HARBORNE, 1977). C'est le cas par exemple des molécules responsables de la couleur
des fleurs et/ou de leur parfum qui sont des agents pollinisateurs.

* les métabolites secondaires pourraient jouer un role dans la profection des plantes
contre les facteurs de stress biotiques* ou abiotiques®. Ainsi, certains
alcaloides, composés phénoliques ou terpénes peuvent modifier le comportement
alimentaire d'insectes, d'autres comme certains phénylpropanoides jouent un role dans la

protection contre les U.V. (HAHLBROCK et SCHEEL, 1989), d'autres encore sont

toxiques pour des herbivores...

Certaines de ces hypothéses n'assignent aucune fonction spécifique au métabolisme secondaire.
D'un point de vue biclogique, ceci est négatif car correspond & une perte importante d'énergie
pour la plante.

Les hypothéses proposant un role effectif de ces molécules paraissent plus vraisemblables. En
effet, il a été montré que l'accumulation de phyfoalexines® est clairement impliquée dans les
mécanismes de défense des plantes vis-a-vis des agressions extérieures (ALLEN, 1959
CRUICKANSHANK, 1963 ; HEGNAUER, 1975 ; HARBORNE, 1978). I en est de méme
pour les tanins et les lignines. Dans quelques cas, ils peuvent €me toxiques pour d'autres
végétaux (phénomene d'allélopathie*) comme la juglone du noyer qui, entrainée au sol par les

pluies, limite la croissance des plantes & proximité de cet arbre (TOWERS et WAT, 1979).
2.1.3.1.3 Déterminisme et régulation de la synthese

La teneur en métabolites secondaires d'une plante est le résultar du bilan synthése-dégradation.
I faut noter cependant que la synthése de ces molécules est toujours beaucoup mieux connue
que leur dégradation (RHODES, 1994).
La synthése de métabolites secondaires par les plantes repose sur un déterminisime
géndtigue. Les probléemes posés aux généticiens pour atteindre une meilleure connaissance et
une meilleure maitrise du métabolisme secondaire sont de trois types (ZRYD. 1992) :
- I'identification du locus ou des loci* impliqués dans le codage des enzymes d'une voie
de biosynthese (génes structuraux) ;
- l'identification des éléments régulateurs qui vont conditionner la production (géne® de
régulation) ;
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- I'analyse des loci déterminants des caractéres quantitatifs.

Contrairement au métabolisme primaire qui est régulé par voie enzymatique {(régulation
allostérique, phosphorylation...), le métabolisme secondaire est régulé au moment de
la transcription®. L'expression de ces voies métaboliques est affectée par des
facteurs externes et internes (ZRYD, 1992).

Les efforts du sélectionneur de plantes médicinales visent a augmenter le rendement final en
principes actifs et & stimuler les fonctions métaboliques qui induisent feur accumulation.

La variabilité génétique des plantes médicinales est en général tres importante (TETENY, 1991)
et la sélection débute toujours sur des populations. Il est aussi possible d'utiliser les techniques
d'amélioration génétique in vitro en vue de produire ou de sélectionner des génotypes
performants. Ainsi, les plantes de Catharanthus roseus (Apocynaceae), régénérées a partir de
cals haploides ou diploides, contiennent un taux en principes actifs plus élevé que leurs parents.
Dans certains cas, des essais sont menés pour preduire des principes actifs directement par
culture de cellules bien que cette voie n'ait donné pour l'instant que peu de résultats applicables
3 l'industrie (TETENY]I, 1991). Par contre, l'étude in vitro du métabolisme secondaire a permis
d'acquérir une meilleure connaissance des enzymes impliquées et de leurs régulations par

certains facteurs comume la lumigre ou les éliciteurs (ZENK, 1991).

2.1.3.2 LOCALISATION DES METABOLITES SECONDAIRES AU COURS DU
DEVELOPPEMENT DE LA PLANTE

La teneur en principes actifs d'une plante peut varier, entre autres, en fonction :
- de facteurs internes :
* nature de P'organe,
* dge de Ia plante,
* stade de développement de la plante ;
- de facteurs externes :
* biotope,
* saison,
* heure de la journée.
De plus, le lieu de synthése et de stockage de ces molécules differe selon la plante, ce qui
implique la mise en oeuvre de mécanismes de transport des métabolites secondaires d'un
organe & un autre. Les données sur ce sujet sont assez ponctuelles. Nous alions présenter ci-

aprés quelques exemples.

2.1.3.2.1 Influence de facteurs internes

* Les plantes a composés phénoliques
Dans le cas des Psoralées qui produisent des furocoumnarines comme le psoralene (utilise pour

ses propriétés photosensibilisanies dans le taitement du psoriasis ou du vitiligo).
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BOURGAUD (1990} montre que tous les échantillons végétanx analysés, y compris les
organes végétatifs, contiennent des furocoumarines. Cependant, leur teneur est plus forte dans
les organes reproducteurs que dans les feuilles ou les tiges. Il semble donc, conformément aux
travaux sur les Apiacées (IVIE, 1978 ; ENRIQUEZ et al., 1984 ; CESKA er al., 1987) que
l'essentiel de la synthése des furocoumarines s'accomplit dans les organes reproducteurs et que,
comme chez Pastinaca sativa, les furocoumarines synthétisées dans les fruits sont véhiculées
dans d'autres organes (MURRAY, 1982).

Ce phénoméne de migration pourrait aussi avoir lieu chez les Psoralées. Les furocoumarines
trouvées dans les feuilles ou les tiges pourraient résulter d'une migration de ces molécules
depuis les fruits vers les organes végétatifs (BOURGAUD, 1990). NGUYEN (1992), apres
une étude sur la synthese de furocoumarines par le biais de racines trénsformées*, émet
I'hypothése que la synthése de furocoumarines a lieu dans les parties aériennes et fait I'objet

d'une migration vers les racines.

* Les plantes a alcaloides .
Le phénomene de migration des alcaloides est actuellement assez clair pour certaines piantes, Ie
site de synthése de ces molécules se situant généralement dans la racine. Les trois exemples les
plus connus sont :
- le tabac qui synthétise la nicotine au niveau racinaire puis I'accumule dans les feuilles ;
- le Dubiosa dont 1'hyoscyamine synthétisée dans les racines est transportée dans les
parties aériennes (RHODES, 1994) ;
- le Danra qui mobilise de la méme mani¢re 'hyoscyamine des racines vers les parties
aériennes, Ce phénomene a pu étre exploité dans le cadre de la culture de racines
transformées. COSSON et KUNTMANN-COUGOUL (1979} et PAYNE (1987)
montrent que la teneur en hyoscyamine dans Danwa stramonium est élevée dans les

racines transformées par Agrobacterium rhizogenes.

* Les plantes a stéroides

Comme pour les composés phénoliques ou les alcaloides, le lieu d'accumulation de certains
stéroides d'intérét pharmaceutique a €t étudié, notamment sur les especes synthétisant de la
diosgénine. En effet, cette molécule et son analogue, la solasodine, sont des sources
importantes de stéroides. Ces substances sont produites dans les feuilles et les fruits de
nombreuses especes de Solanum mais lewr localisation intracellulaire n'est pas connue. Les
jeunes feuilles étalées ont une teneur élevée en solasodine, & l'inverse des feuilles dgées et
FOLDESI et SVAB (1969), MURAV'EVA er al. (1970), MOURSI et AHMED (1973)
considerent que ce phénomene est 1ié & la dilution des stéroides dans les nervures et dans
d'autres parties "inertes” de la feuille. L'explication donnée classiquement est une synthese dans
les feuilles jeunes en croissance et une dégradation dans les feuilles dgées (MANN, 1978).
Chez Discorea deltoidea, la composition en principes actifs varie suivant les organes et le stade

de la plante. Le pourcentage de sapogénines qui augmente dans les feuilles et dans les bulbes
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durant la croissance de méme que les composés phénoliques, reste stable dans les tiges. Enfin,
le imbe foliaire, organe photosynthétique, posséde généralement la plus forte teneur en
sapogénines de la plante, sauf dans le cas des plantes dgées oli ces composés se sont accumulés
dans le bulbe (KARNICK, 1972).

Contrairement au métabolisme primaire pour lequel le rile et les
mécanismes de synthése, de migration et de stockage commencent a étre bien
connus, le métabolisine secondaire semble répondre & des régles beaucoup plus
spécifiques. To;ttefois, chaque famille de métabolites secondaires parail se
comporter de fagon identique dans des espéces différentes. Ainsi, les composés
phénoliques et les stéroides sont plutét synthétisés dans les parties aériennes, a
l'opposé des alcaloides produits dans les organes souterrains puis transportés
dans les parties aériennes.

Les métabolites secondaires comme les métabolites primaires sont susceptibles

d'étre véhiculés dans la plante.

2.1.3.2.2 Influence de facteurs externes

Ce sont les facteurs :

- pédoclimatiques : la température, I'humidité relative, la durée totale de l'insolation, le

régime des vents, le type de sol, etc.,

- biotiques : les infections fongiques, bactériennes ou virales, la présence d'insectes ou

d'oeufs de parasites, etc.,

- agronomiques : la densité de peuplement ou la fertilisation.
Ceux-ci peuvent modifier radicalement la production de métabolites secondaires dans la plante
dans la limite des potentialités génétiques. Il est actuellement difficile de définir précisément leur
mécanisme d'action. En effet, les facteurs externes peuvent agir de fagon directe sur
la régulation de la synthése de métabolites secondaires (transcription) ou de
facon indirecte (par le biais du métabolisme primaire) (FRANZ. 1975 TETENYIL,
1991). Certains sont assez bien connus, c¢'est le cas de la température ; d'autres le sont moins
comme la quantité et la qualité de lumiere. Nous verrons dans un second temps les facteurs

extérieurs susceptibles d'étre modifiés par des techniques d'ordre agronomique.
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2.1.3.2.2.1 Facteurs biotiques et abiotiques :

exemples des stress et de la lumiére

[ existe deux grandes catégories de facteurs extérieurs susceptibles d'intervenir sur le
métabolisme secondaire
- les facteurs biotiques (maladies, ravageurs, etc. ),

- les facteurs abiotiques (température, vent, eau, lumiére, stress chimique, etc.).

* Les stress

Les réactions des végétaux a l'action de stress (agents pathogénes, blessures....) ont €€
beaucoup étudiées afin d'avancer dans la compréhension et la maitrise des mdccanismes de
défense des végétaux. Citons le cas du Datura metel pour lequel 1'altitude peut intervenir sur la
teneur en alcaloides de méme que les stress hydriques (VANHAELEN, 1991). De la méme
fagon, le pourcentage d'esters tropaniques dans Datwra innoxia est trés fortement sensible au
stress & NaCl. Ceci s'explique par le fait que sous l'action du stress, les plantes synthétisent et
accumulent de fagon rapide et transitoire des métabolites secondaires appelés phytoalexines.
Ce sont des molécules anti-microbiennes, de faible poids moléculaire, synthétisées autour du
site d'infection. Les phytoalexines sont produites par la voie du shikimate, de l'acétate-
polymalonate, du shikimate-polymalonate ou des terpénoides. L'accumulation de phytoalexines
dans les plantes, en réponse & une infection ou & un traitement avec des éliciteurs®, fournit un
systtme modele pour I'étude de la production et le "turnover”* des métabolites secondaires.
Ainsi, il a été montré que la synth&se des phytoalexines dans les plantes peut normalement Stre
détectée entre 12 et 24 h avec un maximum entre 2 et 4 jours apres élicitation (WHITEHEAD et
THREFALL, 1992).

Dans le cas des Psoralées, il est possible de stimuler la synthése de furocoumarines en
provoquant une réaction de type phytoalexine par application d'éliciteurs chimiques comme le
CuS0,, le chitosane ou par inoculation de Bradyrhizobium. L'influence des stress est positive
pour la teneur en furocoumarines alors qu'elle est négative pour la biomasse. Par ailleurs, le
rendement en furocoumarines par plante ayant subi un stress est généralement supérieur au
rendement des plantes témoins (BOURGAUD, 1990). De la méme maniére, la teneur en
coumarines de Pastinaca sativa L. (Apiacées) augmente sous l'action d'une solution de CuSQO,,
qui de plus stimule 1a croissance des plantes (WIERZCHOWSKA-RENKE ez al., 1995).
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* La lumiere

Le choix d'une présentation plus approfondie de ce facteur s'explique par fexistence de travaux
mettant en évidence une relation entre la synthése des métabolites secondaires et la lumiere qui
peut intervenir par voie directe sur le métabolisme secondaire (production d'énergie ou de
sucres), ou de facon indirecte en régulant les voies de biosynthése impliquées dans i

production de ces composés.
A - Définition

Tout éclairement peut étre défini selon deux criteres :
- la "quantité” que l'on caractérise chez les végétaux comme le rayonnement utile 2 la
photosynthése, le PAR** selon la terminologie anglaise.
Alors que la quasi-totalité de I'énergie est €émise dans une gamme allant de 300 & 3000 nm
(Figure 5), le PAR posséde une bande spectrale de 400 32 700 nm (CHARTIER et al.,
1992);
- la "qualité" liée A la composition spectrale du rayonnement.
La quantité et la qualit€ de la lumiére interviennent de fagon importante sur la productivite des
végétaux. Ce sont aussi des éléments déterrminants agissant sur :
- le cycle de la plante (germination, induction de la floraison...),
- le développement des organes,
- la composition chimique de la plante.
Quelques exemples liés essentiellement 2 ce dernier point illustrent les relations entre la
production de métabolites secondaires et la qualité et la quantité du rayonnement regues par la

plante.
B- Quelques effets de la lumiére sur les plantes

Le déterminisme de la présence de métabolites secondaires est d'ordre génétique alors que ies
quantités produites dépendent de facteurs externes comme la lumiére et la température.

Bien que difficile & gérer en culture si ce n'est via la densité de peuplement, l'influence de la
lurniére sur le métabolisme et la croissance des plantes a donné lieu & de nombreuses études.
Certains résultats sont clairs et peuvent tre généralisés & la plupart des especes, d'autres sont

trés controversés et dépendent du genre voire de l'espece émudice.
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* Quantité de lumiere

L'intensité et la durée de 'éclairement agissent sur le métabolisme primaire mais aussi de

manigre plus ou moins liée sur le métabolisme secondaire.

* Les plantes & composés phénoliques
La lumitre simule l'activité de certaines enzymes impliquées dans la synthése de
composés phénoliques et participe 2 I'angmentation de leur concentration dans les piantes
(McCLURE, 1977). Des 1965, ZUCKER montre que exposition 3 la lumiére de
morceaux de tubercules de pomme de terre stimule l'activité de la PAL** (phénylalanine
ammonia lyase, enzyme clé entre le métabolisme primaire et secondaire), provoquant la
synthese d'acide chlorogénique. De méme, chez la sauge (Salvia officinalis L.), la teneur
en composés phénoliques (acides chlorogénique et isochlorogénique) augmente durant la
période de jour mais diminue durant la période sombre (ENGELSMA, 1979). De plus,
SCHRODER et BOHM (1995) trouvent que le taux d ARN m de PAL est tres faible dans
les cellules de persil (Petrroselinum sativum Hoffm.) cultivées in vitro, a l'obscurité et

qu'il augmente lorsqu'elles sont irradiées.

* Les plantes a huiles essentielles
Les plantes 2 huiles essentielles sont souvent photodépendantes (VANHAELEN, 1991).
La composition en huiles essentielles formées dépend de la durée de I'éclairage et de la
température (FRANZ, 1975). Dans le cas de la sauge, le froid et un éclairage faible
induisent l'augmentation de la taille des plantes et une diminution de la teneur en huiles
essentielles (BERNATH, 1991). Chez la camomille (Maricaria chamomilla L.),
I'augmentation de l'intensité lumineuse provoque une augmentation de la teneur totale en

huiles essentielles et en chamazuiéne dans les fleurs (SALEH, 1973).

* Les plantes a alcaloides

L'influence de la durée et de lintensité de 1'éclairement sur I'évolution des teneurs en
alcaloides durant Vontogendse* de la plante a ét€ mise en évidence notarmnment par
COSSON (1966 et 1969) et GUPTA (1974) pour le Dara metel et le D. tatula, et par
BERNATH et TETENYI (1979 et 1980) pour le Papaver somniferwm. La lumicre a un
effet stimulant sur l'activité de certaines enzymes notamment la PAL (VANHAELEN,
1991).

Dans le cas de Vinca minor, il y a une augmentation de la teneur en principes actifs
lorsque les plantes sont cultivées sous couvert ; pour le Danwra innoxia, 1a synthése de Ja
scopolamine n'intervient que sous un éclairement supérieur a 500 W m* (TETENY],
1991).

Quant au pavot, la teneur en alcaloides augmente dans les régions continentales ot

I'éclairement est plus important, La biosynthése des alcaloides est 2 a 3 fois supérieure
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lorsque la température est élevée (26°C) et l'intensité Iumineuse forte (de l'ordre de
150 W m™® (BERNATH et TETENYI, 1980). Ces auteurs montrent que le taux de
morphine est important lorsque l'intensité lumineuse et la température sont faibles alors
que la teneur en codéine augmente quand l'intensité lumineuse et la température sont
glevées. Le froid induirait un retour des alcaloides dans le métabolisme général de Ia
plante (BERNATH et TETENYI, 1981).

Chez Solanum laciniatum et S. dulcarama, la forme et la surface des feuilles varient en
fonction de l'intensité lumineuse : la surface foliaire et la production de matiere séche sont
moindres a forte intensité pour les deux especes (BERNATH, 1976 ; HONVATH, 1977).

* QQualité de lumieére

Des travaux concernant l'effet de la qualité de la lumiere sur les métabolismes primaire et
secondaire nécessitent 1'emploi de bandes de rayonnement plus étroites que celles du PAR.
Dans le cas d'études de la photomorphogénese® sur l'allocation des produits de la
photosynthése ou sur le métabolisme des plantes, les longueurs d'onde généralement érudices
sont :

- les U.V. A de 300 a 500 nm,

- le bleu de 420 a 480 nm,

- le rouge clair 660 nm,

- le rouge sombre 730 nm,
La qualité de la lumiére pourrait avoir une action :

- sur la perméabilité membranaire. Le phytochrome* est un photorécepteur présent
dans plusieurs types de membranes subcellulaires. Le phytochrome activé par la lumicre
changerait la perméabilité membranaire et controlerait ainsi le flux de métabolites solubles
dans les sites (ZAPROMETOV, 1988) ;

- sur ['expression des génes. MOHR (196%9) et HUAULT (1969) proposent
(Figure 6) un schéma représentant le mode d'action de la lumiére sur la régulation de la

synthése d'anthocyanes par le biais des phytochromes.

- sur la photorégulation des enzymes. Des exemples d'enzymes photorégulées ont
été trouvés dans un grand nombre de voies métaboliques. Chez les végétaux supérieurs,
la photorégulation n'implique pas la synthese d'enzymes spécifiques mais plutdt une
variation de la quantité ou de l'activité enzymatique existante (MOULIA, 1988).
CASTANEDA et QUINTERO (1991) montrent que l'activité PAL est induite sous l'effet
de la lumiere bleue ou blanche dans des cultures de tissus de Gomphrena globosa.
NEUMANN (1991), NEUMANN ¢t SCHWEMMLE (1993) mettent <n évidence que

18



Fffet de 1a Tumiore

Mediateurs Effet du meédiateur sur
sur le médiateur les phénols
Le Pir augmente Le sucre est nécessaire a
Sucre l'incorporation de sucre l'augmentation de H'activité PAL
(Pisum) (Fragaria)
Le Pfr contréle [a perméabilité & | La présence d'eau est nécessaire
Eau I'eau pour que le Pfr contrdle Ia PAL
(Taraxacum) (Hordeum)
NH4" Libéré par le Pfr, il augmente NH4" inhibe 'anthocyanine
l'actvité PAL (Brassica)
(Brassica)
Acide e Pfr controle le taux endogeéne | ABA diminue le taux de PAL
abcissique de ABA** (Sinapis)
(Hordeum)
Gibberélines | Le Pfr conudle le relargage L'AG inhibe I'anthocyanine mais
d'AG** des plastides pas laPAL
(Triticum) (Daucus)

Tableau 2 : Influence du photocontrdle sur le taux d'enzymes impliquées dans le métabolisme

des composés phénoliques ou sur leur accumulation (McCLURE, 1977)




l'application de rouge sombre en continu sur des Oenothéres proveque l'accumulation
d'anthocyanes lide 2 une augmentation de la synthése de PAL et de CHS*. McCLURE
(1977) présente des exemples de photocontrdle influencant le taux d'enzymes impliquées
dans la synthése de composés phénoliques (Tableau 2). Il semble donc que la PAL se

comporte de fagon différente suivant les espéces étudides et les conditions testées.

Le couvert végétal induit des changements d'intensité Ilumineuse mais modifie
également la qualité de la Iumiére. En effet, il y a absorption sélective de certaines
longueurs d'onde par les pigments, principalement la chlorophylle : les bandes bleue et rouge
sont fortement absorbées, la bande verte 'est moins largement et la bande rouge sombre est
quasi entirement réfléchie ou transmise. Ainsi, les feuilles ombrées regoivent relativement plus
de rouge sombre que les feuilles non ombrées. L'ombrage provoque donc une
augmentation du rouge sombre par rapport au rouge clair. Ce rapport est d'ailleurs
un excellent indicateur du niveau d'ombrage (SMITH, 1982). L'ombrage favorise l'extension
des entre-noeuds et l'expansion des feuilles. A PAR constant, les plantes cultivées en
conditions d'ombrage présentent toujours un taux de photosynthese plus €levé que les plantes
sournises & la lumiére solaire (HODDINOTT et HALL, 1982). De plus, un faible rapport rouge
| clair/rouge sombre est responsable de la sénescence (GUIAMET, 19389).

La "stratégie" du trefle blanc en réponse & un traitement au rouge sombre est de réorienter son
développement en modifiant les relations source - puits pour permettre aux jeunes feuilles
d'éviter I'ombre. Le rapport pousses/racines est augmenté par le rouge sombre ; ainsi le
phytochrome peut agir de fagon indirecte sur la fixation de l'azote et la nutrition par une
diminution de I'allocation des glucides dans les racines (ROBIN, 1992).

Des études ont montré que la qualité spectrale influence la nodulation chez le haricot : le rouge
sombre inhibe Ia nodulation ; le rouge clair élimine partiellement cet effet. La qualit€ de la
lumiére peut également déterminer ['orientation des feuilles (GIRARDIN, 1992 ; GIRARDIN et
TOLLENAAR, 1994),

La qualité de la lumiére joue aussi un rdle sur la composition chimique de la
plante. PAVLOV et ILIEVA (1972) montrent chez Salvia sclarea qu'un apport de lumiere
rouge favorise la formation de composés azotés dans les feuilles et les racines mais que l'apport
de lumiere bleue ou verte est sans effet. CHAPPEL et HAHLBROCK (1984) mettent en
évidence que I'application d'U.V. a des cultures de cellules de persil (Perroseliniumn hortense)

provoque l'augmentation de la synthése de flavonoides.
Le métabolisme des composés phénotiques est fortement influencé par l'application de lumicre

rouge ou de lumigre bleue (ZAPROMETOV, 1988).
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La photorégulation du métabolisme secondaire des plantes est un
phénoméne compléxe et plurifactoriel.

D'une part, les précurseurs, les sources d'énergic (ATP¥*) et les agents réducteurs
(NADPH,**) sont formés a fortes doses dans les chloroplastes exposés a la lumniére et de
nombreuses enzymes spécifiques des chloroplastes, intervenant dans la biosynthése des
métabolites secondaires, passent en présence de lumiere sous feurs formes actives.

D'autre part, les plantes possédent un systéme de photocontrile indépendant de
I'accumulation d'énergie (phytochromes, cytochromes, photorécepteurs U.V.). La stimulation
de la synthése d'acides hydroxycinnamiques, de flavonoides, d'hormones... est contrdlée par le
phytochrome. Le phytochrome passe de sa forme inactive a sa forme active sous 'action de la
lumiére rouge et cette transformation est souvent associée & des phénoménes de

morphogenése®,

2.1.3.2.2.2 Techniques culturales

* La densité

La densité de plantation a une forte influence sur la production de matiere séche et la répartition

de celle entre organes (Figure 7).

Ce facteur peut intervenir :
- en modifiant l'éclairement re¢u au niveau des différents étages foliaires,
l'auto-ombrage étant d'autant plus important que la densité est élevée. Pour des densités
croissantes de peuplement, les effets d'ombrage mutuels provoquent un allongement
précoce et plus rapide des entre-noeuds (HAY et WALKER, 1989) d'ot une
augmentation de la hauteur a maturité avec la densité. MERREIN (1933)
montre sur le tournesol que le "vieillissement™ des feuilles inférieures et ia réduction de
leur activité photosynthétique dépendent de I'éclairement recu et de leur état
physiologique. Lorsque I'auto-ombrage devient important, une diminution de la quantité
d'azote contenue dans les limbes ombrés est observée (GIRARDIN, 1983, pour le mais) ;
- sur la teneur en principes actifs. Les quelques études menées sur le métabolisme
secondaire montrent que la densité peut parfois influencer la teneur en principes actifs
alors qu'elle intervient classiquement (jusqu'd un certain seuil) sur le rendement en
métabolites secondaires par unité de surface. Dans le cas de la culture de Solanum sp., la
densité n'a pas d'effet sur la teneur des feuilles en solasodine (MANN, 1978) mais dans
le cas du pavot (Papaver somniferum) la teneur en morphine dans la partie supérieure de
la plante diminue si la densité augmente. Le rendement maximum en morphine est obtenu
pour une culture de 70 pieds m? (CHUNG, 1990). Chez Swerria japonica. le rendement
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total en iridoides est plus important & forte densité qu'a faible densit€¢ (YAMADA, 1983 ;
VANHAELEN, 1991).

* La fertilisation et

les régulateurs de croissance

L'influence de la fertilisation sur la teneur en métabolites secondaires est controversée et dépend
beaucoup des conditions de croissance de la plante. SLATENSEK (1947) ne trouve pas d'effet
de la fertilisation azotée sur la teneur en dérivés coumariniques du mélilot alors qu'en 1990,
BOURGAUD mentre quil y a un effet de la nutrition azotée sur la teneur en furocoumarines
des Psoralées : les teneurs Ies plus fortes ont été obtenues avec les plantes a meilleure
croissance. Ce phénoméne pourrait &tre la conséquence du bon fonctionnement du métabolisme
primaire.

En ce qui concerne la nutrition minérale, plusieurs études ont porté sur le bore. Une carence en
bore provoque chez le tabac une augmentation des composes phénoliques (LEE et ARONOFF,
1967) (Figure 8). Quant au manganése, appliqué & faible concentration, il induit l'activité
PAL chez le melon en complexant probablement les acides hydroxycinnamiques qui inhibent
cette activité enzymatique (ENGELSMA, 1972).

Ainsi, la fertilisation azotée influence essentiellement le rendement en matiére séche et
semble avoir peu d'importance sur le métabolisme secondaire contrairement a l'application de
micro-éléments (bore, mangandse...) qui paraissent intervenir sur le métabolisme

secondaire par leur action sur les activités enzymatiques.

Les régulateurs de croissance peuvent agir sur la synthése des composés phénoliques. La
kinétine pourrait, comme le phytochrome, changer la perméabilité membranaire chez Brassicd,
permettant aux substrats d'étre déversés dans le compartiment cellulaire, site de la synthesc
d'anthocyanes. Par contre, les gibbérelines sont normalement des inhibiteurs de l'accumulation
de composés phénoliques (McCLURE, 1977). HAMDI et al. (1995) confirment le rdle des
cytokinines dans I'accumulation de scopoiine chez le tabac.

Les régulateurs de croissance semblent jouer un réle important dans
U'accumulation de métabolites secondaires, vraisemblablement par le bials des

phytochromes.
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Cette approche de la plante a travers différents niveaux d'organisation met
U'accent sur l'importance des facteurs écophysiologiques dans la production de
métabolites secondaires. Leur présence dans une plante est sous contrile
génétique alors que la quantité produite est en grande partie dépendante de
facteurs externes.

Ceux-ci peuvent intervenir d'une part au niveau génomigue en régulant la
transcription ou par le biais d'intermédiaires comme le phytochrome ou les
hormones qui semblent jouer un réle important dans ce mécanisme.

D'autre part, le métabolisme secondaire découlant du métabolisme primaire, les
facteurs influencant ce dernier sont susceptibles d'intervenir de facon indirecte

sur la production de métabolites secondaires.

3
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fleurie et détail d'une fleur de Melilotus officinalis L.

é
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Figure 9 : Sommit
(GARNIER et al.



2.2 LE GENRE MELILOTUS
2.2.1 SYSTEMATIQUE

Etymologiquement, le mot mélilot provient du grec : méli = miel, lofos = lotier, par allusion i
ses fleurs trés melliféres.

Le genre Melilonus appartient A la famille des Fabacées, caractérisée par des fleurs irrégulieres a
10 étamines. 11 est proche du genre Medicago et Trigonella (STEVENSON, 1969) et comporte
22 especes. Le mélilot est originaire de 1'Europe centrale et orientale comme la luzerne et le
tréfle rouge.

Les plantes de ce genre sont herbacées et possedent des feuilles composées de trois folioles
généralement dentés et de stipules relativernent petites, soudées au pétiole. Les fruits ne
s'ouvrent pas. Ils contiennent une ou deux graines par fruit.

Le genre Melilotus comprend des espgces 4 fleurs jaunes, jaunitres, blanches ou parfois bleu
clair, disposées en grappes, le plus souvent allongées, sur des pédoncules relativement courts,
Les mélilots sont des plantes annuelles, bisannuelles ou pérennes a vie courte. lls sont
diploides : 2N* = 16 (TUTIN, 1968).

Dans sa flore, BONNIER (1990) décrit quelques-unes de ces especes dont

- M. officinalis 1.. (Figure 9) (Annexe 2)

C'est une espéce trés commune. Elle croit dans les champs, sur le bord des chemins, sur les
talus, dans les endroits incultes et sablonneux. De 30 cm 4 80 cm en général, elle peut atteindre
I m 50. Cependant, TUTIN (1968) décrit des plantes de 2,5 m. C'est une plante dont les
grappes minces et allongées sont formées de nombreuses petites fleurs jaunes (es rarerment
blanches), odorantes qui s'épanouissent depuis le mois de mai jusqu'au mois de septembre et
se montrent encore parfois en hiver. L'étendard est plus long que les ailes qui sont elles-mémes
plus longues que la caréne, Cette espéce se reconnait surtout au fruit, ridé en travers par des
nervures jointes ¢a et 1 les unes aux autres (Figure 10). II est ovoide, un peu pointu au
sommet, vert ou vert noiritre s'il est compléternent mir. C'est une espece bisannuelle,
presque glabre, & tige dressée ou redressée, & racine principale développée. Le poids de 1000
grains est de 1,5 g (FOURY, 1954). Utilisées pour leurs propriétés fourragere, mellifére ou
médicinale, les principales variétés comumercialisées cultivées sont : Madrid (d'Espagne).
Goltop (du Wisconsin) et Yukon (du Canada) (SMITH, 1975).

- M. albus L. (Figure 11)

Cette espéce croit dans les prairies, les haies, au bord des bois, sur es talus des chemins de fer
ou des routes, sur les berges des cours d’eau et dans les champs. C'est une plante de 30 cm a
1 m 30. Elle pourrait atteindre une hanteur de 2,6 m (TURKINGTON et al., 1977). Les
grappes de fleurs blanches qui sont assez odorantes, trés longues et étroites, apparaissent du
mois de mai jusqu'au mois de septembre. On reconnait cette espece au fruit dont les faces ont

des nervures saillantes disposées en réseau ; ce fruit est ovoide, glabre, assez arrondi au
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Figure 10 : Fruits et graines de Melilotus albus (a,c) et de Melilotus officinalis
(b, d) (STEVENSON, 1969)



sommet sauf la trés petite pointe qui le termine, il est brun quand il est complétement miir
(Figure 10). M. albus étend son habitat jusque dans la région nord du Canada et fait preuve
d'une grande adapabilité écologique. Cette espéce contient des populations annuelles et
bisannuelles. Une seule paire de génes les distingue (SMITH, 1927). Les principales varétes
sont :

* pour les bisannuelles : Denta (du Wisconsin), Artic et Polara (du Canada) ;

* pour les annuelles : Hubam (de I'lowa), Israél (du Texas) (SMITH, 1975).

Tl existe une vingtaine d'autres espéces de mélilot : M. caerulea Pers. (mélitot bieu ; fleurs d'un
bleu clair, groupées en grappes courtes), M. messanensis All., M. sulcata Desf. (Annexe 3),
M. indica L.(Annexe 4), M. italicus Lam., M. altissima Pers.(Annexe 5), M. elegans Salmz.,

M. neapolitana. Ten.

M. officinalis et M. albus sont deux espéces proches, qu'il est pratiquement impossible de
distinguer, excepté par la couleur des fleurs (TURKINGTON et al., 1977). 1l existe cependant
une technique de différenciation simple mais destructive des graines de M. albus et de
M. officinalis. Elle consiste en la coloration de ces graines par le sulfate de cuivre tétramine
(MAXON et HURST, 1983).

Les especes du genre Melilotus peuvent également différer les unes des autres par leus
morphologie mais aussi par la structure anatomique de leurs feuilles et de leurs tiges : nombre
des stomates, taille et forme des cellules épidermiques, présence et nombre de poils, structure
des feuilles du mésophylle, ... (PETROVA, 1983).

Le mélilot est une plante commune qui posséde actuetlement une trés large distribution dans le
monde (ISELY, 1954). Il est apparu aux Ftats-Unis durant la période coloniale et provient sans
doute d'impuretés de semences d'autres cultures. SMITH et GORZ (1965) et
TURKINGTON et al. (1977) notent que le mélilot blanc et le mélilot jaune se rencontrent
comme adventices le long des routes et des terrains vagues dans toute la partie du sud du
Canada. En Russie. sa culture date des années 1820, L'intérét des agriculteurs pour le mélilot a
augmenté  jusqu'aux années 1930 pour diminuer ensuitc  (SUVOROV, 1937).
vraisemblablement supplanté par d'autres Fabacées plus performantes d'un point de vue

agronomique (moins sensibles aux sitones et présentant un meilleur rendement en matiere

seche).
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Figure 11 : Quatre stades de M. alba (a) 6 jours, (b) 17 jours, (c) 24
jours aprés émergence, (d) sommité fleurie d'une plante adulte

(TURKINGTON, 1968)



2.2.2 BIOLOGIE
2.2.2.1 CROISSANCE

2.2.2.1.1 Cycle de 1a plante

L'ontogenése du mélilot n'a pas été étudiée de facon précise comme celle des espeéces proches
telles que le tréfle ou la luzerne. La croissance et le développement du mélilot bisannuel sont
comparables a ceux des autres plantes de ce type.

De méme que pour un grand nombre de Fabacées, une proportion importante de graines
matures de mélilot sont trés dures et imperméables a I'eau, a des températures favorables a la
germination. La dureté de ces graines permet leur survie dans le sol pendant plus de 20 ans.
Cependant, leur enveloppe peut étre altérée par les fluctvations de température, par des
traitements mécaniques ou chimiques. Ainsi, un graitement des semences a l'acide sulfurique
concentré augmente le pourcentage de germination (SMITH et GORZ, 1965). La germination
peut avoir lieu en mars, début avril ou en septembre (TURKINGTON er al., 1977). Apres
germination, la premiére feuille qui apparait est unilobée. Elle est déployée une dizaine de jours
aprés sa levée. Les feuilles suivantes sont trilobées. (Figure 11)

Dans le cas des espéces bisannuelles, durant 'année du semis, [a tige principale s'allonge et se
ramifie. La croissance s'arréte généralement a la mi-septembre. Durant cette période, les racines
augmentent en poids sec et stockent des glucides de réserve provenant des parties aériennes qui
meurent 2 la fin de la premiére saison. Seule est maintenue vivante Ia racine d'ou partent des
bourgeons souterrains qui produisent les tiges fleuries i la saison suivante. Cependant, méme
pour les espéces bisannuelles, il est parfois possible que la floraison ait lieu la premiere année.
En seconde année, les réserves contenues dans les racines sont utilisées durant les premiéres
semaines de développement (SMITH et GORZ, 1965). La croissance en seconde année consiste
en la production de parties aériennes suivie de la floraison, de la production de graines puis du
dépérissement (BONNIER, 1990).

2.2.2.1.2 Symbiose avec Rhizobium

Parmi les végétaux supérieurs, les Fabacées se caractérisent par une nutrition azetée bimodale.
Comme toutes les espéces végétales, elles peuvent assimiler directement l'azote minéral en
solution dans le sol grice a l'activité de la nitrate réductase. Elles ont aussi la possibilit¢
d'utiliser I'azote atmosphérique par I'intermédiaire de bactéries symbiotiques de la famille de
Rhizobiacées. Ces bactéries, une fois installées dans les racines, sont capables de réduire l'azote
minéral par l'intervention de la nitrogénase (ALLEN et ALLEN, 1981). Le Raizobium le plus
connu chez le mélilot est Rhizobium meliloti (UTRUP, 1993).

[V
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2.2.2.2 REPRODUCTION

2.2.2.2.1 Induction de la floraison

La photopériode* est un facteur important de l'induction de la floraison. La variété annuelle
Hubam se développe et fleurit sous toutes les photopériodes de 12 & 20 heures alors que les
variétés bisannuelles (Madrid, Evergreen) ont besoin d'au moins 17 heures de jour pour fleurir.
Soumises 4 des longueurs de jour de 18 heures, les variétés bisannuelles fleurissent en moins
de 3 mois (4 partir de la date de semis). Les variétés bisannuelles de M. officinalis tleurissent
rarement la premiére année en plein champ. Soumises a des photopériodes de 20 heures, le
délai de floraison est le méme pour les plantes annuelles et bisannuelles (SMITH et GORZ,
1965).

2.2.2.2.2 Production de graines

La pollinisation entornophile est généralement réalisée par les abeilles. Il faut 3 ou 4 ruches pour
assurer la bonne pollinisation d'un hectare de mélilot. Dans ces conditions, le rendement en
graines varie entre 560 4 785 Kg ha' (GOLPEN, 1979).

La fécondation a lieu de 18 & 21 heures aprés pollinisation (SMITH et GORZ, 1965).

Les populations de M. albus et M. officinalis sont plus ou moins autocompatibles®,
SANDAL et JOHNSON (1953) trouvent des taux d'autocompatibilité variant de 0 & 69%
suivant les populations. SANO (1977) présente l'auto-incompatibilit¢ comme un caractére
hauternent héritable pouvant &tre représenté de 2% a 99% selon les lignées. De plus, il trouve
que les variétés annuelles sont plus autocompatibles (en moyenne 33%) que les variétés
bisannuelles (en moyenne 20%).

GORZ et HASKINS (1971) mettent en évidence, A partir de I'étude de deux caracteres simples,
que l'aptitude naturelle au croisement parait étre suffisante pour restaurer la vigueur des variétés
formées A partir de lignées. De fait, l'autofécondation, fréquemment utilisce dans les
programmes d’amélioration du mélilot, provoque des baisses de vigueur.

1 est possible dans ce genre d'effectuer des croisements interspécifiquces. Dans le cadre de
la sélection de génotypes A faible teneur en dérivés coumariniques, le croisement de M. albus
et M. dentara donne une F1* déficiente en chlorophylle qui ne survit que quelques jours. Ces
hybrides peuvent étre menés 4 maturité en les greffant sur des plantes normales (SMITH.
1943). Une autre technique permettant d'obtenir des hybrides interspécifiques fertiles est la
culture d'embryons. Des hybrides entre M. albus et M. officinalis ont ainsi ét¢ obtenus
{(WEBSTER, 1953).



Symboles (alleles)

Description

Bd
bd

C
¢

C
c

Ch,, Ch,, Ch,
¢h, ou ch,, ouch,

Annuelle
Bisannuelle

Activité B-Glucosidasique (formation de coumarine libre)

Pas d'activité B-glucosidasique (coumarines sous forme de
glucosides)

Plante normale
Plante naine (provient de la variété "Artic")

Feuilles normales
Feuilles incurvées

Enveloppe des semences colorée
Pas de coloration de l'enveloppe des semences

Plante verte normale
Plante déficiente en chlorophyltle

Forte teneur en cowmarines
FFaible teneur en coumarines

Plante normale
Plante naine (provient de la variété "Common White")

Epistasique* a G, résistant ainsi au cancer de la tige
Aucune action sur G

Sensibilité au cancer de la tge
Résistance au cancer de la tige

Plante normale verte
Plante vert pile

Plante normale
Feuilles rugueuses, effet pleiotropique*

Plante normale
Plante naine i port étalé (provient de la variété "Artic")

Cotylédons jaunes ; enveloppe des semences colorée avec C
Cotylédons verts ; enveloppe des semences vertes avec C

Enveloppe des semences normale
Taches brunes sur la membrane des semences, perméable

(récessif)

Marbrures sur l'enveloppe des semences (dominant)
Enveloppe des semences claire

Feuilles normales
Feuilles coupées, effet pleftropique (récessif)

Figure 12 : Liste des génes cités chez M. albus (SMITH et GORZ, 1965)



Melilotus officinalis est une plante trés largement présente en Europe et
aux Etats-Unis. Elle se rencontre & l'état spontané dans des endroils incultes,
souvent sur des sols pauvres et drainants. C'est une plante fixatrice d'azote.
Bisannuelle, elle fleurit rarement I'année du semis. A la fin de la premiere
année de développement, elle stocke des réserves dans la racine dont elle se

servira en seconde année.

2.2.3 AMELIORATION GENETIQUE

Le défaut du mélilot en tant que plante fourragére est Lié & la présence de coumarine libre
induisant un manque d'appétence (BRINK, 1934) et au risque de formation de dicoumarol
(molécule anticoagulante provoquant des hémorragies chez le bétail) en cas de mauvais séchage.
(cf. 2.3.2. Voies de biosynthése des coumarines). Le caractére 'faible teneur en

coumarines' fut donc I'un des premiers 4 avoir été sélectionné. (Figure 12 )

2.2.3.1 DETERMINISME GENETIQUE DE LA TENEUR EN COUMARINES

En 1937, SUYOROV montre que M. dentata posséde une trés faible teneur en coumarines.
SMITH (1943) arrive par hybridation interspécifique & transférer dans M. albus le caractere
"faible teneur en coumnarines" de M. dentata. Bien que transmissible, ce caractére est fortement
influencé par les facteurs du milieu, ce qui a pour conséquence de rendre la sélection difficile
(SLATENSEK, 1947). Par la suite, GOLPEN et al. (1957) effectuent des croisements entre des
plantes & coumarines libre et liées d'une part, et entre des plantes a forte et a faible teneur en
coumarines d'autre part, puis étudient leurs descendances. Ils concluent que :

- le caractire "teneur en coumarines” est gouverné par un géne possédant 2 alléles™

Cu/cu. L'alléle cu gouverne le caractére "faible teneur en coumarines” et provient de

M. dentata ;

- un autre géne possédant aussi 2 formes alléliques B/b gére ['activité

B glucosidasique. Cette enzyme permet I'hydrolyse de la forme glucosylée de la

cournarine, présente dans le mélilot frais, en coumarine libre ;

- le géne gouvernant la teneur en coumarines est indépendant du géne

déterminant I'activité f§ glucosidasique.
Par la suite, GOLPEN ¢z al. (1957) ; RUDORF et SCHWARZE (1958) ; KOSUGE (1961) ;
HASKINS et GORZ (1961) et STOKER et BELLIS (1962) mettent en évidence qu'il
n'existe pas de coumarine libre dans le mélilot frais. Les plantes contiennent
des B GOHCA** sous forme cis et trans. C'est lors de la rupture des tissus de la plante
(récolte, séchage...) que GOHCA cis peut &tre hydrolysé par une B glucosidase spécifique
(cf. 2.3.2. Voie de biosynthése). En 1965, HASKINS et GORZ montent que Tactivité

8 glucosidasique des génotypes* BB est 2,5 fois plus €levée que celle des génotypes Bb alors




Genres et espéces Plantes cultivées en chambre de cuiture

Age, Hauteur,  Total % OHCA Activité
(en jours) (emcm) % OHCA trans B-glucosidasique
+ E.T.

Melilofus - (Eumelilotus)
M. alba Desr. 36 39 6.67 498 96 +
M. alba Desr. 29 34 532 +.338 96 +
M. altissima Thuill. 36 34 6.28 +.367 93 +
M. altissima Thuill. 34 33 5.69 £ .919 93 +
M. dentata (Waldst. &Kit.) Pers. 38 41 0 -
M. dentata (Waidst.&Kit.) Pers. 48 53 0 -
M. hirsuta Lipsky 42 30 6.04 £, 751 94 +
M. hirsuta Lipsky 38 23 6.20 +£.555 94 +
M. officinalis (L.) Lam. 31 33 538 £.521 97 +
M. officinalis (L.) Lam. 34 33 5.30 +.397 98 +
M. polonica (L.) Desr. 48 42 7.30 +.489 97 +
M. polonica (L.} Desr. 48 44 831 £.502 G7 +
M. suaveolens Ledeb. 42 44 471 +.512 95 +
M. suaveolens Ledeb, 36 27 399 . 716 97 +
M. taurica (Bieb.) Seringe 62 33 7.54 +.505 95 +
M. taurica (Bieb.) Seringe 62 39 574 £.789 95 +
M. wolgica Poir. 41 55 745 +.386 96 +
M. wolgica Poir. 41 68 776 £.774 95 +
Melilotus -~ (Micromelilotus)
M. elegans Salzm., 52 79 6.02 =.24 100 +
M. indica (L.) AlL 38 42 432 £.319 97 +
M. indica (L.} All. 45 52 6.29 +.285 93 +
M. infesta Guss. 43 36 235 +.107 100 +
M. italica (L. Lam. 42 39 6.00 £.157 98 +
M. italica (L. Lam. 42 39 598 +.138 100 +
M. macrocarpa Coss.&Durieu 57 26 6.17 £.412 100 +
M. messanensis {L.) All. 48 3G 0 -
M. messanensis {(L.) All. 48 37 0 -
M. neapolitana Ten. 43 40 699 +.322 100 +
M. segetalis (Brot.) Seringe 60 28 0 -
M. segetalis (Brot.) Seringe 66 21 G -
M. speciosa Durieu 38 51 390 +. 100 +
M. speciosa Durieu 31 39 571 £. 3 8 95 +
M. sulcata Desf. 31 29 -0 -
M. sulcata Desf. 43 38 0
Trigonella
T. anguina Deiile 28 6 117 +.103 99 +
T. arabica Delile 28 23 236 =, 121 97 +
T. arcuata Meyer 34 11 0 -
T. Balansae Boiss. and Reut. 15 14 0.68 . 068 100 +
T. Brachycarpa (Fisch.) Moris 49 5 0 -
T. calliceras Fisch. 49 29 545 £.216 +
T. caerulea (L.) Seringe 33 26 0 -
T. corniculata L. 35 18 G -
T. cretica (L.) Boiss. 35 10 4.63 + . 189 91 +
T. foenum-graecum L. 40 20 0 -
T. gladiata Stev. 63 3 0 -
T. kotschyl Boiss. 45 22 0
T. monantha C.A. Mey. 15 i 0 -
T. monspeliaca L. 43 7 0 -
T. noeana Boiss. 45 L3 0
T. polycerata L. 54 12 0
T. raiata (L.} Boiss. 49 4 0
T. spicata Sibth. and Sm. 54 19 0 -
T. uncinata Soland. 25 12 095 £ .127 97 +
T. sp. 63 38 607 £ .510 98 +

Tableau 3 : Teneur en acides hydroxycinnamiques (OHCA) et présence d'activité
B glucosidasique chez 19 espeéces du genre Melilotus et 20 especes du genre
Trigonnella (GORZ et HASKINS, 1964)




que celle des bb est nulle. GORZ et HASKINS (1964) déterminent les teneurs en GOHCA de
différentes espéces de Melilotus et de Trigonella.
Ces auteurs évaluent leur activité B glucosidasique (Tableau 3} en vue !
- d'obtenir des informations concernant les relations taxonomiques enire €es especes |
. de rechercher des génes différents de "cu" pour le caractere "faible teneur en
cournarines”.
GORZ et HASKINS (1969) montrent que malgré sa notation, "cu' est partiellement
dominant sur "Cu”. En effet, ils trouvent que les plantes Cucu contiennent 36% de la teneur
en OHCA de CuCu. En F1*, la teneur est plus proche de cucu. Le degré de dominance de cu
sur Cu est de 0,299, Cette semi-dominance explique la difficulté rencontrée lors du classement
des plantes d'une population en ségrégation. De plus, GORZ et HASKINS (1969) remarquent
que les génotypes cucu sont plus grands et ont un développement plus rapide que les génotypes
CuCu. Us émettent donc ["hypothése d'une liaison entre les génes du rendement en

matiére séche par plante et du développement avec les alléles Cucu.

La fonction du géne Culcu n'est pas claire. Elle pourrait se situer (cf. 2,320
- soit au niveau de la PAL ;
- 50it au niveau de l'ortho hydroxylase

KLEINHOFS (1966) étudie l'activité de la PAL dans différents organes du mélilot de
génotypes CuCu et cucu. Les trés jeunes feuilies de CuCu ont une activité PAL environ 3 fois
plus importante que celles des cucu et une teneur en OHCA 10 fois supérieure. Cependant, les
autres expériences cherchant 2 mettre en évidence le contrdle de l'activité PAL par le géne Cu/cu
ont échoué. HASKINS et KOSUGE (1965) incorporent dans des mélilots de génotypes cucu et
CuCu de la phénylalanine, des acides cinnamiques frans et cis. Ils montrent qu'une plus grande
transformation de la phénylalanine (32 fois supérieure} et de L'acide trans cinnamique (7 fois) en
son glucoside a lieu dans les génotypes CuCu. La formation de GOHCA dans les génotypes
cucu & partir de AQC** prouve que la faible teneur en 8 GOHCA est liée 4 un blocage d'une
voie de biosynthese et non & une destruction élevée de I'AOC ou du GOHCA. lIs en concluent
que le géne "cu" contrblerait I'ortho hydroxylation de lacide trans cinnamique. Cependant,
GESTNER et CONN (1974) isolent l'ortho-hydroxylase chloroplastique permettant cewe
hydroxylation mais ne trouvent aucune différence d'activitg entre les différents génotypes. Les
données obtenues sont donc contradictoires. Ils posent alors I'hypothése que dans les
génotypes cucu l'acide frans cinnamique n'a pas acces au "canal” permettant hydroxylation,

bien que I'enzyme soit présente dans le chloroplaste.



Le déterminisme de la teneur en coumarine libre peut se résumer de la
facon suivanfe : ‘

- un géne possédant 2 formes alléliques gouverne la synthése des
glucosides ;

- l'activité f glucosidasique posséde le méme déterminisme généfiqgue (un
géne, deux alléles). Elle est spécifique du GOHCA cis et permet son hydrolyse
en coumarine libre.

Le role du géne Cu dans la voie de biosynthése des dérivés coumariniques

n'est, @ l'heure actuelle, toujours pas connu.

2.2.3.2 PROGRAMMES DE SELECTION

Le mode de sélection le plus souvent appliqué au mélilot est la sélection récurrente. Ce type
de sélection regroupe un ensemble de méthodes d'amélioration des populations qui reposent
sur :

- lidentification des meilleurs individus dans les populations initiales hétérogeénes ;

- Tinterfécondation, généralement en panmixie®, de ces génotypes s€lectionnés pour

former des populations améliorées.
La sélection récurrente procéde par cycles successifs et selon un processus cumulatif : le résultat
d'un cycle sert immédiatement de matériel de départ pour le cycle suivant, d'ot le qualificatf de
récurrente. Lorsque le mode de repérage des génotypes supérieurs s'effectue sur I'observation
de leur seul phénotype*, c'est de fa sélection "massale”. I est ainsi possible d'introduire par
une série de rétrocroisements* (back cross) un caractére favorable apporté par une variét
donneuse dans une variété i améliorer (variété récurrente). Deés 1952, JOHNSON arrive a
améliorer le rendement du mélilot jaune bisannuel par cette méthode. GOLPEN (1971) crée la
variété Polara (M. albus) en effectaant 3 rétrocroisements successifs de mélilot a faible teneur
en cournarines (de 0 & 0,05 %) sur la variété récurrente Arfic A forte teneur (de 3 4 5%). Les
plantes en ségrégation  faible teneur en coumarines sont intercroisees. Les graines issues de ce
poly-cross sont récoltées plante & plante. Cette variété Polara ne contient plus que des traces de
cournarines, son rendement est de 10% inférieur  celle d'Artic. Ce phénomene est atiribué au
géne "faible teneur en coumarines”.
Comme Polara, la variété Yukon (M. officinalis) est issue de la station canadienne de
recherche agricole de Saskatoon. Elle a été créée & partir de la variété Madrid bien adaptée dans
I'Quest du Canada. Yukon présente un fort rendement en fowrrage et graines, une bonne
vigueur au semis, un haut degré de résistance au froid et une forte teneur en coumarines
(GOLPEN, 1971).
Norgold est la premigre variété de M. officinalis 4 faible teneur en cournarines obtenue par
rétrocroisements de Yukon sur une variété a faible teneur en coumarines. Elle a été créce a
Saskatoon aprés 22 ans de recherche. Norgold produit 16% de fourrage de plus que Polara

(GOLPEN, 1981).
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D'autres techniques d'amélioration génétique ont été testées mais sont restées a l'échelle
expérimentale. C'est le cas :
- du doublement chromosomique. La polyploidie* n'existe pas naturellement chez le
mélilot. Des polyploides ont cependant éi obtenus & laide de colchicine. Une
augrnentation de la vigueur durant le développement par rapport aux plantes diploides est
observée, mais la polyploidie induit une diminution de la fertilité (SMITH, 1973) ;
- de 'obtention de variabilité génétique par exposition des graines a des agents
mutagénes comme les neutrons (GENGENBACH et al., 1969). Par cette dernicre
méthode, il a été possible d'obtenir des mélilots 2 faible teneur en dérivés coumariniques
(SMITH et GORZ, 1965).

2.2.3.3 TENEUR EN DERIVES COUMARINIQUES ET SENSIBILITE AUX
AGENTS PATHOGENES

Certains métabolites secondaires de la famille des coumarines jouent le 1dle de phytoalexines.
In vitro, 1a cournarine libre pure inhibe la croissance de champignons. Des €tudes ont donc €t
mises en place en vue de montrer l'influence de la teneur en dérivés coumariniques sur la
sensibilité du mélilot aux agents pathogénes. BERKENKAMP (1971) n'a pu montrer aucun
effet de la teneur en coumarine libre sur la sensibilité du mélilot & l'infection par Aschochyta
imperfecta, ni sur l'infection par le virus en mosaique jaune du pois.

INGHAM (1978) a montré que la réaction du mélilot & une inoculation avec un champignon
(Helminthosporium carbonum) provoque la synthése non pas de dérivés coumariniques mais
d'une phytoalexine isoflavonique : la médicarpine. Cette molécule saccumule dans les
folioles de plants cultivés de M. albus et M. officinalis a faible et & forte teneur en dérivés
cournariniques aprés une inoculation, It y a aussi production de médicarpine lorsque les folioles
sont irradiées en lumitre U.V. de courte longueur d'onde. L'élimination du caractére
"forte teneur en dérivés coumariniques' des mélilots cultivés ne parait donc pas
affecter la production de phytoalexines. En conséquence, les variétés 2 faible teneur en
dérivés coumariniques ne devraient pas éte plus sensibles a la colonisation fongique que les

variétés a forte teneur.
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2.2.4 CULTURE
2.2.4.1 TECHNIQUES CULTURALES

2.2.4.1.1 Types de sol et conditions climatiques

Le mélilot est adapté i une large gamme de sols et de climats. Il est résistant a la sécheresse et au
froid. 1l peut &tre cultivé sur des sols salés ne convenant pas A la culture de céréales. Son
systéme racinaire fort et profond et sa capacité a fixer l'azote assurent un bon développement
sur des sols peu fertiles. Une bonne croissance est obtenue en sol drainé, humide, i pH
compris entre 6,5 et 7,5 (SMITH, 1975).

2.2.4.1.2 Dates de semis

Il est recommandé de semer les espéces bisannuelles en automne alors que les especes annuelles
doivent étre semées au printemps.

La profondeur de semis joue un role important sur la levée. Une profondeur de l'ordre de
1,3 cm permet une levée régulidre apres environ 4 jours (GOLPEN, 1979).

Des dormances* exogénes physiques existent chez le mélilot comme chez les Fabacées.
Elles sont en général liées A la présence de tissus imperméables (ROBERTS et BODDRELL,

1985). C'est pourquoi les graines doivent étre scarifides afin de pouvoir germer correctement.

2.2.4.1.3 Densité

Utilisé comme fourrage, ensilage ou engrais vert, le mélilot est généralement semé & raison de 9
a 11 kg ha'', les lignes de semis étant espacées de 15 4 20 cm. Pour la production de graines, la
densité préconisée est plus faible de 3,4 4 4,5 kg ha' avec un espacement entre lignes de 61 &
91 em (GOLPEN, 1979).

2.2.4.1.4 Reécolte

Suivant son utilisation, plusieurs dates et modalités de récoite du mélilot peuvent &ue
appliquées. Dans le cas d'une utilisation médicinale, les sommités fleuries sont généralement
récoltées mi-juin. Le rendement en matiére séche est de l'ordre de 7 tonnes par hectare
(SMITH, 1975).
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Figure 13 : Morsures de sitones sur feuilles de mélilot (GOLPEN, 1979 )



2.2.4.2 AGENTS PATHOGENES

Le mélilot ne pose ‘pas de gros probiemes en culture. Seul le charangon (Sirona cylindricolis)
peut causer des dégits importants. Il existe égalerment quelques champignons et virus
susceptibles d'affecter la culture de Melilotus officinalis.

2.2.4.2.1 Insectes

Le charangon du mélilot (Sitona cylindricolls), originaire d'Europe centrale, a &€ inwoduit pour
la premi¢re fois au Canada en 1924. 1l s'attaque également i la luzerne. Les adultes se
nourrissent au printemps et A l'automne du feuillage dans lequel ils découpent des encoches
semi-circulaires (Figure 13).

Les graves infestations peuvent détuire des feuilles entiéres, sauf la nervure centrale, et
endommager I'‘écorce externe des tiges des mélilots. Les larves s'alimentent durant I'été sur les
racines mais n'occasionnent que peu de dégats. Ce charangon passe I'hiver 2 I'état adulte dans
le sol ou sous les débris végétaux et en sort entre la mi-avril et la mi-mai. Gris foncé avec des
taches jaunes et noires, il mesure 4 mm de longueur et porte un rostre court et arrondi. Les
oeufs sont déposés a la surface du sol de mai a aoiit. Une seule femelle peut pondre jusqu'a
1 600 oeufs. Apres une incubation de 2 & 3 semaines, les jeunes larves s'enterrent 4 une
profondeur de 15 ¢cm pour se nowrrir des racines. Elles sont de couleur gris clair, apodes et
atteignent une longueur de 4 mm. Plus tard, en juillet, elles remontent & 5 4 8 cm de la surface
du sol pour Ia pupaison. Les adultes apparaissent au début d'aofit et s'alimentent sur les plants
de mélilots jusqu'a l'arrivée du froid. Il n'y a qu'une génération par an. La rotation des cultures
peut réduire dans certaines mesures les populations de sitones (INCONNU, 1981). En
végétation, un traitement tous les 15 jours avec du lambda-cyhalothrine (KARATE, SOPRA)
permet de limiter les dégits (Communication personnelle CANTOT, INRA Lusignan). La
sitone du pois (Sitona {uteus L.) peut ausst s'attaquer au mélilot mais, plus sensible aux
insecticides, elle est plus facile a maitriser (MANGLITZ, 1976).

La présence de coumarine libre semble favoriser les attaques de sitones. En effet,
la pulvérisation de coumarine libre sur des plantes les attirent (MATSUMOTO, 1962), alors
qu'une forte teneur en nitrates dans les plantes semble avoir une action
répulsive (MANGLITZ, 1976).

2.2.4.2.2 Champignons et virus
Le mélilot st peu sensible aux attaques fongiques, il faut cependant noter la présence d'oidium
(Erysiphe trifolii, E. polygori) sur certaines variétés.
Des virus ont été observés sur le mélilot notamment issu de multiplication végétative. Ils n'ont

pas €té déterminés et leurs dommages restent extrémement ponctuels.
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Figure 14 : le dicoumarol




2.2.5 COMPOSITION CHIMIQUE

La composition chimique du mélilot a ét€ étudiée en vue de son utilisation & des fins fowragéres
et/ou médicinales.
Suivant les objectifs, les recherches ont concerné le métabolisme primaire, en particulier la
teneur en protéines qui luwi confere ses qualitds nutritionnetles (GELCINSKAJA et
BORDUNOVA, 1936 ; ARORA, 1970 ; BOLLER et ALIBERT, 1983 ; IVANOVA, 1983) ou
le métabolisme secondaire (impliqué dans les propriétés pharmacologiques comme la teneur en
coumarine libre).
Nous développerons ici ce second aspect.
Le mélilot contient :
- des saponaosides (soyapogénols E et B, mélilotigénine) (KANG, 1937 et 1983)
(Annexe 6) ;
- des flavonoides (PLOUVIER, 1963 ; SIMON et GOODALL, 1968 ; TORCK et
ROBELET, 1971 ; SPECHT et al., 1976 ; HAMMOUDA er al., 1983 ; ROMBI, 1991 ;
MACIAS, 1994) (Annexe 7) ;
- des ptérocarpanes. Ce sont des isoflavonoides comme la médicarpine qui jouent le
role de phytoalexine (INGHAM, 1976 ; MIYASE et al., 1982) (Annexe 8) ;
- des acides phénoliqgues (DOMBRORWICZ, 1991 ; MACIAS, 1994) (Annexe 9) ;

- des coumarines (Annexe 10).

Suivant les auteurs, les techniques de dosage et le matériel végétal analysé, les
teneurs en coumarines du mélilot officinal peuvent varier de 0,02 % a 2 % sur
matiére séche (GELCINSKAJA et BORDUNOVA, 1936 ; ZHELEZNOV et DEINEKO,
1983).

Cependant, HASKINS er al. (1964) trouvent dans une érude comparative de différentes
espéces de mélilot des teneurs en coumarines pouvant atteindre 7,8%.

Vers les années 1920, au Canada et dans le Nord des Etats-Unis, est apparue une maladie du
bétail 4 allure épidémique se traduisant par de séveres hémorragies. Elle €tait consécutive a
l'absorption de mélilot de mauvaise qualité. En effet, dans de mauvaises conditions de séchage.
la molécule de coumarine subit une transformation par une moisissure conduisant a une
dimérisation autour d'un groupement méthyléne appor par le champignon : il se forme du
dicoumarol ou méthyléne bis 3,3 (4-hydroxycoumarine) (Figure 14).

Ce composé est puissamment anticoagulant. Son absorption intestinale 2 un effet compéutif vis-
3-vis de la vitamine K nécessaire 4 la biosynthése hépatique du complexe thrombinique
(DELAVEAU, 1984). Compte tenu de ses propriétés anticoagulantes, le dicoumarol est
d'ailleurs couramment utilisé comme rodenticide.

La teneur en dicoumnarol considérée comme toxique pour le bétail est de 20 p.p.m. de maticre
séche dans le foin de M. officinalis et de M. albus bien que la norme adoptée pour le contrdle

de routine soit inférieure ou égale 4 500 p.p.m. Une bonne ventifation au cours du séchage ou
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un traitement A l'acide propionique du matériel végéral récolté prévient la formation de
dicoumarol (SANDERSON, 1986).

2.2.6 STABILISATION DU MATERIEL VEGETAL

SLATENSEK (1947), GOLPEN et al. (1956), ASHTON et JONES (1959) ont étudié
I'influence du séchage sur la teneur en coumarines du mélilot en vue de maimiser les techniques
permettant de produire du matériel A faible teneur en coumarine libre (anti-appétant pour le bétail
et précurseur du dicoumarol). Les résultats obtenus sont contradictoires. C'est en 1973 que
HASKINS et GORZ testent différentes températures de séchage en séchoir ventilé (25°C, 30°C,
40°C, 60°C, 100°C) sur différents génotypes de M. albus et M. officinalis. Ils montrent que
pour les températures testées, la perte en courmnarine libre est la plus importante a 25°C et que la
plus grande proportion de coumarine libre est obtenue aprés séchage a 60°C. II existe
actuellernent de nouvelles techniques visant & stabiliser rapidement le matériel végétal
(lyophilisation, séchage aux micro-ondes) qui permettent de limiter les modifications
moléculaires postrécolte (FOLDES], 1975 ; ALLORGE et PLUMEL, 1984 ; GRONING et
JANSKE, 1987 ; JAQUIN-DUBREUIL, 1989).

2.2.7 UTILISATIONS
2.2.7.1 PLANTE FOURRAGERE MELLIFERE ET AUTRES USAGES

Ses faibles exigences vis-3-vis du milieu ainsi que ses capacités d'amélioration des sols légers
prédisposaient le mélilot & &we la plante fourragére des sols légers en régions f{roides
(Canada, Sibérie...). L'utilisation du mélilot (non encore sé€lectionné sur sa tencur en dérivés
coumariniques) en Europe centrale fut pourtant un échec en raison des risques de formation de
dicoumarol {UFER, 1934). Il reste toutefois largement utilisé au Canada oll des variétés a faible
teneur en coumarines sont commercialisées.

Le mélilot est également utilisé pour ses propriétés melliféres (SMITH et GORZ, 1965).
Actuellement, le mélilot réapparait sur les jachéres comme plante de couverture ou encore
comme plante @ vocation cynégétique.

La coumarine libre contenue dans le mélilot lui confere des propriétés aromatiques. Il entre
ainsi dans la composition de "sirupeux mais son utilisadon dans Falimentation est réglementée.
I} permet aussi d'aromatiser le tabac (WORNER et SCHREIER, 1990).
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2.2:7.2 PLANTE MEDICINALE

Melilotus officinalis L. figurait déja 4 la pharmacopée francaise en 1384, En médecine
populaire, cette plaate est employée par voie orale comme antispasmodique et diurétique et
surtout en lotion oculaire en raison de propriétés légérement astringentes et anti-inflammatoires
(PARIS et MOYSE, 1967). Les feuilles séches et les fleurs de Melilotus officinalis ont été
utilisées en Europe pour le traitement de 1'arthrite, des bronchites et des rhumatismes (KANG,
1988) (Annexe 11). En Allemagne, Melilotus altissima est également inscrit & la pharmacopée.
Il possederait, d'aprés BEZANGER-BEAUQUESNE et al. (1990), une efficacité supérieure.
Aujourd'hui, le mélilot est cultivé a des fins médicinales sur quelques dizaines
d'hectares en France. Peu utilisé directement, il est en grande partie transformé sous forme
d'extraits qui entrent dans la composition de préparations galéniques.

En France, 'extrait de mélilot intervient dans la fabrication :
* Esbériven,, (brevet de la société allemande Schaper et Brummer, comumercialisé en

France par les laboratoires Boots Pharma et Knoll). Cette spécialité pharmaceutique est
présentée sous forme :
- de créme (extrait de mélilot titré en coumarine libre associé a de I'héparine) ;
- de solutions buvable et injectable (extrait de mélilot titré en dérivés coumariniques
associé a du rutoside) ;

- de comprimés enrobés Esbériven fort, (extrait sec de mélilot ttré en coumarine

libre associé a de la ruting);

* Avéne Créme Mélilot, (Laboratoires Pierre Fabre). Elle comprend un exrait de mélilot

associé & un extrait de Ruscus.
Les spécialités pharmaceutiques allernandes a base de mélilot sont notamment :

* Venalot ,, (Laboratoires Schaper et Brummer). Ce sont des dragées contenant un extrait
de mélilot et de la troxérutine.
* Pascovénol, (Iaboratoires Pascoe). Ce médicament associe l'extrait de mélilot & de la

thiamine, du rutoside et d'autres extraits végétaux (Hamamélis, Marronnier d'Inde.

Chardon Marie).
['association d'un extrait de mélilot avec la rutine est comumnercialisée dans plusieurs pays
comme la Suisse, le Brésil et le Japon (CASLEY-SMITH, 1982).

Les travaux pharmacologiques effectués sur 1'Esbériven , sous forme buvable ou injectable
. montrent que cette spécialité posséde les propri€tés suivantes :

- un renforcement de la résistance capillaire (FOLDI et ZOLTAN, 1965 ;
DESMONS et SIMONS, 1975) ;

- une amélioration de la circulation capillaire veineuse ef lymphatique
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(SHIMAMOTO et TAKAORIS, 1965 ; DESMONS et SIMONS, 1975 ; LANGUILLAT,
1989) ;

- un effet anti-inflammatoire (DESMONS et SIMONS, 1975) ;

- un effet anti-oedémateux (SHIMOMURA et al., 1965 ; HANDA et al., 1992) ;

- un effet cicatrisant (HIGO et al., 1978 ; NISHIKAWA er al., 1981).

Les propriétés médicinales du mélilot sont essentiellement attribuées & la coumarine libre et aux
flavonoides. Cependant dans le cadre de raiternents thérapeutiques, il faut prendre en compte la
présence d'acides phénoliques comme l'acide caféique, les acides p et o coumariques qui
possedent des activité€s anti-bactériennes et anti-mycosiques ou, comme l'acide salicylique, des
propriétés anti-inflammatoires. L'acide férulique également présent dans les extraits de mélilot
posséde une activité chelagogue (DOMBROWICZ, 1991).

Le mélilot a été cultivé pendant de nombreuses années comme plante
fourragére. Cette production a régressé du fait de la présence de coumarine
libre, une molécule possédant la propriété de se condenser, sous ['action de
micro-organismes, en dicoumarol anticoagulant, dans le cas de mauvaises
conditions de séchage. Le rile des coumarines dans le mélilot n'est pas connu.
Sous [laction d'éliciteur, le mélilot synthétise wune phytoalexine : la
médicarpine. Fabacée facile a cultiver, le mélilot réapparait notamment sur les
jachéres dont il améliore les sols et peut, trés ponctuellement, éfre valorisé
comme plante médicinale. En effet, des extraits de mélilot entrent dans la

composition de médicaments a visée essentiellement vasculaire.
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Figure 15 : la coumarine




2.3 LES COUMARINES

2.3.1 GENERALITES
2.3.1.1 DEFINITION

Les coumarines sont des métabolites secondaires tres largement présentes dans le monde
végétal. Elles appartiennent A 1a famille chimique des phénylpropancides divisée en deux
groupes d'isomeres :

- les benzeéne d-pyrones ou chromones ;

- les benzéne o-pyrones ou coumarines.

Les coumnarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation (fermeture du cycle
entre les groupements Q-hydroxy et O-carboxyl) (HARBORNE, 1980). La plupart des
coumarines d'origine naturelle, 4 l'exception de la coumarine libre elle-méme, possedent un
oxygene sous forme hydroxyle ou méthoxyle en C7.

Ces composés phénoliques se présentent souvent liés 4 des glucosides surtout lorsqu'ils sont en
solution vacuolaire (RICHTER, 1993).

La coumarine libre (Figure 15), est une molécule lactonique comportant deux ¢ycies : un
anneau hétérocyclique oxygéné et un noyau benzénique. Elle a été isolée pour la premicre fois
par VOGEL en 1820 dans la feve Tonka (Dipteryx odorata Willd., Fabacées) appelée
"coumarcu” dans les iles Caraibes (1 2 3%).

En 1833, 1a coumarine libre est isolée de Melilorus albus, pius tard, des feuilles d'aspérule
odorante (Asperula odorata, Rubiacées), de lavande (Lavandula officinalis, Labiées), de flouve
odorante (Anthoxanthum odoratum, Graminées), puis en quantité plus importante des feuilles
de "Vanille de Caroline" (T7ilisa odoratissima, Astéracées), une plante du Sud des Etats-Unis
utilisée dans I'industrie du tabac (MILLSPAUGH, 1974 ; HASKINS er al., 1972).

De plus, il existe une centaine de coumarines de synthése (BROWN, 1977) dont certaines sont

utilisées comme médicaments (par exemple, le Lysedem, & base de coumarine libre).

2.3.1.2 CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES

La coumarine libre : C,H 0, est un solide cristallin blanc, de masse moiaire 146,15.

- Son point de fusion est de 68 - 70 °C,

- son poids spécifique de 1150 kg/m’,

- sa densité de 0,935,

- son point d'¢ébullition de 301,72°C,
Elle posséde une forte odeur, agréable qui explique sa large utilisation dans l'industrie
cosmétique. Elle est trés soluble dans 1'éthanol, le chloroforme, l'¢ther et les huiles
essentielles ; elle est soluble dans les solutions alcalines.
La coumarine libre se solubilise plus facilement dans I'eau chaude (20 mg ml™) que dans
l'eau froide (2,5 mg/ml) (SIGRIST, 1984).
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acides ortho hydroxycinnamiques rans et cis (KOSUGE, 1961)
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Les coumarines absorbent les radiations infrarouges et la lumiere U.V. (Figure 16) autour
de 300 nm. La valeur exacte de cette bande dépend de la nature et du nombre de substituants sur
le noyau benzénique. Le spectre de la coumarine libre en U.V. révele des pics d'absorption a
274 et 311 nm qui ont été attribués respectivemnent aux noyaux benzéne et pyrone (MURRAY,
1982). Les coumarines présentent une fluorescence bleue sous U.V.
Les méthodes les plus classiques de caractérisation sont :

- la chromatographie en couche mince ;

- la spectroscopie U.V. ;

- la chromatographie en phase liquide.

2.3.2 VOIE DE BIOSYNTHESE

La synthése des coumarines du mélilot est actuellement bien connue contrairement a leur
catabolisme et a leur role dans la plante.

L'intérét de la voie de biosynthése des coumarines a été stimulé par la recherche d'especes de
mélilot déficientes en coumarine libre. GOLPEN er al. (1956) sont les premiers a mettre en
évidence que la coumarine libre isolée des plantes est seulement un artefact. En effet, la
coumnarine libre se trouve sous forme de 8 GOHCA cis dans le mélilot et trés peu de coumarine
libre existe dans la "cellule intacte”, Le méme phénomene est observé dans les feuilles de flouve
odorante (Anthoxanthum odoratum), d'avoine odorante (Hierochloe odorata), de feve du Tonka
(Dipteryx odorata) et de plusieurs especes de Trigonnella (HASKINS ez al., 1972 ; STOCKER
et BELLIS, 1962).

Des travaux avec des substrats marqués au "“C chez le mélilot et Hierochloe odorata ont montré
que la voie de 1'acide shikimique est utilisée pour la biosynthése des coumarines et de 'OHCA
(KOSUGE et CONN, 1959). La voie de l'acide shikimique fournit des précurseurs de synthese
aux composés phénoliques, en particulier la phénylalanine et la fyrosine. La plupart des
enzymes de cette chaine réactionnelle ont été caractérisées in vitro chez les végétaux mais leur
localisation intracellulaire demeure mal connue,

La voie de biosynthése des coumarines dans le mélilot est présentée Figure 17.

Elle est détaillée étape par étape dans les paragraphes suivants.

Ce chapitre a pour objectif de présenter l'état des connaissances et la complexité des
mécanismes impliqués dans la syntheése des coumarines. Dans le cas de lacunes
bibliographiques sur le mélilot, des exemples seront ponctuellement pris dans d'autres genres.
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2.3.2.1 LA PHENYLALANINE AMMONIALYASE

La PAL est I'enzyme la plus éudiée du métabolisme secondaire. Elle a fait I'objet de travaux

récents.

2.3.2.1.1 Généralités

Découverte en 1961 par KOUKOL et CONN, la PAL est présente dans toutes les plantes vertes
ainsi que dans les cryptogames supérieurs, les Basidiomycetes et les Streptomycetes (CAMM et
TOWERS, 1973). Cette enzyme catalyse la réaction de désamination de la L phénylalanine
pour donner de l'acide #rans cinnamique et de I'ammoniaque. Elle permet la diversion de la
L phénylalanine vers les voies de biosynthése des métabolites secondaires.
Clest la premigre étape de la voie de biosynthése des phénylpropanoides chez les plantes. Alnsi
I'acide cinnamique, produit de cette réaction enzymatique, est le précurseur de la lignine,
des flavonoides, des coumarines, etc. (JORRIN, 1990).

2.3.2.1.2 Structure et localisation

1l existe généralement plusieurs formes isoenzymatiques de la PAL dans les plantes. Dans
le cas du mafs et de la pomme de terre, c'est un tétramere composé de 2 sous-unit€s possédant
chacune un site actif (STAFFORD, 1974).

La PAL est une enzyme relativement stable et facile & doser (CAMM et TOWERS, 1973),
localisée dans les différents organes de la plante, souvent dans 'épiderme ou dans les cellules
adjacentes du métaxyleme (cellules vraisemblablement impliquées dans le maintien d'une
alimentation en précurseurs des phénylpropanoides au xyleme pour former de la lignine)
(NEUMANN, 1991). Dans ces cellules, les sous-unités PAL sont dans le cyfosol bien qu'une
partie soit associée i une endomembrane (SMITH, 1994). D'autres sites de désamination ont
é1é mis en évidence dans plusieurs organites ou fractions cellulaires dont les mitochondries et
les chloroplastes (BOLWELL et al., 1985). Ces derniers possédent une activité PAL
fermement liée aux thylakoides®*.

L'acide cinnamique est la molécule de base de nombreux métabolites secondaires. Clest
pourquoi, la multiplicité des sites de synthése de ce composé représente
vraisemblablement une situaton favorable pour la cellule. Cette compartimentation pourrait
faciliter une régulation indépendante des différentes voies métaboliques issues de
Uacide cinnamigque. Ainsi, la distribution de la PAL dans le mélilot suggére que, dans les
jeunes feuilles, cette enzyme permet la synthese d'OHCA alors que dans les tiges ol elle est

fortement présente, elle induit plutdt la synthése de lignine (KLEINHOES, 19606).
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2.3.2.1.3 Régulation
0 2.3.2.1.3.1 Régulation interne

Le role de régulation de l'activité PAL dans le métabolisme des phénylpropanocides est mal
connu en raison du manque de corrélation observé entre [lactivité PAL et
l'accumulation de composés phénoliques spécifiques.

Dans différentes espéces de plantes et en culture de tissus, il a ét¢ montré une augmentation
concomitante du taux de PAL et de composés phénoliques mais cette relation n'est pas toujours
établie (HAHLBROCK, 1976). En effet, l'étude d'un polyphénol ou d'un groupe de
polyphénols ne correspond pas forcément a I'ensemble de la synthése de phénylpropanocides
produit par la plante (MARGNA, 1977). Ainsi, KLEINHOFS,( 1966} n'observe pas de
différence d'activité PAL enire les génotypes de mélilot & forte et 4 faible teneur en coumarines.
De plus, il remarque que la défoliation entrafne 4 la fois une diminution de Tactivité PAL et une
augmentation de la teneur en OHCA. Par contre, les jeunes feuitles de mélilot possédent une
activité PAL 40 fois plus élevée que les feuilles matures et une teneur en OHCA 3 fois plus
grande.

En fait, la capacité de désamination de la PAL est fres supérieure a la formation
de polyphénols dans la plupart des tissus. L'approvisionnement  en
phénylalanine semble &we un facteur beaucoup plus limitant dans l'accumulation de
composés phénoliques que l'activité de la PAL. Dans les tissus, la teneur en phénylalanine libre
est faible et constante.

Les différentes formes isoenzymatiques de PAL possédent des proprictés différentes
(BOLWELL, 1985 ; JORRIN, 1989). Une autorégulation cellulaire par une rétro-inhibition des
produits synthétisés est possible ; elle est vraisemblablement transitoire car les formes
phénoliques simples sont rapidement transformées par glycosylation ou par estérification puis
stockées dans la vacuole ou la paroi (RANJEVA, 1977).

2.3.2.1.3.2 Régulation externe

Le taux de PAL est affecté par différents facteurs notamment :

I'état physiologique de la plante (CAMM et TOWERS, 1973),

les blessures,

les infections (CUNHA, 1983),

les régulateurs de croissance,

- la lumiére (NGUYEN, 1992 ; GANTET, 1993).

L'activité de la PAL décroit a I'obscurité (ROUBELAKIS-ANGELAKIS et KLIEWER,

1986).
* Les U, V. sont connus pour augmenter sensiblement la PAL soluble en culture de
ceilules (HAHLBROCK. 1976). Ainsi, les U.V. autour de 350 nm déclenchent la

[}
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synthése de flavonoides en induisant la formation de PAL (CZICHI et KINDL,
1977).

* Un éclairage court avec du rouge suivi d'un retour a l'obscurité provoque une
augmentation de l'activité PAL. Un éclairage bref avec du rouge sombre supprime
la réponse du rouge (CAMM et TOWERS, 1973). La lumiére rouge intervient par le
biais du phytochrome et stimule l'activité de la PAL (GOUD, 1991).

* L'activit€ de la PAL est induite par la lumiére bleue et blanche (CASTANEDA et
QUINTERO, 1991).

ENGELSMA (1972) rapporte que le Mn™ peut se substituer & la lumiére bleue sur
la PAL. Le Mn™ augmente l'activité de la PAL et la concentration en acides

hydroxycinnamiques.
Le taux de cette enzyme peut varier de facon significative pendant un intervalle de temps court
en réponse a différentes stimulations (CAMM et TOWERS, 1973). L'activité PAL est inhibée in
vitro par les acides cinnamiques (LAMB et RUBERY, 1976).

2.3.2.2 L'ORTHO-HYDROXYLASE

Cette enzyme est en grande partie liée aux chloroplastes (KINDL, 1971), plus particuliérement
a leur membrane (BROWN, 1981 ; MURRAY, 1982). Elle permet la conversion de l'acide
frans cinnarmique en acide frans hydroxy-2 cinnamique. Dans une préparation de chloroplastes
de M. albus, en présence de NADPH*¥, cette réaction est accrue par la présence de lumitre ou
de glucose 6 phosphate (GESTNER et CONN, 1974).

2.3.2.3 LA GLUCOSYL TRANSFERASE

Les enzymes de la voie des sucres sont exclusivement localisées dans le cytoso! et peuvent
constituer un marqueur de ce compartiment cellulaire (CANUT er al., 1984). La glucosyl
transférase permet la glucosylation de 'OHCA trans en B GOHCA mans. Cette réaction a été
mise en évidence dans des extraits de cellules cultivées in vitro de M. albus en présence
d'UGDP (KLEINHOES, 1967).

2.3.2.4 L'ISOMERISATION DU GOHCA TRANS EN CIS

HASKINS er al. (1964) montent que la conversion du ff GOHCA trans en
B GOHCA cis est une réaction photochimique non enzymatigque. Pour cela, ils
utilisent des folioles de M. albus a forte teneur en coumarines cultivé en chambre de culture
sous lumieére blanche. Dans ces conditions, 95 4 100% des coumarines sont sous forme de
3 GOHCA 1rans. Ces auteurs placent ces folioles, un exmrait de ces folioles et une solution
témoin de GOHCA trans sous U.V. Ils montrent que :

- la forme rrans est toujours présente dans les folioles (au minimum 23%) ;
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- la diminution de la forme frans est, dans tous les cas, proportionnelle & I'apparition de la

forme cis

- une solution témoin de B GOHCA frans est totalement isomérisée.
Cette réaction s'effectue a des longueurs d'onde inférieures 4 360 nm mais il semble possible
que des longueurs d'onde supérieures a 640 nm alent aussi une efficacuté. Les plantes cultivées
en serte, exposées une journée a la lumiere du jour, ne contiennent plus que 17% de coumarines
sous forme trans (HASKINS et GORZ, 1970).
Cependant, SCHON (1966) tente de purifier de la forme cis 4 partir d'une solution de
GOHCA trans soumise aux U.V. (312 nm). La réaction n'est pas totale et se stabilise & 70 %
de GOHCA cis et 30 % de GOHCA frans. De plus, i y a des pertes en GOHCA nans
(Figure 18).

2.3.2.5 LA  GLUCOSIDASE

La f glucosidase du mélilot permet ['hydrolyse du f GOHCA cis en
OHCA cis. Elle est spécifique de la forme cis contrairement 4 d'autres B glucosidases
comme 1'émulsine (KOSUGE et CONN, 1961). L'OHCA cis se lactonise spontanément
pour donner de la coumarine libre.
Lractivité B glucosidasique a été détectée dans toutes les espeéces de mélilot et de tigonelle
contenant des quantités appréciables de GOHCA (GORZ et HASKINS, 1964).
Chez le mélilot, I'activité B glucosidasique est notamment fonction :
-du génotype. Les génotypes bb contiennent une protéine électrophorétiquement
et sérologiquement identique a la § glucosidase active des génotypes BB mais elle
ne possede pas son activit€ enzymatique (GILCHRIST er al., 1970) ;
- du stade de développement de la plante (HASKINS et GORZ, 1965).
La plus grande partie de la B glucosidase des feuilles de M. albus se trouve dans le
compartiment extra cytoplasmique du mésophylle (OBA et al., 1981). Le pH optimum
de la § glucosidase se situe autour de 5 (SCHON, 1966 ; JAYNES er al., 1972).
Lorsque l'enzyme et son substrat sont localisés dans des tissus différents, I'hydrolyse ne peut
avoir lieu que s'ils sont mis en contact. Ainsi, si le rdle des glucosides est mal connu chez les
plantes, il demeure, de la méme manicre, des incertitudes quant au role des f glucosidases
(HOSEL et CONN, 1982).

Pour que le glucoside cis contenu dans les vacuoles des cellules du mélilot
libére de la coumarine libre, il faut une rupture des tissus afin que la
|} glucosidase extra cytoplasmigue intercellulaire entre en contact avec celui-ci

et ['hydrolyse.
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2.3.3 LIEUX DE SYNTHESE ET DE STOCKAGE
2.3.3.1 DANS LA PLANTE

Les coumarines ont, trés {0t, donné lieu a des recherches sur leur localisation dans la plante et
sur I'évolution de feurs taux au cours du cycle de développement.
GELCINSKAJA et BORDUNOVA (1936) étdient la composition chimique de
Melilotus albus au cours de sa croissance. Ils montrent que la teneur en dérivés coumariniques
des parties aériennes augmente avec I'dge de la plante avec un maximum 2 la floraisen.
SLATENSEK (1947) (Figure 19) précise notamment :

- que la teneur en dérivés coumariniques est supérieure dans les tissus a

forte activité métaboliqgue comme les jeunes feuilles ou les bourgeons

- que trés peu de dérivés coumariniques se trouvent dans les feuilles en

automne alors que leur teneur augmente dans les racines ;

- qu'une corrélation positive existe entre les teneurs observées en premiére

et deuxieme années de culture.
En 1958, RUDORF et SCHWARZE étudient [a teneur en dérivés coumariniques de feuilles
d'iges différents, récoltées le méme jour. Ils trouvent 0,046% de dérivés coumariniques dans
les feuilles jeunes et 0,013% dans les feuilles plus dgées. SMITH (1975) mesure la plus forte
concentration de la plante en ces molécules dans les bourgeons (jusqu'd 2.5 %).
Afin de localiser le lieu de biosynthése des dérivés coumariniques dans la plante, MOTHES et
KALA (1955) greffent des Fabacées ne synthétisant pas ces dérivés sur du mélilot et
retrouvent ces composés dans les parties aériennes. Ils posent alors 'hypothése d'une synthése
de dérivés coumariniques par les racines et d'une migration vers les pousses.
REPPEL et WAGENBRETH (1958) réalisent le méme type d'expérience en greffant Melilofus
albus sur Trigonnella foenwm-graecum (dépourvu de dérivés coumariniques). Ils trouvent peu
de coumnarines dans les pousses de M. a/bus et en déduisent que les racines sont nécessaires a la
synthése des coumarines probablement parce qu'elles fowrnissent un précurseur essentiel.
SCHLOSSER - SZIGAT (1962) a mené d'importantes expériences de greffage sur différentes
especes de Melilotus et d'autres Fabacées. Il conclut que :

- la teneur en dérivés coumariniques du porte greffe est influencée partiellement voire

totalement par e greffon ;

- les dérivés coumariniques sont principalement synthétisés dans les parties aériennes.
Des résultats similaires ont été obtenus par GOLPEN et af. (1956) et GORZ et HASKINS
(1962). .
D'autres études ont ét€ menées par culture d'organe isolé. Ainsi, WEYGANT et WENDT
(1959) montrent que la culture de racines de M. officinalis synthétise des coumarines.
Cependant, SMIRNOV et KUZOVNIKA (1974) isolent des racines de M. albus et les culnvent
durant une période longue en propagation clonale, sur un milieu gélifié. Ils constatent que
celles-ci perdent leur capacité d'accumuler des coumarines contrairement aux racines des

plantules intactes.
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Les racines et les parties aériennes du mélilot pourraient synthétiser des
dérivés coumarinigques. Cependant, dans des conditions normales de
croissance, la synthése aurait lieu de facon prédominante dans les organes

jeunes, notamment dans les feuilles et les bourgeons (BROWN, 1981).

2.3.3.2 DANS LESTISSUS ET LES CELLULES

Les avaux d'OBA et al. (1981) sur la répartition des coumarines dans les feuilles de mélilot
montrent que la concentration est la méme dans I'épiderme et le mésophylle. Comme I'épiderme
représente 10% du poids de la feuille, le mésophylle contient 90% ou plus des cournarines. Les
vacuoles isolées des protoplastes du mésophylle contiennent I'ensemble des coumarines
initialement présentes dans les protoplastes. La rapidité de la séquestration vacuolaire de ces
molécules confirme 1'hypothése d'une mise & I'écart des substances toxiques dans la vacuole.
Des études cinétiques réalisées en présence ou en l'absence de divers effecteurs™ connus pour
perturber les échanges trans-membranaires ont mis en évidence que :

- le glucoside est ransporté tel quel du cytoplasme vers la vacuole ;

- le contrdle de ces échanges est sous la dépendance de la différence de pH existant entre

Ie cytosol et la vacuole.
Dans le cas des métabolites primaires, 1'étape vacuolaire est généralement temporaire alors que
le stockage des métabolites secondaires parait y éte définitif. Cette constatation implique la
présence au sein de la vacuole d'un systéme de "piégeage"” énergétiquement peu cofiteux pour la
cellule, capable de retenir et de concentrer ces composés. L'isomérisation de la forme rans en
cis du GOHCA pourrait étre & I'origine d'un tel phénomene (RATABOUL et ALIBERT, 1983).
En ce qui concerne le lieu de synthése des coumarines, les chloroplastes s'avérent €tre un site
possible. En effet, des chloroplastes isoiés de Pérunia sont capables de former des dérivés
coumariniques A partir de phénylalanine. Toutefois, on ne peut localiser l'ensemble du
métabolisme phénolique dans un organite précis. Il semble possible de distinguer des
séquences réactionnelles se déroulant dans différents compartiments et qui, par
I'intermédiaire de complexes multi-enzymatiques, conduiraient a la synthése
des coumarines (ALIBERT, 1977).
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Les coumarines du mélilot résultent de plusieurs réactions enzymatiques.
Chacune des enzymes impliquées dans leur production posséde des
caractéristiques propres de synthése, de localisation, de régulation.

Leur activité est dépendante de nombreux facteurs dont la présence de substrat
dans leur compartiment cellulaire, des phénoménes de réiroinhibition, des
facteurs externes...

La production et le stockage des coumarines par la plante est un mécanisme
complexe, difficile a appréhender au sein des différents niveaux d'organisation
de la plante., En effet, bien que toutes les étapes de la synthése soient connues
au niveau moléculaire, il reste encore beaucoup a apprendre sur les liens
existants entre les différentes molécules produifes, leurs sites de synthése au

niveau cellulaire, leur localisation et leur stockage dans les lissus.
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2.3.4 EXTRACTION ET DOSAGE
2.3.4.1 EXTRACTION

Un trés grand nombre de techniques d'extraction de coumarines dans le mélilot a été publié. Les
solvants les plus couramment utilisés sont l'eau bouillante (HASKINS et al., 1972), I'éthanol
(Deutsche Arznei Codex, 1986), le méthanol, différents mélanges hydro-alcoeliques
(HARBORNE, 1989 ; VAN DE CASTEELE et a/., 1983) et 'acétonitrile (BOS et al., 1995).

De la qualité du protocole d'extraction vont dépendre les concenirations en
coumarines obtenues. C'est pourguoi, ces protocoles d'extraction variant
considérablement suivant les auteurs, les concentrations présentées dans la

bibliographie ne doivent étre considérées qu'a titre indicatif.

La technique retenue par la pharmacopée francaise pour metre en évidence la présence de
coumarine libre consiste en une extraction 3 l'eau en maintenant ['ébulliton 2 mn. La
pharmacopée allemande dans la DAC10 préconise une extraction de la coumarine hibre par
reflux au méthanol pendant une heure.

La méthode classiquement adoptée pour un dosage quanfitatif des coumarines est celle
présentée par VILLENEUVE et ABRAVANEL en 1982. Elle consiste en une extraction avec de
1'éthanol & 80% sulvie d'une hydrolyse acide aprés évaporation de l'alcool. Le GOHCA sans
est alors transformé en AOC alors que le GOHCA cis est hydrolysé en coumarine libre.

2.3.4.2 DOSAGE

En 1913, OBERMAYER met au point la premiére méthode pour quantifier les coumarines dans
le mélilot. Depuis cette époque, une grande quantité de méthodes qualitatives et quantitatives ont
¢été ntilisées (SMITH, 1943 ; BEHR, 1957). Nous en citerons quelgues-unes :

* Fluorescence
Cette technique est simple d'emploi mais manque de sélectivité car dans les coumarines du
mélilot, seule Ia coumarine libre donne une bonne réponse en fluorescence lorsque son cycle est
ouvert sous l'action d'une base. D'autres molécules contenues dans un extrait de mélilot sont
susceptibles d'étre détectées (pigments, etc.). Cete technique n'est donc pas spécifique d'une
seule substance mais "integre" un complexe de molécules fluorescentes (RUDORFE et
SCHWARZE, 1958 ; HASKINS et al.,, 1972). Cependant, BOS et al. (1995) wouvent que cette
technique est plus sensible que la détection U.V. La fluorescence est classiquement utilisée en
chromatographie en couche mince mais peut également &e appliquée dans le cadre du fest
d'écrasement. HASKINS et GORZ (1970) et GORZ er al. (1992) pratiquent ce test en vue

d'effectuer un grand nombre d'analyses.
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Ce test consiste a
- écraser un bout de feuille fraiche de mélilot sur du papier filtre ;
- faire agir une B glucosidase afin d'assurer 'hydrolyse de la forme {iée ;
- pulvériser tous les spots avec de la NaOH pour ouvrir le cycle et rendre la coumarine
libre fluorescente ;
- observer en fluorescence sous lumiére U.V. 4 360 nm.
Ce test est particuli¢rement intéressant lorsqu'il s'agit d'effectuer un tri parmi un grand nombre

d'échantillons mais ne peut étre utilisé pour des mesures quantitatives fines.

* HPLC
La chromatographie en phase liquide permet la séparation et le dosage quantitatif d'une large
gamme de composés phénoliques simples et de substances proches, au moyen de colonnes de
silice & polarité de phase inversée. VAN DE CASTEELE et al., (1983) utlisent une colonne
Lichrosorb R.P.18 et une combinaison de solvants en mode isocratique et linéaire (solvant A,
eau-acide formique 95-3; solvant B, méthanol ; 4 35°C) & 280 nm. D'autres techniques sont
classiquement retenues (VILLENEUVE et ABRAVANEL, 1982 ; WALTERS et al., 1980).

* Autres techmiques

Dans le cas des furocoumarines, BOURGAUD et a/. (1995) ont mis au point une technique de
dosage par test ELISA. Toujours dans le cadre du dosage de ces molécules, NGUYEN
(1992) utilise un biotest par mesure d'une zone d'inhibition provoquée par la solution & tester
sur une culture de bactéries.

Les coumarines peuvent également étre dosées par électrophorése capillaire (TOMAS-
BARBERAN, 1995). La coumarine libre est volatile ; cependant l'analyse quantitative en
chromatographie en phase gazeuse manque de reproductibilité (BOS er al., 1995).

2.3.5 ACTIVITES BIOLOGIQUES ET TOXICITE

Plusieurs acides hydroxycinnamiques et les coumarines simples sofnt connus pour provoquer
diverses réactions (Annexe 12) notamment :
* une inhibition de la croissance des plantes et des micro-organismes (SVENSSON.
1971 GRIGG, 1978 ; TANIYA, 1986 ; MACIAS, 1994 ; HARBORNE, 1989 ;
RYBNIKAR et MINAR, 1985)
* une inhibition de la formation des nodules par les végétaux symbiotiques abritant
Rhizobium (RICHTER, 1993) ;
* Pinhibition d'un certain nombre d'enzymes (B amylase, invertase, phénolase) et ia
stimulation d'autres comme l'indolique acide oxydase (BROWN, 1977) ;
* une inhibition du wansport d'électrons (NASH et al., 1991) :
* une activité antimitotique (PODBIELKOWSKA ef af., 1993).
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Bien qu'il existe de nombreuses études sur les activités biologiques des coumarines, leurs

mécanismes d'action restent peu connus,

Les coumnarines peuvent étre foxiques chez les mammiferes ; elles pourraient, entre autres, éire
la cause :
* de lésions du foie : chez le rat, la coumarine libre produit une nécrose fibrolobulaire
hépatique a 0,86 mmol/Kg (LAKE, 1994). Cependant, le métabolisme est un facteur
déterminant en ce qui concerne la répense hépatotoxique et la différence de meétabolisme
entre les especes devrait étre prise en compte pour évaluer un éventuel effet hépatotoxique
chez Y'homme (COHEN, 1979) ;
* de dermites (HARBORNE, 1989) ;
* de cancers (BROWN, 1977 ; MURRAY, 1982),

2.3.6 UTILISATIONS ET ACTIVITES PHARMACOLOGIQUES

La coumnarine libre a été largement utilisée comme aromatisant de denrées alimentaires et dans
I'industrie de la parfumerie (savons, lotions). Elle est également présente dans les plastiques,
les peintures, les sprays afin de neutraliser leurs odeurs désagréables. Sa plus large utilisation
reste malgré tout liée A son activité pharmacologique.

De nombreux articles ont été publiés sur ses activités thérapeutiques (TAITO, 1964 ;
SHILLING et al., 1969 ; MURRAY, 1982 ; SIGRIST, 1984).

Le métabolisme et les activités pharmacologiques de la coumarine libre
sont actuellement bien connus alots que les données concernant les f§ glucosides
de 'OHCA sont totalement inexistantes dans la bibliographie.

La coumarine libre est pratiquement totalement absorbée aprés administration orale, métabolisée
en 7-hydroxycoumarine dans le foie ; elle est rapidement absorbée par l'intestin chez I'homme
ot elle subit une glucuronisation. Son élimination se fait par voie urinaire.
Les principales activités pharmacologiques de la coumarine libre sont :
- un effet antiphlogistique et antioedemateux selon la dose
La cournarine libre est depuis peu utilisée a forte dose (100 a 400 mg/jour) comme
stimulant des macrophages dans le waitement des oedémes 4 forte teneur en progines
(LAMIABLE, 1993). Plus de 130 expériences montrent que ces drogues réduisent ces
oedemes car elles
- augmentent la lyse normale des protéines dans les tissus,
- provoquent l'ouverture des jonctions intercellulaires et la constriction des
sphincters précapillaires ;

- dilatent 'anastomose artério-veineuse.
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Le résultat est une augmentation de la pression et du débit sanguin ainsi qu'une meilleure
oxygénation (FOLDI et ZOLTAN, 1970 ; FOLDI-BORCOK er al., 1971 ; PILLER,
1977 ; CASLEY-SMITH, 1982} ;

- la stimulation de la microcirculation

La coumnarine libre est couramment utilisée a faible dose comme protecteur vasculaire dans
le raitement des symptomes des insuffisances veineuses (LAMIABLE, 1993).

Par ailleurs, une activité antitumorale a €16 récemment mise en évidence. Plusieurs
auteurs ont montré que la coumnarine libre peut avoir une activité chez les patients atteints
de tumeurs avancées du rein (MARSHALL, 1994). VONANGERER (1994) montre aussi
que l'administration de coumnarine libre inhibe la croissance de la tumeur de la prostate
Noble Nb-R et réduit le nombre des métastases dans le cancer du poumon de fagon
significative (de 40 & 50 %).

Les donndes bibliographiques concernant le mélilot et ses dérivés
coumariniques sont souvent anciennes el contradictoires. Il est difficile de
juger si les résultats présentés sont le fruit de pkénome‘nes biologiques réels ou
seulement d'artefacts liés aux techniques utilisées (modes d'extraction, de
dosage,...). De plus, cette synthése bibliographique met en évidence le
neloisonnement” de tous les travaux menés & chacun des niveaux d'organisation
de la plante.

Ainsi, la voie de biosynthése des coumarines est bien connue, mais la
régulation et la localisation dans les compartiments cellulaires des différentes
étapes le sont beaucoup moins. Les sites de synthése les plus actifs de la plante
semblent étre les organes jeunes et actifs, mais il n'existe pas de données sur
le transport des dérivés coumariniques dans la plante. Les connaissances sur
les mécanismes de stockage des coumarines sont également limitées.

Ce travail de recherche a pour objectif d'essayer d'appréhender le
métabolisme secondaire de fagcon '"intégrée' en vue de mieux comprendre et

maitriser la production de métabolites secondaires d'intérét pharmaceutique.
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2.4 CHOIX DES OBJECTIFS DE TRAVAIL

L'objectif de cette étude est :
- d'une part, de définir un itinéraire technique* permettant de maitriser la production de
méhilot a forte teneur en dérivés coumariniques ;
- d'autre part, de transformer au mieux les dérivés coumariniques produits en cournarine
libre au cours de la récolte et des étapes de transformation ultérieures (séchage, extraction)
du matériel végétal produit.
Pour atteindre cet objectif, il est indispensable de disposer de connaissances sur :
- I'ensemble des étapes de la ''filiére" conduisant & la production d'un
extrait :
* extraction,
* broyage,
* stabilisation,
* récolte,
* production du matériel végétal au champ (techniques culturales) ;
- la plante :
* sa biologie,
* lag synthése et la localisation des coumarines.
En conséquence nous avons décomposé cette étude en différentes problématiques :
* la premiére, d’ordre technique, vise i mettre au point et 3 optimiser les techniques
atilisées au cours de cette filiere de preduction notamment le séchage du mélilot et
l'extraction des coumarines ;
* la seconde, d'ordre génétique, a pour but d'évaluer la variabilité génétique et de
sélectionner les populations et génotypes les plus performants |
% la troisiéme, d'ordre écophysiologique, a pour objectif de vérifier et d'approfondir
les connaissances acquises sur la synthése des dérivés coumariniques par le melilot.
Nous tenterons i ce niveau de répondre 2 plusieurs questions concernant
- le lieu de synthése des dérivés coumariniques dans la plante,
- I'évolution de la teneur en dérivés coumarinigues dans les différents organes de
plante au cours du temps,
- linteraction entre la teneur et le rendement en dérivés cownariniques par plante,
- les facteurs susceptibles de réguler et de stimuler la svnihése de dérivés
coumariniques, en particulier la lumiére ;
* Ja derni®re étape consiste  utiliser ces données pour proposer une technique raisonnée

de production de mélilot a forte teneur en coumarine libre.
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L'amélioration des teneurs et rendements en coumarines du mélilot passe par une bonne
maitrise des technigues postrécolte {extraction, séchage ...) et par une bonne connaissance du
matériel végétal utilisé. Une fois ces techniques et données acquises, 1 est possible
d'entreprendre des études d'ordre écophysiologique en vue de valider et fawe avancer les
connaissances notamment sur la synthése et la migration des coumarines dans le mélilot. Ces
données fondamentales nous permettrons ensuite de déterminer un itinéraire technique en vue

de produire du mélilot a forte teneur en coumarines (Figure 20).

Les résultats des expérimentations menées sur fe mélilot sont présentés par rapport au rendement

ou aux composantes du rendernent en coumarines du génotype ou de la population rudiée :

Rdt** coumarines ha' = % de coumarines x Poids sec par plante x Nombre de plantes ha™
1 2 3 4

Chaque échantillon analysé est en général caractérisé par :
1- le rendement en coumarines par unité de surface, par plante ou par
organe,
2- le pourcentage de coumarines contenu dans la matiere séche de mélilot ou feneur
en coumarines,
Cette valeur correspond a la somme exprimée en coumarine libre :
- du GOHCA trans,
- du GOHCA cis (dans le cas ol 'hydrolyse en coumnarine libre n'a pas eu lieu),

- de la coumarine libre.

% de coumarines =
(% GOHCA frans + cis) | (PM _oarine iore ! PM Gonca)] + % coumarine libre

PM = 146,15

coumarine libre —

PM gopes = 343,32

3- le rapport entre ces différentes molécules,
4- le poids frais et/ou le poids sec exprimé par unité de surface, par plante

ou par organe.

Pour chaque modalité testée, trois 4 quatre répétitions ont été effectuées. Les résultats présentés

sont :
- soit les moyennes et les écart types de ces répétitions {moyenne £ écart type) |

- soit la valeur de chaque répéution.
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Figure 21 : Domaines de recherche abordés et niveaux d'organisation étudi€s



Dans certains cas exceptionnels, nous n'avons eu qu'un seul échantillon par modalité (manque
de matiere séche pour effectuer plusieurs dosages ...), ces résultats sont noté€s sans €cart type et

sont présentés & titre indicatf.

Le nombre trés important de données collectées au cours de ces expérimentations nous ont
amenés 2 effectuer un choix quant aux résultats présentés. Les données complémentaires sont

placées en annexes.
Les analyses statistiques {analyses de variances, test de comparaison multiple de moyennes de
SCHEFFE au seuil de 1%) ont été effectuées avec le logiciel SYSTAT.

Du fait de ce type de démarche allant de fa population végérale a la compositon de l'extrait,
nous avons travaillé 4 plusicurs niveaux d'organisation de fa population végétale ou de la plante

et avons donc abordé différents domaines de recherche. Ceux-ci sont présentés Figure 21.

3.1 £TUDES PRELIMINAIRES : MISES AU POINT TECHNIQUES ET
CHOIX DU MATERIEL VEGETAL

3.1.1 INFLUENCE DES TECHNIQUES POSTRECOLTE SUR LE
RENDEMENT EN COUMARINES

Avant de mettre au point un itinéraire technique visant & produire du mélilot & forte teneur en
cournarines, il est nécessaire de savoir comment valoriser au mieux le "potentiel en coumarine
libre" (molécule recherchée par l'industrie pharmaceutique) du matériel végétal aux différentes
étapes de la filiere de production.
Les facteurs susceptibles de limiter les éventuelles pertes de cette molécule et ceux pouvant
favoriser sa formation vont &tre émudiés connaissant :
e laforme de stockage des coumarines dans le matériel végétal frais : GOHCA srans et
cis,
e la réaction entre le GOHCA trans et le GOHCA cis : isomérisation sous l'action des
Uu.v.,
» la localisation de l'enzyme et de son substrat permettant la formation de coumiring
libre : le GOHCA cis est stocké dans la vacuole, la 5 glucosidase est intercelluiaire.
Pour permettre la formation de coumarine libre, il faut donc tenter de wouver des techniques

favorisant :
* l'isomérisation du GOHCA frans en cis,
s un bon contact entre la B glucosidase et son substrat, le GOHCA cis.

s une bonne activité de la 3 glucosidase.



3.1.1.1 EXTRACTION

icomparer avec une technique de référence décrite dans la bibliographie.

Les teneurs en coumarines du mélilot présentées dans la bibliographie peuvent €me tres
variables. Dés 1940, WHITE et HORNER notent des variations de teneurs en coumarines
suivant le titre alcoolique du solvant d'extraction. C'est pourquoi, il est important de prendre en
compte les techniques d'extraction et de dosage utilisées par les différents auteurs pour pouvoir
comparer ces résultats puisque chaque auteur utilise une technique qui lui est propre sans jamais
la comparer aux autres. De plus, il n'existe pas de technique de dosage officielle dans la
pharmacopée, seule une chromatographie en couche mince est obligatoire.

Plusieurs techniques d'extraction issues de la bibliographie ou nouvelles vont éire présentées
afin d'extraire la plus grande partie du potentiel en coumarines du matériel végétal, et ce de
maniére simple et rapide du fait du trés grand nombre d'échantillons & analyser dans le cadre de

ce programme de recherche.
3.1.1.1.1 Matériel et méthodes

Molécules témoins

La coumarine libre et 'AOC proviennent de chez ROTH (KARLSRUHE). 0
Quelques milligrammes de GOHCA frans nous ont été envoyés par le Professeur S.A.BROWN
de I'Université de 'ONTARIO (Canada) et le Professeur PLOUTON de 1'Université dTOWA
(U.S.A).

Le GOHCA cis a été obtenu par isomérisation sous U.V. de la forme frans.

* Extraction, identification et quantification des cournarines (Fssai 1)

Matériel végétal :
Parties aériennes de plantes (origine 112) semées en plein champs en mai 1991 et récoltces en

juin 1992, séchées 24 heures & 60°C puis broyées.

Sept techniques d'extraction ont été comparées a partir du méme échantillon de mélilot,
* Une des techniques de référence pour le dosage des coumarines du melilot a €té décrite par
VILLENEUVE et ABRAVANEL (1982). Elle est notée V :

1 g de drogue est immergé dans 500 ml d'éthanol a 80% et agité | heure 4 température

ambiante. Aprés filtration, la phase liquide est évaporée sous vide & basse termpérarure



(30°C). Le résidu est placé dans un tampon acétate (pHS), hydrolysé 4 heures avec de
I'émulsine & (0,3%) & 37°C et acidifié a pH2 avec de I'HCI (IN),
Une autre technique utilisée consiste & supprimer l'étape d'hydrolyse avec l'émulsine. Les
glucosides peuvent donc étre directement quantifiés par HPLC. Dans ce cas, le résidu obtenu
apres l'extraction 2 1'éthanol de 1'échantillon est dissous dans 25 ml d'eau distillée et dilué 2
fois.
* Extraction 4 'ean
1 g de drogue est plongé dans 25 ml d'eau bouillante et agité 30 mn & température
ambiante (AKESON er al., 1963).
* Extraction au méthanol a température ambiante
1 g de drogue est plongé dans 25 mi de méthanol et agité 30 mn & tempcrawre ambiante.
* Extraction sous reflux de solvants : méthanol, acétate d'éthyle, diethyl éther, chloroforme
1 g de drogue est placé sous retlux 24 heures dans 100 ml de solvant.

Dosage des coumarines :

La coumarine libre et les GOHCA cis et trans sont dosés par chromatographie en phase hiquide
sur une colonne (Lichrosorb C 18 ; 250 mm x 4 mm ; Merk, Darmstadt) suivant la méthode
décrite par VAN DE CASTEELE et VAN SUMERE (1983). Les composés sont identifi€s avec
un spectrophotometre U.V. et comparés au témoin.

La phase mobile est constituée de méthanol (A) et d'acide formique 4 5 %o dans l'eau (B).

Durée (mn) | Flux (ml mn™) | % de A % de B

0 1,5 93 7

2 1,5 93 7

3 1,5 53 13
25 1,5 25 75
27 1,5 20 30
29 1,3 20 80
35 1,5 0 100
42 1,5 0 100
50 1,5 93 7

* Onantté minimale de matériel véoétal nécessaire (Essai 2)

Mazériel végéal :
Origine BORNTRAGGER semée en semis d'zutomne i Varize (28) et récoltée en juin de
I'année suivante.
3 fois 1g, 0,5g, 0,1¢, 0,05g, 0,01g de drogue soat placés :
- dans 25 ml d'eau froide pour les pesées de 1g et 0.5¢g,

- dans 5 ml pour les pesées de 0,ig et 0,05 g,

h
h
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- dans 2 ml pour les pesées de 0,01g,
et agités 30 mn

Dosage des coumnarines :

La coumarine libre et les GOHCA cis et trans sont dosés par chromatographie en phase liquide
sur une colonne (Lichrosorb C 18 ; 250 mm x 4 mm ; Merk, Darmstadts) suivant la méthode de
VAN DE CASTEELE et VAN SUMERE (1983) modifiée.

La phase mobile est constituée de méthanol (A} et d'acide formique & 5 %o dans l'eau (B).

Durée (mn) | Flux (mlmn | % de A % de B
0 1,5 20 30
2 1,5 20 80
13 1,5 80 20
15 1,5 80 20
19,5 1.5 20 80
22 1,5 20 80
23 1,5 20 80

3.1.1.1.2 Résultats et discussion

3.1.1.1.2.1 Comparaison de 7 techniques d'extraction

Les résultats sont présentés Figure 22.

Dans le cas des méthodes d'extraction faisant intervenir des solvants organiques, la qualité
d'extraction des coumarines est fonction de Ia polarit¢ des solvants utilisés. L'extraction au
méthanol sous reflux pendant 24 heures permet l'extraction de la méme quantité de coumnarines
que la méthode utilisée par VILLENENEUVE et ABRAVANEL, ce qui tend & montrer que des
solvants de polarités proches possédent une capacité d'extraction quasi identique. Cependant,
une extraction rapide (30 mn) au méthanol i température ambiante donne une teneur en
coumarines nettement inférieure. L'acétate d'éthyle extrait la méme quantité de coumarine libre
que les autres méthodes mais donne des résultats plus faibles pour les glucosides. Cette
tendance est encore plus nette avec le diethyl éther et le chloroforme dans lesquels aucun
glucoside n'est extrait. Ceci s'explique par la faible solubilité des GOHCA dans les solvants
non polaires.

La plus forte concentration en coumnarines est obtenye par la méthode d'extraction A l'eau.
Toutefois, la méthode de VILLENEUVE et ABRAVANEL (1982) permet également
l'extraction d'une bonne quantité de OHCA et de coumarine libre. Cette méthode donne la plus
forte concentration en coumarine libre comparée aux 6 autres méthodes et 'OHCA mrans est
bien extrait avec cette méthode de référence. Dans le but de simplifier la méthode de référence,
une version modifiée de la méthode de VILLENEUVE et ABRAVANEL (1982) a été testée.
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présentée Figure 23. La méthode classique utihise I'émulsine. Celle-ci est une 8 glucosidase
non spécifique de la forme cis du GOHCA et contrairement a celle du mélilot, elle hydrolyse
également la forme trans en AOC.

L'extraction 4 'eau a été testée i deux températures, &8 100°C (AKESON er al., 1963) et a
température ambiante, Ces deux méthodes permettent d'extraire exactement la méme quantité de
coumnarines (Figure 24) mais & température ambiante, le GOHCA cis est hydrolysé en
coumarine libre, ce qui prouve que la 8 glucosidase naturelle contenue dans le mélilot reste

active apres séchage a 60°C.

Il est conseillé d'extraire a 'eau froide. C'est une méthode simple, fiable

¢l peu coliteuse.

3.1.1.1.2.2 Quantité minimale de matériel végétal

nécessaire

Les résultats sont présentés Figure 25 et montrent qu'il est possible d'effectuer de fagon
fiable des extractions a l'eau i température ambiante sur de petites quantités de matériel végétal
(usqu'a 0,1 g). En effet, il apparait des différences significatives sur les deux dernieres
modalités. Dans ces deux cas, les coefficients de variation sont [égérement plus importants.

La technique de dosage HPLC raccourcie par rapport a I'expérience précédente, sera retenue

pour les expérimentations ultérieures.
3.1.1.1.3 Conclusion

Le solvant et la technique d'extraction employés jouent un réle important tant sur la quantité des
coumnarines extraites que sur leurs formes chimiques.

La technique d'extraction & I'eau 2 température ambiante permet d'extraire la quantit€ la plus
importante de coumarine libre du matériel végétal. Cependant, elle présente I'inconvénient de ne
pas donner la composition exacte des différentes formes de coumarines et n'est
vraisemblablement pas directement applicable a l'industrie. En effet, l'eau peut poser des
probiémes bactériologiques et rend l'extrait difficile & concenwer (risque de pertes en coumarine
libre et consommation d'énergie importante). Ainsi, cette technique ne donne pas la quantté de
coumarine libre valorisée par l'industrie. Elle indique le potentiel en coumarine libre du martérel
végétal c'est-a-dire la quantté de coumarine libre qui serait valorisable par les industries, dans
la mesure, ol elles adaptent leur technique d'extraction. En effet, les solvants classiquement

utilisés par l'indusirie ne favorisent ni la réaction d'hydrolyse ni l'extraction des glucosides.




Dans le cas oi U'hydrolyse n'a pas été effectuée dans des étapes
antérieures de la filiére (ce qui arrive lorsque la récolte est réalisée de fagon
traditionnelle :@ a 'autochargeuse* suivie d'un séchage a 40°C), une grande
partie du "potentiel en coumarine libre’' n'est pas valorisée du fait des

techniques d'extraction inadaptées.

3.1.1.2 SECHAGE

o -
* Déterminer l'influence du mode et du temps de séchage sur la tenewr en coumarines du mélilar%
* Définir la température de séchage optimale, c'est-a-dire permettant : :
- de limiter les pertes en coumarine,
- de favoriser ['hydrolyse du GOHCA cis en coumarine libre,

- un séchage de qualité a moindre colit.

Le séchage est un facteur influant sur la qualité des plantes médicinales. Ce facteur est rarement
travaillé de fagon rigoureuse car a l'interface entre plusieurs disciplines.

STEVENSON et CLAYTON (1936), SLATENSEK (1947), GOLPEN er al. (1956),
ASHTON et JONES (1959) ont étudié l'influence du séchage sur la teneur en coumnarines du
mélilot. Leurs résultats sont contradictoires. En 1973, HASKINS et GORZ étudient différentes
températures de séchage en étuves ventilées (25°C, 30°C, 40°C, 60°C, 100°C) et montrent que
pour ces températures, la perte en coumarine libre est fa plus importante & 25°C et que la plus
forte teneur en coumarine libre est obtenue 4 60°C. Comme pour ces auteurs, ces résultats nous
paraissent étonnants. En effet, 60°C ne correspond pas 4 une température optimale d'activité
enzymatique. C'est pourquoi, nous avons mis en place une expérimentation visant & valider ces
résultats. De plus, il existe d'antres méthodes de stabilisation du matériel végétal comme la
lyophilisation et le séchage aux micro-ondes non encore testées et qui méritent d'étre €rudices
bien que leur application industrielle n'apparaisse pas a priori rentable dans ce cas.

Une émde préalable a ét€ menée visant & définir la cinétique de séchage d'échanullons de
mélilot. Elle nous a permis de déterminer I'humidité contenue dans le matériel végétal apres un

temps donné de séchage.
3.1.1.2.1 Matériel et méthodes

* Matériel végétal commun aux_trois essais : mélilots de génotypes 112-4 muldpli€s in vigro et
cultivés en serre durant deux mois. Les échantillons sont consttués des parties acriennes des

plantes fraiches coupées en morceaux de 1 4 2 cm et bien homogénéisées.



* Cinétique de séchage (Essai 1)

Des échantillons de matériel frais de 5 g sont déposés a 5 températures différentes : 25°C, 30°C,
40°C, 60°C et 80°C, dans une étuve ventilée, et trois d'entre eux, notés A, B, C, sont sortis
régulierement de I'étuve et pesés a des intervalles de temps réguliers :

e pour les températures de 80°C et 60°C toutes les 10 mn,

e pour les températures de 40°C, 30°C et 25°C, les intervalles augmentent avec le niveau
de séchage :
- toutes les 30 mn jusqu'a 8 heures de séchage,
- toutes les heures jusqu'a 15 heures de séchage,
- toutes les 8 heures jusqu'a 71 heures de séchage,
- toutes les 12 heures jusqu'd 143 heures de séchage pour 40°C, 167 heures pour
30°C.
A 25°C, deux pesées supplémentaires ont été effectuées a 167 et 191 heures de séchage.
Pour le séchage aux micro-ondes (marque VEDETTE, fréquence : 2450 MHz), trois
échantillons de 10 g ont ét€ placés dans ce four a des intervalles de temps variant de 30
secondes 4 12 minutes.
L'humidité résiduelle des échantillons est mesurée en les plagant 24 heures & 105°C.

* Influence du séchage sur la teneur en coumarines (Essai 2)

Les résultats de 1'étude de la cinétique de séchage ont permis de déterminer le temps nécessaire
pour obtenir une humidité définie pour chaque température de séchage.

L'humidité initiale contenue dans le matériel végétal est désignée comme étant 100% et HR
comme l'humidité résiduelle contenue dans le matériel sec. Ainsi, 50% et 15% dhumidité
correspondent respectivement a la moiti€ et & 85% de l'humidité éliminée par séchage du
matériel frais. La modalité "excés de séchage” correspond 4 des échantillons séchés deux fois le
temps nécessaire a l'obtention de I'humidité résiduelle contenue dans le matériel sec.

Des échantillons de 5 g de mélilot frais sont placés 4 5 empératures différentes : 25°C, 30°C,
40°C, 60°C et 80°C. Des échantillons de 10 g sont placés aux micro-ondes. Les contraintes
expérimentales nous ont amenés a utiliser du matériel frais (F.M.) issu de quatre récoltes
différentes effectuées & quelques jours d'intervalle. Pour les températures 25°C, 30°C et 60°C,
le matériel végétal utilisé est F.M.1 ; pour 40°C et 80°C, F.M.2 ; pour le micro-onde, F.M.3,
Pour le matériel frais séché dans le séchoir ventilé, 3 échantillons sont sortis aux temps définis
dans l'essai "cinétique de séchage" pour obtenir 50%, 15% d'humidité et 'humidité résiduelle.
Trois échantillons sont placés dans le micro-onde pour chaque temps de séchage.

Dans le cas de la lyophilisation, des échantillons de 5 g de F.M.4 sont immergés dans de l'azote
liquide 2 4 3 minutes, puis placés dans un lyophilisateur (FTS System Incorporation,
New York) durant 66 heures,
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Lorsque les échantillons ne sont pas a 'humidité résiduelle, ils sont broyes avec du sable dans
un mortier. Les échantillons secs sont broyés dans un broyeur 4 billes. Les particules obtenues

mesurent de 0,003 4 0,1 mm.

Ces échantillons sont extraits avec 25 mi d'eau chaude, agités a température ambiante 30 mn
puis centrifugés 2 fois 2 12 000 tours mn" & 5°C. La teneur en coumarines est exprimée en

coumarine libre sur matériel végétal ramené 4 0% d'humidité.

* Température optimale de la B glucosidase du mélilot (Essai 3)

10 g de matériel végétal frais sont récoltés, 5 g sont séchés aux micro-ondes, pesés, broyés et
extraits avec 25 ml d'eau puis dilués 2 fois (extrait 1). Les 5 grammes restants sont broyés dans
un mortier en présence de 25 ml d'eau A température ambiante et dilués 100 fois (extrait 2).

Les 2 extraits sont centrifugés 2 fois : 15 mn & 12 000 tours mn™ puis dosés. Le mélange (50 -
50) des 2 extraits est placé pendant | heure aux températures 25°C, 37°C, 50°C, 60°C, 70°C et
80°C puis dosé.

3.1.1.2.2 Résultats et discussion

3.1.1.2.2.1 Cinétique de séchage

La cinétique de séchage a été obtenue pour chaque température avec du matériel frais possédant
une humtdité moyenne de 8§1%.
La Figure 26 présente deux exemples de cinétique de séchage :

-440°C;

- aux micro-ondes.
Ces courbes ont €t faites pour chacune des températures (& l'exception de la modalité
Iyophilisation), Elles ont permis de déterminer le temps nécessaire pour obtenir une humidité
donnée par température pour l'essai suivant.
Durant le séchage, la perte en eau n'est pas lindaire avec le temps. En séchoir ventilé, il y a deux
€tapes successives ;

- une perte linéaire de 'eau superficielle,

- une perte progressive de l'eau contenue dans les tissus une fois amenée & la surtuce.
La Figure 27 met en évidence la relation existant, pour chaque température, entre I'humidite
résiduelle et le temps nécessaire pour l'atteindre. A 25°C, le temps de séchage et I'humidité
résiduelle sont élevés, 120 heures et 5,2% alors qu'il faut 72 heures 4 30°C pour obtenir une

humidité résiduelle de 3,5%. A 80°C, il faut seulement 90 mn pour atteindre une humidit€
résiduelle de 0.03%.
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Températures

60°C

25°C 30°C 40°C 80°C Micro
ondes

Humidité
350% TORSmn| 7hd8mn | 3h40mn | 30mn305] 14mn 105 ] 1mn7s
15% 45h |22h36mn|10h15mn| 1h27mn | 35mn 2 mn 8s
HR 120 h 72 h 48 h 3 h Th 30 mn| 3 mn 30 s
Exces de 240 h 144 h 96 h §h 3h 7 mn
séchage
Tableau 4 : Temps de séchage nécessaires pour atteindre une humidité

résiduelle donnée ou utilisés pour la modalité "excés de séchage”




Les temps de séchage nécessaires pour arriver 3 une humidité résiduelle donnée sont présentés

dans le Tableau 4.

3.1.1.2.2.2 Influence du séchage sur la teneur en

coumarines

* | e matériel végétal frais de dépant

Quatre types de matériel frais ont été utilisés. Il n'y a pas de différence significative entre les
taux d'humidité de F.M.1, FEM.2 et F.M.3 ni entre les teneurs en coumarines qui sont de
I'ordre de 1,7%. La teneur en coumarines fa plus faible est contenue dans le matériel végéral
utilisé pour la lyophilisation (F.M.4). Ce résultat peut s'expliquer par la chronoclogie de cette
expérimentation. En effet, la modalité "lyophilisation” a €& testée en demier sur des plantes
légerement plus dgées (1 mois).

La teneur en coumarine libre contenue dans ces échantillons correspond a environ 64% des
coumarines. Ce résultat est inférieur 4 celui trouvé par HASKINS et GORZ (1973) (89%).
Cette différence s'explique parce que nos plantes sont cultivées en serre alors que les leurs
étaient cultivées en plein champs. Les vitres des serres arrétent une partie des U. V. d'ot une
proportion plus importante de GOHCA sous forme cis dans le cas de plantes cultivées en plein

champ.

* Comparaison entre le matériel frais et le matériel sec

L'utilisation d'un sécheir ventilé entraine des pertes en coumarines confrairement aux aufres
techniques de séchage comme la lyophilisation ou les micro-ondes. En fait, le pourcentage de
GOHCA trans reste stable quelques soient les modalités, seules les teneurs en coumarine libre
et en GOHCA cis sont modifiées.

Ainsi les pertes en coumarines seront exprimées en perte de GOHCA cis ef de
coumarine libre. Pour une durée "normale” de séchage (jusqu'a l'humidité résiduelle), la
perte la plus importante correspond a 25°C (61%) suivie de 80°C (43%), 60°C (41%) et 40°C
(34%). HASKINS et GORZ (1973) trouvent également 62% de perte en coumarines apres un
séchage de 64 heures 4 25°C. 11 semble qu'une réaction particuliére ait eu lieu. II est possible
d'émettre I'hypothése qu'd cette température le matériel végétal reste un long moment 2 une
humidité importante, d'ott la formation de dicoumarol (SANDERSON, 1986).

Il n'y pas de perte en coumarines & 30°C, ce qui est difficile & expliquer. Par ailleurs, bien qu'il
n'y ait que 5°C de différence avec 25°C, le temps de séchage ainsi que 'humidit€ résiduelle &
30°C sont divisés par 2.

Une perte importante en coumarine libre est notée & 80°C (51% dans le cas d'un exces de
séchage). Ce résultat peut s'expliquer par la volatilisation de la coumarine libre. En effet, cette
molécule posséde un point de volatilisation de l'ordre de 70°C (HASKINS et KOSUGE,
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1965). HASKINS et GORZ (1973) n'ont pas travaillé  cette température mais ils trouvent une
perte de 41% apres 4 heures de séchage a4 60°C. Exactement le méme pourcentage de perte est
obtenu dans cet essai aprés le méme temps de séchage, 2 60°C.
Ne connaissant pas la température de volatilisation du GOHCA c¢is, il est difficile de déterminer
si les pertes sont liées :

- & une volatilisation directe du GOHCA cis,

ou

- & une volatilisation de la coumarine libre issue de la réaction d'hydrolyse du

GOHCA cis.
La premiére hypothése nous parait peu probable en raison de la stabilité de la teneur en
GOHCA trans pour toutes les modalités.

Un exces de séchage obtenu en utilisant un séchoir ventilé provoque une perte en coumarines de
66% a 25°C et de 27% 2 40°C. Dans le cas du micro-onde, un exces de séchage n'induit pas de
perte, vraisemblablement du fait de ['absence d'eau dans le matériel A I'humidité résiduelle.

La lyophilisation permet une conservation totale de la teneur en cournarines initiale et une
bonne activité biologique du matériel végétal.

* La composition en coumarines (Figure 28)

Le pourcentage de GOHCA trans est pratiquement constant durant tous les stades de séchage et
pour toutes les techniques testées contrairement aux teneurs en GOHCA cis et en coumarine
libre. Ces résultats viennent confirmer ceux obtenus par HASKINS et GORZ (1973). En
séchoir ventilé, le pourcentage de coumarine libre semble diminuer au cours du séchage alors
que le GOHCA cis augmente proportionnellement. Cependant, aprés séchage aux micro-ondes,
le matériel végétal contient trés peu de coumarine libre. En effet, les micro-ondes, par leur
action sur les protéines, dénaturent la B glucosidase avec comme conséquence l'absence
d'hydrolyse du GOHCA cis. La teneur de 0,05% de coumarine libre observée dans ce matériel
est:

- soit un artefact li€é au contact de l'enzyme et de son substrat ente le moment de la

préparation du matériel frais et de la dénaturation de la B glucosidase par les micro-ondes

(5 a 10 mn),

- s0it le pourcentage de coumarine libre existant initialement dans le mélilot.

La proportion en coumarine libre dans les parties aériennes de la

plante fraiche serait au plus de 3% des coumarines.

HASKINS et GORZ (1961) ont également montré en dénaturant la B glucosidase par
immersion dans de I'eau bouillante que la présence de coumarine libre dans les extraits de
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mélilot était un artefact et que la coumarine libre se trouvait sous forme de 8 GOHCA #rans et

cis dans le matériel frais.

La présence de coumarine libre dans le mélilot frais ou incomplétement sec provient de la mise
en contact de la B glucosidase intercellulaire et de son substrat vacuolaire :
- soit pendant {e temps de séchage,
- soit durant le broyage dans le mortier (plus le matériel végéral est hurmide, plus la
réaction est rapide).
En ce qui concerne la Iyophilisation, la phase de congélation peut endommager la structure
cellulaire du matériel mais les protéines ne sont pas dénaturées. L'hydrolyse du GOHCA cis
peut avoir lieu soit au moment de la congélation lorsque les cellules éclatent, soit lors de fa

phase de décongélation.

La comparaison des teneurs en GOHCA c¢is et en coumarine libre  différentes températures de
séchage met en évidence que la réaction d'hydrolyse du GOHCA cis est la plus importante a
60°C (92% du substrat est hydrolysé). Ce résultat est surprenant si l'on se réfere a l'optimum
thermique de I'émulsine ou d'autres B glucosidases du commerce (37°C).

Afin de vérifier 'optimum thermique de la § glucosidase du mélilot, nous avons mis en place
un essai complémentaire & partir du matériel végétal qui a permis d'obtenir les résultats sur le
séchage. Dans 1a mesure ot nous ne disposions pas de GOHCA cis purifié, un extrait obtenu a
partir du matériel végétal séché aux micro-ondes (7 mn) constimait le "substrat” (Extrait 1. Un
autre extrait obtenu & partir de matériel frais traité  I'sau froide correspondait @ "l'enzyme”
(Extrait 2). Des émdes préliminaires ont permis de définir la dilution de 'enzyme et le temps de
mise en contact entre l'enzyme et son substrat. L'extrait 2 a aussi été dilué 100 fois, du fait de
l'extréme rapidité de la réaction & concentration normale. L'extrait 1 contdent une forte
proportion de GOHCA cis contrairement 2 l'extrait 2 qui n'en contient plus : 'hydrolyse s'est
produite au cours de l'extraction, aqueuse a froid (Figure 29). Ces résultats viennent bien

confirmer que :

37°C est la température optimale d'activité de la fi glucosidase du mélilot.

Les résultats de teneurs en coumarines en fonction des températures de séchage viennent
confirmer ceux obtenus par HASKINS et GORZ (1973). Ces auteurs concluent que l
température de 60°C permet d'atteindre un degré de rupture des tissus qui assure le meiileur
contact enzyme / substrat. Cette hypothése resterait & vérifier en analysant, apres extraction au
méthanol sous reflux (pour bloquer l'activité B glucosidasique), du matériel végétal apres 30

secondes, 1 minute, 2 minutes,... de séchage a 60°C.

Les premiers résultats obtenus i 'échelle industrielle ne sont pas présentés ici. En effet, certains

problémes technigues ont été renconwrés. Cependant, nous avons remarqué qu'environ 90% du
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GOHCA cis a été hydrolysé en coumarine libre dans le matériel végétal récolté a P'ensileuse
séché 5 heures 2 80°C et 13 hewres a 60°C. 1l existe donc un "décalage” important entre le
temps de séchage de 5 g et celui d'une tonne de matiére fraiche, 2 température identique. Ce
phénomene, prévisible, peut s'expliquer en partie par le temps nécessaire & une masse
importante de matériel pour atteindre la température de l'air. En réalité, la température affichée
dans le séchoir s'aveére toujours supérieure a celle atteinte dans le matériel végétal lui méme.
Ainsi, des conditions de séchage de 80°C durant 5 heures puis de 60°C durant 13 heures
permettent d'obtenir A une échelle industrielle :

- une bonne teneur en coumarines,

- une hydrolyse maximale du GOHCA cis en coumarine libre,

- un temps d'occupation du séchoir réduit (par rappert a 40°C, température

classiquement utilisée).

La teneur en coumarines dans le matériel frais séché industriellement n'a pu étre dosée. 1l a
donc été impossible de déterminer la perte en coumarines, occasionnée par cette technique.
Des études préliminaires ont permis de montrer que I'épaisseur de la couche de matériel végetal
frais, déposée dans le séchoir, jouait un role important d'une part sur le bon déroulement du
séchage (si elle est trop importante, il y 2 un risque de formation de poches de fermentation) et
d'autre part, sur la qualité du matériel sec obtenu.

Une étude plus fine sera menée en 1996.

3.1.1.2.3 Conclusion

Cette étude vient confirmer I'influence du séchage sur la teneur en coumnarine(s) du meélilot.

La lyophilisation est une technique de stabilisation du mélilot frais qui

n'occasionne aucune perte en COWmMArines.

Cependant, cette technique cofiteuse est rarement disponible chez les productewrs. Le séchage

se fait généralement en séchoir ventilé.

Dans ce cas, la température optimale de séchage est 60°C.

I! convient de noter, dans le cas du séchage d'une quaniité importante de mélilot, qu'il faut tenir
compte de "l'inertie” du matérel végétal et donc sécher, dans une premiére phase, a une
température plus élevée que la température optimale déterminée sur une petite quantté de
matériel.

La modalité de séchage & I'échelle industrielle (80°C durant 5 heures puis 60°C durant

13 heures) reste donc a valider en 1996.
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3.1.1.3 ISOMERISATION DU GOHCA TRANS EN GOHCA CIS

{Objectif - Isomériser le GOHCA trans en GOHCA ¢is en vue d'obtenir aprés hydrolyse un'

irendement optimal en coumarine libre

Le GOHCA rrans existe dans une proportion plus ou moins importante (de 'ordre de 15%)
dans tous les échantillons de parties aériennes analysés. L'activité pharmacologique de ce
précurseur n'étant pas connue, le criteére de qualité du mélilot reste sa teneur en coumarine libre.
La maitrise de la réaction d'isomérisation du GOHCA trans en cis puis de 'hydrolyse du dérive
¢is permettrait théoriquement d'augmenter la quantité de substrat pour la B glucosidase donc la
quantité¢ de coumarine libre produite.
On peut envisager que cette réaction d'isomérisation prenne place a différentes €tapes de la
chaine de production :

- lors de la culture de la plante,

- durant le séchage,

- durant l'extraction.
3.1.1.3.1 Matériel et méthodes

* Dans la plante
2 plantes (A et B) de génotype 70-5 (le premier chiffre correspond au numéro de l'origine, le

second au numéro de la plante étudiée au sein de l'origine) issues de bouturage sont cultivées 1
mois en serre. La plante A est maintenue en serre alors que la plante B est placée 6 heures par
jour au soleil et ce pendant 3 jours.

Les parties aériennes des plantes sont alors récoltées, séchées (en séchoir ventilé, 5 heures a

60°C) et dosées aprés extraction & I'eau chaude.

* Durant le séchage

Environ 320 g de matiére fraiche sont récoltés sur des mélilots de génotype 112-4 issus de
culture in vitro, cultivés 2 mois en serre.
Trois fois 40 g sont placés dans une étuve ventilée pendant 5 heures a 60°C.

e modalité¢ T témoin : 'étuve n'est pas éclairée
e modalité LN : I'étuve contient une lampe U.V. émettant autour de 365 mn

Les échantillons sont broyés, extraits et dosés.

* Durant {'extraction

- Isomérisation d'une solution témoin de GOHCA mrans (Essai 1)
5 ml d'une solution de GOHCA frans 4 0,4 mg ml" dans du méthanol est préparée ;
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2.5 ml de cette selution sont placés sous U.V. et dosés apres 3 et 4 heures.

- Isomérisation du GOHCA #rans contenu dans V'extrait (Essai 2)

La matiére séche issue du génotype 112-4 est séchée & 60°C pendant 5 heures.
L'extraction a lieu & 37°C dans une enceinte climatique équipée d'une lampe U.V. et d'une table
d'agitation.
e modalité T témoin : 3 fois 0,5 g + 10 ml d'eau froide sont placés dans des boites de
Pétri fermées, protégées des U.V.
e modalit¢ LN : 3 fois 0,5 g + 10 ml d'eau froide sont placés sous U.V. autour de
360 nm dans des boites de Pétri ouvertes.
Aprés 24, 48 et 72 heures, le volume est réajusté respectivernent & 10, 9 et 8§ ml et I ml est
prélevé, centrifugé et dosé.

3.1.1.3.2 Résultats et discussion
3.1.1.3.2.1 Dans la plante

Les résultats sont présentés Figure 30. La diminution de forme #rans dans les plantes

exposées au soleil est proportionnelle a I'apparition de forme cis.

Le passage a la lumiére solaire de mélilots cultivés en serre permet

U'isomérisation d'une grande partie du GOHCA trans en cis.

Confirmant les travaux de AKESON et al. (1963), qui notent que les mélilots cultivés au champ
contiennent toujours un minimum de 11% de GOHCA trans, on constate qu'il reste de 'ordre
de 20% de GOHCA trans dans les parties aériennes des plantes exposées 6 heures par jour
pendant 3 jours au soleil. Ces auteurs concluent que le GOHCA frans existe toujours dans le
mélilot et que le pourcentage obtenu en plein champ est le résultat d'une situation d'€quilibre.
Quant au GOHCA cis, il a été hydrolysé par la 8 glucosidase en coumarine libre durant le

séchage et l'extraction.

3.1.1.3.2.2 Durant le séchage

Figure 31

Aucune isomérisation du GOHCA trans en GOHCA cis n'est obtenue lorsque H'on fait sécher le
matériel végétal cultivé en serre (donc & forte teneur en GOHCA #rans) sous U. V. Cependant,
HASKINS et al. (1964) suggerent que cette réaction étant photochimique, ils arrivent a
l'induire dans des folioles de mélilot détachées placées sous U.V.

Ces résultats contradictoires sont difficiles a expliquer.
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Une hypothése peut toutefois e émise : les longueurs d'ondes situées autour de 360 mn ne

sont pas le facteur déterminant cette réaction.
3.1.1.3.2.3 Durant l'extraction

- Isomérisation d'une solution témoin de GOHCA #rgns (Essai 1)

Figure 32

La solution témoin de GOHCA trans est en partie isomérisée sous U.V. Apres 4 heures
d'irradiation, 25% du GOHCA trans sont isomérisés sous forme de GOHCA cis. Cependant,
nous pouveons remarquer des pertes : 1a teneur en coumarines de l'extrait diminue. Ces résultats
confirment ceux obtenus par SCHON (1966) qui en essayant de produire du GOHCA cis par
l'action des U.V. & 312 nm sur une solution de GOHCA srans provoque des pertes en

coumarines. D'autres essais nous ont donné des résultats similaires.

- Isomérisation du GOHCA frans contenu dans V'extrait (Essai 2)

Figure 33

Apres 24 heures d'irradiation U.V., ni la teneur en coumarines, ni la composition de l'extrait ne
sont modifiées. Si cette irradiation se prolonge (48 heures), la tencur en coumarines est
inférieure dans les échantillons irradiés par rapport au témoin correspondant. Il n'y a plus de
GOHCA trans dans ces échantillons alors que la quantité de coumarine libre est stable. Apres
772 heures d'irradiation, le GOHCA trans a disparu des échandllons et la quantit€ de coumarine
libre a légérement augmenté.

Les U.V. sont réputés pour leur effet “destructeur” des liaisons moléculaires. Ici, ils
interviennent sur le GOHCA frans mais ne semblent pas provoquer la réaction d'isomérisation
attendue. En effet, ni le pourcentage de GOHCA c¢is, ni celui de cournarine libre n‘augmentent.

3.1.1.3.3 Conclusion

Nous ne sommes pas arrivés i maitriser parfaitement la réaction d'iscmérisation qui permettrait,
en théorie, d'augmenter la teneur en coumarine libre du végétal ou de l'extrait, d'environ 15%
(proportion moyenne de GOHCA rans contenuce dans les parties aériennes de mélilots cultiveés
en plein champ).
Ce phénomene est difficile 4 expliquer. Deux hypothéses peuvent ére posées :
_ cette Téaction atteindrait un état d'équilibre & 15% de GOHCA mans
- 1a longueur d'onde utilisée (autour de 360 mn) ne correspond pas 2 celle induisant certe
réaction. Dans la mesure ot la lumire solaire permet lisomérisation, il serait
envisageable de décomposer le spectre de cette Jumigre en plusieurs bandes et de les tester

pour connaitre la longueur d'onde optimale d'irradiation.
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i Objectifs :
: - caractériser par des critéres agronomiques et de teneur en coumarines le matériel
végéial wiilisé dans le cadre de cette étude

- sélectionner des génotypes A forte teneur et rendement élevé en coumarines

Dés 1936, STEVENSON et CLAYTON notent une forte variabilité génétique entre et au sein
des populations de mélilots concernant le caractére "teneur en coumarines”. Plus tard, de
nombreux auteurs : SMITH (1948), WEBSTER (1955), GOLPEN er al. (1957), AKESON et
al. (1963) ; HASKINS et KOSUGE (1965), GORZ et al. (1992) font la méme constatation ez
sélectionnent des origines A faible teneur en coumarines en vue de créer des variétés
fowrrageres. Clest pourquoi, I'une des premiéres étapes de ce programme de recherche a été de
collecter un nombre important de graines de mélilot d'origines différentes afin de pouvoir
disposer d'une base génétique large. Grice aux relations que nous avons pu avoir dans le
monde entier avec des conservatoires botaniques, des organismes de production ou de
conservation de graines et diverses universités, nous avons collecté¢ environ 160 origines de
mélilot de 10 espéces différentes. Fn raison de la quantité restreinte de certains échantillons
(parfois quelques dizaines de graines par origine) ainsi que le caractere allogamique du genre
Melilotus, cette collection n'a pu éue entitrement maintenue. En effet, la conservation en
panmixie* de populations de mélilots (généralement bisannuelles) ne peut se faire qu'en
isolement. De plus, Yentomophilie de ce genre nécessite la présence d'insectes poliinisateurs
pour avoir une fécondation donc une production de graines.

Cest la raison pour laquelle certaines origines particulierement intéressantes ont €€ maintenues

par culture sur des sites exempts de mélilot afin d'éviter une éventelle interfécondation.

Une premiére étude de la variabilité interorigine zu sein de cette collection nous a permis de
déterminer (par dosages semi-quantitatifs : chromatographie en couche mince) des origines a
forte teneur en coumarines possédant de bonnes qualités agronomiques {(croissance, sensibilité
aux pathogeénes ...).

Nous avons également étudié la variabilité intra-origine (au sein de quelques-unes de ces
populations) dans le but de propager par le biais de la multiplication végérative le matérel
végétal ainsi sélectionné et de pouvoir travailler avec des plantes génétiquement stables.

Nous ne présenterons ici que quelques-uns des résultats de ces ravaux.
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3.1.2.1 MATERIEL ET METHODES

* Les origines

Les origines ont ét¢ numérotées de 1 & 161 suivant leur ordre de réception. Les principales
origines retenues présentent les caractéristiques suivantes :

- Origine 25 : Melilotus officinalis L jardin botanique de BORDEAUX.

- 'Origine 45 : Melilotus officinalis L. : jardin botanique de 1'Universit¢ de VIENNE en
Autriche.

- Origine 70 : Melilotus officinalis L. : jardin botanique de NANCY.

- Origine 83 : Melilotus officinalis L. : jardin botanique de LA GACILLY.

- Origine 91 : Melilotus albus Desr. : Université de LOGAN en UTAH aux USA.

- Origine 112 : Melilotus officinalis L. : jardin botanique de HAYYHO-KOJIMAP en Russie.

- Origine 126 : Melilotus officinalis L. : Union des Instituts des plantes induswielles &
LENINGRAD en Russie.

- Origine 138 : Melilotus albus Desr.: jardin botanique de LIUCERNOVIDNYJ en Russie.

- Origine 157 : Melilotus officinalis L. variété YUKON, sélectionnée pour sa résistance au
froid et sa bonne production fourragére (GOLPEN, 1971). Elle nous a ét¢ adressée par le
Dr GOLPEN de Ia station de recherche agronomique de SASKATOON au Canada.

Avant d'8tre semées, toutes les graines ont €t nettoyées et scarifiées manuellement par

frottement entre deux feuilles de papier de verre.

- Etude de la variabilité interorigine

Le 12/05/93, 2 m? des origines 25, 70, 91, 126, 138, 157 ont été semées 2 10 kg ha' 2
Luttenbach (48° 2' N, 7°2' 15" E) (altitude 400m) dans le vallée de Munster dans un sol
sableux. Trois semaines aprés, elles ont été démariées pour obtenir 30 pl. m*,

Quatre fois 15 plantes de chaque origine ont été récoltées i 1'état végéuatif le 27/07/93 (séchées

24 heures a 60°C et extraites i l'eau A température ambiante puis dosées). Une semaine apres le

semis, le powrcentage de germination a ét€ noté.

- Etude de la variabilité intra-origine

Quarante graines des origines 45, 70, 83 et 112 ont ét€ semées le 27/12/90 dans un plateau
contenant 1/3 de terreau, 1/3 de sable et 1/3 de terre franche et placées en serre chauffée 2 25°C.
Le 21/01/91, les plantules ont été repiquées en "fertil pots” de 8 cm de dizmetre et wransférées en
serre. Huit plantules vigoureuses de hauteur identique ont € choisies pour Pérude et
numérotées. Les parties aériennes ont été récoltées le 09/07/91. Ces échantillons ont été séches

4 heures A 60°C puis extraits au méthanol 4 froid.
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Origine 25 70 91 126 138 157
Taux de
germination 76 933 90 90 74 70
(%)
Hauteur
(cm) 40 35 30 25 35 35
Teneurs en
coumarines 1,27 1,17 1,26 1,2 1,13 1,33
(%) +0,12 +0,.2 + 0,11 + 0,08 + 0,06 + 0,10
Rendements
en coumarines| ,g3g | 1791 | 16,43 16,78 18,15 22,74
(mg / pl.) +1045 | +867 +391 +£37 + 4,67 + 435

Tableau 5 : Résultats de I'étude de la variabilité inter origine




100 graines des origines 45, 112 et 157 ont été semées le 7/12/93 en temines placées en serre ;
les plantules obtenues ont été repiquées 1 mois aprés en "fertil pots” de 8 cm de diametre. Le
7/3/94, 50 plantes de ces 3 origines ont &t numérotées et les parties aériennes récoltées en
laissant au minimum un bourgeon & la base de chaque plante. Les échantillons ont €€ séchés

4 heures & 60°C, extraits & température ambiante & l'eau et doses.

Des graines issues de l'autofécondation de plantes de génotypes 112-4 ont été¢ semées le
18/08/93 a Luttenbach sur une parcelle de 24 m? : les plantules ont &€ démariées a 50 pl. m>
début mars 94. Le 25/05/94, 100 plantes ont ét€ récoltées :

- 50 entierement puis disséquées en racines, tiges et feuilles,

- 50 uniquement pour les parties aériennes qui n'ont pas €t€ disséquées.
Les échantillons ont été séchés 4 heures A 60°C, extraits a l'eau et dosés.

3.1.2.2 RESULTATS ET DISCUSSION

En raison du manque d'informations  notre disposition, ces "origines” sont donc données a
fire indicatif, dans la mesure ob elles ne correspondent pas forcément & lorigine réelle

(présence 2 l'état spontané) d'une population donnée.

Dans un premier temps, notre choix a été de récolter les parties aériennes des plantes mises
en culture. Cependant, pour étudier la variabilité génétique d'un caractére au sein d'une
population, il est préférable de travailler organe par organe. Le pourcentage de coumarines dans

les parties aériennes peut &tre exprimé sous la forme suivante :

(poids feuilles * % de coum feuilles + poids tiges * % coum tiges) / (poids des tiges + poids des fenilles)

3.1.2.2.1 - Etude de la variabilité interorigine

L'étude de l'ensemble de la collection (160 origines) n'a pas été réalisée dans de bonnes
conditions. Les dosages ont été effectués en chromatographie en couche mince sur un nombre
réduit de plantes récoltées 3 la floraison mais possédant des dges différents. C'est pourguoi
nous ne présenterons pas ces résultats. Il faut cependant noter que les critéres agronomiques
étudiés (croissance, résistance A des agents pathogenes : oidium, sitones..) et les données semi-
quantitatives de teneur en coumarines présentaient de fortes variations selon les origines.
Certaines provenances possédent des teneurs en coumarines inférieures a 0,05% et
correspondent vraisemblablement 4 des variétés a faible teneur en coumarines, issues des
programmes de sélection mis en place dans les années 60 en vue de produire des mélilots
fourragers. D'autres atteignent des tenewrs supérieures a 1%. Les 6 meilleures origines

sélectionnées ont été comparées.
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Les teneurs (exprimées en pourcentage de coumarine libre sur le poids sec) et les rendements en
coumarines de ces origines sont présentés Tableau 5.

Pour les 6 origines présélectionnées (par comparaison de profils CCM), un certain nombre de
critéres agronomiques ont été notés. Les teneurs en coumarines ont € déterminées par dosage
en HPLC.

Ces résultats montrent que les teneurs en coumarines sont toutes €levées (supérieures a 1%
aprés 2 mois et demi de culture) et mettent en évidence que I'étude de 'ensemble de la collection
(bien que peu rigoureuse) a peris de sélectionner des populations intéressantes.

Le choix de 15 plantes par répétition parait étre suffisant. En effet, les coefficients de vanatons
sont de 'ordre de 10% pour les teneurs en coumarines alors qu'ils sont beaucoup plus élevés
pour les rendements en matiére séche (30 a4 40%). Ce qui tend & monter une plus forte
variabilité de ce dernier caractere.

Il ressort que les origines 25 et 157 possédent a la fois une bonne teneur et un bon rendement
en COUMmarines.

Les origines choisies pour l'espéce Melilotus albus (origines 91 et 138) ne sont pas meilleures
que celles sélectionnées pour Melilotus officinalis. It est cependant impossible de conclure sur
'éventuel intérét de cultiver une espéce autre que Melilotus officinalis compte tenu du faible
nombre d'origines testées. Dans la bibliographie, il n'est pas mentionné de différences
importantes entre ces deux espéces qui s'averent trés proches d'un point de vue géncltique et qui

possedent une biologie similaire.
3.1.2.2.2 - Etude de la variabilité intra-origine

Le choix, la conservation et la multiplication de plantes sont relativement faciles chez le mélilot.
En effet, une plante dont on récolte uniquement les parties agriennes et sur laquelle restent
quelques bourgeons, reprend son développement. De plus, le mélilot se bouturant facilement,
nous avons mis au point une technique de multiplication végétative in vitro (Annexe 13) qui

permet la micropropagation rapide d'un génotype.

L'étude des feuilles de 8 plantes permet de mettre en évidence la variabilit€ intra-origine pour le
caractére "teneur en coumarines” (Figure 34). Celle-ci est importante dans ces <4 populations.
Cependant, la distribution des teneurs en fonction des génotypes est pratiquement linéaire au
sein d'une population, ce qui parait étonnant du fait du déterminisme génétique présenté dans la
bibliographie. Ainsi, HASKINS et GORZ (1961) dérerminent tois génotypes en ce qui
concerne la teneur en dérivés coumariniques du mélkilot :

- CuClu, plantes a forte teneur,

- Cucu, plantes & teneur moyenne,

- cucu, plantes a teneur faible.

Nos résultats évoquent davantage un déterminisme polygénique ou pluriailelique.
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Cette étude nous a permis de retenir deux génotypes que nous utiliserons par la suite :
- le génotype : 112-4, plante & forte "teneur en coumarines" ;
- le génotype : 45-4, plante i faible teneur.
Cependant, le mode d'extraction utilisé (méthanol a froid) et le faible nombre de plantes

étudiées nous ont amenés a renouveler 'expérimentation dans de nouvelles conditions.

La teneur en coumarines par plante (50 plantes des 3 origines étudiées) et la relation entre le
poids sec et la teneur en coumarines sont présentées Figure 35. Contrairement a ce que notent
GORZ et HASKINS (1969 a), il ne semble pas exister de corrélation négative entre ces deux
caracteres. Pour les origines 45 et 112, le coefficient de variation du caractére "teneur en
coumarines” est de I'ordre de 37% alors que pour l'origine 157, i n'est que de 20%. En effet,
il s'agit d'une variété (YUKON), plus stable génétiquement. Le coefficient de variation sur
50 plantes est approximativement le méme pour 'origine issue de l'autofécondation de la plante
112-4. De plus, la représentation des teneurs en coumnarines des feuilles de cette population
issue d'autofécondation (Figure 36) ressemble a celle obtenue Figure 37 et laisse penser 2 Ia
distribution d'un caractére polygénique. I1 est en effet difficile de mettre en évidence les trois
classes CuCu (forte teneur), Cucu et cucu (faible teneur) décrites dans la bibliographie.

La Figure 37 représente les teneurs en coumarines des parties aériennes en fonction de la
plante ou de son poids. Dans le premier cas, on retrouve le méme type de disuibution que
précédernment. En ce qui concerne la relation teneur en coumarines, poids sec des parties
aériennes, il n'apparait pas non plus de corrélation.

De plus, nous n'avons pas trouvé de plantes dites bb, c'est-d-dire ne poss€dant pas de
B glucosidase active. Ce résultat étonnant ne peut s'expliquer que par une activité suffisante de
la B glucosidase des génotypes bb pour I'hydrolyse du GOHCA cis au moment du séchage ou

de l'extraction.
3.1.2.3 CONCLUSION

Il existe une forte variabilit¢ génétique pour le caractere "teneur en coumarines” au sein des
populations étudiées. Ce caractére tend a se stabiliser aprés une génération d'autofécondation.
Cependant, les résultats obtenus remettent en cause le déterminisme génétique présent€ dans la
bibliographie et justifierait des études plus approfondies. En effet, le type de déterminisme
génétique : 1 géne avec 2 alleles est rare et le caractére "teneur en coumarines” mériterait d'€tre
4 nouveau étudié avec des techniques comme par exemple I'électrophorese afin de définir le rdle
de ce ou ces géne(s).

A partir des génotypes sélectionnés, il serait possible de mettre en place un programme de

sélection récurrente.
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32 AMELIORATION PAR LA VOIE AGRONOMIQUE

Les recherches agronomiques ont pour objectifs, en se fondant sur des études sur
I'écophysiologie des plantes, de définir un ou plusieurs ifinéraires techniques en relation
avec les contraintes du milieu, afin de permettre I'élaboration de produits végétaux récoltés avec

des caractéristiques et des compositions chimiques déterminées.

3.2.1 SYNTHESE ET MIGRATION DES COUMARINES AU
COURS DU DEVELOPPEMENT DE MELILOTUS OFFICINALIS
3.2.1.1 REPARTITION DES COUMARINES DANS LA PLANTE

GELCINSKAJA et BORDUNOVA (1936) et SLATENSEK (1947) ont montré que la teneur en
coumnarines est la plus €levée dans les tissus possédant une forte activité métabolique comme les
feuilles et les bourgeons. Cependant, la localisation du site de synthése est controversée.
MOTHES et KALA (1955) et REPPEL et WAGENBRETH (1958) proposent les racines tandis
que GORZ et HASKINS (1962) considérent que la synthése s'effectue de fagon prédominante

dans les feuilles.

Deux essais ont donc été mis en place. Le premier cherche 4 montrer que les feuilles contiennent
la plus forte teneur en coumarines de la plante quel que soit le génotype étudié. Le second a
pour but de localiser plus finement les coumarines dans les différents organes de la plante afin

de confirmer la relation pouvant exister entre ['activité métabolique et la teneur en coumnarines.

3.2.1.1.1 Matériel et méthodes

* Répartition de Ia matiére séche et des coumarines dans les organes de trois génotvpes

caractérisés par leur teneur en coumarines (Essai 1)

Trois génotypes de Melilotus officinalis : 112-4, 83-4 et 45-4 préalablement caractéris€s pour

leurs teneurs en coumarines (respectivement forte, moyenne et faible) ont €t€ retenus.
1Les mélilots sont multipliés in vitro. Les plantes racinées sont sevrées au stade 6 & 7 feuilles en
"fertil pots” de 5 cm de diamétre dans des mini-serres puis repiquées le 15/05/92 en pleine terre
et récoltées 3 mois apres.
Trois lots de 5 plantes de chaque génotype sont :

- disséqués en racines, tiges et feuilles,

- séchés 12 heures a 60°C,

73



300

0,58% a
==
250 T " mFeuilles 5
8 0,53% a mTiges |
|
§ 200 - 1.36% . mRacines |
g a !
3
o 1,02 %
5 150 + &
"2 0,27% b
téﬂ
100 + 5 0,47%
0.11% 0,25%
[ G
0.05%
50 +
‘ 0.48% 0,53 % 033 %
0 - = : l I :
112.4 834 45.4
Génotypes
Plante entidve
Poids sec en g 44285 |z]| 207 37,33 | 2| 546 4223 | 2| 246
% de coumarines 058 |z]| o 053 |2} o 027 |2| om
% (GOHCA frans /coumarines) 854 |[z2| 0w 793 | 2] oa 73 |=z] 0ss
Racines
Poids secen g 17,62 |z} 1% 986 || 11v 1547 | 2| 24
‘i de coumarines 0,48 |z} owo 053 [=] o 033 [ 2] oo
% (GOHCA trans /9bcoumarines) 1,02 (%014 1,34 |+]| 009 1,24 | =] 017
Tiges
Poids sec en g 158,22 || o9s 17, | =] 2 1523 | 2| 017
U de coumannes 018 |=] 0w 0,25 [=z=] oo 005 1] oot
Yo (GOHCA brans feoumarines) 11.52 |=] ta7 876 fs| 14 f448 | &] 4%
Feuilles
Poids sec en g 11,41 || ve 10,03 | x| 204 14,53 [ 2| oa
% de coumarines 1,36 |z| og 1,02 [ 2] oos 047 | 2| om
% (GOHCA trans /coumarines) 12,37 |2] o3 1236 || 035 12,1 | 2] o34
112-4 83-4 45-4

Figure 38 : Rendement et teneur en coumarines dans les différents organes

de 3 génotypes de mélilot



- broyés au broyeur a billes,
- extraits & deux reprises pour une partie, au méthanol 2 froid pour l'autre & l'cau,

- dosés.

* Répartition de la matidre séche et des coumarines dans les organes et tissus d'un génotype &

forte teneur en coumarines (Essai 2
Quatre plantes du génotype 112-4 multipliées par bouturage, cultivées en serre et récoltées a ['érat
végétatif aprés quatre mois de culture en serre sont :

- disséquées en limbes, nervures, pétioles, tiges, racines primaires et racines secondaires,

- séchées 12 heures 4 60°C,

- broyées au broyeur 2 billes,

- extraites a ['eau,

- dosées,

3.2.1.1.2 Raésultats

Les teneurs en coumarines trouvées aprés extraction au méthanol des organes des trois
génotypes de mélilot sont données en Annexe 14. Elles complétent les résultats présentés a la
Figure 38 et obtenus aprés extraction 2 l'eau de ces meémes organes.

En effet, le méthanol froid bien que moins performant que 1'eau ne permet pas I'nydrolyse du
GOHCA cis au cours de l'extraction (cf.3.1.1.1 Extraction). Le GOHCA irans est le
précurseur de la coumarine libre. Sa teneur peut servir d'indicateur d'activité de synthese en
coumarines d'un organe.

Il ressort de cet essai que :

- pour les trois génotypes étudiés, les feuilles présentent la plus forte teneur en
coumarines (de 0,47 a 1,36%). Cet organe qui constitue 25 a 27% de la matiere seche

des plantes contient toujours la plus importante quantité de GOHCA rrans (plus de 12%).

- les tiges sont les organes les moins concentrés en coumarines (de 0,05 a
0.25%).

- les racines contiennent, en fin de premiére année de culture, une teneur en coumnarines
comprise entre 0,33 et 0,53%. Les coumarines racinaires sont constituées d'une frés
faible proportion de GOHCA trans (de l'ordre de 1%) et d'une forte proportion de
GOHCA ¢is (61% dans le cas de I'extraction au méthanol) et le reste de coumarine libre

(38% dans le cas de l'extraction au méthanol).

74



LIMBE :
0,27 % GOHCA trans

0,99 % coumarine

17,02 mgipl -
NERVURES :
0,14 GOHCA trans

0,6 % coumarine

1,43 mgipl

X

N
A\

PETIOLE :
0,07 % GOHCA trans

0,3 % coumarine

1,17 mgipl

TIGES: .
0 % GOHCA trans
0,02 % coumarine

0,16 mgip!
RACINES PRIMAIRES :
0 % GOHCA trans

0,22 % courmnarine
10,95 mgipl

RACINES SECONDAIRES :
0 % GOHCA rrans

0,13 % coumarine

1,01 mgip!

Figure 39 : Présentation sur un mélilot (schématisé a I'état végétatif) des teneurs et
rendements en coumarines par organe



La dissection fine de plantes du génotype le plus performant 112-4 (Figure 39) met en évidence
que le limbe des feuiiles posséde la plus forte teneur en coumarines. Celte teneur
diminue dans les nervures (0,74%), le pétiole (0,37%) et la tige (0,02%) pour augmenter dans les

racines primaires (0,22%).

Le limbe foliaire et les racines primaires constituent les compartiments de la

plante dans lesquels se trouvent les quantilés de coumarines les plus élevées.

3.2.1.1.3 Discussion

La teneur en coumarines des feuilles parait étre étroitement lie au génotype contrarement aux
autres organes de la plante. Ces deux essais confirment les travaux méme anciens trouvés dans la
littérature : SLATENSEK (1947) et RUDORF (1958) considérent en effet les feuilles comme le
lieu de synthése de coumnarines. Les feuilles constituent donc l'organe possédant la plus forte
teneur en coumarings de la plante. Dans cet organe, le rapport entre le pourcentage de
GOHCA trans et de coumarine libre est élevé.

De plus, la dissection fine des organes nous a permis de montrer que le limbe foliaire est la zone
de la feuille la plus active quant & la synthése de coumarines. Ces résultats sont aussi en accord
avec ceux trouvés dans la bibliographie : le limbe est la partie de la feuille possédant la plus forte
activité photosynthétique. Or la localisation et la régulation des voies de biosynthese des
coumarines étant souvent associées aux chloroplastes (GESTETNER et CONN, 1974 ;
ALIBERT, 1977 : BROWN, 1977 ; POULTON et al., 1980), il est permis d'émettre I'hypothese
de l'existence d'une liaison entre ['activité photosynthétique et la synthése de
coumarines.

Par ailleurs, la composition et le rendement en coumarines des racines permettent de poser une
seconde hypothese :

les coumarines trouvées dans les racines sont synthétisées dans les parties
aériennes d'ou elles migrent vers les organes de réserve. Si les coumarines étaient
synthétisées dans les racines, elles devraient s'accumuler sous forme de GOHCA rrans. Or la
réaction d'isomérisation sous une forme cis n'est pas possible dans un organe souterrain, faute
d'U.V. La forte présence de GOHCA cis dans les extraits méthanoliques de racines laisse i
penser, A l'instar de ce qui se passe dans les parties aériennes, que la coumarine libre contenue
dans les extraits aqueux de racines est le résultat d'une réaction d'hydrolyse ente la
B glucosidase et son substrat au cours du séchage. La migration des coumarines vers la
racine se fait vraisemblablement sous forme de glucosides.

L'étude de la synthése et de la migration des coumarines dans la planie vise & vénbier cette
derniére hypothése. En effet, il est probable que les dérivés coumariniques contenus dans les

vacuoles des cellules, au niveau du limbe foliaire, migrent avec les autres sucres de la plante afin

d'étre mis en réserve.




Clonage in vitro d'environ 320 plantes des génotypes

112-4 : plante & "forte teneur en coumnarines”

45-4 : plante & "faible teneur en coumarines”

v

( Sevrage en serre des plantules le 20/04/93 )
(r - Repiquage en pleine terre le 17/05/93 N
Plantes de 20 ¢m environ et 11 feuilles
Site de COLMAR Site de LUTTENBACH
160 plantes de 112-4 160 plantes de 112-4
160 plantes de 45-4 160 plantes de 45-4
\_ 25 plim2 20 plim2 Y,

)

Récolte et dissection par organes de

4 fois 3 plantes ou
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par génotype et par date de récolte

Y

Pesée des organes frais
Séchage 24 60°C 12 h
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Y

@onservation en chambre froide avec du silicagel )

1

( Broyage dans un broyeur a billes)

@xtraction des coumarines a 1'eau )

CDosage par HPLC )

Figure 40 : Protocole expérimental choisi pour I'étude de la synthese et migration
des coumarines dans le mélilot




3.2.1.2 SYNTHESE ET MIGRATION DES COUMARINES DANS LE
MELILOT

0 Tester 'hypothese d'une migration des coumarines de l'organe "source” (feuilles) ver5§
lorgane "puits” (racines) :

s Etablir un paralléle entre la teneur en azote et la teneur en coumarines dans les tiges, t’esé
| racines et les feuilles du mélilot
Le lien existant entre le métabolisme de l'azote et la synthése de coumarines (la
phénylalanine est l'acide aminé précurseur des coumarines) nous a amenés i étudjerg

l'existence d'une éventuelle relation.

ie Tester I'éventuelle capacité des racines a synthétiser des coumarines par culture d'organe

3.2.1.2.1 Matériel et méthodes

Le protocole expérimental de cet essai est présenté ci-contre ¥Figure 40.

Cet essai est placé sur deux sites :
- a Luttenbach (48° 2'N, 7°2' 15" E ; altitude 400m) dans la vallée de Munster dans un

sol sableux,

- dans un chissis contenant le méme type de sol sur le site de I'INRA de Colmar

(48° 3'N, 7°2'E ; altitude 200 my).
Dans le premier cas, 160 plantes de 112-4 et 160 plantes de 45-4 sont repiquées sur une surface
de 16 m” soit 3 une densité de 20 pl. m™. Dans le chdssis, la surface éant plus limitée, le méme
nombre de plantes est repiqué 3 une densité de 25 pl. m™. Deux rangées de mélifot sont produites
par semis. Ils sont au méme stade de développement que les clones au jour du repiquage et ils
sont placés autour de l'essai, afin de limiter "l'effet bordure™*.
Les plantes récoltées sont mesurées puis disséquées par organe. Dans le cas des deux premuieres
dates de récolte, 3 plantes par génotype et par répéition sont utilisées afin de disposer de
suffisamment de matiére séche par organe (environ 0,5 g) pour effectuer un dosage fiable. Aux
dates suivantes, une plante constitue une répétiion. Lorsque les plantes mesurent plus de
60 cm, eiles sont disséquées par niveaux.
Ces derniers sont ainsi définis :

- 1 : N1 du niveau du sol 4 30 cm,

-2:N2de30cma60cem,

- 3 N3 supérieure a 60 crm.



Colmar (INRA Chassis) Luttenbach
Dates de Nombre de Dates de Nombre de
récolte niveaux étudiés récolte niveaux étudiés
1/06/93 1 1/06/93 1
15/06/93 i 15/06/93 1
6/07/93 1 6/07/93 1
27/07/93 3 27/07/93 1
17/08/93 3 17/08/93 1
7/09/93 3 7/09/93 1
19/10/93 3 5/10/93 1
26/04/94 1 26/04/94 1
25/05/94 3 25/05/94 3
21/06/94 3 21/06/94 3
Tableau 6 : Calendrier des récoltes des génotypes 112-4 et 45-4
Lieu Date de récolte génotypes |Organes
racines
Colmar 6/07/93 112-4 tiges
et 45-4 feuilles
racines
Luttenbach 17/08/93 112-4 tiges
et 45-4 feuilles

Tableau 7 ; Echantillonnage pour le dosage de l'azote total




A l'apparition des premiéres morsures de sitones (Sitona cylindricolis), des traitements

réguliers ont été effectués sur les deux sites avec de la lambda-cyclohéthrine 2 6,25 g ha L

Le 14/12/93 en fin de premiére année de culture, les parties aériennes constituées uniquement de

tiges séches ont été coupées a 10 cm de 1a base de la méme manigre sur les deux sites,

* Les sommes_des températures correspondent 2 la somme en base 0 (le z€ro végétatif* du

mélilot n'est pas connu) de la moyenne des températures mesurées Sous abri (température
minimale + température maximale de la journée /2) d'un relevé hebdomadaire.

En 1993, la somme débute avec la mise en place des plantes le 17/05/93. En 1994, elle débute
au moment ol les plantes commencent & se développer soit début mars.

A Luttenbach, les relevés thermiques ont été effectués a I'aide d'un enregistreur placé sur le site

de T'essai. A Colmar, ils ont été notés par le centre météorologique situé sur le site de 'INRA 2

quelques dizaines de metres de l'expérimentation.

* Le rayonnement global a été relevé par le centre météorologique de Colmar. La somme du
rayonnement global correspond a la somme journaliere du rayonnement regu par les plantes.

Elle est exprimée en J cm”, Elle débute :
- en 1993, A la mise en place des plantes sur le terrain,

-en 1994, le ler mars.

Les dates de récoltes sont présentées Tableau 6.

* Dosage de l'azofe total

Certains échantillons (Tableau 7) sont analysés afin de définir leur teneur en azote total. La

méthode utilisée est décrite en Annexe 15.

Le choix de ces échantillons a été réalisé en grande partic en fonction de la matiere seche

disponible restante, apres analyse des coumarines.

% Culture jn vitro de racines isolées de meélilot

Des apex racinaires d'environ 1 cm de long sont prélevés sur des plantes 112-4 cultivées in
vitro et disposés dans 8 boites de pétri de 8 cm de diamétre contenant un milieu gélosé BS
(Annexe 16). Aprés 2,5 mois de culture 3 la lumitre (4 boites) ou & l'obscurité (4 boites) a
22°C, les racines produites sont prélevées, séchées 4 heures a 60°C, broyées et analysées.
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3.2.1.2,2 Résulats et discussion

3.2.1.2.2.1 Rendement moyen en matiére séche

L'évolution du poids sec par organe du nombre de ramifications et de la hauteur des plantes est
présentée, pour les deux génotypes €tudiés, par lieux de culture (Figure 41 a Luttenbach,
Figure 42 3 Colmar).

- A Luttenbach, les 3 parameétres étudiés sont approximativement les mé€mes pour les 2
génotypes pour une méme date de récolte. Sur ce site, la premiére année, les plantes se
développent régulierement du ler juin au 5 octobre. A cette derni¢re date, elles pesent environ
50 g. Au printemps suivant, les plantes utilisent leur réserve racinaire et se développent jusqu'a

mi-juin ol, aprés "mise i graines”, elles dépérissent.

- A Colmar, 1a croissance des plantes s'arréte la premiére année de culture autour du 17 aoft,
avec un rendement par plante de 70 & 80 g. Les deux génotypes €voluent pratiquement de la
méme maniére la premiére année de culture. Les plantes du génotype 112-4 se développent
beaucoup micux en seconde année. Leur poids sec et leur nombre de ramifications sont plus
importants des le 26/04/93.

Dans le cas du génotype 112-4, le poids sec des plantes reste approximativement stable jusqu'a
I'automne alors que les plantes du génotype 45-4 présentent un poids sec le 7 septembre
légérement inféricur & celui du 17 aoit. Ce résultat peut paraitre étonnant. En fait, la
présentation sous forme de moyennes ne met pas en €vidence la ues forre hétérogénéité
pondérale observée entre les quatre répétitions (poids de chacune des quatre plantes
récoltées A une date donnée par site).

Ce phénomeéne est tres net lorsque 'on observe les écarts types liés au poids des plantes par
date de récolte qui atteignent jusqu'a 75% du poids moyen des 4 plantes le 19/10/93 4 Colmar.
L'exemple des plantes 112-4 prélevées le 7/9/93 a Luttenbach est présenté Figure 43. Ce
phénomene est difficile & expliquer puisque nous avons travaillé sur des surfaces réduites et
homogenes, a des densités relativement faibles, avec des plantes repiquées a un méme age,
possédant une méme taille au repiquage. Cependant, les dégéts de sitones présentes en début de
végétation de chaque cycle ainsi que la gréle qui a touché le site de I'INRA le 25/5/93 peuvent
expliquer partiellement ce phénomene. De plus, le dispositif expérimental simplifi€ du fait du
nombre de plantes disponibles peut aussi étre 1'une des causes de cette tres forte variabili€
pondérale.

Néanmoins, lorsque les résultats sont présentés non plus en valeur absolue (poids des organes)
mais en valeur relative (proportion que représente le poids sec de l'organe considéré dans la
plante) (Figure 44), nous pouvons remarquer que I'hétérogénéité observée est rés nettement
atténuée. Ainsi, @ une date de récolte donnée, sur un site de culture, si le poids
des plantes est trés variable, le rapport entre organes reste pratiquement

constant.
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Figure 48 : Relation entre la teneur en coumarines et la date de récolte

dans la plante entiere de génotype 112-4 4 Colmar



La relation entre 1dge et le rapport moyen entre organes (Figure 45) montre une
augmentation du compartiment racinaire et une perte normale des feuilles 4 l'automne. Suivant
les génotypes, la pfoportion de racines a I'automne peut varier de 35 4 60%. Elle est toujours
plus importante sur les plantes 112-4 que sur les plantes 45-4 a une date donnée. De plus, 4 la
floraison, stade de r€colte préconisé par la pharmacopée, les tiges constituent 50 a4 65% de la

matiére séche de la plante.
3.2.1.2.2.2 Teneur en coumarines

La trés forte hétérogénéité pondérale entre plantes par date de prélévement, nous a conduits &
remettre en cause la fiabilité et I'intérét de cette expérimentation. En effet, en cas de liaison entre
le poids de la plante et sa teneur en coumarines, le facteur "date de récolte” test€ anrait ¢té
supplanté 4 notre insu par un effet poids. Ce qui parait étre le cas sur la Figure 46. Nous
avons choisi de présenter les données des plantes 112-4 a Colmar, les résultats obtenus &
Luttenbach et/ou avec le gé€notype 45-4 étant similaires.
La courbe enveloppe présentée sur cette figure nous amenerait a conclure qu'il existe :
- un phénomene de dilution des coumarines dans la plante (plus le poids de la
plante est faible, plus la teneur en coumarines est €levée alors que lorsque la biomasse
augmente, la teneur diminue). C'est un effet bien connu notamment dans le cas du
métabolisme de l'azote (pour la luzerne, GREENWOQOD, 1990 ; Figure 2} ;
- des plantes, situées en dessous de la courbe ont subi 'influence d'un facteur limitant
leur teneur en coumarines et/ou leur poids de fagon plus marquée que celles qui sont sur

la courbe.

Cependant, lorsque ['on fait apparaitre les dates de récoltes Figure 47 et Figure 48, on peut

tirer les conclusions suivantes :

la teneur en coumarines est indépendante du poids et du stade de développement
de la plante. Elle est uniquement fonction de la date de récolte.

Ainsi, dans le cas des plantes de génotype 112-4 récoltées & Colmar le 21/06/94, quel que soit
le poids des plantes (de 150 g 4 270 g dans ce cas), 1a teneur est stable (de l'ordre de 0,43%).

Cette tres forte hétérogénéité pondérale entre plantes d'un méme génotype 2 une date de récolte
donnée, nous a évité de commettre une erreur d'interprétation. Sans ce "biats expérimental”, nous
aurions pu établir une relation directe entre le poids de la plante et la teneur en coumarines. Alors

qu'en fait,
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a une date de récolte donnée, dans des conditions de culture déterminées, une
plante présente un rapport entre organes stable et une teneur en coumarines

indépendante de son poids mais fonction de son dge.

1l est maintenant nécessaire de savoir & quoi correspond l'dge de la plante et définir ainsi le
facteur qui intervient dans le temps et qui détermine la synthése de coumarines. En agronomie,

pour caractériser le développement d'une plante, on assimile le temps :

s soit & la somme des températures regues par la plante au cours de son ¢ycle (DURAND,
1969),

* 50it & la somme du rayonnement global durant la période de végétation de la plante.
La prévision des différents stades végétatifs, a partir d'un facteur climatique facilement

mesurable, permet d'améliorer le calendrier des travaux de culture et des récoltes.

La Figure 49 représente les sommes des températures sur les deux sites étudiés. Bien que
Luttenbach soit situé 4 400 m d'altitude et Colmar & 200 m, il n'y a pas de différences

importantes de températures enregistrées entre les deux sites.

La relation existant entre la somme des températures et la teneur en coumarines sur les deux
sites est présentée Figure 50. Une somme des températures déterminée donne
approximativement la méme teneur en cournarines, & Luttenbach comme 4 Colmar : la premiére
année de culture, une plante ayant regu 90 degrés jour posséde une teneur de 0,9% de
coumarines sur les deux sites ; pour 250 degrés jour, les plantes contiennent environ 0,5% de
coumarines.

La superposition de ces deux courbes pourrait donc constituer une courbe de référence
permettant, a partir de la somme des températures d'un site donné, de définir

approximativement [a teneur en coumarines des plantes cultivées de génotype 112-4.

La Figure 51 présente la relation existant entre la somme du rayonnement global et la teneur
en coumarines. Cette courbe est similaire  celle obtenue avec les sommes des températures. En

effet, ces deux facteurs sont fortement corrélés.

Les résultats des teneurs en coumarines des plantes de génotype 112-4 récoltées en 1992 mis en
relation avec la somme des températures ou la somme du rayonnement global tendent & venir
valider cette courbe de référence.

Cependant, pour choisir parmi ces deux facteurs celui pouvant étre considéré comme une variable
explicative de la teneur en coumarines et pour valider cette courbe de référence, il faudrait
disposer du suivi de ce génotype sur des sites bien caractérisés quant & la somme des

températures ou 4 la somme du rayonnement global.
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3.2.1.2.2.3 Relation entre la teneur en azote et la teneur en

coumarines

Suite & ces observations et en raison des relations possibles entre le métabolisme de 'azote et la
syntheése de coumarines, il nous est paru intéressant de suivre I'évolution de la teneur en azote

des différents génotypes et de tenter de la corréler 4 la teneur en coumarines.

La teneur en azote par plante est indépendante de la teneur en coumarines (Figure 52) : pour
les plantes 112-4 (génotype a forte teneur en coumnarines) ou 45-4 (génotype 4 faible teneur en
coumarines), les teneurs en azote sont constantes, 4 une date et en un lieu donnés. Compte tenu
du choix des échantillons analysés, il n'est pas possible de déterminer s'il existe un "effet date"
ou un "effet site” sur la teneur en azote. Par contre, la Figure 53 qui représente la teneur en
azote en fonction du poids des plantes montre que, dans ce cas, la teneur en azote parait
indépendante du poids des plantes, 4 un dge et sur un site donnés. Dans le chapitre 2.1.2.2 sont
présentées les courbes de dilution de 'azote dans la matiére séche. La liaison entre la teneur en
azote et le poids sec n'existe que pour des plantes non stressées en azote, toutes choses étant
€gales par ailleurs (température, eau, autres facteurs). Les résultats obtenus semblent indiquer
que les plantes récoltées ont subi un stress 4 l'origine de la réduction du poids de certaines
d'entre elles. La nature de ce stress n'a cependant pas été identifiée.

La teneur en azote des plantes entiéres est indépendante de la teneur en

coumarines.

Ainsi, A une date donnée, les génotypes 112-4 et 45-4 possédent des teneurs identiques en azote
alors que leurs teneurs en coumnarines sont trés différentes. Cependant, la teneur en azote n'est
pas homogene dans la plante. Comme pour les coumnarines, la teneur est forte dans les feuilles,

faible dans les tiges et moyenne dans les racines (Figure 54),

La teneur en azote total des plantes n'est pas un bon indicateur de la teneur

en coumarines.

SLATENSEK (1947) ne trouve pas de relation entre la fertilisation azotée et la teneur en
coumarines. L'azote ne parait donc pas €tre un facteur limitant de la synthése de coumnarines.
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3.2.1.2.2.4 Teneurs et rendements en coumarines par

organes et par dates de récolte

La Figure 55 représente 'évolution des teneurs et rendements en coumnarines par niveay, i
Colmar et la Figure 56 par organe a Luttenbach, dans des plantes de génotype 112-4. Ces
figures sont représentatives des 2 autres obtenues avec le génotype 45-4. Elles mettent en

évidence que :

- la teneur en coumarines diminue avec l'dge de la plante a chacun des deux
cycles. Ceci est lié 4 un phénomeéne de dilution dfi 4 la diminution de la proportion des
feuilles dans la plante au cours de son cycle et 4 leur vieillissement. Les feuilles de mélilot
constituant le site principal de synthése de coumarines, elles déterminent en grande partie la

teneur en cournarines de la plante entiére ;

- la teneur en coumarines du mélilot diminue avec le niveau dans la plante,
ceci comme dans le cas de l'azote. Ce phénoméne peut éue lié soit au vieillissement des
feuilles des niveaux inférieurs, soit 4 l'effet d'ombrage qui provoque une modification de la
qualité de la lumiere (I'augmentation du rouge sombre pouvant induire des modifications
métaboliques).

Ainsi pour récolter du mélilot a plus de 0,9% en coumarines, il faut récolter le niveau N3
(parties aériennes supérieures 4 60 cm) des plantes soit fin juillet la premiere année de
culture, soit fin mai la seconde année. A cette derniere date, le rendement en coumarines
est supérieur. C'est d'ailleurs la période de récolte préconisée par la pharmacopée
(ANNEXE 1) ;

- une forte teneur en coumarines (de l'ordre de 1,8%) est également trouvée
dans les fleurs. Deux hypothéses peuvent éwe posées pour expliquer cette forte
concentration :
* soit une synthése importante de coumnarines dans cet organe. En effet, le rapport
GOHCA trans/ coumarine libre est élevé dans les organes reproducteurs ; par
ailleurs, & une date donnée, (21/06/94 par exemple), alors que leur proportion en
poids sec est la plus importante dans la plante, ces organes possédent une forte
teneur en coumarines ;
et/ ou,
* soit une migration importante des coumarines des feuilles vers les organes
reproducteurs. Ceux-ci sont peu actifs d'un point de vue photosynthétique et sont
considérés comme des "puits forts” dans le cas du méwabolisme primaire. Les
cournarines présentes dans le mélilot sous forme de glucosides pourraient se
comporter comme des glucides et migrer dans le flux de métabolites primaires pour

venir alimenter les graines. En effet, e 21/06/94. quand les plantes sont er. nhase de
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remplissage des grains, les coumarines seraient encore synthétisées dans les feuilles
puis nﬁgreraient par les tiges vers les organes reproducteurs. Contrairement 4 ce qui
se passe dans les racines, le GOHCA frans qui migrerait ne serait pas isomérisé.
Cette hypothése est possible en raison 4 Ia fois de la courte distance a parcourir pour
le GOHCA trans des feuilles aux organes reproducteurs et en raison des flavonoides,
présents dans les fleurs et faisant écran aux U.V. (CHAPPEL et HAHLBROCK ;
1934) ;

- les tiges qui représentent une forte proportion de la masse de la plante contiennent trés peu
de coumarines. Il est plausible d'émettre I'hypothése que, dans cet organe, l'éventuelle
synthese d'acides cinnamiques (précurseur potentiel des coumnarines) est préférentiellement

orientée vers la voie de synthése des lignines (présentes en forte proportion dans les tiges) ;

- I'évolution du rendement en coumarines dans la plante la premiére année

de culture vient clairement confirmer I'hypothése de départ :

les coumarines synthétisées dans les feuilles migrent dans les racines

la premiére année de culture.

Au cours du cycle de premiére année de la plante, le compartiment foliaire (source des
coumarines) diminue au profit du compartiment racinaire (puits de coumarines). Ce
phénoméne de migration est indépendant du poids de la plante mais est li€ 3 sa
morphologie (rapport entre les organes "puits” et "sources"). Les racines sont un "puits
fort" pour une grande partie des coumarines synthétisées. Le flux de coumarines vers
les racines est un phénomene linéaire la premiere année de culture. Le flux moyen est
identique sur les 2 sites, soit 0,02 mg de coumarines par jour et par gramme de matiére

séche de plante, pour le génotype 112-4 a forte teneur en coumarines.

Le 27/7/93 4 Colmar, les racines pésent 11,7 g pi”' et possédent une teneur en coumarines
de 0,5%. Trois mois apres, (le 19/10/93), leur poids moyen avoisine les 36 g et elles
contiennent 0,6% de coumarines. En fait, le compartiment racinaire ("puits™) aiple alors
que la teneur en coumarines reste pratiquement stable. Il y a eu migration a la fois de
coumarines et de métabolites primaires de structure, des organes ''source’
vers les organes "'puits”, provoquant l'augmentation du peids racinatre. Le treés faible
pourcentage de GOHCA rans (toujours inférieur & 0,01%) vient pratiquement €liminer

I'hypothese d'une synthése dans cet organe.

Afin de tenter de valider ce phénomene, nous avons cultivé in vitro des racines isolées de mélilot.
Bien que placées dans des conditions trés différentes de celles de la culture au champ, les

résultats de cette expérimentation permettront d'infirmer ou de confirmer I'hypothese
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coumann

Culture Potids frais (g) | Poids frais (g) | #GOHCA| % eSomme
mis en culture |récolté trans libre

Lumiere {0,054 0,539 0 0 0

Obscurité { 0,018 5,057 0 0,01 0,01

!

Tableau 8 : Rendement en poids frais et teneur en cournarines de racines isolées de mélilot de

génotype 112-4 cultivées in vitro (durant 77 jours).
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Figure 57 : Culture de racines de mélilot a la lumiere (A) et a I'obscurité (B)
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Figure 58 : Relation entre la teneur en coumarines des feuilles des plantes 112-4 et 45-4 par
date de récolte et par site



précédemment posée, c'est-d-dire lincapacit¢ des racines du mélifot 4 syathétiser des

coumarines,

Les expériences menées en culture in vitro de racines isolées de mélilot, & la Iumidre et 2
l'obscurité (Tableau 8), n'ont pas permis de produire des coumarines. En fait, les racines
isolées poussent trés peu a la lumiére alors qu'elle se développent trés bien A l'obscurité
(Figure 57). Ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus par WEYGANT et WENDT
{1959) qui ont conclu & la synthése de coumarines dans les racines. 11 est probable que, dans ce
dernier cas, la présence de coumarines soit li€e 4 leur migration des parties aériennes aux racines

et ce, avant Ia mise en culture.

Les racines ne synihélisent pas de coumarines ni in situ ni in vitro.

Deux raisons majeures peuvent &tre avancées
- ces organes ne disposent pas du potentiel enzymatique nécessaire A la synthése de tels
composés ;
- cette synthése nécessite de la lumiére, mais in vitro celle-ci inhibe leur croissance.
En dehors des contraintes imposées par la pharmacopée, l'exploitation des racines n'est pas
envisageable en raison des difficultés de récolte et en raison des teneurs toujours relativement

faibles constatées dans cet organe.

La Figure 58 met en évidence la bonne corrélation existant entre les deux sites en 1993 en ce
qui concerne la teneur en cournarines des feuilles d'un génotype donné, i une date donnée. De
plus, la teneur en coumarines des feuilles des génotypes 112-4 et 45-4 récoltées dans le cadre
du premier essai "dissection”, positionnée sur ce graphique, vient confirmer le phénoméne.
Ainsi, plus les feuilles vieillissent, plus elles perdent leur capacité a synthétiser des coumarines.
Ce phénomeéne est également mis en €vidence sur la Figure 59 qui présente pour la plante du
génotype 112-4, sur les deux sites de culture :

- I'évolution de la production journali¢re de coumarines par les feuilles,

- la production journaliére de matiére s¢che par les feuilles.
Ces graphiques mettent en évidence 1'évolution similaire de la production de matigre séche er de
la synthése de coumarines par les feuilles. Les valeurs obtenues le 19/10/93 4 Colmar peuvent
s'expliquer par la concentration des coumarines dans la racine et la perte des feuilles a

l'automne.

Ainsi, comme l'ont affirmé GELCINSKAJA et BORDUNOVA (1936), ce sont les organes
Jjeunes et actifs (feuilles, bourgeons...) qui contiennent les teneurs les plus élevées de coumarines
dans la plante. L'évolution de leur teneur dans les feuilles, au cours du cycle de développement
du mélilot, telle que décrite par SLATENSEK (1947) est comparable i celle que nous avons

obtenue. Nous avons tenté de superposer les deux résultats d'expérimentation (Figure 60). Ne
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connaissant ni le génotype des mélilots étudiés en 1947, ni la somme des températures regues par
les plantes aux différentes dates de récolte, il s'avére difficile de "caler” cette courbe de fagon

précise sur notre courbe de référence.

3.2.1.2.3 Conclusion

Un schéma tentant de rassembler les connaissances acquises et les interrogations restantes est
présenté Figure 61. Sur ce schéma sont représentés a la fois les résultats décrits dans Ia
littérature (en bleu), les phénomeénes mis en évidence dans le cadre de cette étude ou confirmés
(en rose) ainsi que les hypothéses soulevées (en vert ).

La phénylalanine entre dans les chloroplastes ot elle est transformée en acide cinnamique frasns
puis ortho-hydroxylée en acide ortho hydroxycinnamique et glucosylée. L.e GOHCA frans est
isomérisé dans les vacuoles sous l'action des U.V. Si le GOHCA trans migre vers les racines, il
est pratiquement totalement isomérisé avant l'arrivée sur son site de stockage. Le GOHCA cis
pourrait mugrer et étre stocké avec les autres glucides de réserve. Si l'on effectue une

comparaison de ce mécanisme avec le métabolisme primaire, ce sont donc

les feuilles (plus particuliérement le limbe) qui sont les organes ''source’ de
coumarines alors que les racines (ef les fruits?) constifuent des organes "puits”

respectivement en fin de premiére et seconde années de culture.

1l est donc possible de dire que

la teneur en coumarines d'une plante est principalement fonction :
- de son génotype,
- de son dge. L'dge de la plante détermine la proportion de ses différents organes

et donc la teneur en coumnarines de 1a plante enti¢re.

Cette constatation nous ameéne donc a remettre en cause les protocoles classiquement utilisés
pour étudier la varabilité génétique. Ainsi, comparer les populations au stade floraison peut
constituer une source d'erreur. En effet, les plantes devraient plutdt ére comparées lorsqu'elles
ont un méme 4ge. Cependant, la sélection A partir d'une seule récolte effectuée 4 un 4ge donné
risquerait de favoriser des génotypes précoces. Pour comparer des populations de fagon plus
rigoureuse, il est proposé d'effectuer piusieurs récoltes (trois par origine) & des dges et des

stades pouvant se "recouper” afin de définir leur potentiel réel de production.

Cette étude sur la synthése et [a migration des coumnarines dans le mélilot a perus :
- de confirmer certaines connaissances acquises ou controversées dans la
bibliographie ;
* synthése des coumarines dans les feuilles ;
* aucune synthése de coumarines dans les racines ;
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- de mettre en évidence:
* que la teneur en coumarines est liée a I'dge de la plante ;
* J'existence de mécanismes de migration des cournarines dans le mélilot : migration
des coumarines des parties aériennes vers les racines la premicre annde et
vraisemblablement des feuilles vers les fruits la seconde année de culture. Ces
mécanismes ne pourront étre clairement démontrés que par un suivi de molécules
marquées dans la plante ;
- d'émettre des hypothéses concernant Uinfluence de certains facteurs
environnementaux sur la teneur en coumarines du mélilot
* la lumiére stimulerait la synthése de coumarines ;
- de construire de nouveaux axes de recherche en vue d'augmenter les teneurs et
rendernents en coumarines du mélilot :
* mise en place d'un itinéraire technique favorisant la récolte d'organes jeunes (semis
de printemps, plusieurs coupes,...) et permettant d'avoir une plus grande proportion

de limbes et d’'organes reproducteurs.

Lorsque les producteurs de mélilot sont rémunérés au kilogramme de maticre seche (de l'ordre de
10F Kg! en 1995), ils ont pour unique objectif de produire un rendement maximal en matiere
seche. D'autres conditions tendent 2 se développer, pour lesquelles la rémunération est fonction
de la teneur en principes actifs. Cela implique alors 4 la fois la maitrise des facteurs déterminant fa
qualité mais aussi des techniques culturales permettant une bonne production de matiére séche.
Dans ce cas, il est nécessaire de :
- travailler avec des variétés a forte teneur en coumarines,
- pratiquer les techniques agronomiques
* favorisant le développement des organes de synthése (feuifles) et
limitant la production d'organes dans lesquels a lieu une dilution (riges) en
intervenant sur la densité de peuplement, la fertilisation, lirrigation ... ;
* positionnant la date et la hauteur de coupe afin de récolter des organes
jeunes et physiologiquement actifs et avant la migration des coumarines dans
les racines

* permettant 'augmentation du rendement en matiére seche.
Par conséquent, nous allons étudier dans un premier temps letfet sur le rendement en

coumnarines de la date et la densité de semis puis des modalités de gestion de la parcelie pur

coupes successives.
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Influence de la lumiere

Qualité + Quantité Qualité
(Juantité
essais mis en place : Densité Ombrage Filtres : influence du
' rouge, rouge sombre et
bleu
limites de ces difficultés de difficultés de difficultés d'obtenir
expérimentations: dissocier les effets | dissocier le une quantité de lumigre
du vieillissement | métabolisme suffisante pour une
de la plante des primaire du bonne production de
effets de la qualité | métabolisme mati¢re séche
de la lumiére secondaire

Tableau 9 : Synthése des hypothéses posées concernant l'influence de la lumiére sur la synthése

de coumarines et des expérimentations a mettre en place pour les éprouver.




3.2.2 INFLUENCE DE LA DENSITE DE PEUPLEMENT SUR LA
SYNTHESE DE COUMARINES

:Objectifs :

0 Tester l'influence de la densité de peuplement sur la teneur et le rendement en Coumarinesé
. par plante et par unité de surface en vue de : :
* choisir une densité optimale en culture,
* tenter de déterminer l'influence de la qualité de la lumiére sur la synthése de
: coumarines.
o Valider les propositions obtenues sur repiquage de printemps dans le cadre de | 'essm'g

synthése et migration des coumarines, par des résultats sur semis d'automne.

La densité de peuplement est un facteur qui intervient & la fois sur la morphologie des plantes, le
rendement en matiére séche par hectare (MERREIN, 1983 ; HAY et WALKER, 1989) et parfois
méme sur la tepeur en principes actifs (YAMADA, 1983 ; CHUNG, 1990 ; VANHAELEN,
1991). Les expérimentations mises en place visent a répondre & plusieurs questions.
La premiére d'ordre appliqué concerne la détermination de la densité de peuplement en vue
de produire un rendement maximuin en coumarines.
La seconde a pour but d'approfondir nos connaissances des facteurs régulant la synthese de
coumarines. Certains varient en fonction de la densité de peuplement, en particulier la
quantité et la qualité de lumiére (Tableau 9). En effet, plusieurs éléments nous
aménent 2 poser 1'hypothése d'une régulation de la synthése de coumarines par la lumiere,
& Savoir :
- une forte teneur en coumarines dans les limbes des feuilles qui constituent des
organes photosynthétiquement trés actifs (influence de la quantité de lumigre) ;
- une teneur faible en coumarines dans les feuilles de niveau inférieur (influence de fa

qualité de lumiere).

Les variables constituées par la structure des plantes (hauteur, nombre de ramifications,
proportion de chacun des organes), et les teneurs et rendements en coumarines ont €i€ suivies au

cours du développement de la plante.

3.2.2.1 MATERIEL ET METHODES

Choix des sites expérimentaux
L'essai sur semis d'automne a &té mis en place a Luttenbach. celui sur repiquage de printernps

dans un chissis sur le site de 'INRA de Colmar.
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Figure 62 : Dispositif expériemental de 1'éssai "densité" sur repiquage de printemps



Choix du matériel végétal et du dispositif expérimental

* Semis d'automne

Des graines issues de l'autofécondation du génotype 112-4 ont ét€ scarifiées et semées le
18/08/93 2 20 Kg ha' : 4 blocs de 4 lignes de 20 m de long ; entre blocs, 60 cm ; entre lignes,
20 ¢m. Le démariage* des plantes pour obtenir une densité de 50, 100 et 150 pl. m™” a eu Leu
le 25/03/94.
Trois réceltes de 4 x 7 plantes ont été effectuées aux dates suivantes :

- 1e 13/06/93

- le 28/06/94

- le 12/07/94.

* Repiquage de printemps

300 plantes de 112-4 issues de culture in vitro racinées et possédant 4 4 5 feuilles ont ét€ sevrées
le 28/04/94 en serre et repiquées le 20/05/94 dans un chéssis a Colmar. Les plantes ont été
repiquées et récoltées suivant le dispositif présenté Figure 62.
Trois récoltes de 4 x 1 plante ont été effectuées pour chacune des densités (50, 100 et 200 pl. m™)
aux dates suivantes :

-le 2/06/95.‘: dissection par organes, sans différentier les niveaux,

- le 4/07/94 : dissection par organes et par niveanx N1 et N2,

- le 10/08/94 : dissection par organes et par niveaux N1, N2 et N3.
Dans le cadre de cet essai, des mesures de PAR** sont effectuées régulicrement & différents
niveaux du couvert pour chacune des densités a l'aide d'un quantométre (MACAM
PHOTOMETRICS LIMITED LIVINGSTONE, SCOTLAND). Une trentaine de mesures ont €té
effectuées 4 chaque date (le 30/05/94, le 22/06/94 et le 9/08/94), par niveau dans le couvert et par
densité. Les mesures sont effectuées une journée sans nuage au midi solaire. Les données

obtenues sont exprimées en pLEinsteins. m? . s

Dans le cas de ces deux essais "densité", chaque plante émdiée est prélevée entierement (racines
comprises) et mesurée. Le nombre des ramifications primaires est compté puis les plantes sont
disséquées par organes et par niveaux lorsqu'elles mesurent plus de 60 cm.

Les étapes de séchage, broyage, extraction et dosage sont effectuées comme décrites

précédemment (cf, 3.2.1.1.1 essat 2) .
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3.2.2.2 RESULTATS

3.2.2.2.1 Influence de la densité en semis d'automne

Les principaux résultats sont synthétisés dans les Figure 63 et Figure 64, l'ensemble des
résultats est présenté en Annexe 17. Dans cet essai, une répétition correspond i la dissection de
7 plantes. En effet, ces plantes étant issues de graines provenant de 'autofécondation du mélilot

de génotype 112-4, il existe encore une certaine variabilité génétique entre les plantes.

3.2.2.2.1.1 Stade et poids des plantes en fonction de la
date de récolte et de la densité

La Figure 63 présente la proportion d'organe par plante, le poids par organe par densité et par

date de récolte et le rendement en matiére séche.

Le 13/06/94, les mélilots sont en début de floraison. Les organes reproducteurs sont constitués
des bourgeons et des jeunes inflorescences. Les plantes mesurent toutes environ 1 m et pésent de
l'ordre de 7 g pour les densitgs 50 et 100 pl. m™ alors que pour la densité€ 150 pl. m~, le poids
par plante est inférieur (S_fﬁé). A cette date, a cette forte densité, il y a donc un phénomene de
compétition qui s'exprirhé par an poids plus faible par plante. Ce déficit est compensé par le
nombre de plantes par unité de surface lorsque I'on raisonne en rendement par m®. Dans ce cas,
les densités 100 et 150 pl. m™? permettent de produire la méme biomasse (environ 780 g m?). A
cette date, la proportion entre les différents organes des plantes est pratiquement identique quelle
que soit la densité.

Le 28/06/94, les mélilots sont en pleine floraison et mesurent environ 1,2 m. La concurrence
entre plantes est importante aux fortes densités. Le phénomeéne de compétition est déja mis en
évidence 4 la densité de 100 pl. m™?. Les mélilots cultivés & 50 pl. m™ pe&sent presque le double
de ceux cultivés 2 150 pl. m™. La proportion entre organes s'est modifiée par rapport i la date
précédente mais reste constante aux différentes densités testées. La proportion de feuilles et de
tiges diminue au profit des organes reproducteurs. Le rendement est maximal pour 150 pl. m™,
Le 12/07/94, les plantes sont au stade "fin floraison" - "début de la formation des graines". A
150 pl. m?, les mélilots cultivés sont plus petits du fait de la forte compétition entre les plantes.
Cependant, ces plantes paraissent légérement plus vertes et plus actives d'un point de vue
physiologique que celles des densités 50 et 100 pl. m? qui se desséchent. En effet, i cette date,
les mélilots commencent a dépérir, les feuilles des niveaux inférieurs (1 et 2) sont tombées. Plus
de 50% du peids de la plante est constitué de tiges ligneuses et séches. Le compartiment
"fleurs" de la plante est nettement plus développé aux faibles densités. En effet, le
nombre de ramifications est plus important lorsque les plantes sont plus espacées car, dans ce
cas, le rapport rouge clair/ rouge sombre est plus élevé. Cependant, le rendement en

graines par unité de surface est le plus important a 100 pl. m”.
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Figure 64 : Teneur et rendement en coumarines par organes et niveaux en fonction des dates de récolte

et de la densité

* les analyses de variances sont effectuées séparémment pour chacunes des trois dates de récolte



Pour faire de la production de graines, il est conseillé de semer a 100 pl. m™.

Le rendement en matiére séche par m” est fonction de la densité de semis. Cependant comme
montré précédemment dans la bibliographie i la Figure 7, la relation ente la production de
matiere séche par unité de surface et la densité atteint un optimum ; c'est ce qui semble se passer &
la fin du cycle de la plante pour les densités 100 et 150 plL. m™ ol le rendement se stabilise autour

de 10T ha''.

3.2.2.2.1.2 Teneur en coumarines en fonction de la date

de récolte et de la densité

Quelle que soit la date de récolte, il n'apparait pas de différence significative des
teneurs en coumarines en fonction des densités (Figure 64), & l'exceptuon du
12/07/94 3 150 pl. m* ol la teneur en coumnarines est }gérement supérieure. En etfet, a cete
densité, les plantes continuent & avoir une activité physiologique ; chacun de leurs organes
posséde une teneur en coumarines supérieure & celles obtenues sur des planies cultivées a des

densités inférieures. Les feuilles continuent & synthétiser des coumnarines.

Ces résultats obtenus sur semis d'automne viennent confirmmer ceux acquis précédemment dans le
cadre de I'essai "synthése et migration" en repiquage de printemps. Ainsi nous pouvons
constater :
- une diminution de la teneur en coumarines dans la plante entiére et dans les
parties aériennes au cours du développement ;
- que la teneur en coumarines est indépendante du poids de la plante mais
directement corrélée & sen dge. Les écarts types liés aux poids des plantes sont ues
importants alors que ceux concernant la teneur en coumarines sont faibles :
- une liaison entre la teneur en coumarines et le niveau dans le couvert végéul, ce
phénoméne étant plus particulierement marqué dans les feuilles, Plus le niveau dans le
couvert est élevé, plus la teneur en coumarines est forte. De plus, les résultats
obtenus A un méme Age (Je 13/06/94) laissent penser que la diminution de la tereur en
coumarines dans le couvert végétal est lié a un phénomeéne d'auto-ombrage : les
feuilles des niveaux N1 et N2 des plantes cultivées & 130 pl. m™ possédent une teneur en
coumarines plus faible que celles des mémes plantes cultivées a des densiws plus faibles ;
- une forte teneur en coumarines dans les organes reproducteurs

(jusqu'a 3,7%) dont 28% de GOHCA trans au début de la floraison pour toutes les

densités.
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3.2.2.2.1.3 Rendement en coumarines en fonction de la

date de récolte ef de la densité

Le rendement en coumarines par m’ est nettement 1ié i la densité. En effet, la teneur moyenne en
coumarines étant pratiquement stable aux différentes densités testées, le rendement en cournarines
est directement fonction du rendement en matiére séche par unité de surface.

1l apparait & la premi¢re date de récolte aux fortes densités (100 a 150 pl. m™), un important
rendement en cournarines dans les feuilles, celui-ci diminuant au cours du développement de la

plante alors que le rendement en coumarines des organes reproducteurs augmente.

Le suivi du rendement en coumarines par plante 3 une densité de 150 pl. m* aux 3 dates de

récolte :

- met en évidence qu'il n'y a plus de synthése en coumarines entre le 13/06/94 et le

12/07/94 ou que celle-ci est compensée par une perte (feuilles tombant & terre) ;

- permet, comme précédemment dans le cadre de I'essai "synthese et migration” des

coumarines sur repiquage de printemps, de poser deux hypotheses :

- une migration des coumarines (dont le GOHCA trans) des feuilles
vers les organes reproducteurs. La concentration importante trouvée dans ces
organes (jusqui 3%) implique qulils possédent une “force de puits” élevée.
Cependant, dans le cas de la migration des coumarines la premiere année de culture
vers les racines, le GOHCA frans n'était pas mobilisé ou était isomérisé avant
d'atteindre les racines, alors que dans ce cas, il migrerait dans les organes
reproducteurs avec le GOHCA cis ,
et fou
- une synthése de coumarines dans les organes reproducteurs. Mas le
fait que le rendement en cournarines soit constant ou diminue entre la premiere et la
demiére date de técolte implique que Ia synthése de coumarines soit compensée
totalement par des pertes en coumarines des feuilles tombées au sol. Cette
hypoth&se est peu plausible dans la mesure ou les feuilles sénescentes sont celles des
niveaux inférieurs (possédant une teneur en coumnarines assez faible). Cependant.
celles-ci n'ayant pas été récoltées et dosées, il n'est pas possible de conclure
définitivernent. Nous allons cependant tenter une approximation des pertes en
coumarines liées A la chute des feuilles. Pour cela, nous calculons les pertes en
cournarines dans le compartimeﬁt"feuﬂle" entre le 13/06/94 et le 28/06/94 et entre le
28/06/94 et le 12/07/94 et les comparons i celles de la plante enuere.
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[La perte en coumarines attribuée a la chute des feuilles serait dans ce cas :
e pour la premidre période (entre le 13/06/94 et le 28/06/94) de 10,66 mg pl”,

e pour la seconde période de 4,06 mg pl.

Alors que la perte en coumarines dans la plante entiére est :
e nulle pour la premiére période,

¢ de 6,3 mg pl'pour la seconde période.

Ces derniers calculs tendent & confirmer I'hypothése d'une migration des coumarines
des feuilles vers les organes reproducteurs. Cependant, celle-ci ne pourra €tre

validée que par le suivi de molécules marquées.

Dans ["étude précédente menée sur des plantes repiquées au printemps la premigre année, les
coumarines migraient des parties aériennes vers les racines. Dans ce cas, les plantes étudiées sont
en seconde année de culture, il n'y a plus de stockage d'assimilats dans les racines. Le puits le
plus actif de la plante semble alors éire les organes reproducteurs.
Sil'on retient I'hypothese d'une migration des coumarines des feuilles vers les fruits, le flux de
courmnarines entre les deux premieres dates de récolte serait de l'ordre de 0,08 mg de coumarines
par jour et par gramme de matiere séche de plante. Il est quatre fois supérieur au flux calculé
entre les feuilles et les racines sur repiquage de printernps (cf. 3.2.1.2.2.4). Cette constatation
pourrait éventuellement expliquer la forte proportion de forme mans du GOHCA dans les
bourgeons. Le GOHCA trans plus rapidement mobilisé serait moins vite isomérisé en raison :

- de larapidité du trajet entre les feuilles et les fruits,

- de la surface réduite des organes reproducteurs.
En effet, la réaction d'isomérisation est fonction de la quantité d'U.V. recue par surface de
plante. Une autre hypothése susceptible d'expliquer ce phénoméne est liée & la présence dans le
mélilot de flavonoides pouvant jouer le rble de protecteur d'U.V,
En ce qui concerne le rapport "% de GOHCA #rans / coumarines"”, il décroit au cours de cette
partie du cycle de la plante. Il est le 28/06/94 de 'ordre de 17% dans les bourgeons alors qu'il est
de 15% dans la plante entiére et passe le 12/07/94 4 9 % dans les bourgeons et 12 % dans la
plante entidre. Pour une densité de 150 pl. m?, ce rapport est stable (respectivement de 16 % et
15 %) ce qui s'explique par le fait que la plante est encore physiologiquement active et poursuit

la synthese de coumarines.
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Sur le plan agronomique, nous pouvons conclure que :

Parmi les trois densités et dates de récolte testées sur semis d'automne, il

faut semer a 100 pl. m? et récolter mi-juin au début de la floraison.

Cette technique permet d'effectuer une récolte
- de matériel végétal a forte teneur en coumnarines (parties aériennes a 1,04%),

- avec un rendement en coumarines maximum (7,5g m?),

Cependant, il aurait ét€ intéressant d'étudier l'influence de la densité & une date de coupe plus
précoce sur semis d'automne puisque cette technique permettrait d'effectuer une seconde voire
plusieurs autres récoltes. Ce mode de récoltes multiples sera testé ultérieurement. De plus,
I'influence de la densité sur le rendement en cournarines pour des plantes en premiere année du
cycle végétatif a également été mesurée. Bien que cette technique de production ne réponde pas
aux normes de la pharmacopée francaise de 1989 (utilisation des sommités fleuries), elle permet

toutefois de récolter des plantes jeunes aprés une saison de culture.

3.2.2.2.2 Infltuence de la densité en repiquage de printemps

Cet essai mis en place et suivi de maniere plus fine que précédemment a pour objectif de
déterminer I'influence de la densité sur la teneur et le rendement en coumarines par date de récolte
sur des plantes repiquées au printernps. Des mesures de PAR ont été effectuées dans le but de
tester I'hypotheése d'une relation éventuelle entre la teneur en coumarines dans le couvert et le

PAR par niveaux.

3.2.2.2.2.1 Stade et poids des plantes en fonction de la

date de récolte et de la densité

La Figure 65 représente le poids et la proportion d'organes dans la plante, par date de coupe, &

chaque densité.

Le 2/06/94, les plantes sont a l'état végétatif et mesurent environ 50 cm. L'influence de la
concurrence entre plantes est importante a 200 pl. m?,

Le 10/07/94, il y a un effet marqué de la compétition pour la lumigre dés 100 pl. m™.

Le 10/08/94, environ 10 % des plantes sont en fleurs.

Les plantes se développent réguliérement durant les deux mois de 1'étude. Il faut pourtant noter

que le 2/06/94 4 une densité de 100 pt. m?, le poids des plantes parait particulierement élevé, Ce
résultat est difficile a4 expliquer mais il est vraisemblablement la conséquence d'un biais
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expérimental, lié au dispositif choisi : les quatre plantes ont ét€ prélevées non pas de fagon
aléatoire mais sur une mémie zone de terrain.

Cependant, méme dans le cas de cette modalité, la proportion enire organe est
pratiguement stable quelle que soit la densité, a une date de récolie donnée. Au
cours de ces deux mois de culture, fe compartiment "feuilles" diminue en grande partie
au profit du compartiment racinaire alors que la hauteur des plantes est légerement plus
importante aux densités 50 et 100 pl. m* dés juin. Ceci va & I'encontre des résultats trouvés dans
la bibliographie. En effet, une densité élevée provoque généralement une croissance des plantes
en hauteur, le rapport rouge sombre/rouge clair qui augmente dans le couvert ayant pour
conséquence d'induire ['élongation des entre-noeuds. Dans cette €tude, il y a bien une
élongation des entre-noeuds avec la densité mais le nombre d'entre-noeuds est
inférieur & forte densité. La présence d'un facteur limitant le développement de
la plante (stress hydrique, absence d'irrigation, déficit en azote...) pourrait en

étre la cause. Ces facteurs limitants sont plus fortement exprimés a forte densité.

3.2.2.2.2.2 Teneur en coumarines en fonction de la date

de récolte et de la densité

La Figure 66 représente le rendement en coumarines par niveaux.

Comme précédemment, il n'existe pas de différence significative de teneur en coumarines dans la
plante enire densités, & une date donnée. La teneur en coumarines diminue au cours du temps

dans les parties aériennes et augmente dans les racines.

Le 02/06/94, alors que la concurrence entre plantes est déja importante pour 200 pl. m?, les
teneurs en cournarines des feuilles sont inférieures a celles des plantes & densité plus faible. Les
mesures du 30/05/94 et du 22/06/94 montrent qu'a 15 ¢m de hauteur dans le couvert, le PAR est
stable pour les deux premiéres densités alors qu'il diminue nettement a 200 pl. m”,

Le 4/07/94, 1a teneur en coumarines est constante quoi que faible dans le niveau N1 pour les 3
densités testées tandis que le PAR diminue avec la densité.

Le 9/08/94, le PAR diminue avec le niveau dans le couvert. Il est approximativement identique
pour 100 et 200 pl. m™* & 15 cm alors qu'd 60 cm, il est plus faible 4 200 pl. m™, Cependant, la
teneur en coumarines du N1 est stable quelles que soient les densités, celle du N2 augmente avec
1a densité.

1l est donc difficile de conclure du fait des différences peu importantes du PAR entre densites
(sont-elles suffisantes pour induire une modification de la synthése de coumarines 7 et des
faibles teneurs en coumarines présentes dans les niveaux inférieurs des plantes récoitées (sont-

elles liées a un éventuel effet lumniére et/ou dge 7).
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3.2.2.2.2.3 Rendement en coumarines par m" en fonction
de la date de récolte et de la densité

A 50 pl. m?, le rendement en coumarines n'évolue pratiquement pas entre le 02/06/94 et le
10/08/94.

De la méme maniére, & 100 pl. m?, le rendement en coumarines n'augmente pratiquement pas
durant ces deux mois de culture, sil'on ne tient pas compte du résultat du 2/06/94 qui parait éue
un artefact.

Par contre, 2 200 pl. m?, il y a un développement important des plantes entre le 2/06/94 et le
10/08/94, ce qui permet une augmentation notable du rendement en coumarines par unité de
surface.

3.2.2.3 CONCLUSION

D'un point de vue appliqué, la densité :
- n'a pas d'influence sur la teneur moyenne en coumarines, que ce Soit sur
semis d'automne ou repiquage de prinfemps. En effet, dans ce cas, la densité
n'intervient pas sur la proportion entre organes ;
- intervient sur le poids, la hauteur et le nombre de ramifications des
plantes.
C'est pourquoi, il faut choisir en semis de printemps une densité forte (150 & 200 plantes m™)
afin d'augmenter le rendement en matiere séche par unité de surface. Des densités légérement
supérieures pourraient &tre testées, par exemple de l'ordre de 250 pl. m™ tout en sachant qu'une
trop forte augmentation du peuplement en culture risque de poser des problemes phytosanitaires

ou agronomiques (risque de verse..).

Nos résultats viennent confirmer les données écophysiologiques acquises sur le mélilot
notamment concernant la migration des coumnarines des feuilles vers les racines la premiére année

de culture et la forte teneur dans les organes reproducteurs.
[Is n'ont cependant pas permis de mettre en évidence une relation entre le PAR et la teneur en

coumarines. Afin de tester de fagon spécifique 'hypotheése d'une influence de lintensité du
rayonnement sur la synthése de coumarines, nous pouvons, sur des plantes de méme age, faire

varier le rayonnement par le biais d'ombrage.



3.2.3 INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LA SYNTHESE DE
COUMARINES

De nombreuses études ont été menées concernant l'influence de la lumiére (intensité,
photopériode, qualité) sur la teneur en métabolites secondaires de différentes especes. Ainsi, 1a
lumigre pourrait réguler certaines étapes de la voie de biosynthése des coumarines. La PAL est
connue pour réagir i certaines longueur d'ondes notamment les rouges, clair (660 nm) et

sombre (730 nm), par le biais des phytochromes.

3.2.3.1 QUANTITE DE LUMIERE : OMBRAGE

mélilot

3.2.3.1.1 Matériel et méthodes

Le matériel végétal : 32 boutures de génotype 112-4 ont €t€ produites en serre.

L es modalités d’'ombrage testées sont les suivantes :

- plantes non ombrées = témoin
- plantes ombrées & 70 %. Les plantes re¢oivent 30% du PAR recu par fe €moin.
- plantes ombrées & 80 %. Les plantes regoivent 20% du PAR regu par le témoin.

Les filets noirs utilisés pour ombrer les plantes ne modifient pas la qualit¢ de la lumuere
(DESMOTES-MAINARD, 1994). L'essai se déroule en serre chauffée, uniquement éclairée par
la lumiére solaire. Les plantes sont piacées dans des pots de 10 cm de diameétre remplis de terreau
de rempotage (terreau de tourbe de sphaigne NF U 44-551KLASMANN Substrat 2), a une
densité de 25 pl. m?. L'expérimentation est mise en place le 23/02/94 alors que les mélilots
possédent 11 ramifications primaires et 23 cm de hauteur. Les plantes sont aitosées régulierement
avec de la solution nutritive et sont récoltées le 30/03/94. Il n'y a pas de plantes de bordure.

Chaque modalité est testée sur 8 plantes. Une répétition est constituée par la dissection de deux

plantes.
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3.2.3.1.2 Résultats et discussion

Les poids secs, les rendements et teneurs en coumnarines sont présentés Figure 67,

L'ombrage a une influence importante & la fois sur le poids des plantes et leur teneur en
coumarines. Pour ces deux critéres, il n'y a pas de différence significative entre l'ombrage &
70% et l'ombrage & 80%.

Le poids des plantes est 6 fois moins élevé sous ombrage alors que le rapport entre organes est
pratiquement constant. Seules les plantes non ombrées ont fleuri. Un des facteurs induisant la
floraison du mélilot est donc la quantité de lumiére regue par la plante.

Les racines et les tiges des plantes ombrées et non ombrées possédent approximativement la
méme teneur en coumarines alors que les feuilles des plantes ombrées contiennent un

pourcentage de coumarines de 35% inférieur a celui des plantes non ombrées.

Une diminution du PAR eniraine une baisse de teneur en coumarines des
feuilles.

Ce résultat est en contradiction avec ceux de SLATENSEK (1947) qui trouve une légere
augmentation de teneur en coumarines dans les feuilles des plantes ombrées.
La source de coumarines est affectée par une diminution de rayonnement, ce qui laisse supposer
un lien entre l'activité photosynthétique des plantes et la synthése des coumarines. Cependant, il
n'est pas possible de savoir si la baisse de teneur observée dans les feuilles ombrées est la
conséquence :
* d'une baisse d'activité du métabolisme primaire : la synthése de coumnarines nécessite la
présence de sucres. Ceux-ci sont produits par photosynthése, limitée en cas d'ombrage.
Le manque de glucose et/ou d'énergie constituerait alors un facteur limitant de la synthese
de coumarines ;
et/ ou
* d'une diminution de synthése de coumarines, régulée directement par la quantité de

Tumiére.

Néanmoins, la diminution de PAR dans le couvert ne semble pas étre le seul facteur explicatif
de la baisse de teneur (Figure 67). Sachant que le couvert végétal modifie la qualité de la
lumiere, nous allons tenter d'avancer dans la compréhension de ce mécanisme en testant 3
longueurs d'onde spécifiques, susceptibles d'intervenir sur la régulation de certaines enzymes

impliquées dans la voie de biosynthése des coumarines.
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3.2.3.2 QUALITE DE LUMIERE : FILTRES

...................

3.2.3.2.1 Matériel et méthodes

Deux essais ont été mis en place, le premier sous lumitre artificielle en chambre climatique, le

second 2 l'extérieur sous lumiére solaire.

Protocole commun aux deux essais

Des plantes de génotype 112-4 racinées, issues de culture in vitro sont placées sous 4 types de
filtres (Figure 68) :
e Noir,
o Rouge (Chris James n° 106) transmission de la lumitre & partir de 660 nm : rouge
clair,
» Bleu (Chris James n° 132) transmission de la lumi€re autour de 430 nm,

» Rouge + Bleu (association de ces deux filtres) transmission de la lumiére & partir de

750 nm : rouge sombre,
Des trous de 4 mm de diamétre ont été réalisés de fagon réguliere et homogeéne dans ces filtres,
afin que les plantes de chacun des traitements regoivent la méme quantit€ de Jumiére.
Des mesures de PAR sont effectuées i une hauteur de 20 cm sous chacun des filtres.

Quatre traitements avec des qualités de lumigre différentes ont &t testés avec ces quatre types de
filtre. Pour chaque traitement, les plantes sont placées dans deux mini-serres accolées (largeur
40 cm, profondeur 60 cm, hauteur 60 cm) recouvertes du ou des filtre(s). Ceux-ci retombent de
40 c¢m de part et d'autre des mini-serres. Un espace de 20 cm est donc laissé afin de permettre
une circulation d'air et éviter une augmentation de température sous les mini-serres. Les plantes
sont disposées a ane densité de 20 pl. m”. Elles sont surélevées de 12,5 cm afin de ne recevoir
que la lumiére ayant traversé les filtres.

Les plantes sont arrosées réguliérement avec de la solution nutritive.

Elles sont récoltées 30 jours aprés la mise en place sous les filtres, mesurées et disséquées par

organe. Les échantillons sont séchés, broyés, extraits et dosés.

* En chambre de culture (essai 1), les plantes sont sevrées le 12/10/94 et coupées 3 semaines

avant l'expérimentation mise en place le 3/04/95.
Les plantes sont cultivées sous les filtres dans une chambre climatique équipée de lampes

Mini -serre

60 cm

¥ 50 cm

Mesures de PAR**
en micro Einstein par seconde

Avant d'avoir effectué les
trous dans les filtres

Lol .
Pourcentage d'absorption trous dans les filtres

des filtres

Filtre rouge
76 %

Fiitre bleu
84.6 %

Filtre rouge
+ bleu

98.6 %

Filtre noir

L.es mesures sont effectudes a 30 cm de la vime séparant les lampes de fa chambre climatique

Apres davoir effectué les

Figure 69 : Conditions d'éclairement dans les essais concernant l'influence de la qualit€ de la

ORSAM i vapeur de mercure (400 watt Power Start HQI-TAGO W/DH (gh3) 5900°K). Ces N :
lumiere sur la teneur en coumarines
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lampes posseédent un spectre lumineux proche de celui de 1a lumigre solaire. La photopériode est
de 16 heures de jour & 22°C, 8 heures de nuit & 18°C. Les lampes sont placées 2 25 cm au-
dessus des filtres.

* A l'extérieur (essai 2), les plantes sont sevrées le 10/08/95 dans des "fertil-pots" puis placées
dans des pots de 10 cm x 10 cm x 10 cm. L'expérimentation est mise en place le 12/09/95 ; les
plantes sont récoltées 30 jours aprés. Le 12/09/95, les mélilots mesurent 14 cm et possédent 10
feuilles. La température moyenne 3 Colmar 3 cette période est de 18,0°C.

Le dispositif expérimental est présenté sur la Figure 69.

3.2.3.2.2 Résultats et discussion

Les trous dans les filtres ont permis de dissocier la qualité de lumiére de la quantité. Cependant,
chacun de ces filtres n'absorbe pas les rayonnements de la méme manidre : le filtre rouge
absorbe moins la lumiére que le filtre bleu qui Iui-méme laisse passer plus de rayonnement que
l'association des filtres rouge et bleu, Davantage de trous ont donc été faits dans le filtre bleu et
un nombre encore plus important dans 1'association des filires rouge et bleu. Il aurait fallu
pouvoir disposer d'un spectroradiomgtre pour mesurer précisement 3 la fois la quantité et la

qualité de la lurniére regues par les plantes.

Dans le premier essai, tous les traitements regoivent un PAR de 50 + 2 uEinsteins m™s” sous
toutes les modalités.

Dans le second essai, les plantes étant placdes & l'extérieur sous le méme dispositif
expérimental, elles recoivent toutes un PAR variable suivant le temps, de lordre de
200 pEinsteins m™s™ au midi solaire, par temps découvert.

Dans ces deux essais, il n'y a pas de différence significative entre les modalités testées, pour le
poids des plantes, leur hauteur et Ia proportion d'organe par plante (Figure 70), bien que,
KASPERBAUER et BORTHWICK (1964) trouvent qu'un traitement au rouge sombre induit
I'€longation des tiges.

Les qualités de lumiére testées n'interviennent ni sur la hauteur, ni sur la

{proportion d'organe par plante ni sur leur poids.

La Figure 71 présente le pourcentage de coumarines par plante, cultivées sous différentes

conditions lumineuses.
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Dans les deux essais, l'application de lumiére rouge soit une augmeniation
du rapport rouge clairlrouge sombre a une influence positive sur la synthése de

coumarines.

L'explication classiquement donnée & une augmentation de composés phénoliques a
l'application de lumire rouge est une stimulation de l'activité PAL due & une activaton des
phytochromes par ces longueurs d'onde (Figure 6) (HUAULT, 1969 ; MOHR, 1969 ,
NEUMANN, 1991 ; NEUMANN et SCHWEMMLE, 1993).

Un tel phénomene est difficile & mettre en évidence en fin de chaine de biosynthése du fait des
différents modes de régulation existants. Pour montrer réellement l'influence de la lumicre sur
I'activité de la PAL et la synthese de certains composés phénoliques, il fandrait doser dans les
différents échantillons traités 'ARNm** et l'activité de la PAL afin de définir a quel niveau

(enzymatique ou transcription) s'effectue la régulation.

Les échantillons du premier essai ont €6 extraits a4 l'eau mais n'ont pu &tre dosés
immédiatement, comme normalement, en raison d'un contretemps. Il s'est produit une
hydrolyse du GOHCA trans en AOC.

Dans le cas du traitement avec de la lumidre rouge, isomnérisation trass / cis est plus faible que
dans les autres cas. En effet, le spectre de transmission de ce filtre (Figure 68) montre qu'il ne
laisse pas passer les U.V. Seuls les U.V. provenant des trous ont pu atteindre les plantes et ont
permis cette téaction. Ce phénomene est également mis en évidence dans les feuilles et les tiges
et est présenté Figure 72,

Le dosage des coumarines a été effectué par organe pour de déterminer si les longueurs d'onde
testées ne favorisaient par leur migration. Il apparait que les teneurs en coumarines dans les
racines et les tiges ne sont pas modifiées par la qualit€ de fumigre. Seules les feuilles traitées a la
lumire rouge présentent une teneur supérieure en coumarines. Dans ce cas, la qualité de la

lumiére n'intervient pas sur la répartiion des coumarines entre organes.
3.2.3.3 CONCLUSION

Ces expérimentations relatives & 1'influence de la tumiére sur la teneur en coumarines présentent
un caractére plus fondamental que celles présentées précédemment. Les techniques simples
utilisées pour étudier ces phénomenes ne nous ont pas permis de déterminer de fagon précise
|'existence de mécanismes de régulaton de la synthése de coumarines par la plante mais plutdt
d'émettre des hypothéses qui devront étre testées avec des outils plus fins d'enzymologie ou de
biologie moléculaire.

Néanmoins, nous avons pu montrer que :

la teneur en coumarines est dépendante du PAR recu par les plantes.
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Cependant, il ne nous a pas été possible de déterminer si ce phénomene est lié 4 une réaction
directe du métabolisme secondaire & la lumiére ou si, du fait du manque de sucres et/ou d'énergie
fournts par le métabolisme primaire, la synthése de coumarines s'est trouvée limitée. Dissocier le
métabolisme primaire du métabolisme secondaire parait difficile. Une possibilité, envisageable,
consisterait a enrichir l'atmosphére en CO,, pour améliorer l'efficacité de la photosynthése. Cette
méthode permettrait d'augmenter lefficacité de la photosynthése sans intervenir sur le
rayonnement.

i

Par ailleurs, nous avons mis en évidence

un effet positif de la lumiére rouge sur la synthése de coumarines

qui devra étre validé et expliqué.

Dans ce chapitre consacré a l'étude de la voie d'amélioration agronomique des teneurs en
coumarines du mélilot, nous avons déterminé quelgues facteurs intervenant sur la teneur en
coumarines des plantes.

Nous avons montré que les teneurs en coumnarines sont fortes :

e dans les plantes jeunes,
s dans les feuilles ou les bourgeons,

» dans les niveaux supérieurs de la plante lorsqu'elle est bien développée.
Quant aux rendements en matiére séche par unité de surface, leur augmentation n'influe pas sur la

teneur en coumarines des plantes.

Voyons maintenant comment ces résultats peuvent étre appliqués dans le cadre de la mise au point

d'un itinéraire technique appropri€ a cette culture.
3.2.4 CONSEQUENCES AGRONOMIQUES

Pour produire du mélilot a forte teneur en coumarines, il faut récolter des plantes jeunes, peu
ligneuses. Mais, dans ce cas, le rendement en matiere seche est faible. Cependant, les plantes
coupées précocement peuvent reprendre leur croissance si elles disposent de suffisamment
d'eau, 11 est donc vraisemblablement possible d'effectuer plusieurs coupes sur une méme
parcelle de mélilot. Ce type de technique n'apparait pas dans la bibliographie car l'objectif de
toutes les expérimentations menées jusqu'd maintenant visait & diminuer les teneurs en
coumarines. Avant de présenter les techniques d'obtention de mélilot 4 forte teneur en
coumarines, nous allons étudier une des techniques susceptibles de favoriser la réaction
d'hydrolyse du GOHCA cis par la B glucosidase.
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La récolte correspond & une étape de la filiere ol il est possible de metwre en contact le
GOHCA cis et 1a B glucosidase afin de libérer la coumarine libre.
Cette expérimentation est menée a I'échelle agricole.

3.2.4.1.1 Matériel et méthodes

Matériel végétal ; semis d'automne d'une origine allemande {fournisseur BORNTRAGER) le
23/08/94 & Varize.
Trois modalités de récolte ont 1€ testées sur une méme parcelle au moyen :

- d'une autochargeuse* le 12/06/95. Le mélilot a ét¢ coupé, endainé puis autochargé.

Cette technique de récolte nécessite la présence de deux personnes ;
-d'une l'ensileuse* .
- le 13/06/95 récolte de morceaux de mélilot frais de 38 mm,
- le 14/06/95 récolte morceaux de mélilot frais de 19 mm.
Ce mode de récolte peut étre effectué par une personne seule.
Pour chacune des techniques, le séchoir a été rempli pendant 5 heures & 80°C puis 12 heures a
60°C. La méme quantité de mélilot a ét€ récoltée et disposée sur la méme surface de séchage.
L'épaisseur de la couche de matériel végétal disposée dans le séchoir était de :
e 90 cm pour la "modalité autochargeuse”. Ce matériel n'est pas coupé, il est donc tres

volumineux et l'air y circule bien ;
e 25 cm pour la "modalité ensilage 38 mm" ;

+ 20 c¢m pour la "modalité ensilage 19 mm".

L'extraction a été effectuée au méthanol sous reflux.

3.2.4.1.2 Résultats et discussion

Les résultats de cet essai sont présentés Figure 73,

Les techniques de récolte éprouvées n'ont pas d'influence sur fa tenew en coumarines alors
qu'elles interviennent sur la transformation du GOHCA cis en coumarine libre. Cette hydrolyse

est la plus importante en récoltant 4 l'ensileuse, quel que soit la wille des morceaux car cette



Stades et dates | Hauteurs de Dates de la Dates de la
de la premieére la premiére |seconde coupe |{roisiéme coupe
coupe coupe
Bourgeonnement Scm
30/05/94 30 cm 28/06/94 25/07/94
Floraison 5cm
13/06/94 30 cm 28/06/94 25/07/94
Pleine floraison Scm
28/06/94 30 cm 25/07/94
60 cm
Tableau 10 : Stades et hauteurs de coupes a Luttenbach en 1954
Lien |Date Date Date
lere Stade 2eme Stade 3eme |Stade
récolte récolte récolte
Colmar |22/05/92| Bourgeonnement | 19/06/92 Bourgeonnement | 15/7/92 | Floraison
Luttenbach| 25/05/93| Bourgeonnement | 22/06/93 Floraison 27/07/93] Floraison
Colmar |[1/06/92 | Floraison 3/07/92 Floraison 31/07/92| Floraison
Luttenbach| 1/06/93 | Floraison 6/07/93 Floraison 11/08/931 Floraison
Tableau 11 : Dates et stades de récolte A Colmar en 1992 et & Luttenbach en 1993
] Stade et
Modalités | Date | Stade et Date Stade et Date hauteur
de coupes | {are hauteur des 2éme hauteur des Jeme |des
récolte | plantes récolte plantes" récolte | plantes
A 22/05/95 | Bourgeonnement | 27/06/95 Bourgeonnement | 2/8/95 | Floraison
150 cm _ 60 cm 50280 cm
B 23/05/95 | Bourgeonnement | 10/07/95 Floraison
50 cm _ Wcmalm
C 1/06/95 | Bourgeonnement | 12/07/95 Floraison
115¢cm 602470 cm
D 27/06/95 | Floraison
180 cm

Tableau 12 : Dates et stades de récolte 4 Varize en 1995



technique provoque une rupture des tissus et favorise donc un bon contact entre 'enzyme et son

substrat.

La technique de récolte a l'ensileuse est conseillée car elle permet une bonne

hydrolyse du GOHCA c¢is en coumarine libre.

De plus, cette technique facilite 1a récolte : une seule personne est nécessaire.

3.2.4.2 DATES ET HAUTEUR DE COUPE SUR SEMIS D’'AUTOMNE

* Définir le mode d'exploitation des parcelles (stades, hauteur et nombre de coupes sur une'

iméme parcelle) permettant de produire un rendement optimum en dérivés coumariniques

3.2.4.2.1 Matériel et méthodes

* Stades et hauteurs de la premiére coupe

- Cet essai a été mis en place en 1994 a Luttenbach sur semis d'automne : parcelle
de 10 m de long (4 blocs de 4 lignes espacées de 20 cm) semée avec l'origine 157 le
18/08/93 & 10 Kg ha' 45 pl. m? (récolte de 4 fois 0,64 m’ par modalité testée).

7 modalités de coupes ont ét€ testées (Tableau 10).

Les secondes et troisiemes coupes ont ét€ effectuées & 10 cm du sol. La récolte est

manuelle.

* Dates de coupes

Trois essais ont ét€ mis en place sur semis d'automne :

- en 1992 a Colmar sur une parcelle de 14 m de long sur 3,5 m de large semée avec

Torigine 111, le 26/08/91 4 17 Kg ha'! (récolte de 3 fois 1 m” par modalité testée) ; |
- en 1993 a Luttenbach sur une parcelle de 8 m de long sur 2 m de large semée avec
l'origine 111, le 20/08/92 & 20 Kg ha' 45 pl. m? (récolte de 3 fois 0,5 m” par modalité
testée).

Par souci de simplification, ces deux expérimentations sont préseni€es cornjointement.
Pour ces deux essais, la parcelle de mélilot est divisée en trois blocs. Les plantes sont
récoltées manuellement aux dates présentées dans le Tableau 11, 4 une hauteur de

10 ¢cm et séchées 12 heures 4 60°C.,
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-en 1995 a Varize (48° 16’ 40" N, 1°37' 20" E) sur sol limoneux, semis avec une
origine allemande (fournisseur BORNTRAGER) le 24/08/94 a 4 Kg ha® 76 pl. m?,
parcelle irriguée (récolte mécanique de 500 m’ par modalité de coupe testée, prélévement
dans le séchoir de 4 échantillons de 1 Kg de matiére séche par traitement).
Les plantes sont récoltées a l'autochargeuse aux dates présentées dans le Tableau 12 et
séchées 20 heures 2 50°C. La hauteur de la premiere coupe s'effectue & 10 cm du sol pour les
modalités de coupe A et B, & 25 cm pour la C et 4 40 cm pour la parcelle D. Toutes les secondes
coupes et 1a troisieme coupe de la modalité A se font 4 10 cm du sol.

3.2.4.2.2 Résultats et discussion

* Définition des stades .
Du fait de l'échelonnement et du recoupemeﬂt des stades du mélilot, quelques précisions
s'avérent utiles :

- au bourgeonnement : 100% des plantes possédent des bourgeons ;

- en début de floraison : environ 80% des plantes posseédent des fleurs ;

- & la floraison : 100% des plantes sont en fleurs, il reste beaucoup de bourgeons ;

- en pleine floraison : 100% des plantes sont en fleurs, les premiéres graines apparaissent.

* Stades et hauteurs de la premigre de coupe (Figure 74)

Au printemps 1994, 1a parcelle de mélilot de Luttenbach possédait une densité faible (45 pl. m™)
et hétérogéne. En effet, elle avait subi des pertes durant 'hiver dues vraisemblablement & la
mauvaise résistance au froid de cette origine et A une importante attaque de sitones au
printemps. Ceci explique les fortes variations observées sur le rendement par répétition et ne
permet pas de mettre en évidence d'éventuelles différences sur le rendement moyen par modalité
de récolte.

Apres la premigre coupe, les plantes récoltées 4 30 c¢cm reprennent mieux leur croissance gue
celles coupées & 5 cm. Le rendement des 2 premicres coupes est plus important 81 la premiere
coupe est effectuée a 30 cm plutét qu'a 5 cm de hauteur.

Une premiére coupe trop basse €limine une grande partie des bourgeons axillaires susceptibles
de se développer en pousses du fait de la levée de la dominance apicale provoquée par la
récolte.

En seconde et en troisiéme coupe, les plantes sont en fleurs. L'induction 4 [a floraison ayant €€
réalisée avant la premiére coupe, les coupes ne peuvent les faire "revenir" a un €tat végéranf
alors qu'elles ont tendance 2 les "rajeunit” d'un point de vue physiologique, Ainsi dans le cas
de coupes multiples, les tiges sont récoltées avant qu'elles ne soient trop ligneuses, les feuilles
avant que leurs coumarines n'aient migrées et/ou n'aient ét€ diluées, d'ou les bonnes teneurs

moyennes en coumarines obtenues lorsque l'on effectue 3 coupes sur une parcelle. Les plus
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fortes teneurs sont trouvées en premiere coupe dans les plantes récoltées au stade
bourgeonnement ou floraison & une hauteur de 30 ¢cm (3,16% et 2,33% de coumarines). Seules
les parties les plusractivcs physiologiquement (feuilles jeunes et bougeons) sont récoltées, les
tiges ligneuses et a faible teneur en coumarines sont laissées sur la parcelle. Ceci explique le wes

faible rendement de ces premiéres récoltes lorsque la coupe est effectuée a 30 cm.

Il est possible de produire du mélilot @ 3% de coumarines en récoltant la partie
supérieure des plantes au stade bourgeonnement mais le rendement en matiére

séche donc en coumarines est trés faible.

Les modalités de récolte (premiére coupe & 30 cm au stade bourgeonnement ou début de
floraison) conduisent a un fort rendement en matiére séche en seconde coupe (10 cm), avec des
teneurs en coumarines plus faibles qu'a la premiére coupe car les tiges ligneuses sont récoltées.

Le positionnement d'une premigre coupe en pleine floraison ne permet de faire que deux
coupes. Les teneurs de la premicre coupe et les teneurs moyennes en cournarines sont alors plus
faibles. Ce n'est pas le cas si la premiére coupe est effectuée 4 un stade plus précoce car 1'dge

moyen des organes récoltés est plus €élevé.

Sur semis d'automne, pour obtenir un bon rendement en matiére séche a
forte teneur en coumarines (supérieure @ 1%) tout en échelonnant la récolte et
en répondant aux normes de la pharmacopée, il faut effectuer 3 coupes
successives a 3 semaines ou 1 mois d'intervalle, la premiére devant étre
positionnée au stade bourgeonnement ou floraison, entre 5 et 30 cm de

hauteur,

* Dates de coupes

Les résultats des deux essais menés & Colmar en 1992 et & Luttenbach en 1993 sont présentés
Figure 75.

En 1992 et 1993, les deux premieres récoltes sont positionnées approximativernent aux mémes
dates. La troisiéme coupe est légérement plus tardive sur le site de Luttenbach en 1993,

Le rendement moyen en matiére séche des trois coupes est inférieur lorsque la premiére coupe a
Heu lors du bourgeonnement. En effet, dans ce cas, les troisiémes coupes sont effectuées
environ 15 jours plus tét que lorsque la premigre coupe a lieu & la floraison. La modalité
"premiére récolte au bourgeonnement” bénéficie de 15 jours de plus de production en matiere
séche. Cependant, le rendement de la troisiéme coupe est faible (200 & 500 Kg ha™).

En ce qui concerne les teneurs en coumarines par coupe ou en moyenne sur les trois coupes,
elles sont toujours plus élevées (supérieures & 1%) lorsque la premiére coupe est précoce. En

effet, les plantes récoltées sont plus jeunes donc a plus forte teneur.
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Figure 76 : Coupes sur semis d'automne de 1994 2 VARIZE



Par contre,

le rendement total en coumarines par parcelle est pratiquement identique quel
que soit le mode de gestion de cette parcelle. Le choix du positionnement de la
premiére coupe ''au bourgeonnement" ou & la floraison s'effectuera donc

suivant des critéres d'ordre économique ou technique.

Comme le facteur limitant de la chaine de production industrielle de mélilot (3 Varize) est le
séchage, un échelonnement dans le temps des récoltes permettrait d'augmenter la production
sans avoir a investir dans un nouveau séchoir. De plus, cette pratique échelonne dans le temps

les ravaux de récolte jusqu'a présent entierement réalisés mi-juin, ¢'est-d-dire & la floraison .

Les résultats de l'essai "coupes sur semis d'automne”, mené a4 Varize sont présentés
Figure 76.

Quatre modalités de coupes ont été testées. Suivant le positionnement de la premiére coupe, une
a trois coupes ont pu ére effectuées sur la méme parcelle. Les modalités B, C, D permettent le
méme rendement en matiére séche. Deux coupes donnent le méme rendement en matiére séche
qu'une seule coupe réalisée fin juin mais la tenewr en coumarines augmente lorsque l'intervalle
entre coupe diminue car les plantes récoltées sont plus jeunes. Si on effectue trois coupes
conséecutives sur la méme parcelle, tous les mois (de fin mai a fin juillet), on peut & la fois
doubler la teneur en coumarines du matériel récolté (par rapport 4 une seule coupe effectuée a la
floraison) et échelonner le temps de travail. Cependant, dans ce cas, on diminue le rendement
en matiere seche de 25%.

Ces résultats viennent confirmer ceux obtenus précédemment. En effet, nous concluons

également que :

‘|sur semis d'automne, pour produire du méhilot a forte teneur en coumarines, il est conseillé
de récolter précocement (avant le stade beurgeonnement) et d'effectuer

plusieurs coupes a environ 1 mois d'intervalle.

En 1996, une modalité de coupe plus précoce sera testée sur semis d'automne (premiére coupe

a l'état végétatif) en envisageant une quatrieme coupe.

Suivant l'offre du marché, c¢'est-a-dire selon si le prix de vente tient
compte ou non de la qualité, il sera possible de choisir entre la production d'un
matériel a forte teneur en coumarines (supérieure a 1%) en 3 ou 4 coupes ou

d'un matériel de moindre qualité en 2 coupes.

Considérant les résultats déja acquis sur repiquage de printemps (cf. 3.2.1.2), un autre
itinéraire technique a ét¢ testé pour récolter du matériel végétal jeune et échelonner les récoltes.
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Figure 77 : Hauteur de coupe sur semis de printemps 2 VARIZE (essai 1)

* valeur estimée



Bien que ne répondant pas aux normes de la pharmacopée frangaise, la production de mélilot de

qualité, a partir d'un semis de printemps exploité dés la premiére année, est envisagée,

3.2.4.3 STADES DE COUPES SUR SEMIS DE PRINTEMPS

e
* Définir le stade de coupe optimal sur semis de printemps

Les stades phénologiques ante bourgeonnement du mélilot n'étant pas définis de fagon précise,

la hauteur servira de critére de référence.

3.2.4.3.1 Maiériel et méthodes

Deux essais ont été mis en place sur semis de prinfemps en 1995 4 Varize avec une origine
allemande (fournisseur BORNTRAGER) semée le 31/03/95. La parcelle est urriguée. Les
récoltes ont ét€ effectuées sur 500 m* par modalité de coupe testée, a l'autochargeuse a une
hauteur de 10 cm du sol (prélevement de 4 échantillons de 1 Kg de manére seche dans le

séchoir par traitement).

* Hssai 1 : On effectue chacune des deux coupes lorsque les plantes ont atteint respectivement

40, 60 et 80 cm aux deux coupes. Elles se font toujours & 10 cm du sol. La densité dans cet

essai est de 136 pl. m?,

* Essai 2 : Deux coupes sont effectuées. La premmiére lorsque les plantes mesurent 80 cm, la
seconde lorsqu'elles ont 60 cm soit respectivement le 20/07/95 et le 6/09/95 sur des parcelles de
densités 120 et 240 pl. m™,

3.2.4.3.2 Résultats et discussion

Les résultats du premier essai sont présentés Figure 77. Les échantilons de mélilot de la
récolte effectuée sur des plantes de 60 cm n'ont pu étre prélevés. Du fait de la bonne
homogénéité de ces résultats, nous nous permettons d'extrapoler la valeur moyenne de la teneur
en coumarines 4 ce stade de coupe a partir des deux valeurs qui l'encadrent. Nous lui
attribuerons donc arbitrairement une teneur de 1,12%.

Le rendement en matiére séche est le plus important lorsque les plantes sont coupées quand elles
atteignent 80 cm. Cependant, la teneur moyenne du matériel végétal récolt€ est alors tres
légerement inférieure. Cette modalité donne un bon rendement a l'hectare la premicre année

{plus de 8 tonnes de matiére seéche).
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Figure 78 : Coupes sur semis de printemps 8 VARIZE




Cette expérimentation sera poursuivie en 1996, ces plantes devant continuer & se développer en

seconde année de culture.
L'exploitation du semis de printemps permet d'échelonner le travail et de rallonger la

période de production du mélilot, la deuxiéme et dernigre récolte se tenant le 6/09/95.

Sur semis de printemps, il est conseillé d'effectuer 2 coupes lorsque les plantes

atteignent 80 cm.

Ces conditions permettent de récolter plus de 8 T ha' de mélilot de bonne qualité (teneur en
coumarines supérieure & ,9%}, tout en échelonnant les dates de récoltes.

Cependant, pour déterminer le réel mtérét du semis de printemps, il faudrait vérifier si le
rendement en coumarines obtenu sur une parcelle de semis de printemps coupée deux fois la
premiére année et éventuellement trois fois la seconde année est supérieur a celui provenant de
trois 4 quatre coupes sur semis d'automne.

Dans le cas d'un rendement identique ou supérieur ef dans la mesure ou cela peut
8tre accepté par la pharmacopée, il serait conseillé de semer au printemps une partie

de la surface consacrée au mélilot sur l'exploitation.

En vue d'augmenter les rendements sur semis de printemps, deux densités ont €t¢ compar€es
(Figure 78). Il n'y a pas de différences significatives entre les densités testées pour les
rendements moyens en matiére séche et en coumarines.

La conclusion définitive de cette étude sera donnée par rapport aux résultats obtenus en seconde
année de culture en 1996. En effet, 1a population semée a la densité€ de 240 pl. m™* a tendance i
donner un pourcentage de GOHCA wans pius élevé que la densité 120 pl m”

(vraisemblablement du fait d'un auto-ombrage plus important & forte densité) la premiere annce.
3.2.4.4 CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons pu appliquer les données écophysiologiques obtenues
préalablement (cf. 3.2) et transposer les résultats acquis de I'échelle expérimentale a I'échelle
agricole.
La pharmacopée francaise préconise l'utilisation des sommités fleuries de mélilot
vraisermnblablement en raison :
- d'une bonne détermination de l'espéce a la floraison, ce qui lmite les risques de
falsification ;
- d'une bonne teneur en coumarines dans ¢es organes.
Nous avons pu cependant montrer que la qualité du mélilot issu d'un semis de printemps récolté
en premidre année, au stade végétatf est pratiquement aussi bonne que celle d'un mélilot

provenant d'un semis d'automne récolté 1 la tloraison.

108




Essai Semis Densité | Nombre| Modalité Rendement | Teneur Indice de
pl. m* de lere coupe | enTha' |en productivité
coupes par modalité coumarine| en coumarine
libre libre

3 le 22/05/95 5,1 0.99 165
Coupes | automne 76 2 le 23/05/95 6,59 0,71 153
2 le 1/06/95 6,74 0,68 150

1 le 27/06/95 6.8 0,45 100%*
40 cm 5.55 0,99 179
Hauteur | printemps 136 60 cm 6,28 0,85 174
80 cm 8,58 0,81 227
Densité | printemps 120 6,05 0,9 196
240 2 7.61 0,78 194

Tableau 13 : Synthése économique des essais menés a Varize. Les calculs sont effectués sur la

base des prix du marché en 1995,

* I'indice est calculé A partir du revenu dégagé par une récolte "classique” @ récolte a la floraion sur

semnis d'automne. Cependant, la donnée utilisée dans ce cas integre déji l'amélioration de la teneur

en coumarine libre apporiée par l'optimisation des techniques de séchage.




Ce mode de production couplé (semis d'automne et semis de printemps) permettrait de produire
du mélilot de mi-mai 3 début septembre.
L'agriculteur peut également jouer sur la date et la hauteur de coupe et ainsi :
- disposer d'une grande souplesse de production suivant un choix de rendement ou de
qualité,
- échelonner ses Interventions en fonction du temps disponible,

- valoriser ses investissements (installation de séchage, broyage...).

Les résultats des études sur l'exploitation de la parcelle de mélilot en coupes
multiples, sur semis d'automne ou de printemps, donnent au producteur un
outil d'aide a la décision. En effel, a partir des contraintes techniques (temps
de travail, disponibilité du séchoir..) et économiques (meilleure marge brute
par hectlare lide au prix du mélilot, aux colits de récolte et de séchage, aux
subventions accordées aux jacheres...), il peut déterminer l'itinéraire technique

le mieux adapté,

Dans le cas d'une rémunération du mélilot dépendant de sa teneur en coumarine libre, il est
possible de comparer les différents itinéraires techniques en fonction du revenu qu'elles
dégagent. Une synthése économique des essais menés & Varize est ainsi présentée
Tableau 13.

En attendant les résultats complémentaires de 1996, on peut temporairement conclure que :

le meilleur itinéraire technique (indépendamment des critéres de la
pharmacopée) consiste a effectuer 2 coupes a 10 cm du sol, sur des plantes
mesurant 80 cm en premiére année d'un semis de printemps.

Si on tient compte des contraintes imposées par la pharmacopée, 3 coupes
peuvent étre effectuées a un mois d'intervalle, sur un semis d'automne, la

premiére coupe étant positionnée au stade du bourgeonnement.

Ces résultats seront "affinés" en 1996, notamment dans le choix d'une densité optimale et d'une

coupe 2 l'état végétatif, en semis d'automne.
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3.3 CONCLUSION GENERALE

Le mélilot (Melilotus officinalis L.) est une plante médicinale dont l'extrait entre dans la
composition de quelques médicaments vasculotropes. La qualité de cet extrait est définie en
fonction de sa teneur en coumarine libre. C'est pourquoi l'industrie pharmaceutique recherche
de la drogue dont la teneur en principe actif est la plus élevée possible. Cependant, la coumarine
libre n'existe pas en tant que telle dans le mélilot frais ; elle est stockée dans les vacuoles sous
forme de GOHCA trans et cis. L.a somme de ces deux glucosides exprimée en coumarine libre
est appelée dans ce travail dérivés coumariniques, la somme des dérivés coumariniques et de la
cournarine libre, notée coumarines. Le GOHCA tfrans est isoméris€ sous l'action des U.V. en
GOHCA cis qui peut étre hydrolysé (au moment ou aprés la récolte) par une B glucosidase

intercellulaire en ¢coumarine libre.

Le programme de recherche sur le mélilot a débuté en 1990 avec pour objectif la maimise de la

production de matiére séche renfermant 0,7% de coumarine libre.

* La premiére partie de ce travail a consisté & mettre au point, a 1'échelle expérimentale, des
techniques visant a optimiser la valorisation des dérivés coumariniques produits dans le mélilot
et & caractériser et sélectionner le matériel végétal. L'activité pharmacologique des dérivés
coumariniques €tant 4 ce jour inconnue et dans la mesure on ['ensemble des travaux
pharmacologiques concemne la coumarine libre, nous avons considéré que la forme recherchée
et active est la coumarine libre. Dans ce cas, la valorisation de Pensemble des dérivés
coumariniques contenus dans le matériel frais implique :

- 'isomérisation du GOHCA trans en GOHCA cis,

- I'hydrolyse du GOHCA cis en coumarine libre,

- la maitrise des pertes avant l'extraction, notamment durant le séchage.
L'étude de l'influence du séchage sur la teneur en coumarine(s) nous a permis de valider des
résultats obtenus en séchoir ventilé :

- un séchage a 25°C provoque des pertes en coumarines ;

- 60°C constitue une température optimale de séchage, en raison des faibles pertes et

d'une hydrolyse quasi compléte du GOHCA cis.
De plus, nous avons montré que la lyophilisation et le séchage aux micro-ondes n'induisent pas
de pertes en coumarines, Toutefois, dans ce demnier cas, la B glucosidase est dénaturce, les
coumarines présentes dans le mélilot sec sont alors 4 97% sous forme de glucosides.
Le mode d'extraction joue également un rble sur la teneur et la forme des coumarines contenues
dans la drogue. Les techniques classiquement utilisées, d'une part sous-estiment souvent la
teneur en cournarine libre (du fait de la polarité des solvants), d'antre part ne permettent pas le
dosage du GOHCA cis. Une technique simple, rapide et reproductible a é1é mise au point. Elle

assure l'extraction de l'ensemble des coumarines et une bonne transformation du GOHCA cis

en coumarine libre.
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La mise au point de ces conditions d'extraction a permis :
- de mieux connaitre le devenir des glucosides au cours de la vie de la plante,
- de suivre l'effet des facteurs du milieu sur la teneur en coumarine libre et en ses deux

glucosides.

* La seconde partie de cette étude a consisté dans un premier temps 3 vérifier et approfondir les
connaissances sur l'écophysiologie du mélilot, afin de mettre au point dans un second temps
des techniques culturales en vue de I'obtention d'un matériel répondant a la qualit€ recherchée.
Certains résultats comme ceux concernant e site de synthése des cournarines confirment ce qui
est décrit dans la littérature. D'autres constituent une avancée dans la compréhension des
mécanismes de synthese et de mugration des coumnarines dans la plante.
- Ainsi, la forte variation de poids observée entre les plantes issues de multiplication
végétative in vitro, repiquées in situ et técoltées i des dates différentes, nous a permis de
mettre en évidence que, pour un génotype donné, la teneur en coumnarines est fonction de
'dge de la plante. Elle est indépendante de son poids. En effet, 4 un dge donné, la plante
posséde un rapport entre organes constant (indépendant de son poids) et une teneur en
coumarines définie pour chaque organe.
Cette constatation nous a donc amenés & remettre en cause les techniques utilisées pour
étudier la variabilité génétique.
- De plus, nous avons pu montrer que les coumnarines migrent sous forme de glucosides,
en fin de premiére année de culture, des feuilles vers les racines. En seconde année, les
coumnarines synthétisées dans les feuilles migreraient vers les fruits. II existe donc,
comme dans le cas des métabolites primaires, des relatons "source" - "puits” entre les
organes. Du fait de la similitude des organes "sources" et des organes "puits' des
réserves carbonées et des coumarines, on peut penser que les dérivés coumnariniques sont
mobilisés avec les autres glucides. Ces données pourraient ére confirmées et affinées par
le suivi de molécules marquées dans la plante.
- A plusieurs reprises au cours de ces recherches, nous avons mis en évidence que les
organes photosynthétiquement actifs, notamment les feutlles, jouaient un réle important
dans la syntheése de coumarines. 1l semble que cette synthése soit A la fois influencée par
la quantté et la quahité de la lumiere. Cependant, i n'a pu &tre déterminé si la baisse de
teneur observée sur des plantes ombrées est liée a une action directe de la lumidre sur la
synthése des coumarines ou & une action indirecte sur le métabolisme primaire.
Cependant, nous avons montré que 'application de lumiére rouge augmente légérement a
teneur en coumarines. L'augmentation du rapport rouge clair / rouge sombre pourrait
intervenir par le biais des phytochromes sur la régulation de la PAL mais cette hypothese
reste i tester.
- Néanmoins, nous avons montré que la densité en culture (qui peut modifier la qualit€ de

la lumiére) n'intervient pratiquement pas sur la teneur en coumarines.
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* La troisieme partie de ce travail a permis de valider et d'appliquer a 1'échelle industrielle les
résultats obtenus au niveau expérimental. Ainsi, nous sommes artivés 3 transformer environ
95% du 8 GOHCA cis en coumnarine libre, en effectuant une récolte 4 l'ensileuse et en utilisant
une température €levée (80°C) lors de la premigre phase du séchage. Ces deux techniques
favorisent le contact enzyme - substrat. La production de matériel végétal & forte teneur en
coumarines a été obtenue par un systtme de coupes multiples, effectuées sur une méme
parcelle. Cette technique permet non seulement récolter des plantes ou des parties de plantes
"jeunes”, (donc 2a forte teneur en coumnarines) mais €galement d'échelonner la récolte.
L'augmentation du rendement en matiére séche par unité de surface est possible en optimisant
les densités (une forte densité de 100 2 150 pl. m™ est conseillée) : le matériel végétal récolté

dans ces conditions posséde une teneur en courmnarine libre supérieure & 0,7%.

Les objectifs fixés au début de ce programme de recherche ont é#€ atteints. Nous avons pu
valider sur I'exemple du mélilot une démarche d'amélioration de la qualité d'une plante
médicinale (Figure 1). Pour cela, il s'est avéré indispensable de créer un lien ente différentes
disciplines. Ce type d'étude nécessite en effet, une vue globale sur I'ensemble de la filiere et
implique de pouvoir comprendre et maitriser de nombreux facteurs influengant la qualité aux
différents niveaux d'organisation impliqués (du champ & la molécule). Cependant, cette
démarche connait des limites, son succes réside en grande partie dans l'existence de
connaissances (ou dans la possibilité de les acquérir suffisamment rapidement en début de
programme de recherches) sur les molécules recherchées, leur voie de biosynthese et leur mode
de dosage. A Theure ol les recherches sont souvent pointues, l'intérét et l'avenir de cetie
démarche sont liés & sa capacité d'intégrer les problémes rencontrés par chacun des acteurs de la
filiére et d'en comprendre les fondements afin de proposer des solutions pratiques dans le but

de produire de fagon maltrisée des molécules intéressant la thérapeutique.
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